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RESUMO

Atualmente, os filtros solares sao utilizados em
combinagdes eficazes e seguras para obter a melhor protegdo. O
campo de visao desta pesquisa foi o desenvolvimento e a
validagdo de um método por cromatografia liquida de alta
eficéncia para a determinagdo simultanea do benzofenona-3
(B-3), butilmetoxidibenzoilmetano (BM), metoxicinamato de octila
(MCO), salicilato de octila (SO) e homossalato (H) associados
em uma logcdo comercial. A separagdo e a determinag¢ao
quantitativa foram realizadas empregando a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com método de gradiente, duas colunas
Waters®: Novapack® C-18 e Symmetry® C-18 em fase reversa,
com fase moével A constituida por acetonitrila:agua (10:90 v/v) e
fase movel B acetonitrila:agua (90:10 v/v); velocidade de fluxo de
1,0 mL/min; e detecgdo no ultravioleta a 310 nm. Os coeficientes
de correlagao e as porcentagems de recuperacgao para B-3, BM,
MCO, SO, H faram 0,9998 e 99,1% ; 0,9672 e 98,8% ; 0,9924 e
99,5% ; 0,9961 e 100,0%; 0,9909 e 101,1% respectivamente. O

método desenvolvido foi rapido, facil, preciso e exato.
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ABSTRACT

Nowadays many sunscreens are used collectively in lotion
preparations in order to obtain a greater sun protection. The aim
of this research was to develop and validate a high performance
liquid chromatographic (HPLC) method for the simultaneous
determination of five sunscreens namely, benzophenone-3 (B-3),
butyl-methoxy dibenzoilmethane (BM), octyl methoxycinnamate
(OM), octyl salicylate (OS) and homomethyl salicylate (HS). The
separation and quantitative determination was made using a
liquid chromatographic gradient system constituted of. mobile
phase A [acetonitrile:water (10:90 v/v)] and mobile phase B
[acetonitrile:water (90:10 v/v)], at a flow rate of 1.0 mL/min. and
ultraviolet detection at 320nm. The separation was obtained with
two Waters® columns: Novapack® C-18 and Synmmetry® in
reversed phase. The coefficient of correlation and average
recovery for B-3, BM, OM, OS and HS were 0.9998 and 99.1%;
0.9672 and 98.8%; 0.9924 and 99.5%; 0.9961 and 100.0%;
0.9909 and 101.1%, respectively. The proposed method is

simple, easy to use, rapid, precise and accurate.
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Introdugéo

A pele também protege o organismo da luz ultravioleta (UV),
desenvolvendo o bronzeado, que € uma rea¢ao de protegéo natural do
corpo para reduzir o efeito da radiagéao solar. Esta cor é causada pela
produgdo de melanina, pigmento que da protegdo contra os efeitos
nocivos cronicos causados pela luz solar (DROBETSKY, et al., 1995).

E necessario que se conhe¢gam a antonia e as fungdes da pele
para explicar e compreender a importancia dos filtros solares na protegdo

extrinseca contra as radiagdes ultavioleta.

A importédncia da prevengdo € a razao pela qual as industrias
farmacéuticas e de cosméticos se preocupam em realizar pesquisas
nesta area. O alvo dos laboratérios de pesquisa & o desenvolvimento de
férmulas fotoprotetoras eficazes e seguras, que tenham uma boa
sustantividade (DINUNZIO e GADDE, 1990) e que permanegam por
maior tempo na epiderme, formando uma pelicula o mais uniforme
possivel para proporcionar melhor fotoprotegao, bloqueando, absorvendo

e refletindo as radiagdes incidentes sobre a pele.

O objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento de metodologia
analitica para separagdo e quantificagdo de substancias presentes em
uma log¢ao protetora solar.
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Revisdo da Literatura

Os raios ultravioleta A ou regido bronzeadora UVA estao
compreendidos entre 320-400 nm, sdo menos eritematdgenos que os
UVB, podem atravessar a maior parte dos vidros comuns, penetram até a
derme, destruindo gradualmente fibras de elastina (Chisvert et al, 2003) e
de colageno, provocando o fotoenvelhecimento ou envelhecimento
actinico, causando pigmentagdo imediata, reagbes fototéxicas e
fotoalérgicas em presenga de certas substancias, potencializando os
efeitos nocivos dos raios UVB e bronzeando a pele. Desta forma,
provocam dano indireto ao DNA via fotossensibilidade e causam o cancer
(LOREAL RESEARCH 2002), (SHAATH, 1990).

Os raios ultravioleta B ou regido eritematégena UVB estdo
compreendidos entre 290-320 nm, penetram até a epiderme, causando
danos agudos a pele (manchas, queimaduras e descamagao) e danos
cronicos como o cancer de pele e envelhecimento, ja que cerca de 90%
sdo absorvidos pela epiderme, sendo 1.000 vezes mais eritematogénicos
que os UVA, o que origina espessamento do estrato cérneo, diminuigao
da capacidade do sistema imunolégico e pode gerar cancer de pele
(fotocarcinogénese) por dano direto ao DNA (GONZENBACH, et al.,
1992). Em dose moderada apresentam atividade antiraquitica,
estimulando a formagéo da vitamina D. Os raios UVB sao mais intensos

entre 10:00 e 15:00 horas do dia, e sdo absorvidos pelos vidros.

Os raios ultravioleta C (UVC) estao compreendidos entre 200-290 nm,
ndo ultrapassam a camada de ozbnio (retém radiagbes gama e os raios
cosmicos). Recentemente, o problema de redugido da camada de ozdnio
e a formagéo do buraco de ozbnio aumentaram os problemas de pele
(BILLHIMER,1992)

Validagdo de Metodologia para a Separagho e Quantificagio de Filtros Solares empregande Cromatografia
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Revisdo da Literatura

A radiagao infravermelha (IV) provoca o efeito de avermelhamento
da pele, aumento da temperatura com ressecamento pela perda da
umidade, contribuindo para a acelerag&o dos efeitos nocivos dos raios
UV (fotoadigao).

Por esta razdo foram desenvolvidas formulagcbes cosmeéticas com
filtros solares com capacidade de absorver a luz de determinados
comprimentos de onda. Estas formulagdes cosmeéticas atuam na
prevencao e na prote¢do contra o cancer de pele, cuja frequéncia tem
aumentado muito nos Gltimos anos

2.2 CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE A PELE

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, apresentando superficie de
2 m? em um individuo aduito. E composta por quatro camadas: o estrato
corneo (composta de células mortas), a epiderme (células vivas), a
derme (tem colageno e elastina, proporcionando suporte e elasticidade,
além de 60 a 80% de agua) e a hipoderme (gordura subcutanea)
(WALTERS et al, 2002). A representagdo esquematica da pele pode ser
vista na Figura 5.
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Revisao da Literatura

Os efeitos bioldgicos do sol na pele, dependendo do momento de
aparicdo apés a exposigdo ao sol, podem ser classificados em:
imediatos, retardados, a longo prazo e acidentais (MANUAL MERCK,
2003), (VANDER LEUN, ,1996).

Os efeitos imediatos aparecem apdés uma ou duas horas da
exposicdo ao sol e podem ser por agao térmica devido a penetragao da
radiagdo IV até o tecido subcutaneo, provocando uma vasodilatagdo
dérmica que se manifesta como eritema, aumentando a temperatura
cutanea com sensacgdo de calor e desencadeando o efeito da sudorese.
Quando estes mecanismos termoreguladores sao excessivos, sSao
produzidos os fendbmenos de insolagao e posteriormente a hiperemia e

alteragdes na consciéncia.

A pigmentacao ou bronzeado imediato inicia-se com a ténue energia
da radiacao UVA e luz visivel, gue oxidam a melanina incolor do interior

dos melanodcitos basais e dispersam a melanina nos querandcitos.

Os efeitos retardados aparecem um dia apds a exposi¢gdo ao sol,

provocando:

e Eritema solar, resposta aguda da pele pouco pigmentada a
uma agressao solar, especialmente pela radiagdo UVB, podendo
aparecer entre duas e seis horas apos a exposicdo e no maximo 24
horas, podendo classificar-se em graus: eritema (1° grau); vermelhidao
(2°grau); dor (3° grau ); bolhas (flictenas); febre e dor de cabeca (4°grau)
(BILLHIMER, 1992)
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o Hiperqueratose ou espessamento do estrato corneo produto
de uma maior atividade mitdtica das células epiteliais como efeito da

radiagao.

e Pigmentac¢ao retardada, que é o bronzeado verdadeiro, que
é se inicia-se apés de dois dias a partir do comego da exposi¢io, sendo o

tempo necessario para a sintese da melanina.

Os efeitos a longo prazo sio aqueles que se produzem como
resultado das reagdes fotoquimicas na pele, causando diferentes graus

de danos as células da pele, como:

e Envelhecimento actinico ou extrinseco por fatores externos
que provocam o surgimento de transtornos como: hiperqueratose
irregular do estrato coérneo, acumulos de melanina na epiderme,
empobrecimento da vascularizagao dérmica, perda de fibras de colageno,
elastose, queratose actinica (lesdes pré-cancerosas) e cancer cutaneo
em caso de exposigao continuada ao sol. (KREEPS e GOLDENBERG,
1990), (STEINER ,1996), (STEINER, 1997).

e O cancer actinico tem aumentado de incidéncia nos altimos
anos, embora nao se conhega o mecanismo que inicia a atividade
tumoral. Acredita-se que acontega pelo acumulo da radiagao solar
recebidas desde o primero dia de vida (epiteliomas), a superexposi¢ao
intensa de curta duragdo (melanomas malignos) (KREEPS e
GOLDENBERG, 1990) e o envelhecimento actinico (DAMIAN], et al.,
1998), (DROBETSKY, 1995).
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Os efeitos acidentais s&o o resultado de reagdes cutdneas que
conduzem a uma modificacdo anatomica e funcional da pele, como :

s As discromias, que sao alteragbes da pigmentagio da pele
caracterizadas por uma modificagdo da cor normal, devido ao aumento
ou a diminuicdo da pigmentagdo (hipercromias e hipocromias
respectivamente), sendo exemplos as sardas nao genéticas, as pintas e
as hipercromias por fotossensibilizagao (dermatite por perfume) (Klein,
2001).

e A fotossensibilizacido, que € uma reagao apresentada na
pele como resposta de uma interacao da radiagdo solar (UVA) com
substancias fotossensiveis (aiguns medicamentos, cosmeéticos), sendo os
menos danosos o eritema, a papula, a vesicula e a bolha. As reagdes de

fotossensibilizagdo se classificam em:

e Fototoxicidade, produzida quando uma substancia absorve
a radiagao incidente em um determinado comprimento de
onda da radiagao e transfere a energia captada para as
células da pele. A intensidade de fototoxicidade é
proporcional & dose da substancia fotossensibilizante e a
quantidade da radiagao incidente, de modo que a irritagéo
pode aparecer depois da irradiagéo, sendo afetadas s6 as
zonas irradiadas (CANTRELL e McGARVEY, 2001),
(COHEN, et al., 1994), (DUBERTRET, et al., 1990).
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O desenvolvimento do eritema requer um periodo latente de 2 a 3
horas do inicio de reagéao, e o eritema maximo & observado de 10 a 24
horas apds o inicio da exposicdo. O periodo latente & sensivel a
temperatura maior, ou seja, o metabdlito primario provavelmente sofre
uma decomposicao ativa para formar um irritante secundario, o qual tem
um efeito vasodilatador (KREEPS e GOLDENBERG, 1990).

O bronzeado & o resultado de reagdes fotoquimicas na pele
resultantes do efeito da absorgdo da energia proveniente da radiagao UV.
Este bronzeado & causado pela oxidagdo da melanina, a qual se
encontra nas células basais da epiderme em forma oxidada, nao oxidada
ou em agrupamentos, produzindo diferentes estagios de bronzeado,
dependendo do tempo de exposicdo a essa radiagido. Estes conceitos

estao indicados no Quadro 1.

Quadro 1.Relagdo entre bronzeado e tempo de exposigao as radiagdes
solares (KREEPS e GOLDENBERG 1990).

Tipo de efeito Tempo apés a | Regiao da pele | Reagao da melanina
exposi¢ao
Bronzeado 1- 3 horas Epiderme oxidagao
imediato

Bronzeado tardio 1 dia Epiderme oxidagao

(migragao das
células basais)

Melanogénese ou | 2 a 3 semanas Epiderme oxidagao pela agao
bronzeado (descamacao) (formagéo de | de acido ascérbico e
verdadeiro aglomerados de tirosinase

melanina)
Clareado 10 a 12 meses Epiderme redugado pela
peroxidase
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2.3.1.2 Fatores intrinsecos

O sistema de protecao solar natural da pele é constituido pelos
componentes cutaneos endégenos, que atuam como mecanismos de
defesa da pele, os quais podem reparar a maioria das agressbes solares
mediante a melanogénese, hiperqueratose e proteg¢ao contra radicais
livres, sendo as substancias envolvidas a melanina, a queratina, o acido
urocanico e os sistemas enzimaticos.

A melanogénese é um processo de producgao e distribugdo das
melaninas (a feomelanina e a eumetanina), responsaveis pela cor da pele
e do cabelo, regulado pela radiagdo UV, estimulos hormonais e
hereditarios. A feomelanina ndo é fotoprotetora, encontrando-se nas
pessoas ruivas que quase nao se bronzeiam. A eumelanina ou melanina,
como mais comumente se conhece, € um pigmento preto-marrom nao
homogéneo, sintetizado em células especializadas chamadas
melanécitos, que dao cor a pele, encontrando-se em 60% das pessoas
morenas. A melanina & um filtro ativo contra a radiagao UV porque &€ um
heteropolimero absorvedor natural de luz que contém grupos indol-
quinonas e outros produtos de oxidagdo da tirosina e melanina (Figura
11). Sao grupos de alto grau de conjugagdo, absorvem luz visivel,
transformando-se em calor e escurecendo a pele. Também absorvem os
raios UV pelas ligagdes insaturadas de carbono (RILEY,1987) e
(BERGER, 1999).
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Figura 11. Processo de biossintese da melanogénese. (ANDRAE et al.,
1998).

A hiperqueratose € uma reagao epidérmica ante a radiagéo solaf,
caraterizada por um espessamento do estrato corneo, causada pela
hiperprodug¢dao da queratina, que é uma matriz de lipidios amorfos
sintetizados pelos queranécitos, formando camadas da epiderme. A
quantidade de queratina do corpo é diferente devido a variagdo da
espessura do estrato corneo. Como a queratina € uma proteina fibrosa

rica em disulfetos, absorve prétons em regides de UVB e UBC.

Além disso, os queranésitos produzem o acido urocanico, a partir
do aminoacido histidina, cujo mecanismo de agdo nao € muito conhecido,
mas depois de uma exposigdo solar aumenta-se a sintese e a

transformacgao do isbmero trans a isdmero cis.
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Portanto, o0 mecanismo da hiperqueratose proporciona uma
resposta retardada do tecido cutaneo a agressao equivalente a um fator
de protecao solar entre 2 ou 3, sendo esta agéo reforgada peios lipidios
da superficie e do acido urocdnico, o qual absorve a radiagdo UV,
transformando-se de isémero trans a cis (HARBER, et al.,1990)

A queratose protege contra radicais livres, que sdo moléculas ou
fragmentos que possuem um elétron livre na sua oOrbita mais externa,
fazendo-os instaveis e reativos, capazes de iniciar reagdes fotoquimicas
e causar dano as células, como a peroxidacao lipidica entre o radical livre
hidroxila muito reativo (produto da redugdo mono, di e trivalente do
oxigénio singlefo), assim como a reacgao dos tripletos da tiamina com a
tiamina, formando dimeros de tiamina potencialmente cancerigenos. Em
1992 Gonzenbach e colaboradores demostraram que o nivel de energia
trivalente dos filtros butiimetoxidibenzoilmetano e metoxicinamato de
octila ndao sao capazes de iniciar a formagao de tripletos de tiamina
capazes de provocar mutagoes celulares. (GONZENBACH, et al., 1992).
Desse modo, o organismo desenvolveu mecanismos de defesa mediante
sistemas enzimaticos que mantém o excesso em niveis adequados de
radicais livres, mediante vitaminas (C e D) e oligoelementos que captam
os radicais livres para uma boa atividade celular (WEINSTOCK et
al.,1992).

2.3.1.3. Fatores extrinsecos

As preparagbes fotoprotetoras se classificam em agentes
fotoabsorvedor e bloqueador solar (agente fotobloquedor) de acordo com
a capacidade de absorver, refletlr ou dispersar a radiagao solar na faixa
ultravioleta entre 290 a 400 nm (GONZENBACH, et al., 1992).
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Os agentes fotobloqueadores sao bloqueadores fisicos, ou seja, sao
substancias quimicas que refletem a radiagao solar (por exemplo: éxido
de zinco e didxido de titanio).

Os agentes fotoabsorvedores sao substancias quimicas capazes de
absorver uma grande quantidade de energia de uma determinada regiao

da luz, dando como resultado sub-produtos dessa reagéo.

Os filtros quimicos sao substancias quimicas que podem absorver a
radiagao ultravioleta e se classificam dependendo da regido que
absorvem, como os absorvedores UVA, que absorvem a radiagao com
comprimento de onda entre 320400 nm (benzofenonas, antranilatos e os
dibenzoilmetano); os absorvedores UVB, que absorvem a radiagdo 290-
320 nm (derivados de PABA, salicilatos, cinamatos e derivados de
canfora), (SHAATH, 1990). Figura 12.

jo——UV-B 1o UVv-a

Sotvente: S5W, etanoct
Concentragic: 10 ppm

Comprimento de onda ( nm )

Figura 12. Filtros quimicos UVA e UVB: comprimento de onda entre 290-
400 nm (FUKUDA e NAGUANUMA, 1980).
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Quadro 3. Propriedades gerais dos filtros solares em estudo (TREFFEL,
et al., 1996), (WALTERS, 1997) e (WALTERS e ROBERTS, 2002).

Nome Propriedades | Caracteristica UV Solubilidade
quimico / fisicas A max soldvel insolavel
comercial

Benzofenona-3

po cor creme,

287nm; 288-329 nm

alcool etilico, | agua, glicerina,

Eucalol®s567 ligeiro odor ( 0.005 g/L em isopropilico, | propilenoglicol
aromatico etanol; etanol como acetona e e 6leo mineral
branco) miristato de
isopropila,
Butilmetoxidi- po fino 355 nm; 110-118 nm | &lcool etilico, | agua, glicerina
benzoilmetano, cristalino { 0.005 g/L em isopropilico, e
Parsol ® 1789 | amarelo claro, | etanol; etanol como | miristato de | propilenoglicol
ligeiro odor branco) isopropila,
aromatico 6leo mineral.
Metoxicinamato liquido 310 nm; 81-89 nm | alcool etilico, | agua, glicerina
de octila; amarelo claro; {0.005 g/L em isopropilico, e
Escalol® 557 praticamente | etanol; etanol como | miristato de | propilenoglicol
inodoro branco) isopropila,
6leo mineral.
Salicilato de liquido incolor | 308 nm; 307-310nm | alcool etilico, | agua, glicerina,
octila, para amarelo; em alcool metilico isopropilico, propilenoglicol
Escalol® 587 odor ou dleo mineral miristato de | e 6leo mineral.
levemente ( 0.03 g/L etanol; isopropila.
aromatico etanol como branco)
Homossalato, liquido oleoso 306 nm,; ( 0.03 g/L alcool etilico, | agua, glicerina
Eusolex® HMS | claro; odor a | etanol; etanol como | isopropilico, e
salicilato branco) miristato de | propilenogiicol
isopropila,
6leo mineral.
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A solubilidade dos filtros solares depende das caracteristicas de
liposolubilidade e hidrosolubilidade e de anfifilidade das formulas. O efeito
do solvente afeta na efetividade do filtro quimico porque solubiliza o
estado basal e inibe a mobilizagao de elétrons.

A penetragdo esta relacionada com a soiubilidade dos filtros no
veiculo e nas camadas da pele. Treffel em 1996 comparou a penetragio
in vitro e in vivo e o fator de protecao de trés filtros solares, usando dois
veiculos (um excipiente contendo um espessante hidrofilico 6leo/agua
(O/A) e um produto com os filtros:5,0% de oxibenzona; 7,5% de 2-etilhexil
4-metoxicinamato e 3,0% 2-etilhexilsalicilato). Como os trés filtros sao
lipofilicos e a natureza do receptor € hidrofilica, o fendmeno de retengao
de filtros foi acentuado. Como no caso o 2-etilhexil 4-metoxicinamato e 2-
etil-hexilsalicilato sdo mais lipofilicos, limitam a concentragdo do fluido
receptor na derme. /n vitro os resultados mostraram que © excipiente
contendo o espessante hidrofilico (O/A) adicionou elevada concentragao
dos filtros na epiderme e no fluido receptor, mas depois de duas horas a
concentragdo da oxibezona aumentou na derme. Devido a natureza
hidrofilica do espessante hidrofilico (O/A), a difusao e a penetrabilidade
sao favorecidas na derme. In vivo a absorgéo cutanea confirmou o efeito
do veiculo sobre a penetragcéo dos filtros pela formag¢ao de lipossomas
devido a presencga de fosfolipideos no espessante hidrofilico (TREFFEL,
et al., 1996).

O coeficiente de particdc 6leo/agua (O/A) esta relacionado com a
solubilidade do filtro no veiculo do produto. Para prever a penetrabilidade
de uma formulagdo deve-se conhecer o coeficiente de particido e a
lipofilicidade do filtro solar, assim como carateristicas da pele: a idade, o

tipo de pele (seca, oleosa) e a natureza quimica da pele. As propriedades
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de ionizagao de cargas em solugao sao muito importantes, visto que o pH
da pele muda com o envelhecimento, fazendo-se mais negativo. Esta
mudanga de pH favorece o transporte e absor¢do dos filtros solares
catidnicos a camadas mais internas da pele; isto acontece até
determinada concentragido (HIRVONEN, et al.,1996). Além disso, o
espectro de absor¢ao UV de filtros acidos ou basicos se altera,
provocando o efeito de batocromia (absor¢ao em comprimento de onda
diferente). Como existe uma produgdo de anions (em caso de filtros
acidos) em meios alcalinos, o0 aumento do deslocamento de elétrons é
favorecido, diminuindo a energia necessaria para a transi¢do eletrénica
(batocromia) e com isto a permeabilidade dos filtros na pele,
consequentemente afetando a eficacia do protetor solar (WALTERS,
1997).

2.4.2 Caracteristicas intrinsecas da formula

Algunas formulagdes utilizam substancias que favorecem a
absorgao cutanea, modificando as carateristicas intrinsecas da

formulagdo cosmeética, como :

. Alteragdo da permeabilidade cutdnea. Os promotores de
penetracdao cutanea aumentam o coeficiente de particdo veiculo-
membrana pela maximizagao da permeabilidade da férmula, utilizando
veiculo com baixa afinidade pelo filtro solar e favorecendo sua liberagao

na formula.

. Deslipidizagao do estrato corneo pelos solventes que
nao afetam a efetividade do filtro e a solubilidade na formula.

Validagio de Metodologia para a Separagho e Quantificagho de Filtros Solares empregando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Maria Luisa de Lourdes Pérez Gonzdlez. Dissertagio de Mestrado, FGF/USP,2003

28









Revisdo da Literatura

L4

Y 7Y
’3@6 ,\© - n,ab C\O

R’ .

Figura 14. Excitagao fotoquimica na molécula de benzofenona devido ao
deslocamento do elétron causado pela absorgdo de radiagdo UV
(SHAATH, 1990).

O deslocamento do elétron pode diminuir a energia requerida para
a transigao eletronica no espectro UV, observando-se um efeito
batocrédmico ou aumento no comprimento de onda maxima de absorgao
(KREEPS e GOLDENBERG, 1990).

Os filtros solares em solugdo, como o butilmetoxidibenzoilmetano
(BM), contém formas canonicas ceto-enol em equilibrio. Estes
apresentam diferentes absorgdes de energia de radiagdo UVA. A forma
enol tem sua maior absorgao a 350 nm e a forma ceto a 260 nm,
chegando até a regiao UVB (CANTRELL e McGARVEY, 2001). Figura 15

Ao —

Figura 15. Formas canénicas do butiimetoxidibenzoilmetano:obtidas pelo
deslocamento 1,3 de hidrogénio (tautomerismo) em equilibrio (SHAATH,
1990).
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O homossalato é outro filtro que se encontra comerciaimente
disponivel em mistura de isdmero cis-frans. A mistura tipica contém
15% de cis e 85% de trans ou 40% de cis e 60% de frans, absorvendo
em 310 nm. Figura 16
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Figura 16. Mistura racémica de isébmeros cis-trans de homossalato
(SHAATH, 1990).

Os derivados do acido 4 metil-cinamato, sao os isdmeros E e Z, cuja
absorgao maxima esta aos 300 nm (MORLIERE, et al.,1982). Figura 17
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Figura 17. Mecanismo de fotoisomerizagdo E & Z de moléculas de
metoxicinamatos (MORLIERE, et al.,1982).
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A energia pode ser emitida em forma de raios de energia baixa
(comprimento de onda larga 800-900 nm) e raios de energia muito baixa
na regiao do infravermelho (acima de 900 nm), onde se percebe o
aquecimento na pele. Os raios de energia intermediaria (450-800 nm) na
regiao visivel dao uma fluorescéncia ou um efeito fosforescente (filtros do
tipo de imidazol). Em casos extremos, a radiagcdo emitida &
suficentemente energizada (comprimento de onda curta) na regiao UV
baixa, de 380 nm até 450 nm, por causa de uma fragao da molécula do
filtro solar que reage fotoquimicamente. No caso de isomerizagbes
fotoquimicas (cis-tras ou ceto-enol), tem sido observado que algumas
moléculas causam uma mudang¢a no comprimento de onda maximo do
filtro quimico (SHAATH, 1990).

Concluindo, pode-se dizer que o mecanismo dos agentes
fotoabsorvedores se realiza quando as ligagdes dos filtros quimicos sao
excitadas pela absorgao da radiagao UV e vao de um estado basico para
um estado de energia maior, e ao retornar ao estado basico emitem uma

energia menor que a energia de excitagao.

2.5 MEDIDA DE EFETIVIDADE DOS FILTROS SOLARES

Como os protetores solares sao formulas cosmeticas de uso topico,
a efetividade dos filtros solares depende da aplicagao do produto sobre a
pele que estad sujeita a exposi¢cdo da radiagdo solar. Além disso, a
radiagdo solar também penetra percutaneamente, causando danos as
células internas da pele. Por isso, um protetor solar com filtros solares
deve propiciar uma cobertura uniforme e uma permanéncia minima no
estrato cérneo da pele (MARIANI, et al., 1998).

Validagho de Metodologia para a Separaglo e Quantificagio de Filtros Solares empregando Cromatografia
Liquids de Alta Eficiéncia. Maria Lulsa de Lourdes Pérez Gonzdlez. Dissertagio de Mestrado, FCF/USP,2003

33



Revisdo da Literatura

Fator de protegdo (FP) ou Protection factor (PF) é a medida de
fotoprotecdo que um produto proporciona a um individuo exposto as
radiagdes UV (RUV), dando como resultado um eritema cutaneo. O
estudo in vitro se faz com células de cadaver e com radiagao
monocromatica (BROWN, 1986), FP =1 /T(A) (BRULS, 1986).

Dose Eritematosa Minima (DEM) ou Minimal eryternal dose
(MED). E a quantidade de radiagao requerida para produzir um
eritema apenas perceptivel. Em condigbes de irradiagao
constante, o DEM é proporcional ao tempo de exposigao.

Fator de protegao solar (FPS) ou Sun protection factor (SPF).
E a radiagao solar simulada necessaria para produzir um eritema
minimo apenas perceptivel (vermelhiddo) ou um bronzeado
(DEM bronzeado) sobre a pele humana que esta protegida
(DEMp) com uma quantidade do produto de concentragao
padrao de 2 mg / cm? por 15 minutos em comparag¢ao com a pele
ndo protegida (DEMnp) (DUTRA, 2000), (MENDONCA, 1998),
(UNITED STATES, 2002a).

FPS eritema = DEM p/ DEM np.
FPS bronzeado = DEM p/ DEM np.

O FPS indica a dose energética para que aparega o bronzeado ou
o numero de vezes de maior protegcdo de exposigao solar de uma pele
protegida com um filtro solar. Fatores necessarios para obter um estudo
de FPS: a ) luz artificial; b ) tamanho do painel de controle (minimo de 20
voluntarios); ¢ ) area de prova; d ) incrementos de exposi¢céo a radiagao;
e ) prova densidade de aplicacdo de material (2 mg/cm?®) (SHAATH,
1990).
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A tecnologia tem como objetivo preparar formulas o mais inécuas
possiveis, estaveis e seguras, fato pelo qual parte para desenvolver
produtos que permitam que cada cromdforo se encontre numa férmula:
na concentragdo efetiva no sitio de agdo, com a substantividade
adequada, e a estrutura molecular em estado basal estavel para que
cumpra a fungao de absorver a energia proveniente da exposi¢ao da pele
a radiagdo UV. Embora se quisesse, ndo & possivel controlar todas as
condigbes externas estranhas a formula, visto que o filtro solar nao
resolve tudo isoladamente, ja que precisa de ajuda para prevenir os
danos solare.(DYKES e PEARSE, 2002), (MEIJER e LODEM, 1995).

Entretanto, o mais importante & o consumidor conhecer o uso correto
dos filtros solares e a variagao do tempo de exposi¢do, o horario e a zona
geografica, assim como o tipo de pele que da a resposta de
sensibilidadade entre um individuo e outro. Para fazer uso racional dos
filtros solares, esse conhecimento & preponderante para obter a eficacia
do produto corretamente formulado. Assim, conjuntamente, os filtros
solares e o consumidor podem reduzir os riscos de efeitos danosos da

radiagao UV.

A Agéncia Americana de Controle de Alimentos e Farmacos
conhecida como Food & Drug Administration (FDA) esta elaborando
normas para controlar as informagdes divulgadas pelos fabricantes para
que o consumidor conhega as carateristicas dos filtros de forma clara e
concisa, (UNITED STATES, 2000b), (CANADA, 2003) e nao acreditar
numa falsa seguranga de protecdo por fazer uso néo adequado do

produto.
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Ao evitar o bronzeado pela prote¢ao dada pelos absorvedores UVB,
o consumidor nao percebe que a radiagdo UVA estd danificando
camadas mais profundas. Ou seja, o dano de pele induzido pela radiagao
UVA provoca alteragbes severas no DNA, assim como: genotoxicidade;
possibilidade de carcinogénese por dano a proteina p53 associada com
DNA e relacionada com a acumulagao da radiagao UVA (LOHR, 2003),
diminuigdo da resposta imune (imunosupressao) (FINLAY-JONES et al.,
2003), (UNITED STATES, 1999a), (KRAEMER, 1997), (VAN DER LEUN,
1996).

A concentragao dos filtros e o risco de fototoxicidade estao
relacionados com a lipoafinidade e as cargas em solugao num filtro solar,
podendo-se acumular e formar reservatérios nas fases lipidicas do
estrato corneo, como foi relatado para o salicitato de octila (WALTERS,
1997).

Alguns filtros solares utilizados de forma inadequada (concentragao
alta, superexposi¢do solar, sensibilidade individual) podem causar
reagdes adversas desde irritagdes simples até possivel participagao no
aparecimento de cancer (PELLATT, 1999). Estes efeitos estao resumidos

no quadro 4.
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Partindo da premissa “Nao existe substancia quimica inb6cua,
existem maneiras seguras de utiliza-las, dentro de certas condigbes de
exposi¢cao” (Paracelsus), os filtros solares sao substancias quimicas
sujeitas a fatores externos, a certas condigbes de exposi¢gédo e de uso,
tais como: o tempo de exposicido e a frequéncia; o tempo de
armazenamento; o tipo de pele ou susceptibilidade; a idiossincrasia do
individuo; o tipo de veiculo e dose ou concentragao na formula, além das
caracteristicas fisico-quimicas da susbstancia. Todos estes fatores
podem fazer com que um filtro solar se transforme em uma substancia
com uma possivel capacidade de causar efeitos adversos sobre um
organismo vivo. Isso aliado a falta de informagao ou desconhecimento do
uso racional dos filtros solares pelos consumidores, faz com que os
fatores mencionados, assim como ignorar o fato de que os filtros solares
sdao substancias quimicas cromoéforas, que tém a carateristica de
absorver energia a determinados comprimentos de onda, deixem toda a
responsabilidade para os filtros solares, como se sozinhos pudessem

fotoproteger a pele do cancer.

Em 1993 Garland e colaboradores publicaram um trabalho que
questionava a efetividade dos filtros solares, relacionando o elevado
indice de melanoma, a partir dos anos 70, com o alto consumo de filtros
solares e o aumento no tempo de exposi¢ao. Concluiram que o uso
irracional do filtro solar contra as radiagdes UVB pelo paciente que nao
fica bronzeado, leva-o a ficar maior tempo exposto ao sol, dando uma
falsa seguranga de estar protegido (GARLAND, et al., 1993). Além disso,
os produtos com filtros solares apenas com cromoforos contra radiagdes
UVB permitem que as radiagbes UVA penetrem até camadas mais
profundas. Com isso a comunidade cientifica e cosmética reagiu, visto

que apdia a teoria da protegéo.
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2.8 FILTROS SOLARES

A separacdo dos componentes de um protetor solar é uma etapa
muito importante para a identificagdo e quantificagdo dos filtros solares.
Os métodos de separagdo ndo devem modificar as carateristicas fisico-
quimicas dos componentes da mistura em estudo, podem ser simples
técnicas de separagao ou métodos mais complexos. Classificam-se em:
meétodo fisico-quimico (extragdo com solventes, destilagdo e sublimag¢ao)
e métodos cromatograficos (cromatografia em coluna e camada delgada,
cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia de troca iénica) (SHAATH, 1990).

2.8.1 Benzofenona-3

Nome quimico: 2-hidroxi-4 metoxi-benzofenona.

Sinonimia: 2 benzoil-5-methoxifenol, Oxibenzona

Nome comercial: Escalol® 567, Eusolex 4360 (BANDAO, 1996),
(KREEPS e GOLBENBERG, 1990).

Formuta estrutural:

OH 0O

HaC
~o

Peso Molecular (PM}); 228
Formula Molecular (FM): Cy4H1203
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A benzofenona- 3 é uma benzofenona substituida usada em
formulagdes cosméticas como filtro solar (absorve luz ultravioleta) com
faixa de absorgdo entre 288-329 nm, apresentando pico de absor¢ao
maxima no comprimento de onda (A) de 287 nm (UNITED STATES,
2002b). Usada em formulagbes protetoras de aplicagdo topica em
concentragdo no maximo 6% (CANADA, 2003) (MARTINDALE ,1993) e
10% de acordo com a COLIPA (JANOUSEK, 1990), (KLEIN, 1998). E
normalmente usada em combinagdo com  outros filtros
quimicos(OKEREKE, et al., 1994), exceto com os derivados do acido p-
aminobenzoico (KLEIN, 2001).

Propriedades fisicas: p6 cor creme, ponto de fusao 62,0 — 66,0 °C.

Solubilidade: soluvel em alcool etilico e isopropilico, acetona,
miristato de isopropila e em acetato de octila, insolivel em agua ,

glicerina, propilenoglicol e 6leo mineral

Estabilidade: nao é afetada pela presenca de luz em temperatura
ambiente. Estavel em solugao de aicool etilico (CAMBON, et al., 2001).

2.8.2 Butilmetoxidibenzoilmetano.

Nome quimico 4-tercio-butil-4’-metoxi- dibenzoilmetano

Sinonimia: Avobenzona

Nome comercial Eusolex ® 9020, Parsol ® 1789 (BANDAO, 1996),
(KREEPS e GOLBENBERG, 1990).
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2.8.3 Metoxicinamato de octila

Nome quimico: p-Metoxicinamato de octila

Descrigao: Ester do alcool 2-etillhexila e acido metoxicindmico.

Sinonimia: Acido 2-propandico do éster 3-(4-metoxifenilo)-2-etil-hexila e
Esterato de octil linoleoif, p-Metoxicinamato de 2-etil-hexila

Nome comercial: Parsol® MCX, Escalol® 557, Uvinul MC 80 (BANDADO,

1996), (KREEPS e GONDENBERG, 1990).

Formula estrutural :

0 CH,

PM: 290
FM: C13H2503

O metoxicinamato de octila € um cinamato substituido usado em
formulagdes cosméticas como filtro solar. Apresenta pico de absorgao

maxima no comprimento de onda (1) de 310 nm.

Absorve efetivamente a radiagdo UVB mas absorve pouco ou
nenhuma radiagdo UVA. Usado em formulagdes protetoras de aplicagéo
tépica em concentragdo de no maximo 7,5% (KLEIN, 1998); 8,5%
(CANADA, 2003); 10% (UNITED STATES, 2002c), (JANOUSEK, 1990)
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Férmula estrutural:
OH

CH, CHy

PM: 250
FM; C15H2203

O salicilato de octila é um salicilato substituido usado em
formulagdes cosméticas como filtro solar. Apresenta pico de absorgao
maxima num comprimento de onda (A) max 308 nm (faixa de 307-310
nm em alcool metilico ou éieo mineral). Absorve efetivamente a radiacao
UVB mas absorve pouca ou nenhuma radiagdo UVA. Usado em
formulagdes protetoras de aplicagao tdépica em concentragao de no
maximo 10% %3, 6% (CANADA, 2003) e 5% de acordo com a COLIPA,
(JANOUSEK, 1990). Sua combinagdo com a benzofenona pode dar um
aumento no efeito fotoprotetor (KLEIN, 2001), (MARTINDALE ,1993).

Solubilidade: soluvel em alcool etilico e isopropilico, miristato de
isopropila, insoldvel em agua, glicerina e propilenoglicol e éleo mineral.

Propriedades fisicas: liquido incolor para amarelo; odor levemente
aromatico: densidade especifica a 25 °C 1,013-1,022, indice de refragéo
a 25 °C 1,494-1,505. As condigdes de armazenagem devem ser area

seca a 21 °C (70 °F) e evitar contato com metais.
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Filtros Coluna e cindigbes Fase méve! Referéncia
B-3, oDS® C18; metanol:agua (88:12 v/iv) | JIANG,1996
BM, 1ml /min;

MCO, 315 nm,
O} isocratico
B-3, ODS -2® acetonitrila:agua:(90:10 VIAL, et al.,
MCO, C18,5um;300nm | v/v) 1998
90 pyml /min ;
isocratico
B-3, YWG®C18 10pm | metanol:.THF:agua
MCO. . 254 & 310 nm: (30:100:100 v/v) LI, 2000
isocratico
B-3, 288nm;1ml /min metanol:agua (83:17 v/v), | TREFFEL,
MCO, 0,1 % acido acético:agua | et al., 1996
SO.
B-3, TSKgel ODS- 80® | metanol: THF:agua IKEDA,
BM, TM: 1mL /min; (4:6:6 VIV) et al., 1989
MCO 325nm;
metodo isocratico
MCO Lichrosob® Método Ii: GLAGIARDI
H RP18:311 nm: 2,5 | acetonitrila:agua (5:95 viv) | » 1989
mL/min, gradiente | 0,001% HCIO4
B-3, YMG® C15 10pm:; | metanol: THF:agua YAO,1998
MCO, Isocratico (200:200:160:0,1 viV)%
SO HCIO4
B-3, Novapack ® C18; | Método B-3: metanol:agua | POTARD,
MCO 311 nm; método | (88:12 viv) 0,01% acido 1999
isocratico acético
Novapack ®C18; | Método MCO: metanol:
291nm; isocratico | 4gua (69:31 viv) 0,01%
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Filtros Coluna e condigbes Fase mével Referéncia
solares
B-3 Parttisil® ODS-2 ; | metanol:acetonitrila TAN, 1984
10um ; (90:10 viv)
0,7mU/min; 254
nm
B-3, Betabasic® metanol: THF: 4gua WASTERN,
BM, 185 um; (25:37,5:37,5 viv) 1997
MCO 1 ml /min; 325 nm | 0,01M HTB
SO
B-3, pBondapack ® THF: acido acético:agua | DINUNZIO
MCO C18; 5-15ul 313 | (50:0,09:49,9 v/v) et al, 1990
SO nm; isocratico
B-3, uBondapack ® acetonitrila: agua (90:10 | DAVIS,
BM, C18; 254nm; 2,0 | V/V) 1995
MCO mbL/min; isocratico
B-3, PLRP-S®100A buffer: acetonitrila:THF RASTOGI,
BM, 5um (80:10:10 viv) 1998
MCO 240 —400nm;
SO isocratico

Legendas: (B-3) benzofenona-3; (BM) butiimetoxidibenzoiimetano; (MCO)
metoxicinamato de octila; (SO) salicilato de octila; (H) homossalato;.

(THF) tetrahidrofurano; (HC!O4) acido perclérico; (CAD)cloreto de amémio
dimetil-cintraceno e (HTB) hexadecit tnmetilaménio bérico.
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IV- MATERIAL E METODOS

4.1- MATERIAL

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau de pureza

analitico

4.1.1 Solventes e reagentes

Agua destilada;
Agua Milli Q%;
Acetonitrila(Merck®);
Etanol (Merck®);
Metanol (Merck®);

Tetraidrofunano (Merck®).

4.1.2 Padroes

Os filtros solares utilizados como padrdes foram constituidos por
matéria prima gentilmente cedida pela Avon Industrial LTDA e utilizada

sem ulterior purificacao.

Benzofenona-3: Escalol® 567 (ISP Van Dik®);

Butil metoxidibenzoil metano: Parsol® 1789 (Givaudan®) ;
Metoxicinamato de octila: Escalol® 557 (ISP Van Dik®);
Salicilato de octila: Escalol® 587 (ISP Van Dik®);

Homossalato:Homosalato® ( Merck®).
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4.1.3. Amostras

4.1.3.1 Branco

Componetes da Logéo base:

Agua desmineralizada, salicilato de 2-butiloctila, copolimero
eicoseno/vinilpirrolidona, didxido de titanio micro, silicone (dimeticone),
acido isoestearico, acido estearico, diisoestearato de triglicérila,
diesterato de triglicérila, 1,3 butanodiol, alcool estearilico, alcool
benzilico, alcool de lanolina polietoxilado (24M), 2 fenoxiletanol, alcool
berrenilico, p-hidroxibenzoato de metila (metilparabeno), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA dissddico), eter hexadecil 2-
hidroxietilico, hidréxido de soédio, perfume, acetato de tocoferila

(vitamina E), nitrito de sédio, aloe vera em pé, silica, sulfato de bario.

41.3.2 Formula teste

Componentes % p/p
LOGAO DASEe.......ccoviviiiriiiiirrrin e reae e 70,5
Benzofenona-3 ........cccciiiviiiin e 6,0
Butiimethoxidibenzoilmetano .........cccooovviiiiiiciiiieenen, 3,0
Metoxicinamato de octila .......cccoevevieviiieiiiiicrieeeee e, 7,5
Salicilato de octila .........coovuverimieremmiicee e 50
Homossalato.......c.ucviviiiir i e 8,0

total 100,0g
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4.1.4. Equipamento

» Cromatografo liquido Waters® 515 HPLC Pumps - 3 Bombas),
110 VA (max), 55 VA (tipical)

» Detetor UV Waters® 486 Tumable Absorbance Detector r faixa de
comprimento de onda 190 —600 nm, lampada de deutério ;

« Injetor manual Rheodyne® modelo 7725I-037 com lood de 20pL;

e Coluna Nova-Pak® C18 60 A 4um, 3,9 x 150 mm Waters;

e Coluna Nova-Pak® phenyl C18 60 A 4pm, 3,9 x 150 mm Waters®;

e Coluna Symmetry® C18 3,5 um, 4,6 x 75 mm, Waters ®;

e Termobalanga Shimadzu® TGA 51, com cadinho de platina.

e Célula DSC Shimadzu® DSC 50, com cadinho de aluminio.

» Balanca de precisao eletronica BG® capacidade de 2.000 g

e Balanga analitica marca Santorius, capacidade 100 g+0,0001,

10,0 Watts

« Medidor de pH Digimed®, modelo TE-901;

e Banho de ultrassom, Thorton®, modelo T-14;

« Aparelho Milli Q-Plus®, Mitlipore® para obtengao de agua;

« Membrana de filtrag&o de solugao Millipore® GVW 04700, de
0,5um

e Unidades de filtros HV Millex ® 0,45um.
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. Uma aliquota de 5 mL foi transferida da solugdo para balao
volumétrico de 50 mL e completado o volume com etanol 96% P.A.,
obtendo-se uma concentragao final de 160 pg de H4nL.

. A leitura dessa solugao foi feita contra o branco (etanol) na faixa

de 200-400 nm, com velocidade de varredura de 300 nm/min.

4.2.2. Analise térmica

4.2.2.1.0btengao das Curvas Termogravimétricas

As curvas termogravimeétricas foram obtidas, para cada fiitro em estudo,
em atmosfera dinamica de ar (vazao 50 mL/min), razao de aquecimento de
10 °C/min. (temperatura ambiente a 900 °C), massa aproximada de 10 mg,
usando-se cadinho de platina. Nas mesmas condi¢gdes foram obtidas as
curvas branco, para as devidas corregdes.

Foram obtidas curvas termogravimétricas para as misturas binarias de
benzofenona 3 associada a metilbenzilideno canfora (50:50) e butil
metoxidobenzoilmetano associado a metoxicinamato de octila (30:70), em
atmosfera de ar, nas condigdes anteriormente citadas (GIOLITO, 1988),
(IONASHIRO, 1980).

4.2.2.2 Obtengao das curvas por DSC (Calorimetria Exploratéria

Diferencial)

As curvas DSC foram obtidas, para cada filtro em estudo, em atmosfera
dinamica de N; (vazdo 50 mL/min.), razao de aquecimento de 10 °C/min.
(temperatura ambiente a 600 °C), massa aproximada de 10 mg, usando-se
cadinho de aluminio. Nas mesmas condigbes foram obtidas as curvas
branco, para as devidas corregdes (GIOLITO e IONASHIRO, 1988),
(IONASHIRO e GIOLITO, 1980)..
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4.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

CLAE é um método de andlise que separa os filtros solares, com
base em suas afinidades aos solventes, podendo-se posteriormente
quantifica-los.

Os filtros solares em estudo apresentam picos maximos muito
préximos, devido a suas estruturas quimicas e propriedades fisicas

similares.

4.2.3.1 Estudos preliminares

Os estudos preliminares tém como objetive encontrar a melhor
separacao dos filtrcs e a melhor fase moével, utilizando-se o método
isocratico ou o gradiente. A metodologia dos estudos preliminares esta
baseada na exploragao de varias proporgdes de solventes que compdem
a fase movel, até encontrar a mistura que proporcione a melhor
separagao dos filtros solares (DYKES, et al., 2002), assim como
diferentes colunas em cromatografia liquida em fase reversa.
(RANATUNGA e CARR, 2000) Tabela 1
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4.2.4 VALIDAGAO DA METODOLOGIA ANALITICA

4.2.4.1 Preparagao da amostra

Foram pesados exatamente 100 mg da amostra comercial equivalente
a 6,0 mg de benzofenona-3 (B-3); 3,0 mg butilmetoxidibenzoilmetano
(BM); 7,5 mg de metoxicinamato de octila (MCO); 5,0 mg de salicilato de
octila (SO) e 8,0 mg de homossalato (H) e tranferidos para um balao
volumeétrico ambar de 50 mL, dissolvendo-se com 30,0 mL de fase movel,
agitando-se em ultrassom e completando-se o volume, obtendo-se
concentragdes finais de 120 pg/MmL de B-3; 60 ug/mL de BM; 150pgmL de
MCO; 100 pg/mL de SO e 160 pg/mL de H.

4.2.4.2 Curva de calibragao

O procedimento foi realizado com cinco preparagdes de solugao padréo
com concentragdes crescentes (BOLTON, 1990), (BRITTAIN1998), (ICH,
1995), (SWARTZ e RUDOLK, 1998), (UNITED STATES 1998), (WEED,
2000), (WERNIMONT, 1987) (Tabela 2)

1. Benzofenona 3 (B-3)

a) Foram pesados exatamente 240 mg de padrdo de B-3 em um balao
volumeétrico de 200 mL, dissolvendo-se e completando-se o volume com
uma mistura de acetonitrila dgua (90:10) ou fase mével, obtendo-se uma

solugao padrao de1.200 pg/mL.
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b) As aliquotas de 3,0; 4,0; 50; 6,0 e 7,0 mL da solugdo padrao de
concentragao 1.200 pg/mlL foram transferidas em baldes volumétricos de 50
mL e completou-se o volume com a fase mobvel, obtendo-se as
concentragdes finais de 72,0, 96,0; 120,0; 1440 e 168,0 pgmL. O

procedimento foi realizado em triplicata (Tabela 2)

2. Butilmetoxidibenzoiimetano (BM)

a) Foram pesados exatamente 120 mg de padrao de BM em um baldo
volumeétrico de 200 mL, dissolvendo-se e compietando-se o volume com
uma mistura de acetonitrila agua (90:10), obtendo-se uma solugao padrao de
600 pug /mL.

b) As aliquotas de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 mL da solugdo padrao de
concentragao 600 ug/mL foram transferidas em baldes volumétricos ambar
de 50 mL e completou-se o volume com a fase movel, obtendo-se as
concentragoes finais de 36,0; 48,0; 60,0; 72,0 e 84,0 ng /mL. (Tabela 2)

3. Metoxicinamato de octila (MCO)

a) Foram pesados exatamente 300 mg de padrao de MCO em um baléo
volumeétrico de 200 mL, dissolvendo-se e completando-se o volume com
uma mistura de acetonitrila-agua (90:10), obtendo-se uma solugdo padrao
de 1.500 pgmL.

b) As aliquotas de 3,0; 4,0; 50; 6,0 e 7,0 mL da solugdo padrao de
concentragao 1.500 ug/mL foram transferidas em baldes volumétricos ambar
de 50 mL e completou-se o volume com a fase mébvel, obtendo-se as
concentragdes finais de 90,0; 120,0; 150,0; 180,0 e 210,0 pg/MmL.(Tabela 2)
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4. Salicilato de octila (SO)

a) Foram pesados exatamente 200 mg de padrao de SO em um bal&o
volumeétrico de 200 mL, dissolvendo-se e completando-se o volume com
uma mistura de acetonitrila agua (90:10), obtendo-se uma solugao padrao de
100 pg/mL.

b) As aliquotas de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 mL da solugao padrdo de
concentragao 100 ugmL foram transferidas em balées volumétricos ambar
de 50 mL e completou-se o volume com a fase moével, obtendo-se as
concentragdes finais de 60,0; 80,0; 100,0; 120,0 e 140,0 pg/mL (Tabela 2)

5. Homossalato (H)

a) Foram pesados exatamente 320 mg de padrdo de H em um balao
volumétrico de 200 mL, dissolvendo-se Je completando-se o volume com
uma mistura de acetonitrila agua (90:10), obtendo-se uma solugao padrao de
1.600 pg /mL.

b) As aliquotas de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 mL da solugdo padrao de
concentragao 1,600 pgMmL completou-se o volume com a fase moével,
obtendo-se as concentragdes finais de 96,0; 128,0;, 160,0; 192,0 e 224,0
pg/mL.(Tabela 2)

6. Mistura de padrdes

Transferiram-se aliquotas de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 mL de cada um dos
padrbes obtidos nos items 1a, 2a, 3a, 4a e 5a para baldes volumétricos de
50 mL e compietando-se o0 volume com a fase mével. Para o primeiro ponto
as concentragdes finais foram 72,0 pg de B-3/L; 90,0 pg de MCO/MmL; 36,0
png de BMMnL; 60,0 pg de SOML e 96,0, pg de HMmL. Os outros pontos
apresentam concentragdes crescentes (Tabela 3). O procedimento foi

realizado em triplicata.
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As curvas de calibragac foram preparadas de acordo com a tabela 2,
Cinco concentragdes crescentes de cada filtro isoladamente foram

analisados em triplicata.

Tabela 2. Procedimento com cinco preparagdes de solugao padrao com

concentragoes crescentes.

Filtro Concentragio Concentracdo Concentragio Concentracio Concentragio

(ng/3mL) {ng/amL) (ngSmL) {(ngmL.) (ng7mL)

B-3 72,0 96,0 120,0 144.,0 168,0
BM 36,0 48,0 60,0 72,0 84,0
MCO 90,0 120,0 150,0 180,0 210,0
SO 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0
H 96,0 128,0 160,0 192,0 2240

Legenda: benzofenona-3 (B-3); butiimetoxidibenzoilmetano (BM);

metoxicinamato de octila (MCO); salicilato de octila (SO); homossalato (H)
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Tabela 3.Procedimento com cinco preparagdes contendo a mistura dos cinco

filtros e analisada em triplicata .

Mistura B3 BM MCO SO H
cinco concentracio concentragio concentragdio concentragio concentragdo
filtros (ng) (ng) (ng) (ng) (v@)

mL

3 72,0 36,0 80,0 60,0 96,0
4 96,0 48,0 120,0 80,0 128.0
5 120,0 60,0 1560,0 100,0 160,0
6 1440 72,0 180,0 120,0 192,0

7 168,0 84,0 210,0 140,0 2240

Legenda: benzofenona-3 (B-3); butiimetoxidibenzoilmetano (BM);
metoxicinamato de octila (MCO); salicilato de octila (SO); homossalato (H).

Meédia de trés leituras.
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4.2.4.3 Estudo de interferentes

Preparagao de solugdes padriao para cada filtro solar

1.

Padrao de benzofenona 3 (P-B3)

Foram pesados exatamente 60 mg de padrao de B-3 em um balao
volumeétrico de 50 mL, dissolvendo-se e compietando-se o volume

com fase moével obtendo-se uma solugéo final de 1.200 pgmL. (P-B3)

Uma aliquota de 5 mL da solucao foi transferida para um balao
volumeétrico de 50 mL, e completando-se o volume com a fase movel
acetonitrila:agua (90:10 v/v) e obtendo-se uma solugao padrao cuja

concentragao final é de 120 ug de B-3/nL.

2. Padrao de butilmetoxidibenzoilmetano (P-BM)

Foram pesados exatamente 30 mg de padrao de BM em um balao
volumétrico de 50 mL, dissolvendo-se e completando-se o volume
com uma mistura de acetonitrila:agua (90:10), obtendo-se uma
solugao final de 600 ug/mL. (P-BM)

Uma aliquota de 5 mL desta solugao foi transferida para um balao
volumétrico de 50 mL, e completando-se o volume com a fase mével
acetonitrila:agua (90:10 v/v) e obtendo-se uma solugédo padrao cuja
concentracao final € de 60 pg de BM/MmnL.
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3. Padrao de metoxicinamato de octila (P-MCO)

e Foram pesados exatamente 75 mg de padrao de MCO em um bal&o
volumétrico de 50 mL, dissolvendo-se e completando-se o volume
com fase movel, obtendo-se uma solugado final de 1.500 ugMmL
(P-MCO)

e Uma aliquota de 5 mL desta solugédo foi transferida para balao
volumeétrico de 50 mL, e completando-se o volume com a fase mével
acetonitrila:agua (90:10 v/v) e obtendo-se uma solugdo padrio cuja

concentragéo final &€ de 150 ug de MCO/MmL.

4. Padrao de salicilato de octila (P-SO)

e Foram pesados exatamente 50 mg de padrao de SO em um baldo
volumétrico de 50 mL, dissolvendo-se e completando-se o volume

com fase movel. obtendo-se uma solugao final de 1.000 u/mL. (P-SO)

e Uma aliquota de 5 mL desta solugdo foi transferida para balao
volumeétrico de 50 mL, e completando-se o volume com a fase movel
acetonitrila:agua (90:10 v/v) e obtendo-se uma solugao padrao cuja

concentragao final é de 100 ug de SOMmL.
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4.2.4.5 Precisdo: Coeficiente de variagio (CV) ou desvio padrio
relativo (s)

Aplicagao do método a amostra comercial

a) Preparagao da solugéao padrao

o Partindo das solugbes padrao: benzofenona-3 (B-3) 1.200 pgMmL,
butiimetoxidibenzoilmetano (BM) 600 ng/MmL, metoxicinamato de octila
(MCO) 1.500 pg/lL, salicilato de octila (SO) 80 pgmlL e homossalato
(H) 128 pgmL foi transferida uma aliquota de 5 mL de cada solugao
padrao, para balao volumétrico, completando-se o volume de 50 mL
com fase movel e obtendo-se uma concentragao final dos filtros
solares de 120 pg de B-3mL; 60 ug de BMMmL ; 1560 pg de MCO/MmL,;
100 pg de SOML e 160 pg de HmML. Foram feitas 3 determinagdes

para cada solugao padrao.

b) Preparagao da amostra comercial

e Foram pesados exatamente 100 mg da amostra comercial, cuja
concentragao tedrica final é o equivalente de 6,0 mg de B-3mL; 3,0
mg de BMMmL; 7,5 mg de MCOmL; 5,0 mg de SO/MmL e 8,0 mg de
HmL, completando-se o volume em baldo volumétrico de 50 mL com

fase moével. Foram feitas 10 determinagbes para cada amostra.
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4.2.4.6 Teste de recuperagao

a) Preparagdo da solugdo padrdo

Foram pesados exatamente 60 mg de benzofenona-3 (B-3) ; 30 mg
de butilmetoxidibenzoilmetano (BM) ;75 mg de metoxicinamato de
octila (MCO);50 mg de salicilato de octila (SO) e 80 mg homossalato
(H), em um balao volumétrico de 50 mL, dissolvendo-se e
completando-se o volume com uma mistura de (90:10) acetonitrila:
agua ou fase movel, obtendo-se uma concentragao final de 1.200 pg
de B-3mL; 600 pg de BMMmL;1.500 pg de MCO/MmL; 1.000 ug de
SOML e 1.600 pg de H/mL.

As aliquotas de 2 mL destas solugdes foram transferidas para um
balao volumétrico de 100 mL e completando-se a volume com fase
movel, obtendo-se uma solugao padrao cuja concentragao final é de
24 ng de B-3mL; 30 pg de MCOML; 12 pg de BMML,; 20 nug de
SOMmL e 32 ug de H/MmL, (correspondem ao 10% de cada padrao)

b) Preparagdo da solug&o da amostra comercial 90%

Foram pesados 100 mg da amostra comercial equivalente a uma
concentragao 6,0 mg de B-3; 7,5 mg de MCO; 3,0 mg de BM; 5,0 mg
de SO e 80 mg de H em um balao volumétrico de 50 mL,
dissolvendo-se e completando-se o volume com fase movel,
obtendo-se uma concentragdo final de 120ug de B-3/mL; 150ug de
MCO/MmL; 60ug de BMinL; 100ug de/ml e 160ug de HmML.

Transferiram-se aliquotas de 4 mL da solugao anterior para 5 baldes
volumétricos, cuja concentragao final é de 96 ng de B-3tmL; 120 ug
de MCOMmL; 48 ng de BMMmL; 80 ng de SOML e 128 ng de HML,
(90% da amostra comercial de cada filtro solar). Posteriormente

adicionou-se 1 mL da solugédo padrao (10%) do item 6a) obtendo
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uma concentragao tedrica final de 120 pug de B-3MmL; 150 pg e
MCO/MmL; 60 pg de BMMmL; 100 ng de SOmL e 160 pg de HML, que
correspondem ao 100% teérico da amostra comercial.

e Aliquotas das solugdes padrao e amostra comercial 90% foram
transferidas para baldes volumétricos de 50 ml, conforme
procedimento descrito no gadro 7 e as concentragbes finais das

amostras adicionadas com filtros solares apresentam-se no quadro 8.

Quadro 7. Teste de recuperagdao na amostra comercial para os filtros
solares adicionando 1 mL, 2 mL e 3 mL da solugao padrao (pg/mL de
cada filtro) 4 mL de amostra (90% de concentragao tedrica) que
corresponde ao 100%, 110% e 120% tedrico de cada filtro solar em

estudo, respectivamente. Os valores foram completados para 50 ml.

Balao Volume Volume Pd AcF
Ac B-3 BM MCO SO H (%)
mL mL mL ML mL mL
1 4 - - - - - 80
2 4 1 1 1 1 1 100
3 4 2 2 2 2 2 110
4 4 3 3 3 3 3 120

Legenda. Ac: solu¢cdo Amostra comercial em pg/mL; Pd: solugio padrdo de cada filtro em
pomL; AcF(%).Porcentagem da amostra comercial final em cada baldo; (B-3):
benzofenona-3; (BM): butiimetoxidibenzoilmetano; (MCO); metoxicinamato de octila; (SO):

salicilato de octita; (H): homossalato.
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Quadro 8. Concentragdes finais da amostra comercial adicionada com

solugdo padrao em pg/mL dos filtros solres.

Balao B3 BM MCO SO H %
ng/ mL pg/mL ng/mL pg /miL ng /mL

1 96 120 48 8O 128 90

2 120 150 60 100 160 100

3 144 180 72 120 192 110

4 168 210 84 140 224 120

5 Solugdo padrao 100

Legenda: Porcentagem da amostra comercial final em cada baldo; (B-3):benzofenona-3;

(BM): butiimetoxidibenzoilmetano; (MCO):metoxicinamato de octila; {(SO): salicilato de octila;

(SH): homossalato (H).

O calculo da porcentagem de recuperagdo foi obtido partindo dos

resultados das concentragdes: da amostra comercial 90% (Ac), do

padrdao adicionado experimentalmente (Pa) e do padrdo tedrico (Pt)

substituidas na férmula seguinte:

% Recuperagao

(Ac + Pa) — Ac

Pt

100%
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V- RESULTADOS

5.1 IDENTIFICAGAO DOS FILTROS SOLARES

5.1.1. Temperatura de fusao e indice de refragcao dos filtros solares.

Os resultados obtidos na determinagao da temperatura de fusio do

butilmetoxidibenzoilmetano e da benzofenona 3, filtros solares sélidos, assim

como o indice de refragao a 25 °C do metoxicinamato de octila, salicilato de

octila e homossalato, filtros solares soélidos, encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 Temperatura de fusao e do indice de refragao dos filtros solares.

Filtro solar temperatura de Indice de refragao a
fusao °C 25°C
Benzofenona 3 62,3*
(62,0-66,0) -
Butilmetoxidibenzoiimetano 83,7*
(81,0-89,0) -
Metoxicinamato de octila 1,546
- (1,542-1,548)
Salicilato de octila 1,018
- (1,01-1,022)
Homossalato 1,048

(1,494-1,505)

* valores obtidos por analise térmica.
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5.1.2 Espectro de absorgao dos filtros solares isolados no ultravioleta e

em mistura no produto em estudo.

Os espectros de absor¢dao no UV dos filtros em solugdo etandlica 96%
P.A. apresentam-se nas Figuras 20 até 24.

4

Benzolfenona 3
1 ~'.
0- T L 1 1 -
200 - 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figura 20. Espectro de absor¢do no UV: benzofenona 3 em etanol 96 %,
concentragao de 120 yg/mbL; Amax 287 nm.
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Figura 21. Espectro de absor¢do no UV: butilmetoxidibenzoilmetano em

etanol 96%, concentragido de 60 pg/mL; Amax 355 nm.
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Figura 22. Espectro de absor¢gao no UV: metoxicinamato de octila em etanol
96%, concentracao de 150pg/mL; Amax 310 nm.
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Figura 23. Espectro de absor¢do no UV: salicilato de octila em etanol 96%,
concentra¢do de 100 pg/mL; Amax 308 nm.
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Figura 24. Espectro de absor¢do no UV: homossalato em etanol 96%,

concentra¢ido de 160 pg/mL; Amax 306 nm.
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Tabela 5. Eventos comparativos nas curvas TG-DTG e DSC dos filtros.

TG
Filtros solares e
misturas fisicas T T % T inicio T fim
onset pico perda (°C) (°C)
(°C) (°C) de
massa
Benzofenona 3 169,09 | 235,70 | -99,90 106,82 | 279,60
Butilmetoxidibenzoil- | 242,48 | 321,09 | -98,65 174,99 | 378,80
metano
Metoxicinamato 201,11 | 214,12 | 99,564 | 143,66 | 310,97
de octila
Homossalato 141,97 | 214,06 | -99,71 87,68 253,85
Salicilato de octila 146,12 | 199,35 | -99,59 81,12 243,8
Butilmetoxidibenzoil- | 197,91 | 249,68 | -97,40 126,96 | 333,10
metano +
metoxicinamato de
octila

Legenda: T: temperatura; Tonset: temperatura inicial detectada pela balanga

Tabela 6.Eventos observados nas curvas DSC dos filtros solares em estudo.

DSC DSC
Filtros solares 1° pico 2° pico
e Tonset | T pico | AH fusdo | T inicio AH
misturas fisicas (°C) de J/g (°C) evento
fusio J/g
(°C)
Benzofenona 3 61,87 62,37 | -121,61 | 237,09 | 401,66
Butilmetoxidibenzoil- 79,76 83,71 -80,50 | 298,21 | -291,05
metano

Legenda: T: temperatura; T onset: temperatura inicial detectada pela balang¢a; AH:

entalpia em (J mol).

NOTAS: * N3&o pdde realizado devido a problemas no equipamento: DSC.

** Realizado em atmosfera de N,
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Figura 32. Cromatograma do experimento 2 obtido em coluna Novapack®
C-18, temperatura da coluna 40 °C, método gradiente, fase movel A
(10:90v/v) metanol:agua e fase mével B (90:10 viV), vazao: 1,0 mbL/min;
injegao: 20ul ; detecgao: 310 nm. Tabela 1
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Figura 34. Cromatograma do experimento 7 obtido em método gradiente
coluna Novapack® C-18, temperatura da coluna 40 °C; fase mével A (10:90
viv ) THF:4gua e fase mével B (90:10 vAV), vazao: 1,0 mL/min; inje¢do: 20ul ;
detecgio: 310 nm. Tabela 1
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Figura 35.Cromatograma do experimento 15 obtido em coluna Symmetry®

C-18, temperatura da coluna 40 °C, método gradiente, fase moével A (10:90
viv ) tetrahidrofurano:agua e fase mével B (90:10 v/v) tetrahidrofurano:agua,

vazao: 1,0 mlL/min; injegao 20ul ; detecgdo: 310 nm.Tabela 1
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Figura 38. Cromatograma final que mostra o tempo de eluigdo de cada filtro

em estudo.

O método final obtido utiliza as condigdes cromatograficas seguintes:

¢ meétodo gradiente;

e colunas: Symmetry®C-18 e Novapack®C-18 ;

e temperatura da coluna 40 °C;

o fase movel: A (10:90) e fase B (90:10) de acetonitrila:agua.
e vazdo: 1,0 mL/min,;

e volume de injecdo 20 pl;

e detecgdao em UV : 310 nm;

e tempo de analise total; 25 minutos.
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54. VALIDA(;KO DO METODO CROMATOGRAFICO
5.4.1 Linearidade

a). Benzofenona 3 (B-3)

Os valores experimentais obtidos na construgao da curva de calibragao da
benzofenona 3 pelo método cromatografico sao descritos na Tabela 7 e
Figura 39.

b). Butilmetoxidibenzoilmetano (BM).

Os valores experimentais obtidos na construgdo da curva de calibragio do
butiimetoxidibenzoilmetano pelo método cromatografico sao descritos na
Tabela 8 e Figura 40.

c). Metoxicinamato de octila (MCQ)

Os valores experimentais obtidos na construgdo da curva de calibragdo da
metoxicinamato de octila pelo método cromatografico sdo descritos na
Tabela 9 e Figura 41..

d). Salicilato de octila (SO)

Os valores experimentais obtidos na construgdo da curva de calibragao do
salicilato de octila pelo método cromatografico sao descritos na Tabela 10 e
Figura 42.

e) Homossalato (H)

Os valores experimentais obtidos na construgdo da curva de calibragao do
salicilato de hometila pelo método cromatografico sdo descritos na Tabela 11
e Figura 43.

f) Mistura de padrdes

Os valores experimentais obtidos na construgdo da curva de calibragdo do
salicilato de hometila pelo método cromatografico sao descritos na Tabela 12

e Figura 44.
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Tabela 11. Resultados experimentais obtidos na construgdo da curva de

calibragao do padrao do salicilato de hometila e da mistura de padrées pelo

método cromatografico.

Volume Concentraciao Areas padrao Areas
de H H pgmL padrbes
(mL) misturados

3 96 880002 899835

4 128 1192363 1228752

S 160 1357880 1401514

6 192 1823473 1816023

7 224 2042598 2115506

Benzofenona 3

10000000

Area

2000000

8000000 -
6000000 -
4000000

] . ;
72 96 120

144

Concentragao (microg /mL)

168

Figura 39. Curva de calibragdo da benzofenona 3 em acetonitrila em agua

(90:10 v/v), de 72,0 a 168,0 pg mL
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Butiimetoxidibenzoilmetano
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929

Figura 40. Curva de calibragao do padrao butiimetoxidibenzoilmetano em
acetonitrila em agua (90:10 v/v) 36,0 a 84,0 uginL.
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Metoxicinamato de octila
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Figura 41. Curva de calibragdo do padrao metoxicinamato de octila em
acetonitrila em agua (80:10 v/v) 90,0 a 210,0 pg/MmL.
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5.4.3. Limite de Detecgao (LD ) e Limite de Quantificagao (LQ)

Tabela 13. Concentragbes em pg/ mL dos padrées dos filtros solares.

Padrao | Benzofenona Butilmetoxi- Metoxicinamato | Salicilato { Homossalato
mL 3 pg/mL | dibenzoilmetano de octila de octila pg /mL
pg/ mL pg/mL pg/ mL
1 24 12 30 20 32
2 48 24 60 40 64
3 72 36 80 60 96
4 96 48 120 80 128
5 120 60 150 100 160

Tabela 14. Resultados da analise estatistica da benzofenona-3: desvio

padrao medio; inclinagao da curva; limite de detecgio e de quantificagao.

Numero Area Area Area Area Area
24 uygmb | 48 pgML 72ug/MmL 96 ng/mL | 120 pg/mlL
1 1230442 2358680 3401469 4539741 5622586
2 1232138 2357650 3401037 4537542 5623759
3 1230235 2357999 3401287 4538473 5622670

Desvio Padrao meédio: 3542,9;

Inclinagdo da curva: 44852 54

Limite de detecgdo: 0,1368 pg /mL; Limite de quantificagao: 0,4560 pg/MmL

Validagéo de Metodologia para # Separaglo e Quantificagio de Filtros Solares empregando Cromatografia

Liquida de Alta Eficidncla, Mariz Luisa de Lourdes Pérez Gonzilez. Dissertagdo de Mestrado, FCF/ USP 2003



Resultados 104

Tabela 15. Resultados da analise estatistica do butilmetoxidibenzoilmetano:

desvio padrao médio; inclinagdo da curva; limite de detecgao e limite de
g1BLIOTECA

quantificagao. Faculdade de Cigncias Farmat
Universidade de Sao Pat
Nlumero Area Area Area Area Area
12 pgmml | 24 pgml | 36 ugmL | 48 pg/mL | 60 pg/mL
1 618709 1014803 1379203 1804091 1989583
2 619193 1014650 1378339 1804803 1988799
3 619635 1014999 1378474 1805296 1987981

Desvio Padrao médio: 2304,159; inclinagado da curva: 37520,26

Limite de detecgao: 0,106ugMmL; Limite de quantificagao: 0,354 pgmlL

Tabela 16. Resultados da analise estatistica da metoxicinamato de octila::

desvio padrao médio; inclinagao da curva; limite de detecgao e limite de

quantificagao.
Numero Area Area Area Area Area
30 pgmL | 60 pgtml | 90 pgiml | 120 pgmL | 150 pgnl
1 1230442 2358680 6674169 8443974 10672586
2 1232138 2357650 6674937 9437542 10673759
3 1230235 2357999 6675128 8438473 10672700

Desvio Padrao médio: 3799,52; inclinagao da curva: 74421,68

Limite de detecgao: 0,088 ug/mL; Limite de quantificagao: 0,294 ugtmlL
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5.4.5 Recuperagao (Exatidao)

Os resultados do teste de recuperagéao sao resumidos nas Tabelas 21 e 22.

Tabela 21. Areas de cada filtro solar presente na amostra comercial no teste

de recuperagao do padrao.

Filtro solar | AreaB-3 | AreaBM | AreaMCO | Area SO Area H
%

Q0 376936 125334 699562 65926 84584

100 469103 156301 872820 82185 118013

110 562697 187557 1054589 98642 142465

120 662607 217484 1213215 116085 166865

Legenda: benzofenona 3 (B-3), butiimetoxidibenzoiimetano (BM), metoxicinamato

de octila (MCO), salicilato de octila (SO) e homossalato (H).

Velidagio de Metodoiogia para a Separagdo e Quantificagdo de Filtros Solares empregando Cromatografia

Liquida de Aita Eficiéncia. Marla Luisa de Lourdes Pérez Gonzdlez. Dissertaglo de Mestrado, FCF/ USP,2003



Resuftados 108

Tabela 22. Teste de recuperagao pelo método cromatografico para amostra

comercial.
Fiitro sofar Quantidade de | Quantidade de | Recuperagao
padrao padrao R%
adicionada recuperada
pg/mL pg/mL

Benzofenona-3 72,0 72,7 1011

48,0 45,8 98,5

24,0 23,4 97,7

Butilmetoxidibenzoilmetano 36,0 35,6 98,8
24,0 39,7 99,3

12,0 11,7 98,0

Metoxicinamato de octila 90,0 88,1 97,9
60,0 60,9 101,5

30,0 29,7 99,1
Salicilato de octila 60,0 61,0 101,7
40,0 39,8 99,5

20,0 19,7 98,9
Homossalato 96,0 98,2 102,3
64,0 66,0 101,6

32,0 31,8 99,4
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VI DISCUSSAO

Em consequéncia do estreitamento da camada de ozdnio a partir dos
anos 70, as radiagbes tem atingido a Terra com maior intensidade, causando
efeitos danosos a pele, que sao acrescentados por mudangas nas condigdes
atmosféricas como a poluigao, a sobrexposigao as radiagdes UV para obter
uma pele bronzeada. Como consequéncia, o cancer de pele tem aumentado

muitos nos ultimos anos.

Os produtos com filtros solares que previnem ou minimizam estes
efeitos a cada dia surgem com novas formulas e fatores de protegao solar

que proporcionam uma maior fotoprotegcao

Através deste trabalho de pesquisa, foi analisada uma logao protetora
solar contendo cinco substancias quimicas com a caracteristica de absorgao
de radiagdo na regido ultravioleta A e ultravioleta B, proporcionando uma
fotoprotegdo maior que os filtros que somente atingem uma regido da

radiagao ultravioleta.

Outro alvo importante desta pesquisa foi o desenvolvimento de uma
metodologia facil, simples e rapida com o menor tempo de analise possivel,
proporcionando  determinagdao  simultdnea da  benzofenona 3,
butiimetoxidibenzoilmetano, metoxicinamato de octila, salicilato de octila e
homossalato sem extragbes prévias com solventes orgéanicos, como no
estudo feito por Rastogi e colaboradores (RASTOGI e JENSEN, 1998),
fazendo esta metodologia Unica e inédita para a identificagéo e quantificacao

simultanea em um produto protetor solar Quadro 6
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Internacionaimente pode-se encontrar formuias que combinem quatro
dos filtros em estudo como maximo, mas nao a combinagao dos cinco filtros
solares estudados.(CHISVERT et al., 2003), (JIANG, 1996), (RASTOGI,
1998) e (WATERN, 1997). Quadro 6

IDENTIFICAGAO DOS FILTROS SOLARES

Os resultados obtidos nos testes de identificacdo mediante
espectrofometria UV aplicados a cada um dos filtros solares em solugao
etandlica correspondem aos indicados no roétulo. Encontrou-se os
comprimentos de onda () experimentais onde € maxima a absor¢ao de 287,
355, 310, 310 e 310 nm para benzofenona 3, butiimetoxidibenzoilmetano,
metoxicinamato de octila, salicilato de octila e homossalato respectivamente,
conforme Figuras 20-24 os que correspondem aos obtidos na literatura
(ANDRAE et al., 1998), (KLEIN e STREINBERG, 1998).

ANALISE TERMICA

Através da analise térmica pode-se determinar experimentalmente a
temperatura de fusdo: benzofenona 3; butiimetoxidibenzoilmetano e
temperaturas de perda de massa e temperatura de decomposigao:
benzofenona 3; butilmetoxidibenzoilmetano metoxicinamato de octila,
salicilato de octila e homossalato, cujos resuitados correspondem aos
reportados na literatura (GIOLITO e IONASHIRO, 1988), (IONASHIRO e
GIOLITO, 1980).

Através das curvas TG pode-se observar uma curva caracteristica e
nao se pode identificar nenhum evento. A DTG permitiu verificar um evento e
a visualizagao do pico que corresponde a perda de massa, como pode ser

visto nas Figuras 25 até 30.
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Pode-se observar que as perdas de massas evidenciadas nas curvas
TG/DTG para os filtros solares sélidos e liquidos foram eventos Unicos e

proximos de 100%.Tabela 5

Pode-se observar pela analise das curvas TG/DTG obtidas para as
misturas binarias de filtros solares que ocorre a perda de massa em um

evento unico, conforme a figura 30.

Os resultados sugerem que as perdas de massas nao sao devidas a
um processo de degradagao e sim a volatilizagao dos filtros solares. Isso
poderia ser evidenciado se a termobalanga fosse acoplada a um sistera de

fotovisualizagido dos eventos.

Pode-se determinar as possiveis condigbes de temperatura maxima
em que a analise permite armazenar os filtros sem perda de massa ou
decomposigdo, além de conhecer a possivel estabilidade dos filtros em

condigbes extremas e em comparagao com outros filtros em estudo.

Nos filtros sélidos (mais estaveis) a temperatura de inicio de perda de
massa foi o butiimetoxidibenzoilmetano de 242 °C e para a benzofenona 3
foi de 169 °C, demonstrando estabilidade intermediaria em compara¢iao com
os outros filtros. Para o filtros liquidos como homossalato, o inicio da perda
de massa ocorreu a 141,97 °C, demonstrando ser menos estavel quando
comparado a temperatura ao inicio de perda de massa de 201,11 °C obtida
para o metoxicinamato de octila (mais estavel). A temperatura do inicio da
perda de massa do salicilato de octila foi da ordem de 146,12 °C,
demonstrando também estabilidade intermediaria dentre os filtros liquidos,

Tabela 5.
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Atraves das curvas de DSC pode-se verificar, 0os eventos
endotérmicos, identificando um pico fino caracteristico de fusao e a

visualizacao do pico de decomposigdo (Figuras 25 e 26 e Tabela 7).

Para a benzofenona 3, conforme Figura 25, ha correspondéncia entre
os valores experimentais e com os mencionados por Santoro e
colaboradores (SANTORO, et al.,2001) em relagdo a benzofenona 3, que
possui como faixa de fusao 62-66 °C, sendo observado o valor de 62,3 °C na
curva DSC realizada experimentalmente. Para o butiimetoxidibenzoilmetano
verificou-se o valor de 83,7 °C, enquanto na literatura € mencionada a faixa
de fusao de 81-89 °C (IKEDA, et al.,1989), (MERCK ,1999).

Ao estudar as curvas de analise térmica dos filtros solares pode-se
classifica-los em ordem crescente de estabilidade térmica, de acordo com a
temperatura de “degradacgao-volatilizagdo” apresentada nos resultados:
benzofenona 3; butiimetoxidibenzoilmetano; metoxicinamato de octila;

salicilato de octila e homossalato (Tabela 5).

Eventos endotérmicos associados a perda de massa e variagdo de
entalpia de —-24,9 e -27,7 kJ/mol puderam ser observados através das
curvas DSC de butiimetoxidibenzoilmetano e benzofenona 3,
respectivamente como se mostra na Tabela 7. Os resultados obtidos na
temperatura de decomposigdo e variagdo de entalpia obtidos para o
metoxinamato de octila estdao de acordo com os relatados por SANTORO e
colaboradores.(SANTORO, et al.,2001).

Também nao foram observados eventos isolados nas curvas de DSC.
Esta metodologia poderia ser empregada para quantificagdo dos filtros

associados dois a dois em uma mesma formulagao.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Estudos preliminares

Para encontrar o método de analise foram realizados varios testes
preliminares com diferentes parametros (isocratico, gradiente, variagdes de
fases méveis, velocidade de fluxo, temperatura da coluna, tipo de coluna) e
finaimente foram encontradas as condigdes mais apropriadas para a

separacao dos filtros solares.

Os resultados obtidos indicaram que os filtros solares contidos na
amostra foram isolados e quantificados, sem necessidade de extragoes
prévias com solventes organicos como no trabalho de Rastogi (RASTOGI e
JENSEN, 1998).

Como se demonstrou no experimento 1 (Figura 31), ndo foi possivel
obter a separagédo pelo método isocratico e fase movel (metanol.agua na
proporgao (90:10 viv).) (NIGAM, et al., 2000), Nao se conseguiu a separagao
dos filtros BM, MCO € H. (Figura 32).

Foi utilizada uma nova coluna NovaPack®C18 e nao houve melhora
nos resultados. Em seguida, utilizou-se o tetrahidrofurano (THF) com agua
na proporgao (90:10 v/v). Comparando o experimento 6 ( método isocratico)
com o experimento 7 (método gradiente) (YAMAMOTO, et al.,1986),
verificou-se que nao se obteve boa separagdo dos BM e MCO (Figura 34 e
Tabela).

O efeito da temperatura da coluna cromatografica foi verificado
mudando-se a temperatura da coluna de 40 °C até 28 °C. Diferentes

solventes foram misturados dentro do sistema: a bomba A contém fase
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movel THF e agua (25:75 v/v) e a bomba B metanol e agua (70:30 v/v). No
experimento 10 mudou-se novamente a mistura de solventes acetonitrila e
agua nas proporgdes (10:90) na bomba A e (90:10) na bomba B. Nao foi
possivel separar completamente BM e MCO, nao obstante foram separados
He SO (Tabela 1).

Pode-se observar na Figura 35 o cromatograma do experimento 15
obtido em coluna Symmetry® C-18, temperatura da coluna 40 °C, método
gradiente, mas com fase mével A tetrahidrofurano:agua (10:90 v/iv) e fase
mével B tetrahidrofurano:agua (90:10 viv), vazao: 1,0 mL/min; injegao 20pul ;
detec¢ao: 310 nm. Foi possivel a separagao definida do BM e MCO que até
agora nao se podia separar, mas os outros filtros permaneceram juntos
(Tabela 1) .

Posteriormente, foram obtidas variagdes dos tempos de retengao a
partir de concentragées propostas da fase mével. As experiéncias 10-12
mostraram a separagdo completa de BM e MCO. Os resultados do
experimento 18 ate 19 com fase movel acetonitrila:agua (90:10 viv)
(ESPINOSA, et al., 2000) e as mesmas condi¢bes cromatograficas levaram
a separagdo dos cinco filtros solares. Embora ndo se obtivesse o6tima

resolugéo, os picos estavam separados.

Verificou-se que o experimento 20 mostrou a separagao dos cinco
filtros solares e que o ultimo pico aparece com tempo de retengao de 18

minutos. Figura 36

Os resultados do experimento 21 (Figura 37) demonstram que o
método obtido permite a separagdo completa dos cinco filtros na logao
protetora solar e que o ultimo pico aparece com tempo de retengao de 16

minutos, levando a uma redugéo no tempo de analise.
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As curvas de calibragédo obtidas para os cinco filtros em estudo foram
analisadas pelo método dos minimos quadrados (WERNIMONT, 1987) . A
curva de calibragdo dos filtros presentes na amostra comercial num
intervalo de 72,0 a 178,0 ug fnL para benzofenona-3 (Tabelas 7 e Figuras
39,) de 36,0 a 84,0 ug ML para butiimetoxidibenzoilmetano (Tabelas 8 e
Figura 40) de 90,0 a 210,0 ug ML para metoxicinamato de octila (Tabelas 9
e Figura 41) de 60,0 a 140,0 pg /L para salicilato de octila e (Tabelas 10 e
Figura 42) de 96,0 a 224,0 pg L para homossalato (Tabelas 11 Figura 43)

mostram a linearidade do método.

A curva de calibragdo da mistura de padroes demonstra a
proporcionalidade direta das concentragcdo de cada filtro em exame dentro
de uma relagao conhecida de 72,0 a 160,0 pg /L que correspondem a 3
mL a 7 mL de benzofenona 3 (B-3), butiimetoxidibenzoiimetano (BM),
metoxicinamato de octila (MCO), salicilato de octila (SO) e homossalato

(H). Conforme a Figura 44.

Determinagdo de interferentes-Especificidade

O método é especifico ou seletivo quando tem a habilidade de medir com
exatidao e especificidade uma substancia em analise na presenga de outros
componentes que possam estar presentes na amostra como: precursores

sintéticos, enantibmeros e produtos de degradagao.

Realizou-se um estudo comparativo ao sobrepor os cromatogramas
referentes & amostra comercial, o padr&o e o branco, podendo- se observar
que o branco ou logdo base néo interferiu em nenhum componente do pico
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Precisao—-Coeficiente de variagio

O coeficiente de variagao em porcentagem ou desvio padrao meédio
relativo determina a variagao limite da analise. Pode-se calcular mediante 10
determinagdes para cada amostra de filtro solar cuja concentragao tedrica
foi o equivalente de 60 mg de B-3mL; 75 mg de MCO/MmL; 30 mg de BMmL,;
50 mg de SO/ML e 80 mg de HimL em 1 g da amostram (Tabela 21). A
Tabela 22 demonstra o coeficiente de variagdo, desvio padrao médio e a
porcentagem do intervalo de confianga respectivamente para benzofenona-3
de 2,16; 0,97; 104,1811,565%, para o butiimetoxidibenzoimetano de 1,07;
0,48; 102,30+0,76%, para o metoxicinamato de octila de 2,36; 1,57;
102,81%+1,69, para o salicilato de octila de 1,58; 0,71; 103,22 +1,13%, para
o homossalato foi de 2,44; 1,09; 103,12 + 1,75%.

Extiddo- teste de recuperagao

As porcentagens de recuperagao %R obtidas para benzofenona 3, butil
metoxidibenzoilmetano, metoxicinamato de octila, salicilato de octiia,
homossalato foram : 98,5%, 98,8%, 99,1%, 98,9% 99,4% respectivamente
(tabela 22)
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