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Resumo

Paula, Leonardo. R.; Determinagdo in vitro do Fator de Prote¢do Solar de
preparacdes cosméticas usando dispositivos fotoquimicos nanoestruturados. 124 pg.
Dissertacdo de Mestrado — Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2010.

A determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) de protetores solares
atualmente é uma exigéncia regulatéria na grande maioria dos paises e blocos
econbmicos mundiais. Para tal, adota-se exclusivamente o uso de métodos que
requerem a irradiacdo UV de voluntarios humanos nos procedimentos de
determinacdo do FPS. Alguns métodos in vitro néo-invasivos estdo descritos na
literatura, mas até o momento nenhum deles foi aceito pela comunidade
internacional para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar de preparacdes
cosméticas. Portanto, o desenvolvimento de métodos para a determinagcdo do FPS
in vitro, com boa correlagdo com os métodos in vivo, € de enorme interesse de
pesquisadores e empresas do setor.

Visando oferecer alternativas ndo-invasivas para a determinacédo do FPS de
protetores solares, serdo descritos procedimentos de preparo de um dispositivo
fotoquimico nanoestruturado e sua aplicacdo no desenvolvimento de metodologias
in vitro para a determinacdo do FPS de protetores solares. Todas as amostras
utilizadas no desenvolvimento das metodologias foram previamente avaliadas em
estudos clinicos para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar. Os resultados
obtidos in vitro apresentaram boa correlacdo com o0s resultados in vivo,
demonstrando que os dispositivos apresentam grande potencialidade e viabilidade
para aprimoramento e construcdo de um equipamento capaz de reduzir ou até

substituir os ensaios clinicos in vivo atualmente exigidos e praticados.

Palavras chave: Fotoquimica, Dosimetria UV, Nanodispositivos, Fator de Protecao

Solar, Protetor Solar, Fotoprotecao.



Abstract

Paula, Leonardo R. In vitro determination of the Sun Protection Factor of cosmetic
formulations using nanostructured photochemical devices. 124 pg. Masters Thesis —

Instituto de Quimica, Universidade de Séao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The determination of the Sun Protection Factor (SPF) of sunscreen
formulations is currently a regulatory requirement in most countries and economic
blocs in the world.

Strict methodologies are adopted to determine the SPF, based on the UV
irradiation of human volunteers in order to induce an erythemal response in the
presence and absence of sunscreen applied to the skin. Some non-invasive in vitro
test methods can be found in the scientific literature but, so far, none of them have
been accepted by the international community as a standard for determination of the
Sun Protection Factor. Therefore, the development of in vitro methods for
determination of the SPF, exhibiting good correlation with the in vivo methods, is of
enormous interest for researchers and companies.

Thus, a non-invasive alternative for in vitro determination of the SPF of
sunscreens, based on nanostructured photochemical devices, is described. The
accuracy and reprodutibility of the new methodology were verified using clinicaly
evaluated samples and correlating the in vitro with the in vivo Sun Protection Factors
data. The in vitro results showed good correlation with in vivo results, demonstrating
that UV-dosimeters are suitable for FPS measurements, having great potentiality for
the development of equipments that would reduce or even replace the in vivo clinical

trials currently in use.

Keywords: Photochemistry, UV dosimetry, Nanodevices, Sun Protection Factor,

Sunscreen, Photoprotection.
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1.1 Introducao

A comprovacao da eficacia de protetores solares é de grande importancia,
sendo uma questdo de saude publica na medida em que a radiacao solar € a grande
contribuidora para os casos de queimaduras de pele, imunossupresséo e cancer de
pele. Atualmente a determinacdo do Fator de Protecdo Solar de preparacdes
cosméticas é realizada por meio de metodologias validadas e reconhecidas
internacionalmente, sendo os principais exemplos a regulamentacdo do Food and
Drug Administration nos Estados Unidos e o International Sun Protection Factor Test
Method reconhecido pela Comunidade Européia, Jap&o, CTFA-Africa do Sul e
CTFA-Estados Unidos. Tais metodologias sdo baseadas em avaliacbes clinicas,
mais especificamente na irradiacdo ultravioleta de voluntarios humanos em seus
procedimentos.

Em funcdo dos altos custos, tempo de execucdo demasiadamente longo e
caracteristicas invasivas destas metodologias in vivo, diversas metodologias in vitro
para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar tem sido propostas nas Ultimas
décadas. Tais metodologias in vitro apresentam deficiéncias que ainda nao foram
superadas a fim de se obter reconhecimento e aprovacgado internacional para a
substituicdo dos métodos in vivo.

Portanto, é de grande interesse por parte da indlstria cosmética e
farmacéutica, e por parte dos 6rgdos governamentais, o estabelecimento de
metodologias néo invasivas confiaveis para a determinacdo do Fator de Protecéo

Solar de protetores solares.
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1.2 A Luz Solar

Ha mais de 400 anos atras, Nicolau Copérnico declarou que o Sol era o centro
do universo. Ao longo da histéria, a humanidade teve uma relagéo especial com o Sol.
Do Egito ao México, o rei Sol era adorado, era considerado o Deus que dava calor e
permitia o crescimento das lavouras. Na verdade, ndo ha nenhuma regido do mundo
gue nao seja influenciada pelo Sol. Da fotossintese até o nosso humor, estédo
condicionados pelo Sol*. Ndo é de admirar, entéio, o papel central da radiacdo solar em
nossas vidas. No entanto, nem todos os aspectos desta radiacdo séo positivos, pois,
como sera visto, ha efeitos deletérios causados pela natureza intrinseca da radiacao
solar.

O Sol emite diversos tipos de radiacbes: radiacOes ionizantes, radiacdes
ultravioleta, luz visivel, radiacdes infravermelhas, etc. Todavia, 0 campo magnético e a
atmosfera da Terra filtram as radiacoes de maior energia, de modo que o espectro solar
na superficie terrestre é formado por radiacbes com comprimentos de onda
compreendidos entre 290 e 3000 nm. Devido ao fato de abranger esta faixa
relativamente grande de energias, do ponto de vista da pratica clinica, o espectro solar
considerado é formado pelas radiacdes ultravioleta (290 a 400 nm), luz visivel (400 a 760
nm) e radiaco infravermelha (760 a 3000 nm)?>4°.

A proporcao, em energia, de cada uma dessas faixas de radiacdo € a seguinte:
= 40% luz visivel

= 50% radiacao infravermelha

= 10% radiacao ultravioleta (1% UVB + 9% UVA)

Embora o Sol emita radiacbes de comprimentos de onda menores que 290 nm,

estas ndo chegam a superficie terrestre (e por consequéncia a pele) devido a absorcéo
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seletiva que sofrem pela camada de o0zOnio e oxigénio molecular presentes na

estratosfera® (Figura 1).

Ultravioleta

Camada
de ozdnio

R

Figura 1 - Atenuacédo das radiacdes incidentes sobre a superficie terrestre.

Portanto, existe uma radiacdo incidente de energia muito elevada que é
atenuada pelos componentes da estratosfera, fazendo com que a energia que
recebemos seja menor que a inicial (no espaco, fora da atmosfera terrestre).

A maioria dos efeitos prejudiciais a saude, principalmente sobre a pele e os
olhos, é causada pela acdo da radiacdo ultravioleta. A radiacdo infravermelha e a luz
visivel geralmente sdo indcuas para os seres humanos’.

Por convencdo, o espectro ultravioleta se subdivide arbitrariamente em trés
faixas de maior a menores comprimentos de onda, denominadas UVA, UVB e UVC,
respectivamente.

A faixa UVA é compreendida pelos fétons de comprimentos de onda entre 400 a
320 nm. Este espectro é responsavel pela reacdo de pigmentacéo da pele e por varios
outros efeitos como o fotoenvelhecimento e a fotossensibilizac&o®.

A faixa UVB é compreendida pelos fétons de comprimentos de onda entre 320 a

290 nm. Possui também uma acdo de pigmentagdo, mas € marcadamente reconhecida
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como a regido responsavel pelas queimaduras solares (eritemas), além da contribuicéo
para o cancer de pele.

A faixa UVC é compreendida pelos fétons de comprimentos de onda menores
que 290nm (290 a 100nm)°. Esta faixa de radiacdo UV é extremamente eritematégena,
mutagénica e carcinogénica, mas praticamente ndo alcanca a superficie terrestre devido
a atenuacdo produzida pela camada de ozonio presente na estratosfera.

Existe uma crescente preocupacdo sobre as radiacdes UVC e UVB ja que
devido a continua degradacdo da camada de o0z6nio da estratosfera pelos
clorofluorcarbonetos (CFCs), se prevé um aumento nos niveis de radiacdo desta faixa do
espectro sobre a superficie terrestre e, por consequéncia, os efeitos nocivos que estas
radiacSes podem produzir sobre a satide das pessoas™.

Além da caracterizacdo do espectro solar, é importante destacar os fatores que
influenciam a sua incidéncia na superficie terrestre e a quantidade de energia recebida
durante uma exposicdo solar. A altitude em que a exposi¢cdo solar ocorre exerce
consideravel influéncia na incidéncia da radiacdo UV. Quando medida a partir do nivel
do mar, a radiacdo UV aumenta em 4% a cada 300 metros de incremento na altitude™.
A composicao da superficie terrestre também exerce influéncia nos niveis de radiacao
UV a que estamos expostos. Por exemplo, gelo e neve refletem o dobro da radiagdo UV
refletida pela terra e pela grama®?. Outro fator a ser considerado é a sazonalidade. Se
considerarmos uma latitude fixa, no inverno o sol possui um angulo maior em relacdo ao
hemisfério, aumentando o “caminho 6ptico” e o grau de atenuacédo da radiacdo pela
atmosfera. A prépria latitude, independente da época do ano, tem grande influéncia na
intensidade de radiacdo UV que chega a superficie terrestre, sendo maior no equador

onde a radiagdo percorre uma menor distancia através da atmosfera.
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A quantidade de energia solar, ou dose, €& medida através de
espectroradibmetros e o seu calculo é feito relacionando-se os parametros tempo de

exposicao e intensidade de radiacdo como monstrado na Eq. 1.
Dose (J) = Intensidade (W) x Tempo (s) Eg. 1

Devido as preocupacdes relacionadas a saude publica e buscando formas mais
faceis para se alertar a populacdo sobre os perigos e formas de protecdo contra a
radiacdo ultravioleta, uma série de discussdes centralizadas pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), nos primeiros anos da década de 1990, culminou no estabelecimento
de um indice ultravioleta (IUV) que hoje se encontra internacionalmente harmonizado.*?

O indice UV é uma medida simples do nivel de radiacdo ultravioleta na
superficie terrestre e um indicador do seu dano potencial para a pele.6141%16.17.1819

Os niveis de radiacao ultravioleta e, portanto os valores do indice UV, variam ao
longo do dia. Por isso, o IUV para um determinado dia € calculado através da maxima
intensidade UV prevista para aquele dia, que ocorre em um periodo de 4 horas em torno
do meio dia.”

O célculo do IUV leva em consideracdo o espectro de acdo referéncia para a
inducdo do eritema na pele humana (ISO 17166:1999/CIE S007/E-1998) e 0 seu
resultado é uma quantidade adimensional definida pela formula representada na Eq. 2.

400nm

IUV = ker. f290nm Eﬂ. Ser(/l)d/l Eq. 2

onde, E, é a irradiancia espectral expressa em W.m2.nm™ no comprimento de
onda A e di é o intervalo de comprimento de onda utilizado na integracao. Se(A) € 0

espectro de acdo referéncia para a inducdo do eritema na pele humana e ke € uma

constante com valor igual & 40 m>W™.
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Os valores de IUV s&o agrupados em categorias conforme ilustrado na Figura 2,

seguindo recomendacdes da Organizacdo Mundial da Satde®.

TABELA DE REFERENCIA PARA O INDICE UV

cUV| [SUV [SUV| SUV| SUV| SUV UV [SUV| SUV| SUV [SUY UV UV :U\!
- - - o - - - - - | = - - - - -
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Nenhuma -
@ P Exti
Kt Requeridas

Figura 2 — Categorias dos indices Ultravioleta.

Kirchhoff?, em seu livro publicado em 1995, apresenta uma correspondéncia
entre os indices UV e o tempo maximo de exposicdo para se evitar queimaduras

solares, dependendo logicamente dos fototipos da pele dos individuos.
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Figura 3 — Tempos maximos de exposi¢ao solar em fungdo de IUV
(adaptado de Kirchhoff, 1995).



26

1.3 Estrutura e Funcao da Pele

A pele € composta basicamente de duas camadas: a epiderme e a derme.
Essas camadas da pele e seus apéndices estao representados na Figura 4.

A epiderme, que é a camada mais externa, esta diretamente em contato com
0 meio ambiente e é composta por trés tipos celulares basicos: queratindcitos,
melandcitos e células de Langerhans.

O queratindcito, ou célula escamosa, € a principal célula da epiderme. Tem a
funcdo de produzir a queratina, uma proteina filamentosa que possui a funcao
protetora que produz uma subcamada conhecida como estrato corneo, além de ser
a proteina estrutural dos pélos e unhas.

O melandcito € uma célula dendritica produtora de pigmentos (melanina) na
epiderme. Em uma célula adulta normal os melandcitos se encontram na camada
basal da epiderme em uma proporcdo aproximada de uma célula por cada dez
gueratinécitos basais. Independentemente da cor ou raca de um individuo, o nimero
de melandcitos na epiderme € aproximadamente constante. As diferencas raciais
sdo determinadas pelas atividades dessas células e os tipos de pigmentos
(melaninas) sintetizados na epiderme. Existem basicamente duas classes principais
de melanina: a eumelanina, de cor castanha ou preta, e a feomelanina, de cor
avermelhada ou amarelada.

As células de Langerhans se encontram dispersas entre os queratinécitos do
estrato espinhoso e desempenham o papel de células sentinelas do sistema
imunoldgico.

A derme é a camada da pele entre a epiderme e os tecidos subcutaneos

sendo composta de duas camadas: a derme papilar e a derme reticular®. Os
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componentes estruturais da derme sao o coldgeno, fibras elasticas e a matriz
extrafibrilar?®.

No que diz respeito a radiacdo ultravioleta, os estudos se concentram
principalmente na epiderme que, como sera visto com mais detalhes, corresponde a

regiao da pele mais afetada pela dita radiagéao.

/ Cabelo
- Glandula cebacea

_F Epiderme

~Derme

_Tecido

\ Subcutaneo
» - /ﬂ
‘ : Artéria \ Foliculo piloso
t-Melanina Tecido adiposo
—Célula basal Glandula sudoripara
- Melanodcito

Figura 4 - llustracéo das diferentes camadas da pele humana e seus diversos apéndices?.

1.4 Os Fototipos de Pele

A resposta da pele frente a exposicédo solar ndo € uniforme em todos os
individuos e racas. Isso levou Fitzpatrick?®® a propor a classificacdo dos individuos
segundo os fototipos cutaneos, estabelecidos através da medida da suscetibilidade
da pele em sofrer dano ap0s a exposicao solar. A classificacdo contempla seis tipos

de pele com numeragédo de 1 a 6 conforme a Tabela 1. Os numeros mais baixos
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correspondem a pessoas de pele mais clara e os nimeros mais altos a pessoas de

pele mais escura e, portanto, com maior protecdo contra a radiacdo ultravioleta®’.

Tabela 1 — Classificacdo dos fototipos de pele conforme Fitzpatrick.

Fototipo

Pele Branca Branca Branca Morena Morena Negra

Queimaduras Intensas Facilmente Moderadas Pouco Raramente Nunca

Bronzeado Nunca Dificilmente Leve Facil Facil e intenso  Intenso
Tempo de

protegao 5-10min 10-20min 20-30min ~45min ~60min ~90min
natural

1.5 Efeitos Nocivos da Radiacao UV Sobre a Pele

A partir de 1920, iniciou-se uma mudanca no estilo de vida e nos padrées
estéticos das pessoas, onde o tempo que passamos ao ar livre aumentou
consideravelmente, concomitantemente com a exposicdo de nossa pele a radiacéo
solar. A exposicdo a pequenas doses de radiacdo solar tras beneficios para o
organismo uma vez que contribui para o desenvolvimento dos 0ssos, producdo de
vitaminas, etc. Mas uma exposicdo prolongada eleva o risco de dano permanente a
pele. A radiacdo ultravioleta é o Unico fator com comprovada relagdo direta com o

cancer de pele, além de provocar outros problemas a saude como, por exemplo, as
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gueimaduras solares (eritemas), imunossupressdo, -cataratas, envelhecimento

precoce da pele, etc.®?°,

1.5.1 Efeitos Agudos

1.5.1.1 Eritema

7z

O eritema solar ou "queimadura solar" € uma inflamagdo aguda da pele
formada apdés uma exposicdo excessiva a radiacdo solar. Os raios UV
(principalmente UVB) afetam as células superficiais da pele e pequenos vasos
sanguineos subjacentes. Isso resulta no aparecimento de vermelhiddo, por vezes,
pontilhada de bolhas.

Essa condicao ocorre quando a radiacado UV incidente excede a capacidade
de protecdo da melanina da pele. A dose de radiacdo UV necessaria para se
provocar um minimo sinal de vermelhiddo na pele (eritema), conhecida por Dose
Eritematosa Minima (DEM)*°, é a base para o célculo do Fator de Protecdo Solar de
protetores solares.

As concentracdes e proporcoes das espécies de melaninas variam bastante
entre as pessoas, mas em geral, pessoas de pele escura tém maior proporcdo de
eumelanina do que aquelas de pele mais clara. Por ela ter alto poder de dissipacéo
da radiacdo UV, a incidéncia de queimadura solar entre individuos de pele escura é
menor.

Apds uma exposicdo UV minima, que varia de pessoa para pessoa, a pele
pode se tornar vermelha dentro de um periodo de 2 a 6 horas*’. A dor geralmente é
mais forte 6 a 48 horas apds a exposicdo. A queimadura continua a se desenvolver
por 24 a 72 horas ocasionalmente seguida por uma escamacao da pele em 3 a 8

dias. Escamacéo e coceira podem continuar a ocorrer durante varias semanas.
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1.5.1.2 Bronzeamento

Dois tipos distintos de bronzeamento da pele ocorrem em resposta a
exposicdo ultravioleta. O bronzeamento imediato (immediate pigment darkening,

IPD) e o bronzeamento tardio (delayed tanning, DT).

1.5.1.2.1 Bronzeamento Imediato

O bronzeamento imediato da pele é induzido principalmente pelo UVA e
certos comprimentos de onda da luz visivel. Esta reacdo comeca durante a
exposicdo e atinge o seu maximo no final do periodo de irradiagdo. Este
bronzeamento pode desaparecer dentro de poucos minutos se o tempo de
exposicao for curto, ou pode durar de 3 a 6 horas apds uma exposi¢ao prolongada
aos raios UVA. Durante esta reacao, ndo ha formacdo de melanina nova ou um
aumento na transferéncia de melanossomas nos queratindcitos®. Isso pode explicar

a baixa capacidade de protecao desse tipo de bronzeamento.

1.5.1.2.2 Bronzeamento Tardio

O bronzeamento tardio aparece entre 48 e 72 horas ap0s a exposicao a
radiacdo UV. A pigmentacao atinge o seu maximo 7 a 10 dias ap0s a exposicao e
pode durar varias semanas. Esse tipo de bronzeamento é causado principalmente
pela acdo dos raios UVB que estimulam a producdo de novas moléculas de
melanina pelos melandcitos. Radiacdo UVA também tem sido associada com o

mecanismo de bronzeamento tardio, mas nas condi¢cOes reais de exposicdo as
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doses de radiagdo UVA nunca sao altas o suficiente para estimular a formacao de
novas moléculas de melanina®.

O pigmento obtido pela producdo de melanina fornece certo grau de
protecdo contra o eritema ou queimadura solar, que varia conforme o tipo de pele do
individuo®. Para a maioria das pessoas, 0 bronzeamento representa uma reagéo
normal de defesa da pele quando exposta aos raios solares. No entanto, obter uma
pele pigmentada envolve danos ao DNA e outras células®®, que em longo prazo

podem causar efeitos nocivos a saude.

1.5.2 Efeitos Cronicos

1.5.2.1 Fotoenvelhecimento

O fotoenvelhecimento (ou dermatoeliose) é uma forma acelerada de
envelhecimento e € causada principalmente pela exposicdo cronica a radiacdo UVA.
Exposicdes frequentes e prolongadas a diferentes fontes de radiacdo ultravioleta
(sol, camaras bronzeadoras) aceleram o0 aparecimento dos sinais de
envelhecimento. De fato, clinicamente a pele fotoenvelhecida apresenta sinais bem
caracteristicos como a aparéncia de rugas finas e grossas, elastose dérmica e

pigmentac&o irregular da pele®.

1.5.2.2 Supressao Imunologica

Quando o sistema imunoldgico de uma pessoa ja ndo é capaz de proteger o
organismo contra agentes externos, fala-se de imunossupressdo. Muitos estudos
experimentais mostram que a radiacdo UV, especialmente UVB, tem um efeito

supressor sobre o sistema imunolégico humano®. E a ineficAcia do sistema
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imunolégico desempenha um papel importante na promoc¢do foto-induzida de
canceres de pele®’. Células com DNA danificado (e portanto potencialmente
cancerosas) podem escapar a vigilancia do sistema imunoldgico e se dividirem de

forma descontrolada, levando ao desenvolvimento de cancer pele®,

1.5.2.3 Cancer de Pele

Sao trés os principais tipos de cancer de pele: o carcinoma basocelular, o
carcinoma espinocelular e o melanoma.

O carcinoma basocelular € o cancer de pele mais comum. As células da
camada basal da epiderme sdo alteradas de modo a ndo poderem produzir a
queratina. E um tipo de cancer com baixa incidéncia de mortalidade, ja que
raramente sofre metastase. Porém, apresenta elevado poder de destruicao
localizado, causando problemas estéticos e funcionais aos doentes. Esse tipo de
cancer ocorre geralmente em areas muito expostas ao sol como o rosto, bracos e
pescoco®,

O carcinoma espinocelular € um tumor maligno da pele, representando cerca
de 20 a 25% dos canceres de pele, e tem um crescimento mais rapido que o
carcinoma basocelular. Pode enviar metastases para outros 6rgdos se nao for
tratado precocemente. Também sédo localizados mais frequentemente nas areas de
pele expostas continuamente a radiacéo solar®®.

O melanoma € um cancer dos melandcitos. Ele representa apenas 4% dos
canceres de pele, mas a sua incidéncia esta aumentando rapidamente e sua
letalidade é alta®. Uma superexposicéo a radiacdo UV até os 15 anos de idade

acompanhada de queimaduras severas é a principal causa do surgimento do

melanoma em adultos de 20 a 40 anos™.
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1.6 Protetores Solares

Os protetores solares sdo produtos de uso topico que possuem a
capacidade de absorver e/ou refletir as radiagdes ultravioletas que atingem a pele,
reduzindo assim seus efeitos danosos sobre a mesma*.

O primeiro protetor solar que se tem documentado surgiu em 1928 nos
Estados Unidos com a introducédo comercial de uma emulsdo contendo dois filtros
organicos (cinamato de benzila e salicilato de benzila). O primeiro filtro solar
patenteado foi o acido para-aminobenzoico (PABA), em 1943, que se popularizou na
década de 1960 levando ao posterior desenvolvimento de diversos derivados PABA
em protetores solares. Na década de 1980, observou-se uma inflexdo no que diz
respeito ao uso de filtros solares em produtos para cuidados com a pele*’. Hoje em
dia € grande o numero de moléculas com propriedades fotoprotetoras aprovadas
para uso em protetores solares.

No Brasil a lista regulatoria vigente descreve os 38 diferentes filtros
ultravioletas permitidos para uso cosmético, bem como suas concentracdes
maximas de aplicacdo (Resolugdo RDC n. 47, de 16 de marco de 2006)*.

Com relacao a prototipagem de novos produtos, é fundamental que os filtros
solares sejam compativeis com 0s inumeros outros ingredientes presentes em uma
formulacdo. Além disso, devem ser estaveis conservando suas propriedades mesmo
guando expostos a luz, e ndo devem apresentar reacdes adversas quando em
contato com a pele*”.

Os filtros solares séo classificados segundo sua natureza e propriedades

fisico-quimicas. Séao eles:
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Filtros Solares Inorganicos — Também chamados de filtros fisicos, sédo
comumente descritos como agentes de reflexdo e disperséo da radiacdo UV*. Por
nao serem comprimento de onda-seletivos, os filtros inorganicos séao reconhecidos
como ingredientes muito efetivos para aplicacdo em protetores solares ja que
contribuem para uma protecdo de amplo espectro®.

Os materiais mais comuns para aplicagdo em protecdo solar sdo o diéxido
de titanio (TiO,) e 6xido de zinco (ZnO). Logo, os mecanismos de reflexdo/dispersao
da radiacdo UV nédo sdo os Unicos existentes. Por serem materiais semicondutores,
pode-se também atribuir mecanismos de absorcéo e de desativacdo que envolvem
transicOes eletrbnicas entre as bandas de valéncia e de conducéao naqueles oxidos.

A gquantidade de energia necessaria para a promocao de elétrons da banda
de valéncia para a banda de conducé&o do TiO na fase cristalina rutilo € de 3,1 eV, e
de 3,2 eV no caso do ZnO *'. Pela teoria quantica é possivel calcular o comprimento
de onda minimo da radiacdo, ou seja, a energia minima necessaria para se

promover as transi¢des eletrénicas descritas acima (EqQ. 3).

A.C
A =— Eq. 3
E

Onde A é o comprimento de onda, h é a constante de Plank, c é a velocidade
da luz e E é a diferenca de energia entre dois estados eletrébnicos em moléculas, ou
a diferenca de energia entre o topo da banda de valéncia e o fundo da banda de
conducéo (band gap) em semicondutores.

Utilizando a Equacdo 3 obtém-se os comprimentos de onda de 404 nm e
384 nm para o TiO, e ZnO, respectivamente. Comprimentos de onda inferiores a
estes (radiagbes mais energéticas) sdo passiveis de serem absorvidos por esses

oxidos. Ja as radiacdes menos energéticas serdo atenuadas por espalhamento.
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A utilizacdo daqueles materiais na forma de nanoparticulas € uma inovacao
recente que tem aumentado a eficacia dos protetores solares, além de possibilitarem
a formacao de filmes mais transparentes sobre a pele*®*°. Atualmente ja existe um
maior consenso de que é seguro 0 uso de nanoparticulas em protetores solares. De
fato, varios estudos foram realizados demonstrando que ndo ha permeacao cutanea
significativa destes nanomateriais®. Assim, as possibilidades de toxicidade aguda ou
sistémica devido a absorcao e distribuicdo dos mesmos pelo organismo tendem a

ser pouco significativas.

Filtros Solares Organicos — Também chamados de filtros quimicos, sé&o
moléculas organicas que apresentam intensas bandas de absorcéo na regido do UV.
Possuem uma classificacdo baseada no tipo de radiacdo que absorvem: a) filtros
UVA, se absorverem a radiacdo em comprimentos de onda compreendidos entre
320 e 400 nm e b) filtros UVB, se absorverem a radiacdo em comprimentos de onda
compreendidos entre 290 e 320 nm**>*.

Geralmente, os filtros organicos sdo compostos aromaticos conjugados
substituidos com grupamentos carbonila, que podem apresentar grupos doadores de
elétron (grupamentos metoxi ou amina) nas posicées orto ou para do anel
aromatico®®. Um bom exemplo para ilustragdo é a molécula do &cido p-

aminobenzédico (PABA) que possui um grupo acido carboxilico e um grupo amino em

posicdes para no anel benzénico (Figura 5).

N C=0

d |

H OH

Figura 5 — Molécula do acido p-aminobenzdico (PABA).
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O mecanismo de protecéo envolve a absorgéo da radiacdo UV, promovendo
um dos elétrons do orbital 1 HOMO (orbital molecular preenchido de mais alta
energia) da molécula no estado fundamental para o orbital ™ LUMO (orbital
molecular vazio de mais baixa energia). Entdo, as moléculas no estado excitado
retornam para o estado inicial liberando o excesso de energia na forma de calor,
uma forma de energia ndo danosa para a pele. Aquelas transi¢coes eletronicas
ocorrem quando a energia dos fotons, no caso da luz UV, corresponde a diferenca
de energia entre o estado fundamental e o estado excitado de menor energia
(transicdo envolvendo os orbitais HOMO e LUMO)®?. Na Figura 6 é apresentado um
diagrama de Jablonski, ou seja, um esquema mostrando os mecanismos fotofisicos
e fotoquimicos que ocorrem apO0s o0 processo de fotoexcitacdo, e que também
explicam a acéo dos filtros solares organicos. Na tabela 2 estéo relacionados alguns

dos filtros solares mais utilizados para a formulacéo de protetores solares.

Reagado
—_—e— . Fotoprodutos
Estacdo excitado

I

__F‘.e% Fotoprodutos

Estado excitado

de menor energia (SS

fluorescéncia

N
2
E.
2 relaxkag
RVAVAVAVAVAVAVAVA AV A

absorgio

Estado W
Fundamental

Figura 6 - Diagrama simplificado de Jablonski indicando as energias associadas com os
estados fundamental e o excitado de menor energia. As linhas onduladas representam as
relaxacdes vibracionais mais comuns, que também ocorrem no caso dos filtros UV.
Adaptado de Kimbrough®®.
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Tabela 2 - Estrutura e exemplos das substancias absorvedoras de radiacdo UV utilizadas
em protetores solares™,

Categoria Estrutura Exemplos Absorcio UV
A max(nm})
COaRy PABA 283289
R,=R,=H
Derivados PABA @ 2-sitryihecoyd- p-dimethylaminobenzoate (Padimate O) 30
H
]
H R, = -CHLCH-CH,
Ra Ra R;=-CH,
o 2-ethylhexyl- pmethoxycinnamate (Parsol® MC X, Neo-Heliopan &2Y) 310
C.H,
. OR
Cinamatos | R = —CH.LH-CH,
CHaO Zesthonyethyl.p.rethaycinnamate (Giv Tan F) 310
' R=CHAOCH,
Q
. {2-hydroxy-d-methoxy)-benzaphenone ZB38=2040
Oxibenzona /@jl\«@ axylenzons 325
CH30 OH
Homomenthyd salicylote (homosalale, Heliophan) 309
y Ly
0 . - {4y
SR o
Salicilatos T
oM CHy
Oyl salicylate 30
Re= -C'HL'
oM
Avobenzone (Parsol® 1785) 358
i
Dibenzoimetanos R = —C(CHy,
4-imopropyidibsnzeyimethane (Ewsclec® B020) 35
R R = —CH(CH,),

1.7 Avaliacao da Protecao Solar

O potencial fotoprotetor de preparacdes cosméticas pode ser avaliado de
diferentes formas. Na literatura cientifica temos descricbes de procedimentos para
avaliacdo de danos ao DNA devido a radiacdo UV e consequente reducdo dos

danos devido ao uso de protetores solares®. Formacdo de “sunburn cells” (SBC),

alteracdes dos fibroblastos™, fotocarcinogénese®°, fotoenvelhecimento®’®,

59,60

queratose solar’®®, mutacdo do gene p53°, etc. Apesar de ser criticado por n&o

by

representar completamente os danos causados a pele, o resultado, ou seja, a

formacdo de eritema via processo inflamatério induzido pela radiagdo UVB tem sido
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0 mais amplamente utilizado e aceito para a avaliacdo do nivel de protecdo solar de
protetores solares. A formacdo do eritema pela radiagdo UVB € a base das
metodologias para determinacdo do FPS de protetores solares e este sera o foco
principal do trabalho, ou seja, estudar alternativas para a substituicdo das avaliagdes

in vivo do Fator de Protecdo Solar de preparacdes cosméticas.

1.8 O Fator de Protecao Solar (FPS)

O Fator de Protecdo Solar (FPS) é definido® como sendo a razdo numérica
entre a Dose Eritematosa Minima da pele protegida pelo protetor solar em analise
(DEMp), aplicado na quantidade de 2,0 mg.cm? e a Dose Eritematosa Minima da

pele ndo protegia (DEMnp). Esta relacéo é expressa conforme a equacéo 4 abaixo.

DEMp (pele protegida)

FPS = Eq. 4

DEMnp (pele ndo protegida)

A determinacdo do valor do FPS é feita pela irradiacdo de areas da pele
protegidas e ndo protegidas com os protetores solares, localizadas na regido do
dorso dos voluntarios, com doses progressivamente crescentes de radiacao
ultravioleta geradas por um simulador solar. As leituras das Doses Eritematosas
Minimas sao realizadas apos 16 a 24 horas da exposi¢cao UV. Com isso € possivel
calcular a razdo entre as doses e obter o Fator de Protecdo Solar para cada
voluntario (FPSi). O conjunto de resultados de FPSi sofre tratamentos estatisticos
para a determinacao do Fator de Protecdo Solar (FPS) do produto.

O que se seguiu a partir da publicacdo da monografia FDA de 1978, em
termos de metodologias para determinacdo do FPS foram, basicamente, melhorias
nas especificagbes dos equipamentos simuladores solares, progressbdes de doses

UV administradas, critérios estatisticos de aceitagcdo de resultados, numero de
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voluntarios a serem recrutados, etc. Um breve levantamento bibliografico sobre o
desenvolvimento de metodologias in vivo para determinacdo do FPS de protetores

solares seré descrito a seguir.

1.8.1 Metodologias in vivo para determinac¢do do FPS

A avaliacdo in vivo da eficacia de protetores solares foi relatada, pela

45354 através

primeira vez que se tem conhecimento, por Friedrich Ellinger em 193
da determinacdo do eritema na pele protegida e ndo protegida do antebraco de
voluntarios. Neste caso, o0 coeficiente de protecdo proposto era inversamente
proporcional ao nivel de protecdo solar apresentado pelo produto em teste® %,

O grande precursor do que foi posteriormente denominado Fator de
Protecdo Solar (FPS) foi o cientista alemdo Rudolf Schulze®, que em 1956 prop6s
testar os protetores solares comercialmente disponiveis atribuindo-lhes valores
numéricos indicativos do Fator de Protecdo. Diferentemente do que fez Ellinger,
Schulze utilizou fontes UV atrtificiais cujos espectros eram bem mais proximos do
espectro solar natural, além de propor a utilizacdo de uma série crescente de
intensidades UV (progressdo de 40%) em areas protegidas e ndo protegidas da
pele.

Melhorias sobre o método proposto por Schulze foram publicadas por
Greiter®® em 1974, que desenvolveu o conceito de Fator de Protecdo Solar. Em
1978, este método foi adotado e normatizado pela agéncia regulatéria Norte
Americana (FDA)®?, tornando-se assim internacionalmente aceito. Em 1984 foi
publicada na Alemanha a norma DIN67501%", que diferia daquela publicada pelo

FDA em 1978 principalmente na quantidade de produto aplicado sobre a pele (1,5

mg. cm contra os 2,0 mg.cm™ propostos pelo FDA) e a fonte UV utilizada (lampada
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de mercdrio ou luz natural contra lampada de arco de xenénio proposto pelo FDA).
Tais diferengas levaram a grandes discrepancias de resultados entre as normas.

As normas que se seguiram a partir de entdo mantiveram as especificacdes
do FDA 1978 com relacao a fonte UV (lampada de arco de xendnio) e quantidade de
produto aplicado sobre a pele (2,0 mg.cm™?)3688970.71 "A agéncia Americana FDA
publicou em 1993’ uma proposta de monografia final que foi consolidada em
1999”3, Entretanto, uma nova proposta de metodologia foi feita pelo FDA em 20074,
mas até o momento ndo houve um parecer final sobre a mesma.

Na Europa, a Associacdo da Industria de Cosméticos, Higiene Pessoal e
Perfumaria (Comité de Liason des Associations Européenes de Insdustrie et la
Perfumerie — COLIPA) publicou sua primeira monografia em 1994” que evoluiu
para o método conhecido por International Sun Protection Factor Test Method (ISPF)
em 2003°. A dltima revisdo deste método ocorreu em 2006 e agora é apoiado pelas
associacbes Européia (COLIPA), Sul Africana (CTFA-SA), Japonesa (JCIA) e
Americana (CTFA-USA)”".

Uma ordem cronoldgica das publicacbes dos métodos de teste para

determinacao do FPS in vivo é apresentada na Tabela 3 a seguir.
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Tabela 3 — Evolucao cronolégica dos métodos de determinacéo do FPS in vivo.

Instituicdo ou Autoridade Regulatoria Territorio
1978 Food and Drug Administration (FDA) Estados Unidos da América
1983 Standards Association of Australia (SAA) Austrélia
1984 Deutches Institut fiir Normung (DIN) Alemanha
1991 Commission Internationale De L Eclairage Internacional
(CIE)
Japanese Cosmetic Insdustry Association ~
1992 (JCIA) Japao
1993 FDA - Revisédo Estados Unidos da América
European Cosmetic and Toiletries Association
1994 (COLIPA) Europa
Standards Australia / Standards New Zealand . A
1998 (ASINZS) - revisio Australia e Nova Zelandia
1999 FDA - Revisédo Estados Unidos da América
2003 International SPF Test Method - revisédo Europa, Japao e Africa do
(COLIPA/JCIA/CTFA-SA) Sul
2006 International SPF Test Method - revisédo Europa, Japao e Africa do
(COLIPA/JCIA/ICTFA-SAICTFA-USA) Sul e EUA
2007 FDA - Revisédo Estados Unidos da América

Adaptado de Brown"".

Diversos paises e grupos econdmicos ao redor do mundo adotaram o
método Colipa/internacional e/ou o método americano como referéncia para
avaliacdo dos protetores solares que estao sob sua regulamentacdo. Este € o caso
do Brasil que tem um regulamento técnico sobre protetores solares desde 2002
(Resolucéo Anvisa n° 237, de 22 de agosto de 2002)"°.

Pela grande aceitacdo internacional e também pela tendéncia de aceitacdo
como método de teste oficial da 1SO (ISO 24444:2010)®, nos préximos tépicos

serdo apresentados mais detalhes do International Sun Protection Factor Test
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Method (ISPF). Este também foi o método utilizado para os testes realizados nessa

dissertacéo.

1.8.1.1 Método International SPF Test Method 2006

O método Internacional € um método de laboratério que utiliza como fonte
de radiacdo um simulador solar com lampada de arco de xenbnio. Para a
determinacao do FPS, séries incrementais de respostas eritematosas sédo induzidas
em um numero de pequenos sub-sitios da pele de voluntarios humanos, sendo a
area de irradiacao restrita as costas dos voluntarios.

No minimo trés sitios sdo irradiados por teste: uma area néao protegida, uma
area protegida com a amostra em estudo e uma area protegida com um protetor
solar referéncia de FPS conhecido. As respostas eritematosas minimas (DEM)
observadas no periodo de 16 a 24 horas apés a exposicao UV sdo determinadas e
utilizadas para o calculo do FPS individual (FPSi) da amostra e do produto
referéncia.

O FPS da amostra € dado pela média aritmética de todos os resultados
vélidos de FPSi. No minimo 10 e no maximo 20 resultados validos devem ser
utilizados para o calculo do FPS. Os intervalos de confianca para a média do FPS

devem estar compreendidos pela faixa de 17% do FPS médio.

1.8.1.1.1 Selecao dos voluntarios

Os voluntérios incluidos no estudo ndo podem estar bronzeados e devem
pertencer aos fototipos I, Il ou lll, de acordo com a classificagdo de Fitzpatrick ou
angulo tipoldgico individual (ITA®) superior a 28. O angulo tipolégico individual (ITA°)

€ calculado através de uma relacdo entre os parametros de cor L*a*b (CIE 1976,
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vide nota abaixo) conforme Equacéo 5% e Figura 7. As categorias de cor da pele em
funcédo do valor de ITA® estédo relacionadas na Tabela 4 abaixo. Segue também na
Figura 7 a seguir uma ilustracdo da relacdo entre ITA® e as categorias de cor da

pele.

ITAO = [ArcTangente(%).lSO]

Eq. 5
- q

Tabela 4 - Categorias de cor da pele em fungéo do ITA® (Fonte: Colipa 2004).

Caregorias de Cor da Pele Valores de ITA®
Muito Clara =35°
Clara 41 a 35°
Intermediaria 28 a4l
Bronzeada 10a 28"
Marrom —30a 10°
Negra ==30°

Nota: Os parametros de cor L*a*b referem-se a um modelo cromatico
usado normalmente para descrever todas as cores que pode perceber o
olho humano. Foi desenvolvido especificamente com este proposito pela
Commission Internationale d'Eclairage (Comissao Internacional de
lluminacgédo), razdo pela qual se abrevia CIE.
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ITA® = (ArcTam ((L* - 50) /b*)) x 180 / 31415

A -

Intermediaria

Bronzeada

Marrom

d ¥ ¢ & 4 8 % ¢ B B & N ¥ @ & 8
1

'T‘ |'|||||""’*
o 2 4 6 8 10 12 14 156 18 20 22 24 % +

Figura 7 - Categorizacdo da cor da pele através do calculo do angulo tipolégico individual
(ITA®). Fonte: Colipa”.

Em cada estudo, o nimero minimo e maximo de resultados validos deve ser
igual a 10 e 20, respectivamente. No maximo 5 resultados individuais podem ser

excluidos dos calculos do FPS médio e cada exclusdo deve ser justificada.
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1.8.1.1.2 Area de teste
Os ensaios devem ser realizados somente na regido das costas, com areas
demarcadas em regifes entre a linha da escdpula e da cintura dos voluntarios.

Deve-se evitar regides da pele que apresentem marcas e/ou manchas.

1.8.1.1.3 Fonte de radiac¢do ultravioleta

O simulador solar com lampada de arco de xendnio e filtros apropriados
deve emitir um espectro continuo na regido do ultravioleta. Sua fonte de luz deve ser
estavel e uniforme, de modo a atender aos critérios de qualidade espectral

especificados pela norma.

1.8.1.1.4 Protetor Solar de referéncia

A fim de se validar os resultados de FPS e verificar o procedimento de teste,
sdo propostos alguns Protetores Solares de referéncia com valores de FPS
conhecidos (Padrdes). Portanto uma formulacdo referéncia deve ser testada no
mesmo dia em que se avaliam outras amostras.

As faixas de FPS esperadas para os Protetores Solares de referéncia sao

apresentadas na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5 - FPS e limites de aceitagdo para os Protetores Solares de referéncia.

Faixa indicativa (x 2DP)
Protetor Solar de EPS médio — -
referéncia Limite Limite
inferior superior
P2 16,6 14,2 19,0
P3 16,2 13,8 18,7
P7 51 4,4 59
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Se o FPS médio do Protetor Solar de referéncia ndo estiver dentro da faixa
indicativa ou se o intervalo de confianca (IC 95%) do valor médio do Protetor Solar
de referéncia ndo estiver dentro da faixa de 17% do FPS meédio calculado, todo o
teste deve ser rejeitado.

A escolha do Protetor Solar de referéncia depende do FPS esperado para a
amostra que seréa avaliada.

Se o FPS esperado for inferior a 20, pode-se utilizar qualquer um dos trés
padrdes existentes (P2, P3 ou P7).

Se o FPS esperado for igual ou superior a 20, deve-se utilizar o padréo P2

ou o padréo P3.

1.8.1.1.5 Quantidade e aplicagdo dos produtos

A quantidade de produto aplicado na pele e a uniformidade do filme aplicado
no processo de espalhamento afetam a magnitude e variabilidade dos resultados®.

A &rea teste deve possuir no minimo 30 cm? e no maximo 60 cm? e deve ser
demarcada com uma caneta cirlrgica, sendo que a area nao protegida deve estar
proxima da éarea protegida com o produto a ser avaliado. Para reduzir erros
sistematicos devido a diferencas anatdmicas, as éareas de teste devem ser
selecionadas de forma a gerar um conjunto aleatério ao se considerar o grupo de
voluntarios.

A guantidade de amostra a ser aplicada e espalhada na pele deve ser de
2,00 mg.cm™? + 2,5% e a sensibilidade da balanca deve ser de pelo menos 0,1 mg,
isto é, pelo menos 4 casas decimais.

Para se obter um filme uniforme de produto ao longo de toda a area

delimitada, deve-se depositar gotas do produto utilizando-se uma seringa/pipeta, e
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espalha-las com o dedo ao longo de todo o sitio de teste de modo a formar um filme
uniforme. O tempo gasto nesse processo deve ser de 20 a 50 segundos,
dependendo da facilidade de espalhamento do produto. Além disso, deve-se
aguardar de 15 a 30 minutos antes do inicio da exposi¢cdo UV, para permitir a

secagem do produto.

1.8.1.1.6 Exposi¢coes UV

O simulador solar deve estar aquecido e estabilizado antes do inicio da
irradiacdo dos voluntarios. Geralmente um periodo de 10 minutos é suficiente para
atingir a condicdo de estabilizacdo. As irradiacbes podem ser feitas com o0s
voluntarios sentados ou de brucos, desde que se garanta a permanéncia do produto
na area aplicada. A area minima de exposi¢cdo UV nos sub-sitios deve ser de 0,5
cm? (recomenda-se pelo menos 1,0 cm?) e a distancia minima entre cada sub-sitio
deve ser de 0,8 cm.

Antes de se iniciar o teste principal, € conveniente que se determine a
DEMnp (dose eritematosa minima da area ndo protegida) individual a fim de se
estimar e centralizar a faixa de doses UV que seréo utilizadas para a determinacao
do FPS;. Isso pode ser feito através de uma série de irradiacfes preliminares (até
uma semana antes do teste principal) ou através de calculos e estimativas da
DEMnp por técnica colorimétrica (sem a necessidade de exposicdo UV dos
voluntarios). Este calculo preditivo da DEMnp dos individuos foi proposto por Mérot e
Masson® e adotado pela COLIPA™ em 1994, e baseia-se na interpolacdo de valores
calculados de ITA° em um banco de dados previamente estabelecido utilizando-se

um grande namero de resultados de DEMnp x ITA® conforme ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 — Gréfico preditivo de Dose Minima Eritematosa versus Angulo Tipoldgico Individual
(ITA®). Fonte: Colipa”.

Em termos do nimero de sub-sitios para irradiacdo UV, a norma determina
um ndmero minimo de 5 sub-sitios ajustados para fornecerem doses UV
incrementais segundo uma progressao geométrica com fator igual a 1,25 (se o FPS
esperado para o produto em teste for menor que 25) ou igual a 1,12 (quando o FPS
esperado para o produto em teste for maior que 25).

A exposicdo UV da area protegida deve ser feita com a mesma faixa de

irradiancias utilizada para expor a area nao-protegida, porém, o tempo de irradiacao
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da é&rea protegida deve ser calculado pela multiplicacdo do FPS esperado da
amostra pelo tempo utilizado para expor a area ndo-protegida.

O ajuste das irradiancias em cada guia de luz do simulador solar deve ser
feito por meio de um radidmetro apropriado.

ApOs as exposicbes UV, deve-se remover as amostras da pele dos

voluntarios com algoddo embebido com lo¢do removedora.

1.8.1.1.7 Procedimento para determinagao da Dose Eritematosa Minima (DEM)

A determinacdo da Dose Eritematosa Minima (DEM) deve ser realizada
guando a resposta eritematosa € Otima, ou seja, entre 16 e 24 horas apos a
exposicado a radiacdo UV. E muito importante que a DEM das éareas protegidas e
nao-protegidas sejam determinadas concomitantemente. Esta determinacéo € feita
de forma visual por um profissional treinado e deve ser realizada em uma sala com
iluminacao suficiente e uniforme (pelo menos 450 lux).

A Dose Eritematosa Minima da pele nao-protegida (DEMnp) é considerada
como sendo a quantidade de energia radiante necessaria para produzir a menor
vermelhiddo perceptivel e indubitavel, avaliada de 16 a 24 horas apds a exposicao
UV.

A Dose Eritematosa Minima na pele protegida (DEMp) € considerada como
sendo a quantidade de energia radiante necessaria para produzir uma vermelhidéo
indubitavel equivalente aquela correspondente a DEMnp, avaliada por comparacao
visual, de 16 a 24 horas ap06s a exposicao UV.

A DEM normalmente é expressa em termos de energia (J.m?, mJ.cm™) ou
tempo (segundos, minutos).

O teste devera ser rejeitado se uma das seguintes circunstancias ocorrerem:
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e As séries de exposicoes UV falharem na elucidacdo da resposta

eritematosa apos 16 a 24 horas da irradiacao.

e As respostas eritematosas de uma seérie de exposicdes estiverem

aleatoriamente ausentes ap0s 16 a 24 horas da irradiacao.

e Todos os sub-sitios de uma série de exposicdes apresentarem respostas

eritematosas ap0s 16 a 24 horas da irradiacao.

Quando qualquer uma das circunstancias acima ocorrer na area nao-
protegida ou na area com o Protetor Solar referéncia, os dados de todos os outros
sitios de teste no voluntario devem ser rejeitados.

Se a rejeicdo de dados ocorrer em mais de 5 voluntarios, todo o estudo deve

ser rejeitado.

1.8.1.1.8 Calculo do Fator de Protecado Solar e critérios estatisticos

O FPS de cada produto é a média aritmética dos valores de FPS individuais
(FPSI) de todos os voluntarios incluidos no estudo, expressa apenas com uma casa
decimal.

O conjunto de resultados obtidos no estudo deve gerar um valor de FPS
médio com uma faixa de variacdo maxima de 17% dentro dos limites de um intervalo
de confianca t-Student de 95%.

FPS:@ Eg. 6

comn =10 a 20 voluntarios.

O desvio padrao da média (s) é calculado de acordo com a seguinte férmula:
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¢ = \/Z(FPSi)Z—Z(FPSi)Z/n

Eq. 7
n-—1 q
O intervalo de 95% de confianca (95% IC) da média € expresso como:
95% IC = [FPS-c ; FPS+c] Eq. 8
onde
c=ts.(n)*?

s = desvio padrao da média
n = numero total de voluntarios
t = valor t na tabela de classificacdo bilateral de "t-Student® com probabilidade

p=0,05 e grau de liberdade n-1

1.8.2 Metodologias in vitro para determinacao do FPS

Os métodos in vitro para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar em
geral sdo de dois tipos: métodos que envolvem medidas de absorcéo/transmissao
da radiacdo UV através de filmes de protetores solares aplicados em algum
substrato e métodos em que as caracteristicas de absorcdo dos protetores solares
sdo determinadas com base na andlise espectrofotométrica de solucbes
diluidas.?*%>®878 o5 métodos baseados em medidas espectrofotométricas de
filmes de produtos foram ganhando varios adeptos e hoje em dia sdo os mais
amplamente utilizados®.

Diffey e Robson® introduziram em 1989 a aplicacdo do substrato
Transpore . Os célculos do FPS in vitro eram baseados em férmulas conhecidas. As
dificuldades e deficiéncias desse tipo de substrato foram apontadas por Kelley™ e
Spruce and Hewitt®®. Substratos de pele natural também tém sido utilizados, apesar

dos seus problemas de homogeneidade e transparéncia.
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Pearse e Edwards® fizeram um comparativo entre os substratos Transpore "
e estrato corneo humano e encontraram diferengas significativas para protetores
solares com FPSs maiores que 20. Marginean®® e Stokes e Diffey®™ também
testaram a epiderme humana como substrato.

Devido a heterogeneidade e opacidade, disponibilidade limitada e dificuldade
de manuseio de substratos naturais, tentativas recentes de padronizacdo estao
levando em consideracdo o uso de substratos sintéticos com face rugosa como o
caso das placas de poli(metil-metacrilato) (PMMA)® e pele sintética VitroSkin®®".

Pissavini et al.”® conduziram um teste interlaboratorial para a determinacéo
do FPS in vitro e determinacdo da sua reprodutibilidade entre 5 laboratérios
independentes. Foram observadas diferencas de até 50% nos valores de FPS
encontrados em diferentes laboratérios.

De uma forma geral esses métodos de determinacdo do FPS in vitro, que se
baseiam em medidas espectrofotométricas de filmes de protetores solares, levam
em consideracdo a seguinte abordagem matematica desenvolvida por Mansur em

1986°%°:

400nm
FPS = 290nm E).Sy.dA Eq. 9
— T400nm qg.
290nm E).5,.TpdA

Onde E; é a efetividade espectral eritematosa, S; € a irradiancia solar

espectral esperada para um dia ndo nublado ao meio dia no verdo numa latitude de

40°N e T, é a transmitancia espectral da amostra.

Os parametros E) e S; séo constantes e suas funcdes sao ilustradas na

Figura 9 a sequir.
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Figura 9 — A) Espectro de acdo eritematosa e B) Irradiancia solar espectral esperada em
40°N.

O parametro T, esta relacionado com a transmitancia de luz na faixa de 290

a 400 nm para uma amostra de protetor solar. Logo, depende diretamente da
espessura do filme de produto aplicado, forma de aplicacdo do filme de produto
sobre o substrato, das propriedades do substrato ao qual o filme de produto foi
aplicado, das possiveis interacfes entre os componentes quimicos da amostra e do
substrato, etc.

As interacbes entre um filme de protetor solar, o substrato e a radiacéo
eletromagnética é complexa e leva em consideracdo uma série de aspectos fisicos
como pode ser observado na Figura 10. Se o filme de protetor solar e 0 substrato
possuem faces lisas (baixa capacidade de espalhamento de luz), parte dessa
radiacdo atravessa diretamente esse sistema enquanto a outra parte € refletida
diretamente (Figura 10a). Se o filme de protetor solar € um meio difuso
(principalmente por conter filtros inorganicos como TiO, e ZnO), ambas as radiacdes
incidentes e refletidas na interface, sdo espalhadas em todas as dire¢cdes, sendo

parte delas novamente redirecionadas para o substrato (Figura 10b). Se o substrato

possuir uma superficie rugosa, como no caso das placas de PMMA e de quartzo
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rugoso, a radiacdo serd retro-espalhada em todas as dire¢cdes naquela interface
(Figura 10c). Uma quarta possibilidade pode acontecer quando ambos 0s meios
forem difusos, como no caso de protetores solares aplicados sobre VitroSkin®
(Figura 10d). Nesse caso é grande a dificuldade de se criar um modelo capaz de

prever o caminho 6ptico da radiacéo.

(a) Io (b) Io

Radiagao RacEagio

Transmitida Radiagdo Radiagdo Retroespalhada
Retroespalhada Espalhada /

i\‘hh i'l *1‘f A
t ] [r B =
Radiagao
l l I Transmitida /l\ {&\ Ji\
I 1
(e) Io (d) Lo
. Radiagdo L Radiagdo
Radiagao Retroespalhada Radiagao Retroespalhada
Espalhada Ezpalhada
\Y; \L- xlf
A -2. .a-rﬂ A
Espalhada — Espalhada 5 5"”
na interfﬂc'e-"ﬂ . ‘l LN na interface | \ {
B
___/ / ° fq_._ E

F'.ﬂdlﬂl;ﬂl:r Rﬂdlﬂl;ﬂD \Radial;éo
Transmltldﬂ l\ .{l\ 4\ Transmitida /l\ (i\ l‘ espalhada

no volume

Figura 10 — Visualizacdo esquematica da interacdo da luz com dois diferentes materiais.
(@) meio A e meio B nao difusos; (b) meio A difuso em seu volume e meio B ndo-difuso;
(c) meio A difuso em seu volume e meio B difuso na superficie; (d) meio A difuso em seu

volume e meio B difuso em seu volume. A=protetor solar, B=substrato. Adaptado de Garoli*®.

Portanto, fica evidente que a escolha do substrato deve interferir de forma

significativa nas medidas de transmisséao de luz de filmes finos de protetores solares.
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Outros parametro que podem influenciar as medidas de transmissao de
filmes finos de protetores solares estdo relacionados as limitagfes técnicas dos
equipamentos de medida. O numero de fétons que chegam ao fotodetector dos
espectrofotometros pode se tornar insuficiente para a realizacdo de medidas
(“saturacao de sinal”) no caso de amostras altamente absorvedoras (produtos com
altos fatores de protecdo). Além disso, para maior eficiéncia na captacdo da
radiacdo transmitida, é conveniente que os espectrofotbmetros sejam equipados
com esferas de integragéo.

O fato de ainda ndo termos um método in vitro amplamente aceito pela
comunidade internacional para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar de
preparacdoes cosmeéticas esta diretamente relacionado ao controle de todas essas
variaveis e fontes de erros. Portanto, o desenvolvimento de métodos para a medida
dos valores de FPS in vitro, com boa correlacdo com os métodos in vivo, é de
enorme interesse de pesquisadores e empresas do setor cosmeético em todo o

mundo.
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2 OBJETIVOS

Nesta dissertacdo, visamos o estudo e utilizagdo de um dispositivo
fotoquimico nanoestruturado como base para o desenvolvimento de uma
metodologia alternativa in vitro para a avaliacdo do FPS de protetores solares,
contribuindo para o desenvolvimento da quimica e nanotecnologia molecular. Tal
desenvolvimento sera realizado utilizando-se dosimetros UV supramoleculares
obtidos pela imobilizagdo de um complexo de ferro(ll)polipiridina sobre filmes
nanocristalinos de TiO,, correlacionando-se o0s parametros de degradacéo
fotoinduzida do corante inorganico, na auséncia e presenca de protetores solares,
com os resultados de FPS determinados em estudos clinicos conduzidos através de

uma metodologia oficial e internacionalmente aceita.
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3.1 Materiais e Reagentes

e Metanol — Synth®

e Acetona — Sigma-Aldrich®

e Etanol - Synth®

e Sulfato Ferroso heptahidratado — Sigma-Aldrich®
e Diclorometano — Merck®

e Hexafluorofosfato de aménio — Sigma-Aldrich®

e Dioxido de titanio P25 - Degussa®

e Acetilacetona — Sigma-Aldrich®

e Triton X-10 — Sigma-Aldrich®

e Carboximetil-beta-ciclodextrina — Sigma-Aldrich®

O preparo das solucdes e os demais procedimentos utilizados estao detalhados

nos capitulos seguintes.
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3.2 Analise Elementar

As andlises elementares de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio foram realizadas
na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo, em um
equipamento Perkin Elmer modelo 2400, a partir da combustdo das amostras solidas

dos compostos a 925 °C em atmosfera de oxigénio.

3.3 Espectrometria de massas

Para obtencdo dos espectros de massas foi utilizado um espectrometro de
massas Esquire 3000 Plus da Bruker Daltonics com configuracdo de tempo de v6o
ortogonal quadrupolar (Qqg). As amostras foram solubilizadas em metanol e
introduzidas por meio de bomba de seringa, controlando-se o fluxo em 180 pL.h™.
Os espectros ESI-MS foram obtidos utilizando-se voltagens tipicas de 4 kV no

capilar e 20 V no cone.

3.4 Espectros Eletronicos

Os espectros de absorcdo no UV-vis foram obtidos em um espectrofotbmetro
com detector de rede de diodos Hewlett Packard modelo 8453A na regido do ultravioleta
e visivel, utilizando-se cubetas de quartzo de duas faces com caminho 6tico de 1,0 cm;
ou em um espectrofotdmetro FieldSpec da Analytical Spectral Devices, equipado com

fibra dptica para medidas na regidao de 290 a 1700 nm.

3.5 Espectroscopia Vibracional

Os espectros e imagem de microscopia Raman confocal foram obtidos em um
microscopio Raman confocal WITec modelo Alpha 300R, equipado com laser de
excitacdo em 532 nm e poténcia maxima 50 mW, utilizando-se objetiva de 100X e N.A. =

0,8.
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3.6 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas utilizando-
se um microscopio JEOL modelo JSM-7401F, operando com uma voltagem de
aceleracdo de 3 keV, da Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade

de Sao Paulo.

3.7 Sistema para estudos de fotodegradacao

Os estudos de fotodegradacéo foram realizados utilizando-se uma fonte de
radiacdo equipada com uma lampada de arco de xendnio (Applied Photophysics),
com poténcia nominal de 150 W. Uma cubeta de vidro de 5,0 cm, preenchida com
agua foi utilizada para se avaliar os efeitos da radiacdo visivel nos processos de
fotodegradacdo do dosimetro. Os espectros UV-Vis foram coletados no
espectrofotémetro de fibra éptica FieldSpec®, em modo de transmitancia. Os
dosimetros foram irradiados no interior de uma cubeta de quartzo de 1,0 cm, em
atmosfera de ar ou nitrogénio. Durante o0s experimentos as condicbes de
temperatura e umidade relativa foram padronizadas em 20 £ 2 °C e 50 + 5%,

respectivamente.

3.8 Sistema para determinacao do FPS in vitro

Os experimentos foram realizados irradiando-se dosimetros UV cobertos
com pele artificial (conforme descrito no item 5.1.3) com um simulador solar
(SolarLight®) de poténcia ajustavel, equipado com lampada de arco de xendnio de
150 W. Espectros UV-Vis foram coletados em funcdo do tempo utilizando-se o
espectrofotdmetro de fibra ptica FieldSpec®, em modo de transmitancia. Durante os
experimentos as condi¢cbes de temperatura e umidade relativa foram padronizadas

em 20 £ 2°C e 50 = 5%, respectivamente.
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4.1 Introducao

O Laboratorio de Quimica Supramolecular e Nanotecnologia (LQSN) do 1Q-USP
vém desenvolvendo diversos trabalhos com compostos de coordenacdo e sistemas
supramoleculares, que tem sido apresentados na forma de publica¢des internacionais e
de teses e dissertacdes. Um desses trabalhos resultou na constru¢éo de um dispositivo
de uso pessoal para o controle da exposi¢éo solar baseado em interfaces TiO,/complexo
obtidos por montagem supramolecular®. A caracteristica mais marcante desse
dispositivo € o perfil de resposta frente a radiacdo UV, que se assemelha a resposta da
pele humana para a formacéo de eritemas. Esse fato motivou a realizacdo do presente
trabalho de mestrado, visando a aplicacdo daquele dispositivo para a determinacao in
vitro do Fator de Protecdo Solar de preparacdes cosmeticas.

Nos capitulos subsequentes serédo apresentadas as etapas necessarias para
a construcao do dispositivo, bem como os estudos de caracterizacdo do material
obtido. Também serdo apresentadas as metodologias in vitro para a determinacéo

do FPS e o comparativo de resultados obtidos pelos métodos in vivo e in vitro.

4.2 Estratégia supramolecular para construcdo do

dispositivo UV

“A quimica supramolecular € a quimica das ligacdes intermoleculares,
abrangendo as estruturas e o funcionamento das unidades formadas

pela associacdo de duas ou mais espécies quimicas.” Jean-Marie Lehn

101

Quimica Supramolecular, definida por Lehn™" como a “quimica além da

7

molécula”, € baseada nas interagBes intermoleculares que formam estruturas
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organizadas mais complexas'®. Os conceitos delineados por este campo de
investigagdo foram iniciados pelos trabalhos com compostos de inclusdo como os

103104105106 = ciclofanos'®’, éteres coroa'® e criptandos'® dedicados a

clatratos
geracao de receptores sintéticos, ou hospedeiros.

No desenvolvimento do dosimetro UV foram utilizadas estratégias de
construcdo supramolecular de tal forma a se combinar as propriedades de filmes
nanocristalinos do semicondutor TiO, com as propriedades de um complexo de
Fe(ll)polipiridina. O resultado da sinergia dos dois materiais resultou em um sistema
fotoquimico cuja fotodecomposicdo do complexo é proporcional a dose de radiacao
UV incidente. Além disso, o padrdao de fotobranqueamento se assemelha ao padrao
de resposta da pele humana a formacédo de eritemas quando exposta a radiacéo
ultravioleta. Isso se deve ao fato do complexo de ferro isolado ser fotoquimicamente
estavel e o perfil de absorcdo do TiO, se assemelhar ao perfil da resposta
eritematosa da pele na regiao do UV. Assim, somente as espécies reativas geradas
pelo semicondutor no estado excitado levam a fotodegradacdo daquele corante.
Essa propriedade é caracterizada pela maneira como o corante se encontra ligado a
superficie do filme nanocristalino de TiO,. Assim, 0 ancoramento por meio da
formacdo de um complexo de inclusédo entre a beta-ciclodextrina (previamente ligada
a superficie do TiO;) e o complexo hexafluorofosfato de bis-(4’-(4-bromofenil)-
2,2":6’,2"-terpiridina) ferro(ll) [Fe(Br-ph-terpy).](PFs). descrita abaixo, se mostrou a
mais adequada para a nossa finalidade. A cavidade da beta-ciclodextrina atua como

um hospedeiro que acomoda em seu interior o complexo de Fe(ll) *°.
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4.3 Sintese do composto [Fe(Br-ph-terpy):](PFs):

O composto [Fe(Br-ph-terpy).](PFe). foi preparado segundo o método
descrito por Toma et al.'®, onde 0,25 g (0,90 mmol) de FeSO,7H,O foram
solubilizados em 25 mL de agua destilada e misturados com 0,70 g (1,80 mmol) de
4’-(4-bromofenil)-2,2’:6’,2"-terpiridina (Br-ph-terpy), previamente dissolvida em uma
guantidade minima de CH,CI, e diluida em 15 mL de etanol. ApGs agitacdo dessa
mistura por 1 h, uma solugdo saturada de NH4PFg foi adicionada e deixada em
repouso num refrigerador por 12 h. O solido formado foi separado por filtracao,
lavado com etanol, seco sob vacuo e armazenado. O ligante Br-ph-terpy utilizado

nessa sintese foi gentilmente fornecido pelo Dr. Juliano Bonacin.

FeSO,,y+ 2Br—ph—tpygon+2NH,PF, —[Fe(Br—ph —tpy),1(PF), +(NH,),SO

4(aq) (ag) 4(aq)

4.3.1 Caracterizacao do composto [Fe(Br-ph-terpy)2](PFs)2

4.3.1.1 Geometria do complexo

A geometria otimizada do complexo foi calculada pelo método semi-empirico
PM3! utilizando-se o software HyperChem® 7.0 conforme pode ser observado na
Figura 11. Nesta figura é possivel observar que o atomo de ferro(ll) esta coordenado
a dois ligantes terpiridinicos tridentados, formando um arranjo local pseudo-

octaédrico.
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Hidrogénio
Hitrogénio
= Carbono
= Ferro

== Bromo

Figura 11 — Geometria otimizada do complexo [Fe(Br-ph-terpy).]**.

4.3.1.2 Analise Elementar

O complexo foi caracterizado por analise elementar de Carbono, Hidrogénio
e Nitrogénio. Os resultados foram consistentes com a estrutura proposta, sendo 0s
valores muito proximos daqueles calculados para o composto como segue: C (exp. e

calc.) =43,4e 44,8, H (exp.ecalc.)=25e25;eN(exp.ecalc)=75e7,5.

4.3.1.3 Espectrometria de Massa

Uma técnica comumente utilizada na caracterizacdo de complexos de metais
de transicdo, particularmente complexos terpiridinicos pela sua elevada estabilidade,
é a espectrometria de massas™*2.

A técnica ESI-MS (Electrospray lonization Mass Spectrometry) foi escolhida
para caracterizacdo do complexo, pois a etapa de ioniza¢do e dessolvatacdo dos
fons ocorre em condi¢bes brandas, de forma a ndo fragmentar os complexos™3,
Sendo assim, os resultados das medidas podem confirmar a presenga do complexo
sintetizado através da analise direta da relacdo m/z da molécula e do padrdo

isotopico do complexo, além de evidenciar as impurezas ionizaveis contidas na
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amostra (Impurezas vindas possivelmente das etapas de sintese do ligante Br-ph-

terpy).

O espectro de massa ESI (Electrospray ionization) no modo ion positivo foi

obtido a partir de uma solugdo metandlica do complexo e € apresentado na Figura

12 abaixo.
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Figura 12 — (A) Espectro ESI-MS do complexo solubilizado em metanol com destaque em

vermelho para a expansdo do padrdo isotépico centrado em m/z 415,9 e (B) Espectro

tedrico para (Cu2H2sNgBroFe)? calculado através do software mMass 3.8.0.*
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O padrdo isotdépico obtido na analise (Figura 12A) e o simulado
considerando-se a abundéancia isotopica dos atomos contidos no complexo (Figura
12B) sao concordantes, confirmando que o sinal em m/z 415,9 é correspondente ao
fon molecular [Fe(Br-ph-terpy).]**. O padrdo isotépico deste complexo é gerado
principalmente pela presenca do atomo de Fe, que apresenta os is6topos Fe*

(5,85%), Fe*® (91,75%), Fe®’ (2,12%) e Fe®® (0,28%).'"

4.3.1.4 Espectroscopia Eletronica

Foram obtidos espectros UV-Vis do complexo diluido em metanol (15,0

umol.L™!). Um espectro representativo é mostrado na Figura 13 abaixo.
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g
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©
©
o
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Figura 13 — Espectro eletrdnico do complexo [Fe(Br-ph-terpy),](PFs),a 15,0 x 10° mol.L™* em
metanol. Sendo: TIL = transi¢&o interna do ligante, TCL = transi¢do de campo ligante do ion

metélico e TCML = transicao de transferéncia de carga metal-ligante.
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O complexo apresenta bandas intensas na regido do UV que sao
caracteristicas de transicfes interna do ligante (TIL) e atribuidas a transicbes
prt—pn* dos ligantes terpiridinicos. Com o processo de deconvolucdo (Figura 14) é
possivel inferir que existe um conjunto de cinco transicdes responsaveis pelo
alargamento e assimetria do espectro nessa regido. Em aproximadamente 370 nm
observa-se uma banda fraca caracteristica de complexos do tipo [Fe(Br-ph-terpy),]**
e atribuida a transicdo de campo ligante do metal (TCL) dn—>dn*''®. A banda na
regido do visivel com intensidade maxima em 570 nm é caracteristica de transicdes
de transferéncia de carga metal-ligante Fe(dn)—>terpy(pn*). Esta banda é
responsavel pela cor puarpura das solugdes diluidas do complexo. Todas estas
atribuicbes estdo em concordancia com o espectro eletronico do complexo descrito

na literatura®*®?’,
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——Gaussianas
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Figura 14 — Deconvolugédo do espectro eletrénico do complexo [Fe(Br-ph-terpy),](PFs). em

metanol.
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4.4 Construcao do Dispositivo UV

4.4.1 Preparacao de filmes mesoporosos de TiO2

O primeiro passo para a preparacdo dos filmes mesoporosos de TiO;
consiste na obtencdo de uma disperséo viscosa através da mistura de 9,0 g de TiO;
P25 da Degussa (material nanocristalino constituido por cerca de 70% de anatase e
30% de rutilo,) em 3 mL de agua destilada e 0,3 mL de acetilacetona em um
almofariz com pistilo, por aproximadamente 40 minutos. Em seguida, foram
adicionados 12,0 mL de agua destilada e 0,15 mL de Triton X-10 (polioxietileno-10-
isooctilfenileter, Sigma-Aldrich), sob agitacao.

Os filmes mesoporosos de TiO, foram obtidos dispersando-se a disperséo
viscosa sobre vidro comum de microscopia utilizando-se o método “doctor blade”. Ou
seja, a dispersdo foi espalhada homogeneamente sobre uma area delimitada por
fitas adesivas (Fita Magica® da 3M) utilizando-se um bastdo de vidro. Os filmes
foram protegidos contra a deposicdo de poeira e secos em condicdes ambiente.
Apoés a secagem e remocao das fitas adesivas, os filmes foram sinterizados em uma
mufla a temperatura de 450 °C, durante 30 minutos. Os filmes sinterizados
apresentaram uma espessura de 6 £ 2 um. O procedimento para a preparacédo dos

filmes mesoporosos € mostrado esquematicamente na Figura 15.
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—>
Preparo de suspensé&o viscosa de TiO, \ it
9,0g TiO, + +12mL agua + Deposicéo da dispersédo  Sinterizacao do filme de
3mL agua + 0,15mL de de TiO, sobre vidro. TiO, em mufla por
0,3mL de Acac Triton por 10min 30min a 450°C

por 40° Espalhamento com
bastéo de vidro

Figura 15 — Procedimento esquematico do processo de preparacdo dos filmes mesoporosos

de TiO,.

4.4.1.1 Caracterizacao dos filmes de TiO2 por MEV

As caracteristicas dos filmes mesoporosos de TiO, foram investigadas
através da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Nesse caso especifico foram
avaliados filmes tratados termicamente a 100°C e a 450°C por 30 minutos. Os filmes
apresentaram morfologias muito similares indicando baixo, mas suficiente transporte

de massa para sinterizacéo a 450 °C, como pode ser observado na Figura 16.

SEI 15.0kV x100,000 200nm WD 4.2 mm

Figura 16 — Microscopia Eletrénica de Varredura de filmes mesoporosos de TiO, (Degussa
P25) tratados termicamente a 100 °C (A) e a 450 °C por 30 minutos (B). Ampliagdo de
100.000 vezes.
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Como pode ser observado na Figura 16, ndo houve modificagbes
significativas na morfologia do filme em funcdo da temperatura de calcinacdo na
faixa de 100 a 450 °C, por 30 minutos. Em ambos 0s casos é observada uma rede
de gréos interconectados com tamanhos entre 20 a 70 nm. A sinterizagdo branda
em 450 °C por um periodo de 30 minutos garante a formacdo de um filme com
resisténcia mecanica adequada, mas sem que haja um processo de densificacéo
gue resulte em perdas de area superficial, garantindo assim elevado namero de
sitios ativos passiveis de adsorcdo. Os poros presentes no filme de TiO, possuem

tamanhos na faixa de 30-50 nm

4.4.2 Funcionalizacao dos filmes de TiOz c/ ciclodextrina

Os filmes nanocristalinos de TiO, sdo reconhecidamente eficientes para
adsorcao quimica de substancias devido ao elevado namero de defeitos superficiais
e sitios livres passiveis de ligacdo com diversas substancias. Entretanto, em fungéo
das caracteristicas quimicas do complexo [Fe(Br-ph-terpy).]**, a sua interacéo com a
superficie do TiO, é praticamente nula, ja que ndo possui grupamentos
coordenantes na sua estrutura'®. Desta maneira, a estratégia adotada para a
construcdo do dispositivo UV foi a funcionalizacdo do TiO, com uma beta-
ciclodextrina (CD), mais especificamente a carboxi-metil-p-ciclodextrina (CMBCD).

Ciclodextrinas (CDs) sédo oligossacarideos, e tem sido extensivamente
estudadas como moléculas hospedeiras em quimica supramolecular''®. As trés CDs

mais utilizadas sédo a o-CD (6 unidades de glicose), a B-CD (sete unidades de

glicose) e a y-CD (oito unidades de glicose), como ilustradas na Figura 17.
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Figura 17 — Estruturas moleculares da (a) a-CD, (b) B-CD e (c) y-CD. A ligacao glicosidica a-
1,4 é mostrada em (d).

(d)

A quimica supramolecular cobre todas as interacdes intermoleculares
envolvendo espécies moleculares definidas por meio de interacdes que apenas
perturbam as caracteristicas das mesmas, mas podem envolver ligacbes fortes
como as ligacdes covalentes. Todavia, muitas vezes as interacées sdo mais fracas,
como as baseadas em interacdes do tipo héspede-hospedeiro. Devido ao fato das
CDs terem em sua estrutura cavidades suficientemente grandes para acomodar
espécies moleculares, elas sdo consideradas importantes espécies hospedeiras.
CDs tem a habilidade de incluir moléculas “héspedes” alterando suas propriedades
fisico-quimicas e a biodisponibilidade, influenciando a atividade biolégica através da
formac&do de complexos de inclusdo*'?%!?!- De fato, foi demonstrado por meio dos

| 100

estudos realizados por Toma et al.”™", que a cavidade da B-CD possui dimenséo
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compativel para uma eficiente interacdo hospede-hospedeiro com o complexo
[Fe(Br-ph-terpy)2]**.

Uma forma de se aproveitar essa propriedade da B-CD de interagir com
outras moléculas formando complexos do tipo hospedeiro/héspede pode ser
explorada para o ancoramento do complexo [Fe(Br-ph-terpy).]** & superficie do TiO,.
Mas para isso é fundamental que esta possua grupos funcionais que permitam a sua
ligacdo a superficie do TiO,, como no caso da carboxi-metil-B-ciclodextrina
(CMBCD). Este apresenta diversos grupos carboxilato em sua estrutura (Figura 18)
sendo um eficiente agente modificador de superficie dos filmes de TiO;
nanocristalino. De fato, a CMBCD deve se ancorar paralelamente a superficie do

TiO, ligando-se por meio dos sete substituintes com grupos carboxilato terminais.

Figura 18 — Estrutura da carboxi-metil-B-ciclodextrina (CMBCD).

4.4.2.1 Funcionalizacdo dos filmes mesoporosos de TiO>

Os filmes nanocristalinos de TiO, foram quimicamente modificados em sua

superficie por meio da imers&o dos mesmos em solugéo metandlica 10 x 10 mol.L™
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de CMBCD (carboxi-metil-pB-ciclodextrina, Sigma-Aldrich) por 12 horas. ApOs esse
periodo, os filmes funcionalizados foram lavados com etanol e acetona para
remocédo do excesso de CMBCD e mantidos num dessecador sob vacuo.

A quimiossorcdo da CMBCD sobre a superficie de filmes mesoporosos de
TiO, utilizando-se o procedimento acima e sua caracterizacdo através do emprego
de técnicas como termogravimetria (TG) e espectroscopia infravermelho de
reflectancia difusa (ATR-FTIR) ja esta descrita na literatura’??. No presente estudo
optou-se pelo emprego da técnica de microscopia Raman confocal, pois permite a
analise do material de forma nao destrutiva, além de minimizar interferéncias devido
a presenca de agua adsorvida na superficie do material. A banda de estiramento
v(CH) em 2920 cm™ foi utilizada como marcador para demonstrar a presenca da

CMBCD na superficie do TiO, como pode ser observado na Figura 19 abaixo.
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v(CH) em 2920cm™

CMBCD pura
TiOZ+CM[3CD
TiO2 nanocristalino
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Intensidade Raman (U.A.)

Figura 19 - Espectros FT-Raman da CMBCD pura, do filme de TiO, nanocristalino puro e do
filme de TiO, nanocristalino modificado com CMBCD (A, = 532 nm). Os trés espectros estéo

na mesma escala de intensidade Raman.
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4.4.3 Adsorcio do complexo [Fe(Br-ph-terpy):]?* nos filmes

funcionalizados de TiO>

A adsorcéo do complexo [Fe(Br-ph-terpy),]** é possivel gracas a interacdo
do tipo hospede-hospedeiro do grupo bromo-fenila do ligante terpiridinico com a
cavidade da CMBCD ancorada na superficie do filme nanocristalino de TiO,. A

estrutura esquematica do nanomaterial supramolecular € ilustrada na Figura 20.

TiO,

Figura 20 — Representacdo esquematica da estrutura do nanomaterial supramolecular
formado pelo complexo [Fe(Br-ph-terpy),]** e a CMBCD ancorada a superficie do TiO,

nanocristalino.

O processo de formacdo do complexo hdéspede-hospedeiro pode ser
relativamente lento. Assim, filmes de TiO, nanocristalino previamente
funcionalizados com CMBCD foram imersos em uma solucdo metandlica 20 x 10
mol.L™ do complexo [Fe(Br-ph-terpy),](PFe). por um periodo de 12 horas. Apds esse
periodo, os filmes foram lavados com etanol e acetona para remogéo do excesso de

complexo e mantidos sob vacuo.
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E interessante observar que o aparecimento de uma colorag&o roxa sobre a
superficie do filme de TiO, s6 ocorre se este estiver modificado com a CMBCD. O
complexo [Fe(Br-ph-terpy)2]* ndo possui grupos funcionais que possibilitem sua
adsorcgédo sobre o filme nanocristalino de TiO,. Esse fato pode ser confirmado pela
completa auséncia de adsorcdo do corante sobre o filme ndo-modificado, como pode
ser verificado na Figura 21A. Todavia, uma intensa coloracdo roxa pode ser
observada quando o filme funcionalizado com CMBCD é empregado, confirmando
qgue houve a formacdo do complexo héspede-hospedeiro levando ao ancoramento

do complexo de ferro(ll) sobre o filme de TiO..

Figura 21 — Foto dos filmes de TiO, ndo modificado (A) e modificado com CMBCD (B) ap6s
imersdo em solugdo metandlica 20 x 10 mol.L™ do complexo [Fe(Br-ph-terpy).](PFe), por

um periodo de 12 horas.

4.4.3.1 Caracterizacao do dispositivo por Espectroscopia Raman

Dentre as técnicas descritas para a caracterizacdo desse tipo de sistema
podemos citar a analise termogravimétrica, a espectroscopia no infravermelho e

determinacéo das isotermas de Langmuir’®. Porém, com o objetivo de caracterizar o
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sistema supramolecular foram realizados estudos de espectroscopia Raman dos
componentes isolados, dos intermediarios e do dispositivo final.

O primeiro componente isolado a ser analisado foi o filme nanocristalino de
TiO,. De acordo com Turkovic'*® os modos vibracionais Raman ativos do material
nas fases cristalinas anatase e rutilo apresentam assinaturas espectrais distintas.
Por se tratar de um filme obtido pelo uso do TiO, Degussa P25 (composto por 70%
de fase anatase e 30% de fase rutilo, tamanho médio de particulas em torno de 26
nm), no espectro Raman da Figura 22 observa-se principalmente os modos
vibracionais caracteristicos do dioxido de titAnio na fase anatase. As frequéncias
vibracionais atribuidas aos modos permitidos para o TiO, na fase anatase em
148 cm™ (Ey), 402 cm™ (Byg), 517 cm™ (A1q, Big) € 645 cm™ (Eg) conforme espectro

da Figura 22 s&o totalmente consistentes com aqueles descritos por Turkovic'?.
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Figura 22 — Espectro FT-Raman do filme de TiO, (A, = 532nm).
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O préximo componente isolado a ser analisado foi a CMBCD (carboxi-metil-
B-ciclodextrina). No espectro Raman da Figura 23 a seguir observa-se diversas
bandas na faixa de 400 a 1.500 cm™ cujas atribuicbes sdo em grande parte
relacionadas as deformacées angulares (8) de C-O-H, H-C-H e C-C-H™*. Algumas
bandas de destaque nessa regido s&o atribuidas & §(OCH) e §(HCH) (1.457 cm™),
8(OCH) e §(CCH) (1.416 cm™) e modo vibracional do anel piranose da estrutura
sacaridea (1.127 cm™). Em 2.920 cm™ observa-se uma banda intensa que pode ser
atribuida ao estiramento v(CH). Devido a sua intensidade e por estar localizada em
uma regido em que o TiO, ndo é ativo, decidiu-se utilizar esta banda do estiramento
v(CH) em 2.920 cm™ como marcador para demonstrar a presenca da CMBCD na
superficie do TiO,. O espectro Raman do TiO, modificado com CMBCD é

apresentado na Figura 24.
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Figura 23 — Espectro FT-Raman da CMBCD pura (A, = 532nm)
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Figura 24 — Espectro FT-Raman do filme de TiO, modificado com CMBCD (A, = 532nm)

Como pode ser observado no espectro da Figura 24 acima, encontra-se em
aproximadamente 2.920 cm™ a banda caracteristica do estiramento vCH atribuida a
CMBCD ligada a superficie do TiO,.

O complexo [Fe(Br-ph-terpy);](PFs). puro também foi analisado por
espectroscopia Raman. No espectro da Figura 25 podem ser observadas diversas

1125 atribuiram os

bandas intensas na regido de 1.300 a 1.600 cm™. Assumpc&o et. a
principais modos vibracionais do espectro deste complexo ao estiramento v(CC, CN)
+ 8ip(CCH) em 1.359 cm™ e 1.466 cm™ e v(CC)grpn €m 1.540 cm™, sendo “5,” a
deformacéao angular no plano e “v” 0 modo vibracional de estiramento.

E importante destacar o fendBmeno Raman Ressonante que se observa no

espectro devido ao fato do comprimento de onda do laser de excitagao coincidir com
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a da banda de absorcado de uma transicéo eletronica permitida, no caso uma banda
de transferéncia de carga metal-ligante (TCML) do complexo. Por isso observa-se

um grande aumento da intensidade das bandas Raman fundamentais do complexo.
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Figura 25 — Espectro FT-Raman do complexo [Fe(Br-ph-terpy).](PFs). puro (A, = 532nm)

O mesmo efeito Raman ressonante é responsavel pela identificacdo da
presenca do complexo de ferro(ll) ancorado ao filme de TiO, funcionalizado,
mostrado na Figura 26. Note que a quantidade de CMBCD deveria ser equivalente
ou maior que ao de corante, mas praticamente ndo aparece no espectro Raman do
dosimetro UV. Neste espectro podemos observar claramente as bandas
correspondentes aos modos vibracionais do TiO, e as bandas intensas na regido de

1300 a 1600 cm™ correspondentes ao complexo [Fe(Br-ph-terpy),]**.
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Figura 26 — Espectro FT-Raman do dosimetro UV (A, = 532nm)

Na Figura 27 temos o0s cinco espectros Raman descritos acima

demonstrando a obtencéo do dispositivo UV supramolecular.
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Figura 27 — Espectro Raman para: (A) TiO; puro, (B) CMBCD pura, (C) TiO, modificado com
CMBCD, (D) composto [Fe(Br-ph-terpy).](PFs). puro, (E) dosimetro UV resultante da

interacdo héspede-hospedeiro.

4.4.4 Estudo de fotodegradacgao do dispositivo UV

Os ensaios de fotodegradacgdo do dispositivo UV (TiO,+CMBCD+[Fe(Br-ph-
terpy),]**) foram realizados conforme descrito no item 3.7.

Visando compreender o0 mecanismo envolvido no processo de
fotodegradacao o dispositivo foi irradiado em atmosfera de ar por 2 horas (lampada
de xenbnio, poténcia de 150 W) e seu espectro de absorcdo foi registrado
continuamente a cada 30 segundos. Na presenca de ar, apds aproximadamente 1
hora de exposicdo é possivel observar nitidamente a diminuicdo da intensidade da

cor purpura caracteristica.
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O mesmo procedimento foi adotado para a irradiagcdo do dispositivo em
atmosfera de nitrogénio. Nesta condi¢g&o nédo foi observada a descoloracao do filme.

Um terceiro experimento foi realizado irradiando-se o dispositivo em
atmosfera de ar, mas desta vez utilizando apenas comprimentos de onda superiores
a 400 nm. Nesta condicdo também nédo foi observada a descoloragédo do filme. Na

Figura 28 s&o mostrados os resultados dos ensaios realizados.
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Figura 28 — A) Curva cinética mostrando a fotodegradacéo do dispositivo UV ao ar (m); e B)
gréfico de In (A/Ao) em fungdo do tempo de irradiagcdo ao ar (m), em atmosfera de nitrogénio
(V) e em atmosfera de ar e irradiacdo apenas com luz visivel (0). Absorbancias monitoradas

no comprimento de onda de 572 nm.
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Em funcdo do exposto acima, pode-se inferir que o processo de
branqueamento (photobleaching) se inicia com a absorcédo de radiagdo UV pelas
nanoparticulas de TiO, promovendo elétrons (e”) da banda de valéncia para a banda
de condugdo. Esse processo leva a formacdo de buracos (h*) em sua banda de
valéncia e elétrons de alta energia na banda de conducgdo. O poder redutor desses
elétrons é suficiente para promover a reducdo do oxigénio molecular adsorvido na
superficie das particulas de TiO,, gerando assim radicais superéxido (O,*). Por
outro lado, os buracos formados na banda de valéncia tem potencial suficiente para
promover a oxidacdo das moléculas de H,O adsorvidas na superficie das
nanoparticulas de TiO,, formando assim radicais hidroxila (OH®)*?®127128,

Com os experimentos e resultados apresentados anteriormente podemos
inferir que o processo de branqueamento do filme supramolecular ndo deve ser
atribuido a transferéncia direta de elétron ou de energia do TiO, para o complexo.
De fato, a degradacédo deve estar ocorrendo devido a reacdo do complexo adsorvido
na particula de TiO, com os radiais OH®* e O,* fotoguimicamente formados pelo
material semicondutor. Chega-se a essa conclusdo pela analise dos experimentos
de fotodegradacdo do complexo, que ocorre apenas em atmosfera de ar e sob
irradiacdo UV. Em atmosfera inerte sob irradiacdo UV e/ou atmosfera de ar sob
irradiacdo visivel ndo foram observadas variacfes na intensidade da coloracdo do
dosimetro. Portanto, para que esse processo ocorra € fundamental que se tenha
uma atmosfera com umidade (H,O) e O,, além da excitacdo do filme de TiO,

nanocristalino pela radiacao ultravioleta.



5 METODOLOGIAS PARA DETERMINACAO DO

FPS DE PREPARACOES COSMETICAS

85



86

Nesse capitulo serdo descritos os procedimentos adotados para a avaliagdo
do Fator de Protecdo Solar in vitro de uma série de protetores solares. Dentre 0s
procedimentos serdo detalhadas duas abordagens metodoldgicas, uma que
contempla a avaliacdo visual da mudanca de cor dos dosimetros UV quando
expostos a radiacdo UV e outra que contempla a avaliacdo instrumental objetiva da
variacao de cor dos dosimetros UV quando expostos a radiacdo UV. Em ambos o0s
casos as amostras estudadas possuem valores de FPS conhecidos e determinados
em estudos clinicos (in vivo). Com isso sera possivel estabelecer curvas de

calibracédo/correlacéo dos valores de FPS in vitro em funcao dos FPS in vivo.

5.1 Método #1 - FPS in vitro através de avaliacao visual

Esta metodologia in vitro foi desenvolvida baseada no “International SPF
Test Method 2006” previamente descrito no item 1.8.1.1, um método reconhecido e
largamente utilizado baseado no emprego de voluntarios em seus procedimentos.
Sendo esta uma metodologia consagrada, foi desenvolvido um método similar, mas
gue utiliza dosimetros UV ao invés dos voluntarios humanos. Assim, os voluntarios
foram substituidos por um conjunto constituido de pele artificial como substrato para
aplicacdo das amostras de protetores solares e o dosimetro UV, sendo a menor
descoloracdo perceptivel e inequivoca do mesmo utilizada como o equivalente a
formacdo do eritema em voluntarios humanos. Nesse caso, as leituras podem ser
realizadas imediatamente enquanto que no método in vivo as leituras devem ser

realizadas apenas 16 a 24 horas apds a irradiagéo.



87

5.1.1 Simulador Solar

Um simulador solar Multiport 601, fabricado pela Solar Light Company,
Philadelphia, PA, com lampada de arco de xendnio, espelhos dicroéicos, filtros Schott
WG320 e UG1l1, e 6 saidas de luz independentes, foi utilizado como fonte de
radiacdo ultravioleta nas irradiacdes dos dosimetros nao-protegidos e protegidos
com as amostras de protetores solares. As 6 saidas de luz possuem areas circulares
de irradiacdo de aproximadamente 0,9 cm?, que estdo dispostas em uma matriz 3 x
2 com distancia entre os centros de cada saida de aproximadamente 1,6 cm e niveis

de irradiancia com regulagem independente.

Figura 29 — Foto do simulador solar Multiport 601 com a disposi¢cdo das saidas de luz em

destaque.

A intensidade de luz ultravioleta nas saidas do simulador solar foi verificada
por meio de um espectroradibmetro para garantir a adequacdo aos limites de
Eficiéncia Eritematosa Relativa Cumulativa (%RCEE) exigidos pela metodologia

“‘International SPF Test Method 2006”, de acordo com a publicacdo “COLIPA -
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Guidelines for Monitoring UV Radiation Sources”*?°. Os valores experimentais de
%RCEE obtidos sdo apresentados na Tabela 6 a seguir. A poténcia de cada saida
foi ajustada antes de cada irradiacdo utlizando-se um detector de ultravioleta

eritema-efetivo PMA 2103LLG, também da Solar Light Company.

Tabela 6 - Limites de %RCEE definidos pelo International Sun Protection Factor Test Method (2006).

Faixa de comprimento | Limites de %RCEE (%) %RCEE
de onda (nm) Inferior | Superior Valores medidos

<290 <0,1 0,0

290 a 300 1,0 8,0 6,5

290 a 310 49,0 65,0 55,9

290 a 320 85,0 90,0 89,1

290 a 330 91,5 95,5 94,7

290 a 340 94,0 97,0 96,8

290 a 400 > 99,9 100,0

5.1.2 Confeccdo dos Dosimetros UV

Os dosimetros UV para essa aplicacdo foram preparados seguindo o
procedimento previamente descrito no item 4.4.1 (Preparo de Filmes de TiO,). Para
tal, placas de vidro comum de microscopia foram delimitadas com fita adesiva de
forma a se obter no final do processo uma matriz 3 x 2 de modo que a area seja um

pouco maior que a area de irradiacdo do simulador solar descrito no item 5.1.1.
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Figura 30 - Esquema mostrando um par de matrizes 3 x 2 de dosimetros UV para medida de
FPS antes (esquerda) e apoés (direita) a incorporacdo do complexo. A area dos quadrados é
maior que 1 cm? de modo que os feixes das saidas do simulador solar estejam circunscritos

dentro dos mesmos.

5.1.3 Substrato

O material utilizado como substrato para aplicacdo das amostras de
protetores solares foi a pele sintética VitroSkin® fabricado por IMS Inc., um substrato
amplamente utilizado para estudos espectrofotométricos de protetores solares. Este
material € constituido basicamente de proteinas endurecidas com componentes
lipidicos e foi desenvolvido para conferir propriedades fisico-quimicas similares a
pele humana como, por exemplo, topografia e rugosidade, pH, tensdo superficial e
forca ibnica. Além disso, possui alta transmitancia na regido do UV-Vis. As folhas de
VitroSkin® foram cortadas em pecas de 8 x 5 cm e tiveram suas areas de aplicacéo
de amostras delimitadas com lapiseira de forma a se obter uma matriz 3 x 2
perfeitamente coincidente com as matrizes do dosimetro UV e as guias de luz do

simulador solar.
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VITRO-SKIN® N-19

Lot # 8116 — —<

(Packaged Topography Side Up)

Figura 31 — Substrato — VitroSkin® de IMS. Inc. A direita o destaque da demarcacdo das
areas de aplicacdo de produtos no formato de uma matriz 3 x 2 coincidente com o

posicionamento dos dosimetros e das saidas de luz do simulador solar.

5.1.4 Modo de Aplicacao da Amostra Sobre o Substrato

O substrato, climatizado a 21 °C e 55% U.R. por 24h, foi previamente
demarcado em seis areas de 1,9 cm? conforme a matriz 3 x 2 descrita anteriormente.
Em cada uma das 6 sub-areas foram aplicados 3,8 = 0,2 mg da amostra-teste de
modo a se ter uma concentracdo superficial de 2,0 mg/cm?. A amostra foi
uniformemente espalhada em cada area com o auxilio de uma ponta arredondada
de um bastéo de vidro para simular a extremidade dos dedos sem, contudo absorver
a formulacdo. As areas com a amostra-teste foram irradiadas apds um tempo de

secagem de 15 a 20 minutos.

5.1.5 Dosimetro/Substrato/Amostra para Medida de DMB

Um dos principais problemas para o desenvolvimento de ensaios in vitro € a

definicdo da Dose Eritematosa Minima, o parametro utilizado para o calculo do FPS.
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No caso dos testes com voluntarios humanos, a DEM é definida como sendo a dose
minima necessdéria para provocar o aparecimento de eritemas com bordas bem
definidas. Tendo-se em vista que a fotodecomposicdo do complexo
Fe(Br-ph-terpy).]** presente nos dosimetros seré utilizado como indicador da dose
de radiacdo UV, uma definicdo analoga ao dos ensaios in vivo foi utilizada, inclusive
para facilitar o uso do novo método por profissionais da area. Ou seja, a DEM dos
ensaios in vitro foi convencionada como sendo a dose minima necesséaria para
causar um branqueamento perceptivel e inequivoco a olho nu, com bordas
definidas. Dessa forma estamos propondo a utilizacdo da DMB (Dose Minima de
Branqueamento) do dosimetro UV, ou seja, a quantidade de energia radiante (&
proporcional ao numero de fotons) necessaria para se produzir 0 menor
branqueamento perceptivel e indubitavel, que nesse caso deve ser avaliado
imediatamente apés o término da irradiacdo. Assim, a Dose Minima de
Branqueamento do dosimetro protegido e ndo-protegido com protetor solar foram
respectivamente abreviadas DMBp e DMBnp.

Séries de seis doses de radiacdo ultravioleta, com variacdo de 25% entre
cada dose (progressdo geométrica com razdo g=1,25) foram empregadas para a

realizacdo dos ensaios. A férmula usada para calcular as doses de radiacéo UV foi:

D =1,25" x DMBnp X FPSesp Eqg. 10

Sendo,

D: Dose UV incidente;

n: Os nameros inteiros 2, 1, 0, -1, -2, -3 para as doses de 1 a 6, respectivamente;
DMBnp: Dose Minima de Branqueamento para o dosimetro ndo-protegido;

FPSesp: Fator de protecéo solar esperado do produto testado (igual a 1 para a pele

desprotegida).
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A irradidncia na 62 saida de luz do simulador solar foi fixada em 1,67
MED.min (equivalente a 82,0 mW.cm™) utilizando-se o detector de ultravioleta
eritema-efetivo PMA 2103LLG (Solar Light Co.). Em seguida, as outras 5 saidas de
luz foram ajustadas para 1,32 ; 1,06 ; 0,85 ; 0,68 e 0,54 MED.min* (equivalentes a
66,0 ; 53,0 ; 42,0 ; 33,5 e 27,0 mW.cm™®), de acordo com a progressdo geométrica
de poténcia desejada.

Ao se trabalhar com uma série geométrica fixa de irradiancias como a
estabelecida acima, a exposi¢cao UV passa a ser feita apenas pelo controle do tempo
de irradiacdo, o que simplifica e minimiza possiveis erros experimentais.

Na Figura 32 sdo mostradas fotos que ilustram os experimentos realizados
utilizando-se o conjunto VitroSkin®+Dosimetro posicionado sob as saidas de luz do
simulador solar. Neste exemplo podemos observar claramente o gradiente de
intensidade de branqueamento conforme o aumento da irradiancia UV nas saidas de
luz. De acordo com a definicAo aqui proposta, a DMB (Dose Minima de

Branqueamento) nesse caso deve ser aquela da saida numero 3.

Simulador Solar

l l l - 4 5 6

3 2 1
Dosimetro ndo-irradiado

3 2 1
Dosimetro irradiado

Pele artificial Dosimetro UV

Figura 32 — Foto mostrando a montagem utilizada nos ensaios (esquerda), e a matriz de
dosimetros antes e apos a irradiagdo UV com doses crescentes nas saidas de luz de 1 a 6.
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5.1.6 Determinacao in vitro do FPS de Protetores Solares

Os primeiros experimentos de determinacgéo in vitro do FPS foram realizados
com protetores solares gentilmente fornecidos pela empresa Natura Inovacdo de
Tecnologia de Produtos Ltda. Foram utilizadas 6 amostras de prototipos de
protetores solares cujos valores de FPS foram determinados in vivo através da
metodologia “International SPF Test Method 2006”.

A primeira etapa dos experimentos foi o estudo de otimizagdo e
determinacdo da Dose Minima de Branqueamento do sistema VitroSkin®+Dosimetro
nao-protegido (DMBnp). Para isso, a progressdo geométrica de irradiancias foi
fixada em 82,0 ; 66,0 ; 53,0 ; 42,0 ; 33,5 e 27,0 mW.cm™, respectivamente para as
saidas de luz numero 6, 5, 4, 3, 2 e 1 do simulador solar. O tempo de irradiacao
necessario para a producao da DMBnp em algum ponto entre as saidas niamero 2 e
5 do simulador solar foi de 88 + 13 segundos, ou seja, a progressao de doses UV no
sistema VitroSkin®+Dosimetro n&o-protegido foi de 7,22 ; 5,81 ; 4,66 ; 3,70 ; 2,95 e
2,38 J.cm™? para as saidas de luz nimero 6, 5, 4, 3, 2 e 1, respectivamente. A
DMBnp determinada como a média de 11 ensaios em replicata foi igual a 3,95 + 0,86
Joules.cm?,

As amostras de protetores solares aplicadas nos substratos foram irradiadas
com doses UV calculadas conforme a Eq. 10, sendo todas as amostras avaliadas
em triplicata. O Fator de Protecdo Solar in vitro (FPSi, viro) foi determinado pela
relacdo entre as doses minimas de branqueamento dos dosimetros irradiados com
0s substratos protegidos e nao-protegidos pelas amostras de protetor solar
(FPSin viroe=DMBp/DMBy,5). Os resultados obtidos para a série de protetores solares

estudados sao listados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Dados de FPS in vivo, DMB e FPS in vitro determinados para uma série de amostras de

protetores solares.

A L DMBnp DMBp FPS in vitro
Cod. amostra FPS in vivo (J.cm?) (J.cm'z) DMBp/DMBnp
Protetor BDP9 9,10 +/- 1,46 13,66 +/- 3,24 3,44 +/- 0,82

Protetor BDP15 15,90 +/- 2,23 41,83 +/- 4,52 10,59 +/- 1,15
Protetor BDP30 33,20 +/- 5,64 107,83 +/- 12,00 27,30 +/- 3,04
3,95 +/- 0,86
Protetor BDP15 17,00 +/- 2,21 48,48 +/- 2,17 12,27 +/- 0,55
Protetor BDP20 21,20 +/- 3,60 78,87 +/- 0,62 19,97 +/- 0,16
Protetor BDP30 30,30 +/- 4,70 138,37 +/- 29,29 35,03 +/- 7,20

Os dados da Tabela 7 podem ser melhor analisados graficamente, ou seja,

correlacionando os valores de FPS in vitro e os in vivo, considerando-se 0 conjunto

de amostras de protetores solares. Uma boa correlacédo linear foi obtida, como

mostrado na Figura 33, tendo sido encontrado uma inclinacdo da reta de ajuste

linear igual a 0,74 e um coeficiente de correlacéo linear R? igual a 0,899, consistente

com uma elevada aderéncia dos resultados a regressdo linear calculada. Este

resultado indica que o método baseado na avaliacdo visual do DMB € satisfatério

para a determinacdo de valores relativos de FPS. Além disso, € um bom indicativo

de que o branqueamento dos dosimetros se correlaciona linearmente com a

formacéo de eritemas, um processo muito mais complexo e dependente de fatores

dindmicos e das caracteristicas individuais dos voluntarios.
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Figura 33 — Grafico da correspondéncia entre os valores de FPS determinados in vivo e in

vitro por avaliacdo visual dos DMBs.
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5.2 Método #2 - FPS in vitro através de avaliacdo instrumental

Os resultados acima descritos nos motivaram a tentar desenvolver um
meétodo instrumental de avaliacdo dos FPSs onde a determinacdo da DMB seria
realizada espectrofotometricamente. Tal iniciativa visa diminuir a subjetividade do
processo e também a possibilidade de automacéo, tornando as medidas muito mais
rapidas e precisas.

Considerando-se que o método visual se baseia na variacdo da intensidade
de coloracdo dos dosimetros UV, poder-se-ia utilizar a diferenca de absorbancia
antes e apos a irradiacdo. Todavia, tal estratégia ndo permite o uso dos dados
coletados durante o processo de fotobranqueamento, além dos erros inerentes a
nao homogeneidade do dosimetro poderem ser relativamente grandes. Nesse caso,
seria necessario o uso de um mesmo tempo de irradiacdo para todas as amostras,
de preferéncia usando a progressao geometrica correspondente. Assim, imaginou-
se a possibilidade de se utilizar um outro parametro que se correlaciona com o fluxo
de fétons, considerando-se que o fotobranqueamento é diretamente proporcional a
dose eritematosa minima. A abordagem escolhida para a avaliacdo instrumental in
vitro do FPS foi 0 monitoramento em tempo real do decaimento da banda MLCT do
complexo de ferro do dosimetro UV em funcao do tempo de irradiacdo. Nesse caso,
também poderia se variar a poténcia de luz UV incidente e utilizar o coeficiente
angular do grafico entre a constante de velocidade de branqueamento em funcéo da
irradiancia. Todavia, uma abordagem mais simples, baseado no uso de uma unica
irradiancia, foi utilizada para o desenvolvimento desta dissertacdo. Por outro lado,
verificou-se que a montagem de um arranjo experimental utilizando um
espectrofotdbmetro convencional seria relativamente complicada, tendo-se em vista o

espaco disponivel e o arranjo definido. Por isso foi montado um arranjo de tal forma
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a se ter em linha uma fonte de radiacdo UV-Vis, o substrato VitroSkin®, o dosimetro
UV e a sonda de fibra 6tica do espectrofotdmetro FieldSpec®. Os detalhes

experimentais sao apresentados a seguir.

5.2.1 Simulador Solar

Um Simulador solar Singleport 16S-150, fabricado pela Solar Light
Company, Philadelphia, PA, com [ampada de arco de xendnio de 150 W e equipado
com um espelho dicréico e um filtro Schott WG320 de 1,0 mm de espessura, com
uma unica saida de luz frontal foi utilizado como fonte de radiagdo ultravioleta para a
iradiacdo dos dosimetros através do substrato VitroSkin® n&o-protegidos ou
protegidos com as amostras de protetores solares. No ponto focal da radiacéo, a
cerca de 5 cm da saida do simulador solar, a area circular irradiada é de
aproximadamente 2 cm? sendo adequado para os ensaios com os dosimetros.
Todavia, 0 monitoramento do processo de branqueamento do complexo de ferro(ll)
deve ser realizado na banda MLCT, ou seja, em torno de 572 nm. Assim, o filtro
Schott UG11 presente no simulador solar foi intencionalmente removido com o
objetivo de se permitir a passagem da luz visivel, fundamental para as medidas
espectrofotométricas do dosimetro nessa regido do espectro. Vale ressaltar que a
gualidade espectral na regido do UVA/UVB néo sofreu alteracdes significativas em
funcdo da retirada deste filtro Schott UG11. Além disso, o dosimetro ndo deve
responder aos fotons da regido do visivel, como mostrado anteriormente, para que

essa estratégia possa ser empregada com sucesso.



98

Figura 34 - Simulador solar Singleport 16S-150 utilizado nos ensaios.

A qualidade espectral de emissdo do simulador solar foi verificada usando
um espectroradiobmetro para garantir a adequacdo aos limites de Eficiéncia
Eritematosa Relativa Cumulativa (%RCEE) exigidos pela metodologia “International
SPF Test Method 2006”, de acordo com a publicacdo da COLIPA “Guidelines for
Monitoring UV Radiation Sources'®. Os valores experimentais de %RCEE obtidos
estao dentro dos limites estabelecidos pela norma.

A poténcia da saida de luz foi ajustada antes de cada irradiacdo por meio de
um detector de ultravioleta eritema-efetivo PMA 2103LLG, também da Solar Light

Company.

5.2.2 Substrato e aplicagao das amostras

O material utilizado como substrato para aplicacdo das amostras de
protetores solares nesse caso também foi a pele sintética VitroSkin® fabricada por
IMS Inc. As folhas de VitroSkin® foram cortadas em pecas circulares de 2,0 cm? que
foram fixadas em um suporte metalico para melhor padronizacdo da aplicacdo das

amostras.
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Figura 35 — Substrato VitroSkin® cortado em disco de 2 cm? e fixado em suporte metalico

para aplicacdo da amostra de protetor solar.

O substrato cortado na forma de discos de 2,0 cm?, climatizado a 21 °C e
55% U.R. por 24h, recebeu a amostra-teste na quantidade de (2,0 + 0,1) mg,
correspondendo a 1,0 mg/cm?. A amostra foi uniformemente espalhada com o
auxilio de uma ponta arredondada de um bastdo de vidro para simular a
extremidade dos dedos sem, contudo, absorver a formulacdo. As areas com a

amostra-teste foram irradiadas ap6s um tempo de secagem de 15 a 20 minutos.

5.2.3 Monitoramento Instrumental

As medidas espectrofotométricas foram realizadas utilizando-se a montagem
descrita na Figura 36. Note que a saida de luz do simulador solar e a sonda de fibra
6ptica do espectrofotdbmetro FieldSpec® foram posicionados em linha, sendo que o

substrato VitroSkin® e o dosimetro UV se encontram entre eles e orientados
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perpendicularmente em relagéo a diregéo do feixe, de modo a minimizar os efeitos
de espalhamento na medida. Pode-se notar que analogamente as medidas com
avaliacdo visual, o substrato com o protetor solar foi posicionado de modo a
filtrar/atenuar a intensidade da radiacdo UV incidente sobre o dosimetro. A

irradiancia incidente no dosimetro UV foi ajustada e fixada em 12 mwW.cm™.

Espectrofotdometro

FieldSpec

Sonda com fibra 6ptica

[=12mW.cm2

Simulador
Solar

SolarLight
Singleport

Dosimetro

Pele artificial

Figura 36 — Esquema mostrando o arranjo experimental utilizado para a determinacdo do
FPS através de medidas espectrofotométricas.

Foi realizado o monitoramento da variagdo da banda de absorcdo do
dosimetro na regido do visivel, mais especificamente no comprimento de onda de
572 nm, em funcéo do tempo de irradiacdo (irradiancia fixada em 12 mwW.cm™®). Os
espectros foram registrados a cada 30 segundos por periodos de até 90 minutos.
Durante estes experimentos a temperatura e a umidade do ar foram mantidas
constantes a 22 °C e 55%.

Os dados foram coletados em um espectrofotometro de fibra Optica em

modo transmitancia (fibra éptica posicionada logo depois do dosimetro UV). Na



101

Figura 37 é apresentado um exemplo de variagdo espectral ao longo do tempo de

exposicao UV para um dispositivo coberto com VitroSkin® sem protetor solar.

T T T T T T T T T T T T T

t inicial

t final

Absorbancia (U.A))

I T T T T T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 37— Exemplo da variacdo espectral do dosimetro UV coberto com VitroSkin® nao-

protegida em funcdo do tempo de exposi¢cao UV.

5.2.4 Determinacao in vitro do FPS por medida instrumental

Estes experimentos foram realizados com protetores solares gentilmente
fornecidos pela empresa Johnson & Johnson do Brasil. Foram utilizadas 15
amostras de protetores solares cujos valores de FPS foram determinados in vivo
através da metodologia “International SPF Test Method 2006”.

As amostras de protetores solares foram avaliadas em triplicata seguindo os
procedimentos de aplicacdo, irradiacdo e monitoramento previamente descritos.
Monitorando-se a absorbéancia em 572 nm em funcdo do tempo de irradiacédo, foi
possivel construir graficos de variagcdo de absorbancia em funcdo do tempo de

exposicdo. Na Figura 38 sédo mostradas curvas cinéticas de decaimento tipicas
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registradas para amostras de protetores solares com diferentes valores de FPS (1; 9;

15; 30; 50; 60).
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Figura 38 — Curvas cinéticas do processo de descoloramento inicial dos dosimetros UV de
TiO, nanocristalino: A) sem protetor solar, e com protetores solares com FPS iguais a B) 9,

C) 15, D) 30, E) 50 e F) 60. As retas correspondem as regressoes lineares.

Pode-se verificar (Figura 38) que o decaimento inicial é tipicamente linear,
como esperado, sendo o coeficiente angular dependente do FPS. Além disso,
verifica-se um ruido de amplitudes mais ou menos significativas da absorbancia. De
fato, os dados experimentais aparecem com um ruido de fundo, cuja amplitude
relativa tende a aumentar a medida que o FPS; aumenta. Também, podem ser
verificadas oscilacdes mais lentas e flutuacfes repentinas que provocam a mudanca
da linha base de um conjunto significativo de pontos, para depois retornar a linha

base inicial. Tendo-se em vista que o arranjo experimental foi mantido fixo e um
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espectrofotometro de alta sensibilidade e estabilidade foi utilizado para realizar os
experimentos, tais problemas podem ser associados principalmente as flutuacdes e
oscilagbes do fluxo de radiacdo entregue pelo simulador solar em funcéo do tempo.
Esse comportamento ndo era esperado tendo-se em vista que se trata de um
sistema de irradiacdo de alta estabilidade, mas explica as flutuacdes observadas
tendo-se em vista que a radiacao visivel da fonte também esta sendo utilizada para
monitorar a variagdo de absorbancia em 572 nm. Isso também explica a tendéncia
de aumento desse ruido em funcdo da diminuicdo do coeficiente angular e
consequente aumento do tempo de monitoramento. Assim, o uso de fontes de
radiacdo mais estaveis aumentaria a exatidao, principalmente no caso de fatores de
protecao solar de protetores com FPSs maiores que cerca de 20, de acordo com a
Figura 38.

E interessante observar que, por menor que seja o FPS da amostra em
analise, a variacdo da absorbancia ao longo do tempo é equivalente a algo em torno
de 0,10 unidades de absorbancia. Isso pode ser explicado pelo fato da irradiacéo
dos dispositivos estar sendo realizado pela frente do filme de TiO, e a sonda do
espectrofotdmetro ter sido posicionado na parte de tras do dosimetro UV. Como o
filme de TiO, € um excelente agente de reflexdo e espalhamento, a intensidade da
radiacdo UV diminui rapidamente em funcdo da profundidade. Assim, a
fotodegradacdo do complexo de Fe(ll) adsorvido ocorre principalmente na superficie,
ocorrendo em menor extensdo nas camadas mais profundas do filme de TiO..
Assim, a coloracéao residual relativamente alta se deve a presenca de complexo néo
decomposto proximo a interface TiO2/vidro, justificando os resultados obtidos.

A curva correspondente ao substrato nao-protegido € a que apresenta o

maior coeficiente angular, pois neste caso o substrato VitroSkin® sem protetor foi
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posicionado entre o simulador solar e o dosimetro UV. Logo, o fluxo de radiacdo UV
que atinge o dosimetro é o maximo possivel, ou seja, o0 numero de fétons que
alcanca o dosimetro em funcdo do tempo €é méaximo, provocando um
descoloramento mais rapido. Todavia, a medida que o FPS do protetor solar vai
aumentando, o fluxo de fétons que efetivamente chega ao dosimetro diminui
proporcionalmente, tornando o processo de descoloramento mais lento e,
consequentemente, diminuindo o coeficiente angular do gréafico da absorbancia em
fung&o do tempo.

Sabe-se que o branqueamento/descoramento é proporcional ao fluxo de
fotons, que por sua vez € diretamente proporcional a dose, ou seja, ao produto do
fluxo de radiacdo UV e o tempo de irradiacdo. Logo, o parametro que deve se
correlacionar com os valores de FPS; é o coeficiente angular das curvas cinéticas,
ou seja, as constantes de velocidade de branqueamento observadas.

Os resultados obtidos para a série de protetores solares estudados sao

listados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Dados de FPS in vivo e Velocidades de branqueamento/descoramento (monitoramento da

absorbancia em 572 nm) determinados para uma série de amostras de protetores solares.

Velocidade de
Céd. amostra FPS in vivo brar]q_ueamento
(média +/- d.p.) (média +/- d.p.)
x10° Amin™
N.P. 1,0 23,4 +/-4,9
44 4,4 +/- 0,7 18,2 +/-1,0
71 7,1+/-1,1 10,3 +/- 0,1
103 10,3 +/-1,8 13,2+/-2,1
150 15,0 +/- 2,3 6,0 +/- 0,7
174 17,4 +/- 2,8 5,8 +/-0,2
300 30,0 +/- 5,2 3,4+/-0,1
308 30,8 +/- 3,4 2,1+/-0,4
450 450+/-7,9 1,6 +-0,1
500 50,0 +/- 7,8 2,0+/-0,5
600 60,0 +/- 10,1 1,3+-0,1
652 65,2 +/- 8,1 1,1+/-0,3
700 70,0 +/- 15,0 1,0+/-0,1
400 40,0 +/- 6,1 1,6 +/-0,4
200 20,0 +/- 3,2 2,8 +/-0,3
680 68,0 +/- 10,2 1,1+/-0,3

De fato, uma excelente correlacdo exponencial pode ser observada entre as
velocidades de branqueamento (constantes cinéticas, kj) e os valores de FPS;, como

mostrado na Figura 39 a seguir.
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Figura 39 — Grafico das constantes de velocidade iniciais de branqueamento/descoramento
em funcéo dos valores de FPS in vivo (eixo da esquerda, quadrados em azul). Grafico do
reciproco das constantes de velocidade em funcdo dos valores de FPS in vivo (eixo da

direita, circulos em preto).

A andlise grafica nos permite correlacionar o FPS in vivo conhecido para
uma série de amostras com as suas respectivas velocidades de
branqueamento/descoramento. Por outro lado, verificou-se que ndo sédo as
constantes de velocidade de branqueamento, mas sim as reciprocas das constantes
de velocidade que se correlacionam diretamente com os valores de FPS; in vivo. De
fato, o grafico de 1/k; em funcdo do FPS apresenta uma excelente correlacéo linear
com os valores de FPS in vivo, como mostrado pela linha tracejada em preto na
Figura 39 acima. Um coeficiente de correlacéo linear R? igual a 0,935 foi encontrado
para esse conjunto de dados, apontando para uma elevada aderéncia dos

resultados a regressao linear calculada. Este resultado indica que o método baseado
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na avaliagdo instrumental permite que se realize previsbes sobre os valores
absolutos de FPS de preparagBes cosmeéticas. A andlise grafica nos permite
estabelecer a seguinte equacdo de correspondéncia entre FPS in vivo e constante
de velocidade:

6,454.1072
Veloc.Brang.

FPSip vivo = + 3,45 Eqg. 11

Com o objetivo de se verificar a reprodutibilidade no processo de analise, um
segundo investigador foi selecionado para repetir os procedimentos descritos acima
de forma independente. Uma maneira de se apresentar e comparar os resultados
relativos de cada investigador é através da analise grafica dos parametros “FPS in
Vivo” versus o “reciproco da constante de velocidade”. Na Figura 40 a seguir temos a
representacdo grafica dos resultados obtidos pelos dois investigadores

independentes.
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Figura 40 — Gréfico do reciproco das constantes de velocidade em fun¢éo dos valores de

FPS in vivo. Comparativo de resultados obtidos por dois analistas independentes.
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Para as avaliacdes estatisticas foram feitos testes de comparacéo de médias
para dados emparelhados (amostras pareadas), quando os resultados das duas
amostras sao relacionados dois a dois, de acordo com algum critério que fornece
uma influéncia entre os varios pares e sobre os valores de cada par (no nosso caso,
esse critério de influéncia € o FPS in vivo de cada amostra). Para observacdes
emparelhadas, ou amostras pareadas, a avaliacdo apropriada para a diferenca entre
duas médias consiste em testar a hipotese nula de que a média das diferencas na
populacéo seja zero (t-student 95%).

Dentro do intervalo de confianca de 95%, a diferenca das meédias entre as
duas populac¢des nao foi significantemente diferente em relacéo ao teste de hipotese
nula (d=0). Tal resultado demonstra que se houver uma boa transferéncia de
procedimentos de analise, € esperado que se observe grande similaridade de
resultados entre diferentes investigadores. Nota-se que os resultados de ambos
foram muito similares (Figura 40), demonstrando uma boa robustez do método.

Posteriormente a estes estudos foram realizados ensaios com 3 amostras
cujos FPSs in vivo nos foram revelados apenas apos os calculos de previsdo de
FPS obtidos pelo emprego da Equacdo 11 (estudo cego). O resumo destes

resultados esta descrito na Tabela 9.
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Tabela 9 - Dados de Velocidades de branqueamento (Absorbancia em 572 nm) e previsdo do FPS in

vivo determinados em um estudo cego.

Velocidade de Previsdo do FPS in vivo FPS in vivo real
adia +/- d.p. 2dia +/-
A branqueamento (média +/-d.p.) (el i ¢m)
mostra (média +/- d.p.)
«10° A min-!?- Calculado através da Dados fornecidos apés
' Equacéo 11 0s ensaios
Amostra cega l 1,6 +/-0,4 45,9 +/- 10,2 40,0 +/- 6,1
Amostra cega 2 2,8+/-0,3 26,6 +/- 2,3 20,0 +/- 3,2
Amostra cega 3 1,1+/-0,3 65,3 +/- 15,0 68,0 +/- 10,2

Na Figura 41 é mostrado o grafico que correlaciona os valores reais de FPS
com os valores previstos pelo modelo desenvolvido e aplicado na Equacédo 11. De
forma geral estes resultados demonstram um bom ajuste do modelo, com 100% de
acerto em termos da classificacdo das amostras em funcédo do FPS, bem como do
préprio FPS ja que em dois casos 0s valores reais e previstos se encontram dentro
dos mesmos intervalos de variagdo. Mesmo no caso onde o FPS previsto foi de 26,6
(x2,3) versus um valor real de 20,0 (+3,2), pode-se dizer que a previsao foi bastante
satisfatoria se considerarmos as variaveis e incertezas presentes nos estudos in vivo

como efeitos de sazonalidade e diferencas interlaboratoriais.
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Figura 41 — (A) Gréfico de barras com os valores Reais e Previstos do FPS obtidos em um

estudo cego. (B) Grafico da correspondéncia de valores Reais versus Previstos do FPS

obtidos em um estudo cego, demonstrando a linearidade entre 0s mesmos.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Algumas observacOes a respeito das metodologias apresentadas merecem
destaque. Comparando-as com outros métodos encontrados na literatura e com o
préprio método Internacional, é possivel destacar suas vantagens e desvantagens.
Os métodos desenvolvidos sdo inéditos, ndo-invasivos e de custos relativamente
baixos, constituindo-se em valiosas ferramentas para determinacdo do Fator de
Protecdo Solar de preparacdes cosmeéticas. Além disso, o método instrumental,
assim como o meétodo visual, apresentaram resultados com muito boa correlacéo
com os resultados in vivo. Isso possibilitou a utilizacdo dos graficos de FPS in vivo
versus FPS in vitro como curvas de correlacdo para a determinacdo dos valores de
FPS de formulacdes cosméticas. E interessante notar que as reciprocas das
constantes cinéticas de branqueamento do complexo nos dosimetros apresentaram
boa correlacdo com os valores de FPS, sugerindo que a irradiancia UV efetiva
(aquela que atinge a pele ou o dosimetro) é diretamente proporcional ao
descoramento e ao aparecimento de eritemas (DEM). Esse fato, e a boa exatidéo
dos métodos desenvolvidos, foram confirmados pelos resultados do estudo cego
realizado com trés amostras de protetores solares, onde os valores de FPS
encontrados foram muito satisfatérios e consistentes com os valores reais.

Essa exatiddo pode ser melhorada realizando-se um maior namero de
ensaios, inclusive variando-se a irradiancia, de modo a gerar dados de maior
confiabilidade e menor erro. Além disso, a instrumentagcdo e o arranjo experimental
poderiam ser optimizados empregando-se fontes de irradiacdo mais potentes e mais
estaveis, melhorando assim a relacdo sinal/ruido. O sistema de aquisicdo de

espectros poderia empregar uma sonda de fibra Optica de maior diametro,
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possibilitando a andlise da variagdo espectral de uma &rea mais representativa do
dosimetro em funcdo do tempo de irradiacdo. Outro fator importante que pode ser
optimizado é o procedimento de aplicacdo dos produtos sobre o substrato de modo
a se obter amostras mais homogéneas, diminuindo o erro decorrente do grau de
heterogeneidade na espessura dos filmes de protetores solares aplicados sobre a
pele artificial. Além disso, podem ser futuramente desenvolvidas interfaces de TiO;
com novos corantes, sintéticos ou naturais, em substituicdo ao complexo de inclusédo
carboxi-metil-p-ciclodextrina/[Fe(Br-ph-terpy),]** objetivando a simplificacdo dos
dosimetros, ganho de sensibilidade e de eficiéncia quantica do sistema,
principalmente na avaliacdo de formulacées com FPS superiores a 30.

Em funcdo do exposto acima, os métodos desenvolvidos sédo Uteis para a
realizacdo de analises de formulacbes cosméticas e tomadas de decisdo em etapas
de desenvolvimento de produtos, podendo eventualmente vir a substituir parcial ou
totalmente os métodos in vivo pois, como foi demonstrado, proporcionam resultados
confiaveis, rapidos e com custo reduzido, além da reduzirem o numero de
voluntarios expostos a radiacdo ultravioleta durante os ensaios clinicos, sendo

métodos alternativos atraentes em relacdo aos métodos atualmente disponiveis.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apresentamos nesse trabalho o estudo de um sistema fotoquimico
nanoestruturado e a sua aplicacdo no desenvolvimento de metodologias para a
determinacdo do Fator de Protecdo Solar de preparacdes cosméticas. Diversos
parametros experimentais foram avaliados de forma a propormos duas metodologias
in vitro que podem ser utilizadas para a determinacdo do Fator de Protecao Solar de
preparagfes cosméticas. Os resultados apresentaram boa correlacdo com os FPSs
obtidos pelo método convencional in vivo, 0 que os torna bastante interessantes ja
gue proporcionam uma alternativa éticamente correta, de baixo custo e rapida para a
avaliacdo de protetores solares. Os métodos possibilitam a reducéo da exposicao de
voluntarios humanos a procedimentos invasivos como 0s que sdo atualmente
empregados.

Paralelamente ao que foi exposto nessa dissertacdo e em funcdo do
ineditismo da abordagem, foram realizados estudos de otimizagcdo que resultaram no
refinamento da técnica e nos motivaram a proteger a invencao junto ao INPI e
eventualmente a nivel internacional. Além disso, estdo sendo prospectados
parceiros na iniciativa privada para que possamos viabilizar o desenvolvimento de
um equipamento dedicado a determinacdo do Fator de Protecdo Solar de

preparacdes cosméticas, tendo-se em vista que o conceito foi comprovado.
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