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RESUMO

Protetores solares sdo produtos cosméticos de suma importancia e previnem uma série de
danos que podem ser causados na pele das pessoas. FPS é o fator de protecéo solar que indica
0 quanto a formulacdo fotoprotetora é capaz de proteger um individuo da radiacdo
ultravioleta e normalmente é determinado a partir de testes realizados in vivo em seres
humanos, a partir da obtengdo da dose eritematosa minima. A fim de obter uma rapidez
maior na realizacdo dos testes, menor custo e menor demanda de profissionais, além de
reducdo dos riscos de queimadura nos voluntarios humanos submetidos aos testes in vivo,
surge a necessidade da utilizacdo de métodos in vitro como forma de primeira analise de
FPS. Assim, foram testadas e comparadas as metodologias in vitro de Mansur (1986) e
COLIPA (2011) para determinacdo do FPS de formulacdes comercializadas no Distrito
Federal. Foram testadas 5 formulac6es pelo método de Mansur e 3 pelo método COLIPA.
Os resultados pelo método de Mansur foram invalidados pelo teste com o padrdo homosalato
8%, que se encontrou abaixo do preconizado pelo FDA. A metodologia Mansur apresentou
dificuldades de solubilizacdo da amostra e FPS consideravelmente abaixo do rotulado com
a aplicacdo de dois métodos de solubilidade distintos e com a utilizacdo de solventes
diferentes. Os resultados de FPS para as amostras usando essa metodologia foram de 4,54;
6,31 e 6,32 para trés amostras de protetores com FPS rotulado de 30, utilizando o método de
solubilidade I; 6,46 e 6,34 para protetores com FPS rotulado de 30, utilizando o método de
solubilidade Il com o solvente etanol; 6,55; 6,99; 6,67 e 6,90 para quatro amostras de
protetores com FPS rotulado de 30 e 11,54 para o protetor com FPS rotulado 50, utilizando
0 método de solubilidade 11 com o solvente isopropanol. O método COLIPA se mostrou mais
eficiente nos testes, apesar de ter apresentado resultados abaixo do fator de protecdo que
constava na embalagem (14,92 para o protetor com FPS rotulado 30 e 31,80 para o de FPS
rotulado 50). Apresentou também um FPS de 39,64 para uma formulacdo de FPS 30 rotulado.
A metodologia de COLIPA se mostrou melhor do que a metodologia de Mansur para ser
utilizada em testes in vitro de determinacdo do FPS, porém séo necessarios mais estudos
para que possa haver mais confiabilidade nesse teste e para que se obtenha resultados ainda
mais proximos do real.

Palavras-chave: FPS. Teste in vitro. Mansur. COLIPA.



1. INTRODUCAO

1.1. Radiacéo solar

A radiacdo solar é aquela emitida pelo sol, que é formada por diversos espectros,
porém ha trés tipos principais que atingem a terra: a radiagdo infravermelha, a luz visivel e
a radiacdo ultravioleta. Elas representam respectivamente cerca de 50%, 40% e 10% do total
da radiacdo que chega a superficie do planeta (SCHALKA et al., 2014).

Radiag&o ultravioleta, segundo a definicdo da ANVISA na RDC N° 30/2012 trata-se
da radiacdo emitida pelo sol que compreende o espectro eletromagnético de 200 a 400 nm e
esta classificada em trés tipos: ultravioleta A (UVA, encontra-se na faixa de 320 a 400 nm),
ultravioleta B (UVB, faixa de 290 a 320 nm), e a ultravioleta C (UVC, faixa de 200 a 290
nm) (BRASIL, 2012).

A intensidade (energia) das radiacdes é inversamente proporcional ao tamanho do
comprimento de onda, portanto, radiagdes com comprimentos de onda menores possuem um
maior potencial de causar danos. Assim, a radiacdo UVC seria a mais prejudicial, porém ela
é detida pela camada de 0z6nio (FLOR e DAVOLOS, 2007).

A radiagdo UVB possui uma maior energia que a UVA e é em sua maioria retida na
camada de 0zonio, mas parte dela consegue atravessar e penetrar a epiderme, causando danos
mais visiveis a pele e em um menor tempo (danos agudos), bem como danos cronicos. Ela
provoca vermelhidfes, queimadura solar, mas também é conhecida por ter uma forte
correlacdo com o aparecimento de cancer de pele, pois pode provocar danos no DNA
(MELO e RIBEIRO, 2015). Esses danos sdo causados pela interagdo desta radiagédo com o
material genético, gerando mutag¢fes como dimeros de pirimidina, relacionadas ao cancer de
pele ndo melanoma. A UVB também pode colaborar para o aparecimento de fotodermatoses

(BALOGH et al., 2011).
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A radiacdo UVA é a que tem uma menor absor¢do na atmosfera e, portanto, € a que

mais atinge a superficie da terra, representando cerca de 95% da radiacdo UV que chega ao
planeta (FLOR e DAVOLOS, 2007). Embora ela ndo cause um dano imediato e visivel na
pele, essa radiacdo consegue penetrar mais fundo, podendo chegar a derme, contribuindo
para a formacao de uma série de danos causados pelo sol. Assim, a UVA ¢é responsavel por
danos cronicos e gradativos a pele, induzindo o envelhecimento precoce por provocar a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (MELO e RIBEIRO 2015). Além disso, ela €
causadora de imunossupressdo e também contribui para o desenvolvimento de cancer de pele

(MATTS et al., 2010).

1.2. Efeitos maléficos da radiacdo solar para a pele

A falta da utilizacdo de protetores solares pelos brasileiros é a principal causa do
aumento da ocorréncia de cancer de pele na populacdo. Dados divulgados pelo Instituto
Nacional de Cancer (INCA), 6rgao auxiliar em a¢des de prevencéo e controle de cancer no
Brasil, mostram que para o ano de 2018 foram estimados 165.580 novos casos de cancer nao
melanoma, o tipo mais frequente de cancer no pais (30%). Esse tipo de cancer se desenvolve
principalmente em pessoas de pele clara, com maior sensibilidade a acdo dos raios solares,
ou com doengas cutaneas prévias (INCA, 2018).

A fim de diminuir esses casos de cancer de pele, é necessario que haja fotoprotegéo,
que segundo o Consenso Brasileiro de Fotoprotecdo da Sociedade Brasileira de
Dermatologia, engloba uma série de medidas tomadas para diminuir a exposi¢do aos raios
solares e prevenir danos agudos e cronicos a pele. Dentre essas medidas de fotoprotecao, ha
a protecdo pela utilizacdo de roupas e acessorios, a protecdo por meio de janelas de vidro e

coberturas e a protecdo pelo uso de filtros solares ou protetores (SCHALKA et al., 2014).
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A utilizacdo de protetores solares € a principal medida cosmética usada para reduzir
esses efeitos danosos da radiacdo UV na pele (BALOGH et al., 2011). A RDC N°. 30 de

2012 da ANVISA definiu protetor solar como:

“Qualquer preparacdo cosmética destinada a entrar em contato com a pele e
labios, com a finalidade exclusiva ou principal de protegé-la contra a radiacéo

UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiacdo” (BRASIL, 2012).

1.3. Uso de protetor solar

Embora haja evidéncias dos danos causados pela radiacdo UV, muitas pessoas ainda
ndo utilizam protetores solares. Uma pesquisa realizada em 2015 nos Estados Unidos
mostrou que a grande maioria da populacdo do pais ndo usa. Apenas 18,8% dos homens e
42,6% das mulheres utilizavam protetor solar no rosto e 19,9% dos homens e 34,4% das
mulheres passavam em outras partes expostas da pele (HOWMAN, 2016).

No Brasil, embora seja um pais que por sua localizacdo recebe uma incidéncia de
raios solares maior, o cenario ndo € muito diferente. Segundo a Sociedade Brasileira de
Dermatologia, apenas 30% da populacdo do pais aplica protetor solar diariamente (MELO;

RIBEIRO, 2015).

1.4. Composicéo dos protetores solares (filtros organicos x filtros inorgéanicos)

O protetor solar contem em sua formulacdo uma combinacéo de filtros solares que
irdo realizar o papel de protecdo, sendo eles moléculas ou complexos de moléculas que
absorvem, refletem ou dispersam a radiagdo UV (BALOGH et al., 2011). Esses filtros podem
ser organicos ou inorganicos dependendo da forma que eles atenuam essa radiacdo

(GONTIJO, 2009).
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Os filtros organicos, também chamados de quimicos, agem como cromaoforos, pois
absorvem as radia¢Ges UV, vao para o estado excitado e depois retornam ao estado normal,
liberando calor e outras formas de energia ndo danosas a pele. A fotoestabilidade desses
filtros (capacidade de absorver radiacdo repetidas vezes) influencia demasiadamente na sua
eficacia (GONTHO, 2009).

Ha trés tipos de filtros organicos: os que sdo UVA, os que sdo UVB e os de amplo
espectro, que oferecem protecdo contra ambos. Um dos filtros UVB mais potentes cujo uso
é permitido no Brasil é o 4-metoxicinamato de 2—etilhexila. Ele pertencente a classe dos
cinamatos, absorve a radiacdo entre 270-328 nm e é popular na Europa e nos EUA. Outra
classe de filtros organicos UVB é a dos salicilatos, conhecidos por apresentarem boa
seguranca, estabilidade, e serem insolUveis em agua (ndo diminuem a eficacia deles em
contato com a agua). Os filtros dessa classe absorvem entre 290-315 nm, e um dos
representantes dela é o salicilato de homomentila (homosalato) (BALOGH et al., 2011).
Esse filtro € muito utilizado nas formulacdes, servindo inclusive como padrdo em testes de
determinacéo de FPS in vitro (Fator de Protecdo Solar) (MANSUR et. al., 1986a).

Um dos filtros UVA mais utilizados nas formulacdes é o acido tereftalideno, que
absorve entre 290 e 390 nm. Esse filtro € fotoestavel e protege contra o fotoenvelhecimento
(BALOGH et al., 2011).

Os filtros inorganicos também sdo chamados de fisicos por formarem uma barreira
na superficie da pele, impedindo a passagem dos raios solares. Eles apresentam grande
eficacia e ndo sdo sensibilizantes, sendo mais indicados para individuos alérgicos ou de pele
sensivel (CABRAL, 2013). Eles podem refletir, dispersar ou absorver as radiacbes UV,
conforme o tamanho de suas particulas (GONTIJO, 2009).

Os filtros formados por particulas grandes (200 a 500 nm) refletem e por isso sdo

bastante eficazes na protecdo, apesar de terem menor aceitagdo do publico (GONTIO,
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2009). Essas caracteristicas que os deixam com menor aceitabilidade do puablico séo a
permanéncia de uma coloracao esbranquicada e opaca na pele apos aplicacdo, transferéncia
da formulacdo para as roupas com consequente perda do produto e diminuicdo da
fotoprotecdo no local, e maior capacidade de causar hiperqueratinizacéo folicular na pele
(BALOGH et al., 2011). Porém, como essas particulas sdo grandes, normalmente néo
penetram na pele, ficam no estrato corneo e sdo eliminadas com a descamacdo normal da
pele, sendo entdo menos alergénicos (BAILLO, 2012).
Ja os filtros formados por particulas pequenas (10 a 50 nm), dispersam ou absorvem
a radiacdo e por isso sdo menos eficazes contra a radiacdo UVA. Além disso, particulas
menores costumam formar mais agregados, diminuindo assim a fotoprotecdo; embora esse
problema seja possivel de ser resolvido com a adi¢cao de compostos como a silica para manter
a dispersdo das particulas (GONTIJO, 2009). Essa diminuicdo da fotoprotecdo pela
formacéo de agregados se da porque as microparticulas ndo devem absorver nem espalhar a
radiacdo visivel, e sim apenas a radiacdo UV (FLOR, 2007), porém a formacao de agregados
pode provocar um aumento na difracdo e reflexdo da faixa de luz visivel pelas particulas,
diminuindo sua eficacia contra a radiacdo UV (SURMAN, 2008). Ademais, essas
nanoparticulas possuem a capacidade de serem absorvidas pela pele porque sdo muito
pequenas, o que facilita seu acesso a corrente sanguinea e permite o atravessamento de
membranas bioldgicas, podendo causar agregacdo de proteinas e até mesmo induzir a
formacgéo de radicais livres (BAILLO, 2012). Apesar dos problemas, esses filtros séo
cosmeticamente melhores do que os de particulas grandes, possuindo maior aceitacdo do

publico por ficarem transparentes apos aplicacdo (BALOGH et al., 2011).
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1.5. Fator de Protecdo Solar e a eficacia dos protetores solares

A eficécia dos protetores solares é medida pelo FPS (Fator de Protecdo Solar).
Segundo a RDC N°. 30 de 2012 da ANVISA, ele ¢ definido como o “valor obtido pela razao
entre a dose minima eritematosa (que causa rubor), em uma pele protegida por um protetor
solar (DMEp) e a dose minima eritematosa na mesma pele quando desprotegida (DMEnp) .
A dose minima eritematosa (DME), também definida na mesma resolucao, ¢ “dose minima
de radiacdo ultravioleta requerida para produzir a primeira reacao eritematosa perceptivel
com bordas claramente definidas, observadas entre 16 e 24 horas apds a exposi¢do a radiacdo
ultravioleta, de acordo com a metodologia adotada” (BRASIL, 2012).

Esse fator de protecdo solar, porém, estd mais relacionado com a radiacdo UVB, a
que provoca queimaduras solares na pele. Durante varios anos, a protecdo contra esse tipo
de radiacdo era suficiente para uma formulacdo de protetor solar. Com a descoberta de que
a radiacdo UVA, ainda que a longo prazo, provocava também danos na pele dos individuos,
0s Orgaos tanto internacionais quanto nacionais passaram a exigir também a protecdo contra
os raios UVA para o registro e comercializacdo da formulacdo (MOURA, 2012).

O fator de protecdo UVA (FPUVA), segundo a definicdo contida na RDC N°. 30 de
2012 da ANVISA, é o “valor obtido pela razdo entre a dose minima pigmentaria em uma
pele protegida por um protetor solar (DMPp) e a dose minima pigmentéria na mesma pele,
quando desprotegida (DMPnp) . A dose minima pigmentéria, segundo a mesma resolucéo,
¢ “dose minima de radiagdo UVA requerida para produzir um escurecimento pigmentario
persistente da pele com bordas claramente definidas, observado entre 2 e 4 horas ap6s a
exposi¢ao a radiacao UVA” (BRASIL, 2012).

Baseando-se entdo nas informacBes da ANVISA, dose minima eritematosa e dose
minima pigmentaria sdo conceitos distintos. O primeiro se relaciona com as queimaduras

solares provocadas pela radiacdo UVB (vermelhidfes), que demoram mais tempo para
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aparecerem, enquanto que o segundo se relaciona com o0 escurecimento pigmentario
persistente da pele provocado pelas radiacbes UVA, mais conhecido como bronzeamento,
que leva menos tempo para aparecer. Esse escurecimento é formado devido a foto-oxidagéo

da melanina pré-formada (SCHALKA, 2008).

1.6. Determinacdo do FPS no ambito internacional e nacional

Em 1978 foi proposto, pela agéncia regulatoria norte-americana (Food and Drug
Administration - FDA), o primeiro método para a determinacdo do fator de protecéo solar.
Tratava-se de um método in vivo, e o FPS era obtido utilizando o célculo da dose eritematosa
minima, cujo resultado era adquirido por meio de um teste realizado com voluntarios. No
experimento, eles eram expostos a radiacdo artificial com parte da pele protegida pelo
protetor solar e parte ndo, sendo visto o tempo de formacao de eritema. Apo6s a divulgacao
dessa metodologia, outras foram propostas também por diferentes agéncias, como a alema
Deutches Institut fir Normung (DIN), que publicou a norma DIN 67501, uma versao
diferente da que havia sido proposta pela FDA, tendo como principais diferencas a
quantidade de protetor aplicada na pele e a lampada utilizada para emissdo de radiacdo (era
utilizada pelo FDA a lampada de arco xendnio, cuja faixa de radiacdo UV era de 160 a
380nm, e pela DIN era proposta a utilizacdo da luz natural ou lampada de mercdrio, cujas
principais linhas de emissdo na faixa UV sdo 184,4nm e 254nm, sendo UVC e 365nm, sendo
UVA) (SCHALKA, 2011).

Em 1993 a FDA divulgou uma proposta de monografia, mas apenas em 1999 ela
publicou a monografia final intitulada “Sunscreen Drug Products For Over-The-Counter
Human Use; Final Monograph” descrevendo quais os testes que deveriam ser realizados

para a avaliacdo da eficicia dos protetores solares. Em 2011, a agéncia publicou uma revisao
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e complementagdo dos testes intitulada “Labeling and Effectiveness Testing: Sunscreen
Drug Products for Over-the-Counter Human Use “ (SCHALKA, 2011).

Além do FDA, outras agéncias regulatorias e instituicbes como a The European
Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association (Associacdo Europeia da Industria de
Cosméticos, Higiene Pessoal e Perfumaria - COLIPA), propuseram metodologias. Em 2006
foi publicada uma monografia intitulada “International Sun Protection Factor (SPF) Test
Method ” (SCHALKA, 2011).

Fora do Brasil, recentemente, as analises de FPS sdo feitas utilizando tanto métodos
in vivo quanto métodos in vitro. Os documentos mais recentes da ISO (Organizacédo
Internacional para Padronizacdo) que tratam da metodologia dos testes sdo o ISO 24444,
publicado em 2010, cujo titulo é “Sun protection test methods: In vivo determination of the
sun protection factor (SPF)” ¢ a ISO/TR 26369, publicada em 2009 cujo titulo ¢ “Sun
protection test methods - Review and evaluation of methods to assess the photoprotection of
sun protection products”, com a presenga de varios métodos in vitro e in vivo de varios paises
no documento.

Atualmente, no Brasil, para a determinacdo do FPS das formulacGes, sdo aceitos
somente métodos in vivo, segundo a RDC n° 30 de 1 de junho de 2012, que aprova o
regulamento técnico do Mercosul sobre protetores solares em cosméticos e da outras
providéncias. Nessa resolucdo consta que séo permitidas apenas as metodologias presentes
na monografia do FDA de 1999 e suas atualizagdes posteriores e as constantes na monografia
do COLIPA de 2006 e suas atualizagdes. Nenhum metodo in vitro é considerado pela
ANVISA para determinacdo do fator de protecédo solar, nem mesmo a metodologia in vitro
desenvolvida pela COLIPA. J& para a determinagdo do nivel de protecdo UVA, a agéncia
regulatéria brasileira coloca, na mesma resolu¢do mencionada, que aceita um método in vivo

descrito pela European Commmision publicado em 1995 intitulado ‘“Standardization
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Mandate Assigned to CEN Concerning Methods for Testing Efficacy of Sunscreen Products
-2006 Annex 2 - Determination of the UVA protection factor based on the principles
recommended by the Japanese Cosmetic Industry Association”, e uma metodologia in vitro
proposta por COLIPA publicada em 2009 intitulada “In Vitro Method for the Determination
of the UVA Protection Factor and"Critical Wavelength” Values of Sunscreen Products”
(BRASIL, 2012).

Os métodos de determinacdo de FPS e de fator de protecdo UVA in vivo demandam
que haja uma selecdo de voluntarios (que pode envolver mais tempo e maior complexidade),
uma equipe de médicos, mdo de obra mais especializada para comandar os testes,
equipamentos mais dispendiosos e maior custo total para a realizacao dos testes (VELASCO
etal., 2010).

Levando em consideracdo a informacdo de que no Brasil s6 ha a aceitacdo de
metodologias in vivo para a determinacdo do FPS e visando uma menor utilizacdo de animais
em testes, bem como uma rapidez maior na realizacdo desses, menor custo e menor demanda
de profissionais, além de reducdo dos riscos de queimadura nos voluntarios humanos
submetidos aos testes in vivo, surge a necessidade da utilizacdo de métodos in vitro como
forma de primeira andlise de FPS.

Esse trabalho surge entdo com a finalidade de comparar métodos in vitro ja existentes
para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) de protetores solares utilizando
técnicas envolvendo absorbancia e reflectancia, a fim de propor a aceitacdo de um deles por
parte de desenvolvedores e fabricantes desses produtos.

Diante de dois métodos in vitro de determinacdo de FPS com fundamentos distintos,
surge a necessidade de averiguar qual o melhor método de determinacdo, considerando
reprodutibilidade e precisdo das determinagdes. A determinacdo do FPS de produtos

comerciais pode fornecer informagdes acerca da qualidade de tais produtos disponiveis para
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a populacdo e é importante conferi-lo confrontando o FPS descrito nos rotulos e os
determinados experimentalmente de protetores solares adquiridos no comércio farmacéutico

do Distrito Federal.

1.7. Objetivos
1.7.1. Objetivo geral

Comparar os métodos in vitro para a determinacéo do Fator de Protecdo Solar (FPS)

de protetores solares utilizando técnicas envolvendo absorbancia e reflectancia.

1.7.2. Objetivos especificos

. Determinar o FPS de protetores solares pelo método in vitro de Mansur
(1986);

. Determinar o FPS de protetores solares pelo método in vitro do COLIPA

(2011);

. Comparar as metodologias in vitro do COLIPA (2011) e de Mansur (1986)
para determinacdo do FPS de protetores solares;

. Comparar o FPS descrito nos rotulos e os determinados experimentalmente
de protetores solares adquiridos no comercio farmacéutico do Distrito Federal.

. Obtencéo de formulacdo gel-creme com incorporagdo de substancia com FPS
bem definido para melhor avaliacdo da adequabilidade dos métodos utilizados para a

determinacéo de FPS.



2. METODOLOGIA

As analises do Fator de Protecdo Solar das formulacbes foram realizadas pelos
métodos do COLIPA invitro de 2011 e o do Mansur de 1986. Os protetores solares utilizados
para os testes foram formulacGes adquiridas do comércio farmacéutico do Distrito Federal.
Foram avaliadas 5 formulacgdes pelo método de Mansur, sendo 2 gel-creme, 2 cremes e 1
locdo. Para o método COLIPA foram testadas trés dessas 5 formulagoes, sendo 1 gel-creme,
1 creme e 1 logdo. Quatro das cinco formulacdes tinham FPS 30 rotulado (protetores A, B,

C e D) e uma tinha FPS 50 (protetor E). Na Tabela 1 sdo identificadas e descritas as

formulac@es utilizadas.

Tabela 1: Identificacdo e descricdo das formulacdes utilizadas nos ensaios para

determinacéo de FPS

Protetor _— Filtros solares presentes  Classificagdo do filtro
Descricgao
solar
Octocrileno Quimico lipossolavel
UvB
Salicilato de 2-etilhexila Quimico lipossolavel
UuvB
Formulacgéo creme Avobenzona Quimico lipossolavel
Protetor A de FPS 30 rotulado UVA
. - Fisico lipossoltvel
Dioxido de titanio UVA/UVB
s - Fisico lipossoltvel
Hidroxido de aluminio UVA/UVB
Avobenzona Quimico lipossolavel
UVA
. Quimico lipossoluvel
Octocrileno UVEB
Formulagéo creme Etlhexil triazona Quimico lipossolavel
Protetor B ¢ Fps 30 rotulado UVB
Bis-etilhexiloxifenol Quimico lipossolavel
metoxifenil triazina UVA/UVB
Dioxido de titanio Fisico lipossolavel
UVA/UVB
Formulacgéo locédo Homosalato Quimico lipossolavel
Protetor C de FPS 30 rotulado UVB




22

Formulacéo gel-

Octocrileno Quimico lipossolavel
UuvB
Salicilato de 2-etilhexila Quimico lipossoluvel
uvB
Avobenzona Quimico lipossoluvel
UVA
Dioxido de titanio Fisico lipossoltvel
UVA/UVB
Etilhexil triazona Quimico lipossoluvel
uvB
Acido tereftalideno Quimico hidrossoltvel
dicanfora sulfénico UVA
L . Fisico lipossoluvel
Hidroxido de aluminio UVA/UVB
Etilhexil metoxicinamato Quimico lipossoluvel
uvB
Bis-etilhexiloxifenol Quimico lipossolavel
metoxifenil triazina UVA/UVB

Metileno bis-

Quimico hidrossoluvel

Protetor D creme de FPS 30 benzotriazolil UVA/UVB (também
rotulado tetrametilbutilfenol reflete o UV)
Dioxido de titanio Fisico lipossoltvel
UVA/UVB
Oxido de aluminio Fisico lipossoluvel
UVA/UVB
Homosalato Quimico lipossoluvel
uvB
Salicilato de 2-etilhexila Quimico lipossoluvel
uvB
Etilhexil triazona Quimico lipossolavel
uvB
Bis-etilexiloxifenol Quimico lipossolavel
metoxifenil triazina UVA/UVB
« Drometrizol trisiloxano Quimico lipossolavel
Formulagéo gel- UVA/ UVB
Protetor E  creme de FPS 50 PO PONT .
rotulado Avobenzona Quimico lipossolavel
UVA
Octocrileno Quimico lipossolavel
uvB
Hidrdxido de aluminio Fisico lipossolavel
UVA/UVB
Acido tereftalideno Quimico hidrossoluvel
dicamfor sulfonico UVA
Dioxido de titanio Fisico lipossolavel
UVA/UVB

Fonte: Dados obtidos a partir do rotulo das formulagfes dos protetores solares utilizados para os ensaios de

determinacdo de FPS.
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2.1. Determinacao de FPS por métodos de espectrofotometria de absorbancia
Para a analise do FPS in vitro por método espectrofotométrico foi utilizada para os
calculos e determinacdo do FPS a metodologia de MANSUR (1986), que esta descrita no
artigo “Determinagdo do fator de protecdo solar por espectrofotometria”. Para executar o
preparo das amostras e realizacdo dos testes, foram utilizados como base dois artigos que
descrevem metodologias diferentes para solubilizar as amostras de protetor solar para a
efetuacdo dos testes e dos célculos do FPS pelo método Mansur. Essas metodologias
utilizadas foram segundo Ribeiro (2004) (método de solubilidade | para determinacdo de
FPS) e segundo Dutra (2004) (método de solubilidade Il para determinacdo de FPS). A
utilizacdo de duas metodologias diferentes de preparo da amostra para realizacao dos testes
de Mansur e a modificacdo de aspectos delas foram feitas visando uma melhor solubilizacédo
da amostra e uma obtencdo de resultados de FPS mais préximos aos rotulados. As leituras
das amostras foram feitas no espectrofotémetro UV/VIS Evolution 60S da Thermo scientific
com emprego de lampada de xénon, utilizando cubeta de quartzo, sendo medidas as
absorbancias nos comprimentos de onda de 290 a 320 nm, com um intervalo de leitura de 5

em 5 nm.

2.1.1. Método de solubilidade | para a determinacgédo de FPS

Utilizando essa metodologia, pesou-se 500 mg da amostra de protetor solar em um
béquer de 100 mL e colocou-se 30 mL de etanol. Mexeu-se entdo a mistura com um bastao
de vidro, e em seguida promoveu-se agitagdo mecénica com agitador magnético por 10
minutos, a fim de que o processo auxiliasse na solubilizacdo da amostra. Apos esse
procedimento, a preparacdo foi colocada em um baldo volumétrico de 100 mL, sendo feita
uma transferéncia quantitativa, e entdo foi completado o volume com o etanol. Agitou-se

ligeiramente a mistura e transferiu-se uma aliquota de 1 mL dessa para um baldo de 25 mL.
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Completou-se entdo o volume com etanol e agitou-se a preparacdo ligeiramente para
distribuicdo da aliquota no solvente. Apos essas diluicdes, a concentracao final da amostra
foi de 0,2 mg de protetor por mL de solvente, concentracdo exigida para a realizacdo da
leitura para determinacdo do FPS, segundo a metodologia utilizada. Por fim, foi realizada a
leitura em triplicata da amostra, em espectrofotémetro, utilizando cubeta de quartzo. Foi
medida a absorbancia nos comprimentos de onda de 290 a 320 nm, com um intervalo de

leitura de 5 em 5 nm. O branco utilizado no teste foi feito com o etanol (RIBEIRO, 2004).

2.1.2. Método de solubilidade Il para a determinacéo de FPS

Pesou-se 1 g do protetor solar em um béquer de 250 mL, colocou-se
aproximadamente 95 mL do alcool (etanol ou isopropanol, ambos foram testados), misturou-
se com um bastdo de vidro, seguido de agitacdo mecanica com agitador magnético por 10
minutos, a fim de que o processo auxiliasse na solubilizacdo da amostra. Posteriormente,
levou-se 0 béquer ao ultrassonicador por 10 minutos para uma melhor solubilizacdo, sendo
realizada leve agitacdo manual concomitantemente. Apés esse procedimento, o contetdo foi
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com o alcool
(DUTRA, 2004).

Depois dessa etapa foram feitos dois procedimentos diferentes para comparar 0s
resultados, a fim de verificar se haveria discrepancia entre eles e se algum deles daria um
resultado maior de FPS. Em um teste foi realizada a filtracdo dessa mistura utilizando
algodéo, rejeitando-se os 10 mL iniciais; e em outro ensaio ndo foi realizada a filtragéo
prévia. Em seguida, ap6s os procedimentos e posterior agitacdo para que a preparacao toda
tivesse a mesma concentracao do analito, utilizou-se uma aliquota de 5 mL dessa, transferiu-
se para um baldo de 50 mL e o volume foi completado com o mesmo alcool que estava sendo

utilizado. Por fim, tomou-se uma aliquota de 5 mL da ultima dilui¢éo e transferiu para baldo
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volumétrico de 25 mL, sendo completado o volume com o alcool. Apds essas diluicdes, a
concentracdo final da amostra foi de 0,2 mg de protetor por mL de solvente, concentracédo
exigida para a realizacao da leitura para determinacéo do FPS (DUTRA, 2004).
Terminadas todas as etapas, obteve-se uma solucdo, de aspecto mais transparente.
Foi realizada a leitura em triplicata da amostra, no espectrofotémetro, executando-se breve
agitacdo da amostra antes da colocacdo dela na cubeta. Foi medida a absorbancia nos
comprimentos de onda de 290 a 320 nm, com um intervalo de leitura de 5 em 5 nm. O branco
utilizado no teste foi feito com o mesmo solvente utilizado, sendo entéo o alcool usado nas
diluicdes das amostras (DUTRA, 2004).
A fim de ilustrar melhor todas as etapas realizadas nos testes utilizando o método de

solubilidade Il, foi elaborado um esquema (Figura 1).

5 . ;
2° Diluir em 1 do alcool 3° Cobrir o béquer com papel
filme e colocar  no

1° Pesa 1g de protetor em um e c!e_lxar ne @ tador ultrassonicador por 10min
béquer de 250mL magnetico por 10m.1f1 com agitagio manual

6° Pegar uma aliquota de SmL
da preparagio anterior e
colocar em um baldo de 25
mL, completando o volume
com o alcool

7° Realizar as leituras em
triplicata no
espectrofotdmetro

com algodio,
rejeitando os primeiros 10mL,
ou ir direto para as demais
etapas

5° Pegar uma aliquota de SmL 49  Filtrar
da preparagio anterior e
colocar em um baldo de 50
mL, completando o volume
com o alcool

Figura 1: Esquema ilustrativo do método de solubilidade 11
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2.1.3. Célculos do FPS baseados em Mansur
Finalizada as leituras em ambos os métodos, foram feitos os célculos de FPS de

acordo com Mansur (1986), Equacao 1:

Equacéo 1

320
FPS = FC x Z EEQ) x I (A) x Abs (1)
290
Sendo:

FC = Fator de correcao, que é 10 (baseado na medida do padrdo creme 8% de homosalato,
cujo FPS é 4).

EE = Efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda A.

I (A) = Intensidade da luz solar no comprimento de onda A.

Abs (M) = Leitura espectrofotométrica da absorbancia da solucao preparada no comprimento
de onda A.

O fator de correcdo é um valor fixo ja estabelecido. Esse valor foi 0 ajuste necessario
na equacao para que o resultado do céalculo do FPS do padréo creme de homosalato 8% fosse
4, que é o valor conhecido do composto.

A multiplicacdo do efeito eritematogénico (EE) pela intensidade solar € um valor

padrdo para cada comprimento de onda e estd na Tabela 2 (MANSUR, 1986).
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Tabela 2: Relacdo entre os comprimentos de onda e a multiplicacdo do efeito
eritematogénico pela intensidade solar

_ EE x I (normalizado)
Comprimento de onda (nm) )
(Valores relativos)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
TOTAL 1

EE: Efeito eritematogénico obtido com radiagdo monocromatica no comprimento de onda ()) - I: intensidade
solar no comprimento de onda (A). Fonte: MANSUR, 1986a.

2.1.4. Teste com o padréo

O homosalato € um filtro solar organico determinado pela FDA como padrao a ser
utilizado para validacdo de testes in vitro. Segundo a agéncia norte-americana, uma
formulacdo-base creme contendo 8% de homosalato deve ter um FPS de 4,47 + 1,279. Para
o teste ser considerado valido, o valor do FPS tem que estar dentro do desvio padréo e o
intervalo de confianga de 95% tem que conter o valor 4 (FOOD AND DRUG

ADMINISTRATION, 2018).

Para obtencdo do FPS com o padrdo homosalato, primeiramente preparou-se a
formulacéo-base (gel-creme) baseando-se na descrita por Rasche (2014), com modificagdes.
Os componentes utilizados para fazer 100g da formulagdo, bem como suas proporcdes estao

na Tabela 3.
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Tabela 3: Componentes da formulacéo-base para o gel-creme 8% de homosalato

Componentes Proporc¢éo na formulagéo (%o)
Natrosol 5%

EDTA 0,1%
Propilenoglicol 1%
Metilparabeno 0,2%

Alcool cetoestearilico etoxilado 1%
Alcool cetoestearilico 2%
Ciclometicone DC 245 2%

Silicone 9040 1%
Tampao Mcilvaine (pH 6,5 a5,5) 87,7%

Apb6s 24 horas do preparo da formulacdo, incorporou-se o homosalato na
concentracdo de 8% e procedeu-se o teste. Levando em consideracdo que o homosalato é
liguido a temperatura ambiente, empregou-se a densidade (1,05 g/mL) para descobrir o
volume a ser colocado. Encontrou-se que a aliquota a ser incorporada a formulacao seria de
76 pL/g.

Procedeu-se o teste de FPS seguindo o mesmo método utilizado para os demais
protetores solares com o método de solubilidade 11, sem filtragdo e com o uso do isopropanol
como solvente. A concentracdo final do padrdo na ultima diluicdo (de leitura) foi 0,016
mg/mL, que € a descrita pela FDA (2018).

Como o FPS resultante foi abaixo do preconizado pela agéncia norte-americana,
procedeu-se também a determinacdo do FPS do homosalato ndo veiculado em base,

utilizando o método de solubilidade 11, empregando o DMSO (dimetilsulféxido) como
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solvente, que havia sido utilizado por Jerspersen (1989) em formulacdes contendo

homosalato como filtro solar.

2.2. Determinacao de FPS por método de espectrometria de reflectancia

Para a determinacdo do FPS pelo método de espectrometria de reflectancia foi
utilizada a metodologia COLIPA (2011) tanto para 0 preparo da amostra quanto para a
realizacdo dos célculos. O equipamento utilizado para a realizacdo das leituras da
transmitancia das amostras foi o espectrofotobmetro Lambda 750/NiR com esfera integrada
(spectralom), com determinacdo na faixa de 290 a 400 nm de 1 em 1 nm. A passagem de

banda foi configurada para 2 nm e o tempo de integracédo foi ajustado para 2 segundos.

2.2.1. Metodologia COLIPA

A metodologia do COLIPA in vitro para a determinacéo do FPS de protetores solares
foi criada por essa associagdo e estd descrita no guia “In vitro method for the determination
of the UVA protection factor and “critical wavelength” values of sunscreen products”
(COLIPA, 2011).

Essa metodologia avalia o FPS utilizando a espectrometria de reflectancia com esfera
integrada, utilizando uma placa de PMMA (Poly(methylmethacrylate)-Polimetilmetacrilato)
contendo o produto aplicado na forma de filme.

Foram utilizadas trés placas de PMMA nos experimentos, medindo 5x5 cm cada
uma. Primeiramente, as placas foram limpas com alcool para garantir que nenhuma sujeira
alterasse as leituras. Depois, com o auxilio de uma caneta permanente, foram feitas margens
de 1 cm nas placas para demarcar a area de leitura em concordancia com o espaco disponivel
para a colocacao da amostra no equipamento. Além disso, as placas foram enumeradas como

1, 2 e 3 para correta identificacdo. Apds isso, foram feitas as leituras apenas dessas placas,
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sem amostra, sendo utilizadas como branco. Mediu-se as placas em 4 pontos diferentes,
girando a placa 3 vezes em sentido horario, para garantir que fosse aferida uma area de pelo
menos 2 cm? (COLIPA,2011).

Em seguida, foram preparadas as amostras (trés de cada protetor, ja que os testes
foram realizados em triplicata), aplicando cada amostra de protetor solar em uma placa de
PMMA, sendo utilizado o peso como medida de quantidade, colocando-se uma média de 1,3
mg/cmz2. Como a placa tem 5x5 cm, pesou-se 6,5 mg de protetor em cada placa, colocando
fracdes do protetor espalhadas por toda a placa (COLIPA,2011). Essa etapa de pesagem foi
realizada no LTMAC (Laboratério de Tecnologia de Medicamentos, alimentos e
Cosméticos), utilizando a balanca analitica semi micro, modelo AUW 220D.

Imediatamente apds a aplicacdo e 0 processo de conferéncia de peso, empregando
movimentos leves e utilizando a ponta do dedo com luva “pré-saturada” com o produto,
espalhou-se o filtro solar sobre toda a superficie. Esse espalhamento foi feito em duas fases,
como manda a metodologia. Na primeira fase distribuiu-se o produto em toda a area com a
ponta do dedo, sendo feita 0 mais rapido possivel (menos de 30 segundos) sem aplicacdo de
nenhuma pressdo. Depois, esfregou-se durante 20 a 30 segundos, aplicando uma pressao
(COLIPA, 2011).

Deixou-se entdo a placa com a amostra no escuro a temperatura ambiente (cerca de
20 °C) por 15 minutos para que fosse formada uma pelicula estavel de produto. Apos esse
tempo, tirou-se a amostra do escuro e o protetor solar foi removido das margens que haviam
sido previamente marcadas nas placas (Figura 2A). Apos essa rapida remogdo, a placa com
a amostra foi colocada no equipamento para a realizacdo das leituras (Figura 2B). As placas
foram medidas em 4 pontos diferentes, girando a placa 3 vezes em sentido horario, para

garantir que fosse aferida uma &rea de pelo menos 2 cm2. O mesmo procedimento foi
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realizado com as demais placas. Os dados foram tabelados e tratados no Excel. Os calculos

foram feitos utilizando a Equacéo 2 (COLIPA, 2011).

Figura 2: Imagens exemplo do teste COLIPA. (A) Placas com amostra de protetor solar
delimitada na &rea de leitura, com protetor solar removido das margens. (B) Placa inserida dentro do
espectrofotdmetro no local de leitura da amostra.

Equagéo 2
A=400nm
[EQ)*I(A)*dA
SPFin vitro = /1:400;}; 220nm
[EQ)*1(2)*10 P xd)
A=290nm
Sendo:

E()A) = Espectro de acdo do eritema (anexo 1); I(A) = Irradiancia da fonte UV (anexo 1).
Ao(}) = Medidas de absorbancia monocromatica por placa de produto em teste antes da
exposicdo ao UV.

di = Intervalo de comprimento de onda (1nm).
*A equagcdo foi retirada do guia COLIPA (2011). Os valores de E (X) e I (A) ja sdo padronizados e estéo descritos

no guia.
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2.3. Comparacao das metodologias de determinacao de FPS por absorbancia e

por reflectancia
A comparacdo entre as duas metodologias (MANSUR, 1986 e COLIPA, 2011) foi
realizada analisando os resultados finais (médias *+ desvio padréo) de FPS das amostras de
cada protetor solar. Foi observada qual metodologia obteve resultados mais proximos aos

valores rotulados dos respectivos protetores.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacao de FPS por métodos de espectrofotometria de absorbancia

No ensaio com padrdo de homosalato a 8%, empregando o método de solubilidade
I1 com o isopropanol sem filtracéo, resultou em um FPS, calculado pela equacao de Mansur,
de aproximadamente 0,7; sendo esse um valor inferior ao de FPS preconizado, que é 4.
Porém, foi observado que a formulacdo ndo havia sido solubilizada, houve a formacéo de
um filme resistente de textura parecida com plastico. Concluiu-se a partir disso que poderia
ter ocorrido incompatibilidade dos componentes da formulacdo com o solvente.

No ensaio com o padrdo homosalato ndo veiculado, o FPS resultante da leitura foi
0,82. Esse resultado encontrado, quase igual ao que se obteve com o isopropanol, invalidou
o teste de acordo com o que determina o FDA (2018).

Esse FPS baixo pode ser devido a ndo utilizacdo de uma formulacdo creme ideal
como € preconizada, e sim do padrdo puro ou gel-creme. Além disso, o0 homosalato foi
incorporado a formulacdo do gel-creme apds esta estar finalizada, ao invés de ser
incorporado na fase oleosa, que era o ideal. Isso ocorreu devido ao fato de que ndo havia
quantidade suficiente de padrdo de modo que ele ficasse na concentracdo de 8% na
formulacdo de 100 g. Como nédo havia tempo habil para adquirir novo padrdo e adequar a
quantidade de formulacdo a ser preparada para a quantidade de padrdo que poderia ser
utilizada ndo foi possivel, devido a impossibilidade de fazer uma formulagdo com
guantidades consideravelmente pequenas, resolveu-se incorporar somente no final. Isso
pode ter gerado entdo a ndo incorporagdo total no gel-creme e, por conseguinte, a
incompatibilidade com o solvente.

Os resultados de FPS das formulagfes comerciais obtidos utilizando a metodologia

de Mansur (1986) também ndo foram satisfatdrios, visto que os FPS calculados ficaram
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consideravelmente abaixo dos rotulados. Os primeiros testes com as formulagdes foram
feitos tendo como base os procedimentos de preparo da amostra adotados por Ribeiro (2004)
e em testes posteriores preparou-se as amostras tendo como base os procedimentos descritos
por Dutra et al (2004), como relatado na metodologia. Além disso, testou-se também o FPS
modificando ligeiramente a metodologia usada.

A troca de metodologia de preparo da amostra com o intuito de obter uma melhor
solubilizacdo e, consequentemente, um FPS encontrado mais coerente com o rotulado, ndo
influenciou tanto no resultado desse fator, ja que ndo houve melhoras significativas no seu
valor com a mudanca de procedimentos, como € visto nas tabelas que se seguem nos

préximos subitens referentes a determinacdo de FPS.

3.1.1. Método de solubilidade | para a determinacéo de FPS

O Unico procedimento que foi acrescentado no preparo da amostra, que nao consta
na referéncia original, foi a agitacdo da mistura com o auxilio de agitador magnético a fim
de obter uma maior solubilizacdo do protetor no etanol, ja que foi observada a formacéo de
particulas no fundo do béquer.

Os resultados do FPS calculado das amostras lidas em triplicata estdo contidos na
Tabela 4. Os célculos foram feitos com a utilizacdo da Equacdo 1, substituindo pelos
valores padronizados (Tabela 2) a multiplicacéo do efeito eritematogénico pela intensidade

solar em cada comprimento de onda.

Tabela 4: Avaliacdo do FPS com modifica¢des segundo método de solubilidade |

Protetor A Protetor B Protetor D

FPS rotulado 30 30 w
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FPS experimental
(média * desvio
padréo)

4,54 + 0,06 6,31 + 0,03 6,32 £ 0,05

Os resultados de FPS (Fator de Prote¢do Solar) séo de testes realizados em triplicata.

Como abordado na metodologia, estava descrito nos respectivos rotulos dos
protetores solares A, B e D que eles possuiam FPS 30. Porém, como observado na Tabela
4, os valores encontrados nos testes foram consideravelmente mais baixos do que 0s
rotulados. O protetor solar A, cuja formulagéo é creme, apresentou FPS 4,54, sendo mais de
seis vezes menor que o rotulado. O protetor solar B, cuja formulacdo também é creme,
apresentou FPS 6,31, sendo quase 5 vezes menor que o rotulado. Ja o protetor solar D, cuja
formulacéo é gel-creme, teve como resultado um FPS 6,32, bem préximo ao encontrado para
0 protetor B.

Levando em consideracdo os baixos FPS encontrados, inferiu-se que esse resultado
se devia ao fato de que as amostras ndo haviam solubilizado completamente, ja que foram
observadas particulas no fundo do béquer ap6s os processos de mistura. Essa hipotese €
ratificada por Pinho e colaboradores, pois 0 FPS encontrado depende da solubilidade do
filtro solar no solvente. No mesmo artigo, € explicado que a solugdo com a amostra tem que
estar com o pH entre 7,2 e 7,5 para que o filtro solar hidrossoltvel tenha seu FPS total, visto
guando estdo na forma acida esses filtros sdo insoltveis e perdem sua capacidade de refletir
ou absorver radiacdo UV (PINHO et al., 2014).

Os autores desse artigo realizaram testes segundo Mansur, seguindo também a
metodologia de Ribeiro (método de solubilidade 1). Os ensaios foram feitos com 5
formulacGes de protetores solares em gel e eles obtiveram resultados de FPS também muito
abaixo dos rotulados. Para eles, a diferenca entre o FPS experimental e o FPS rotulado pode
ter se dado devido ao pH das amostras, que dificultou a solubilizac¢do dos filtros solares; ou

devido as interacdes que possam ter ocorrido entre os excipientes das formulacdes e os filtros
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solares, favorecendo a degradacao desses ultimos (PINHO et al., 2014). Porém, a hipotese
de que as solugdes estudadas poderiam estar com um pH fora da faixa em que os protetores
sdo soluveis foi ligeiramente descartada, pois foi medido o pH de uma das solucfes em que
foram observadas particulas e o pH se encontrava dentro do ideal (7,4) (protetor E). N&o foi
possivel medir o pH das demais solucdes, pois quando essa hipotese foi levantada, os testes
com os demais protetores solares ja haviam sido feitos. Além disso, mesmo se o pH das
solucdes estivesse fora da faixa ideal, isso ndo seria suficiente para afirmar que a diferenca
entre os resultados dos testes e os FPS rotulados seria devido a esse fato, visto que ha poucos
filtros hidrossolUveis nas formulag6es, como foi mostrado na Tabela 1.

Observou-se entdo que as amostras testadas ndo haviam sido totalmente
solubilizadas, possivelmente por conta do solvente utilizado, que poderia ndo ter tanta
afinidade com os componentes da formulacdo. Optou-se entdo por testar uma outra

metodologia a fim de conseguir solubilizar melhor a amostra.

3.1.2. Método de solubilidade Il para a determinacao de FPS

Com o intuito de solubilizar melhor os protetores solares no solvente a fim de obter
um FPS mais préximo do rotulado, foi testado esse método, porém com algumas alteracbes
para aumentar a solubilidade do protetor no alcool.

Uma das alteracdes realizadas foi a implantacdo da etapa de agitacdo da mistura em
agitador magnético antes da colocagdo no ultrassonicador, pois quando ela era colocada
direto no aparelho, foi observada a presenca de particulas grandes da amostra que nédo
haviam sido dissolvidas (Figura 3A).

Com a realizacdo da agitacdo magnetica por 10 minutos, essas particulas grandes

foram desfeitas e restaram apenas pequenas particulas no fundo da preparagéo (Figura 3B).
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Figura 2: Aparéncia do protetor solar B obtido utilizando o solvente etanol. As figuras
sdo do teste com o protetor solar B feito com filtracdo utilizando o solvente etanol. (A) Presenca de particulas
grandes no fundo do béquer quando feito o teste sem a realizagcdo do processo de agitagdo magnética. (B)
Reduc¢do no tamanho e nimero de particulas no fundo do béquer quando acrescentada a etapa de agitagdo
maanética na metodoloaia.

Outra alteracdo feita no método foi que ao invés de deixar no ultrassonicador por 5
minutos, como descrito nessa metodologia, deixou-se por 10 min com agitacdo manual
concomitante para auxiliar na solubilizacéo. Isso foi feito porque foi observado que com 5
minutos, ainda havia a formagdo de particulas no fundo, o que era diminuida
consideravelmente com um acréscimo de 5 minutos no equipamento.

Também testou-se mudando o alcool (etanol e isopropanol) a fim de testar se com
outro solvente haveria uma melhor solubilizacdo do filtro solar e a manutencdo da sua
atividade.

Além disso, testou-se a metodologia com filtracdo e sem filtracdo, pois acreditava-se
que a filtragdo implantada por Dutra et al. (2004), influenciara nos valores de absorbancia
que se mostraram reduzidos pela possibilidade de retencao dos filtros solares no algodao.

Todas as alteragdes foram feitas utilizando uma Unica formulacéo, o protetor B, a fim
de que pudessem ser comparados 0s resultados tanto de solubilidade quanto de FPS. Assim,

a partir de uma analise dos dados foi possivel escolher a melhor maneira de realizar os testes
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com as demais formulagdes. Os resultados dos ensaios, bem como a descricdo das alteracdes

que foram feitas estdo presentes na Tabela 5.

Tabela 5: Avaliacdo do FPS do protetor solar B seguindo o método de solubilidade 11
com modifica¢bes (método de Mansur, 1986)

MODIFICACAO
SOLVENTE USADO

FPS (média * desvio Com filtragcdo  Sem filtragéo
padrao) Etanol 6,46 £ 0,1612 6,34 £ 0,1587
Isopropanol 6,55+ 0,0512 6,99 + 0,0549

Os resultados representam os testes feitos em triplicata. FPS: fator de protegdo solar.

Apds andlise dos dados, foi possivel observar que foram obtidos resultados proximos
comparando ambos os métodos de solubilidade e os solventes utilizados, ndo sendo vista
diferenca significativa. Porém, foram obtidos valores de FPS ligeiramente maiores, apesar
de pouca significancia, com a realizacdo do método de solubilidade II, utilizando
isopropanol como solvente ao invés do etanol e ainda sem a realizacdo de filtracdo. Isso
ocorreu porque o isopropanol (CsHgO), por possuir mais carbono em sua composicao, é
menos polar do que o etanol (C2HeO). Assim, pode ter solubilizado mais os filtros
lipossoluveis das formulagdes, que estdo presentes na maioria delas. Porém, como essa
diferenga de polaridade ndo é tdo expressiva, ndo impactou tanto no FPS, causando um
aumento minimo nos resultados.

Sabendo disso, foram testados entdo mais 3 protetores solares com o uso do
isopropanol como solvente e sem filtracdo (Tabela 6)

O protetor solar A ndo foi utilizado nesses testes porque ndo havia quantidade

suficiente para ser testada.
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Tabela 6: Avaliacdo do FPS dos protetores solares seguindo o método de solubilidade
11 e utilizando isopropanol, sem filtracdo (método de Mansur, 1986).

Porcentagem das
FPS (média
Protetores solares FPS rotulado medias em relacéo
desvio padréo)
ao FPS rotulado

Protetor B 30 6,99 + 0,05 23%
Protetor C 30 6,67 + 0,04 22%
Protetor D 30 6,90 + 0,10 23%
Protetor E 50 11,54 + 0,66 23%

Realizado em triplicata. FPS: Fator de Protegdo Solar

Os valores encontrados nos testes foram consideravelmente mais baixos do que 0s
rotulados. O protetor B (creme) obteve no teste um FPS 7, mais de 4 vezes menor do que 0
que constava no roétulo. O protetor C (locdo) apresentou um FPS 6,67, sendo 4,5 vezes menor
que o rotulado. O protetor D (gel-creme), cujo FPS experimental deu 6,90, teve um resultado
também mais de 4 vezes mais baixo do que o dito na embalagem. Ja o protetor E (gel-creme)
apresentou um FPS de 11,54, o mais alto de todos, porém também possuia um FPS rotulado
mais alto (50), sendo assim, o experimental foi 4,3 vezes mais baixo do que o descrito na
embalagem.

Apesar de terem sido observados aumentos nos resultados do FPS apds a realizagéo
dessas pequenas modificacOes, esses ndo foram considerados significativos, visto que se 0
FPS é dado em numeros inteiros, o aumento maximo obtido foi de 6 para 7. Portanto, apesar
de algumas diluigdes quase nao ter ou de ndo ter sido observada a formacao de granulos no

fundo do béquer que ndo foram solubilizados, ndo houve ganhos significativos no FPS.
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Nos experimentos com isopropanol sem filtracdo, algumas misturas se mostraram
visualmente mais solubilizadas do que outras, visto que em algumas, mesmo com a
implementacao de fatores que proporcionassem um aumento na solubilidade, foi observada
a presenca de mais particulas que nédo se dissolveram no fundo do béquer. Isso € observado

na Figura 4.

Figura 3: Diferenca na presenca de particulas de fundo e turbidez nas dilui¢des

de protetores solares. (A) Protetor C com isopropanol. (B) Protetor B com isopropanol. (C)
Protetor B com etanol.

A Figura 5 é um exemplo da aparéncia das diluicdes feitas com o método de
solubilidade I, sendo a ultima o baldo de 25 mL, do qual retirou-se as amostras para a
realizacdo das leituras.

Na Figura 5 é possivel observar que a diluicdo 1, a que estd no béquer, apresenta
turbidez e opacidade significativas. As demais diluicdes também apresentam em menor grau
essas propriedades. Segundo Pinho (2014), a presenca de turbidez denota que a amostra ndo

foi completamente solubilizada no meio, e portanto, o filtro solar, que se encontra disperso,
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ndo apresenta sua eficacia total (PINHO et al., 2014). A Figura 4 também evidencia a
turbidez das dilui¢bes dos diferentes protetores solares e prova que as que tiveram menos
particulas no fundo ndo necessariamente se encontravam mais solubilizadas, pois
apresentavam também maior turbidez.

Para tentar uma maior solubilizacdo da amostra e o preparo de uma solucéo
homogénea, em ensaios futuros poderia ser testada uma mistura de dois alcoois, um mais
polar como o metanol e outro mais apolar como o isopropanol para que houvesse maior
afinidade com os componentes da formulagéo e tanto os filtros hidrossollveis, quanto os
lipossoltveis pudessem ser solubilizados. Como hd uma presenca maior de filtros
lipossoluveis nas formulagdes, o volume colocado de solvente com carater mais apolar seria

maior do que o de carater mais polar.

— ey . . - L o
Figura 4: Exemplo da aparéncia das diluices feitas utilizando como base o0 método de
solubilidade 1. Diluigdes do protetor solar B com isopropanol sem filtragdo

Os FPS das formulagdes analisadas também podem ter dado consideravelmente
abaixo do rotulado porque todos os protetores testados possuiam diéxido de titanio, dentre
outros filtros fisicos, em sua composic¢do, em maior ou menor quantidade. Formulagdes que

possuem filtro fisico, como talco, dioxido de titanio e 6xido de zinco, como relatado por
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Sayre e colaboradores (1978), ndo devem ser testadas por esse método em que é necessario
fazer uma diluicdo da amostra, visto que esses filtros sdo insoltveis nos solventes utilizados
para as analises. Sendo assim, esses metodos nado retratam a fotoprotecdo dada por esses
filtros (SAYRE, 1978). Portanto, o FPS retratado nos testes € apenas uma parcela do FPS da
formulacéo.

Além disso, como os calculos dos testes segundo Mansur sdo realizados a partir do
resultado da absorbancia das amostras, a protecdo conferida pelos filtros fisicos que tem a
capacidade de refletir a radiacdo UV, ndo é considerada.

Sendo assim, essa metodologia ndo é tdo adequada para medir o FPS dos protetores
solares disponiveis no mercado atual, ja que as formulacdes fotoprotetoras vendidas
atualmente sdo em sua maioria compostas por uma mistura de filtros fisicos e quimicos. O
teste in vitro mais indicado para esse tipo de protetor, como Sayre (1978) coloca, € um que
mede tanto a absorcdo quanto a transmissdo de radiacdo pelo protetor, abrangendo ambos 0s
filtros. O método que utiliza esse principio é o de COLIPA, reconhecido pelo FDA.

Outra questdo a ser discutida é o fato de que os resultados de FPS dos testes com a
metodologia de Mansur (1986) deram cerca de 23% do valor de FPS rotulado, e o teste com
0 padrdo de homosalato deu cerca de 20% do preconizado pelo FDA. Esse fato levantou
algumas questdes: se isso nado teria ocorrido devido a um erro de analise ou a um ajuste no
equipamento que precisava ser feito, e se poderia ser corrigido com a alteracdo do fator de
correcdo. Na literatura ndo foi encontrado nada a respeito de uma possibilidade de ajuste
nesse valor, porém essa semelhanca pode indicar que se houvesse uma mudanca no fator de
correcdo da equacdo a partir do valor obtido com a realizagdo do teste com o padrdo, 0s

valores de FPS seriam bem préximos ao rotulado.
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3.2. Determinacao de FPS por método de espectrofotometria de reflectancia

Foram feitos os testes com trés das cinco formulacdes utilizadas nos testes da
metodologia de Mansur. Os testes que foram feitos utilizando a metodologia COLIPA (2011)
seguiram os procedimentos conforme descrito no guia “In vitro method for the
determination of the UVA protection factor and “critical wavelength’ values of sunscreen
products ”, sem nenhuma alteracéo.

Apds todas as leituras, os dados foram plotados em planilhas do excel e foram feitos
os célculos utilizando a Equacéo 2, que € a preconizada pelo guia da COLIPA (Tabela 7).

Aplicou-se os dados das leituras na Equacao 2 (sugerida pelo guia da COLIPA). Para
que fosse colocada a transmitancia correta apenas do protetor solar, fez-se uma regra de trés
relacionando a transmitancia do branco com a da placa com protetor, considerando a
transmitancia da placa sem protetor como 100%. Analisando a Tabela 7, é possivel
visualizar que se alcancgou dois resultados ainda abaixo do rotulado e um acima do rotulado.
Apesar de duas das médias de FPS terem sido mais que o dobro e quase o triplo das obtidas
com o método Mansur (protetores B e E respectivamente), os resultados continuaram abaixo
do que constava na embalagem. O protetor B teve um FPS experimental de
aproximadamente 15, metade do valor rotulado, que era 30. A formulagdo E apresentou um
FPS analisado de 31,79, quase um terco a menos do que o valor rotulado, que era 50. Ja o
protetor C, o Unico que apresentou um FPS maior do que o rotulado, obteve um FPS
experimental de aproximadamente 39,64, cerca de 30% a mais do que constava na

embalagem.
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Tabela 7: Avaliacdo do FPS pelo método COLIPA (2011)

FPS (Média + Desvio

Protetores solares FPS rotulado
padrao)
Protetor B 30 14917 £ 2,55
Protetor C 30 39,6375 + 9,54
Protetor E 50 31,795 + 6,00

Resultados em triplicata. FPS: Fator de Protecéo Solar

Para todos os protetores solares houve grande variabilidade das medidas de FPS. As
diferencas entre as medidas de FPS das placas podem se dever ao fato de que o teste
COLIPA, com a intengdo de simular o espalhamento do protetor na pele, depende do
condutor do teste. Ao aplicar as pequenas gotas de protetor solar espalhadas em toda a placa,
ndo ha garantia de que as gotas vao estar no mesmo lugar e terdo a mesma massa em todas
as placas, portanto, mesmo que isso seja evitado, um lugar pode ter maior quantidade de
protetor do que outro. A pesagem da quantidade de protetor na placa também ¢é vista como
ponto critico na execucdo do teste, pois € uma quantidade muito pequena e deve ser
precisamente pesada para que seja formado um filme fino da formulacéo.

Além disso, como o espalhamento também é feito pelo manipulador, esta sujeito a
erros, pode haver uma distribuicdo maior ou menor. Foi observado durante os testes que
fatores como a marca da luva utilizada facilitavam ou dificultavam a execucdo do
espalhamento do protetor solar na placa, por causa do atrito que causavam. Além disso, uns
protetores solares tinham uma secagem mais rapida do que outros, permitindo um melhor ou
pior espalhamento. O protetor em creme (B), por exemplo, seca rapidamente, portanto o
espalhamento deveria ser 0 mais rapido possivel para que ele fosse bem distribuido na placa

antes da secagem e formacao do filme. Isso porque depois do filme ser formado, a passagem
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do dedo nele retira parte do protetor da placa. O protetor logédo (C), como é mais liquido,
demora mais tempo para formar o filme, assim obteve-se um melhor resultado de
espalhamento. Isso pode ter influenciado nos resultados, sendo a uniformidade de
distribuicdo da formulacéo fator essencial para a obtencéo de um resultado mais proximo do
esperado.

O baixo valor de FPS pode estar relacionado ao fato de uma possivel degradacédo do
filtro solar na embalagem ao longo do tempo em que o protetor solar estava aberto, ou
realmente a formulacdo estava com menor quantidade de ingrediente ativo do que deveria.
Isso ja aconteceu outras vezes com formulacdes vendidas no Brasil testadas pela
PROTESTE (Associacdo Brasileira de Defesa do Consumidor) (PROTESTE, 2018).

Além disso, a diferenca entre o FPS experimental e o rotulado pode ser explicada
pela escolha das formulages, ja que foram testadas apenas formulacBes com fator de
protecdo elevado (30). Segundo Mansur, a correlacdo entre o FPS in vivo e in vitro é menor
em filtros solares com fatores de protecdo mais altos, visto que a determinacao deles em
humanos esta mais propensa a uma margem de erro maior (MANSUR et al., 1986b). Isso
acontece porque os testes feitos in vivo consideram a interacdo da pele humana com o
protetor solar, que é diferente para cada tipo de pele, diferentemente do teste in vitro, que
ndo reproduz completamente as circunstancias de uso dos protetores (DAHER, 2014 apud
NEVES, 2008; MILESI, 2002).

Outro ponto a ser destacado é a necessidade de avaliar uma formulagdo padrdo para

garantir a viabilidade do ensaio.
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3.3. Comparacao das metodologias de determinacao de FPS por absorbancia e

por reflectancia

A Figura 7 compara as médias dos resultados da determinacdo de FPS pelas

metodologias de absorbancia e reflectancia para que a diferenca entre ambos seja melhor

visualizada. Além disso, compara ambos com o valor de FPS rotulado.

30

20

10

Figura 5:

Comparacgao FPS in vitro Mansur X COLIPA

50

39,637

30 30 31,795

14,917
11,54

6,99 6,67

Protetor B Protetor C Protetor E

Mansur COLIPA FPS rotulado

Comparacdo das metodologias de Mansur e COLIPA

No Gréafico 1 é possivel visualizar a grande diferenca de resultado entre as

metodologias utilizadas, sendo os resultados de FPS dados pelo método COLIPA o dobro, o

triplo, ou até seis vezes o valor do FPS dado pela metodologia Mansur.

Os valores mais altos de FPS utilizando a metodologia de COLIPA em comparacao

com a de Mansur podem ter sido obtidos porque nesse experimento foram feitas as leituras

da transmitancia das amostras e, portanto, obteve-se 0 quanto de radiacdo passou atraves do

protetor solar. Assim, foi calculado o que realmente ndo passou pela placa com o protetor.

Ou seja, foi possivel medir a atividade tanto dos filtros que absorvem, quanto os que refletem

e dispersam a radiacdo solar.
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Além disso, a medida do FPS pelo teste COLIPA nédo depende da solubilizacdo do
protetor em nenhum solvente, dessa forma, protetores com filtros fisicos que ndo sdo
solGveis nos solventes utilizados nos testes de Mansur poderiam ser medidos também

(SAYRE, 1978).
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4. CONCLUSOES

Apesar da metodologia de Mansur ser bem mais simples, rapida e de menor custo,
além de ser menos dependente do executor do teste, ha algumas dificuldades em realizé-la,
como o obstaculo da solubilizacdo da amostra. Aliado a isso, ha o fato de que esse tipo de
experimento com solucdo ndo deve ser usado para avaliar o FPS de formulag@es com filtros
fisicos, pois ndo mostrara a eficacia desses filtros. Isso se deve ao fato tanto desses filtros
ndo serem sollveis nos solventes usados, quanto de eles refletirem em sua maioria a luz ao
invés de absorverem, apresentando, portanto pouca ou nenhuma absorbancia.

Ha também a dificuldade em se realizar o teste com o padrdo para validar os
resultados da metodologia de Mansur, visto que deve ser preparada uma formulacao creme
com 8% de homosalato, que seja soltvel nos solventes utilizados.

Deve-se entdo realizar mais estudos com essa metodologia, efetuando a mudanca de
solventes ou o desenvolvimento de métodos de solubilizacdo completa desses filtros para
que haja uma melhor reprodutibilidade dos resultados e para que eles sejam mais condizentes
com o FPS real da formulacéo.

A metodologia da COLIPA apresentou resultados melhores do que a metodologia de
Mansur, apesar das amostras em sua maioria ndo terem atingido os valores rotulados.
Algumas das dificuldades encontradas com essa metodologia foram de pesagem da amostra
e a aplicacdo dela igualmente nas placas, e o espalhamento uniforme do protetor nelas,
fatores que dependem também do executor do teste.

A dificuldade em chegar no FPS que consta na embalagem em ambos os testes pode
estar nas formulagdes utilizadas, que possuiam valores de fator de protecdo mais altos (30 e
50), o que como mostrado por Mansur apresenta menor correlagdo entre o valor encontrado

in vitro e o in vivo. Talvez para FPS menores essa metodologia funcione bem.
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A partir dos resultados obtidos, observa-se que a metodologia de COLIPA (2011) €
melhor para a determinacdo de FPS de formulacdes de protetores solares, pois os valores
encontrados para as formulagdes testadas utilizando esse método foram superiores aos
obtidos com a realizacdo dos testes utilizando o método de Mansur (1986). Esses dados
experimentais confirmaram que o método de Mansur (1986) ndo deve ser utilizado para
determinacdo do FPS de formulagcbes que contenham filtros fisicos, visto que eles ndo se
solubilizam nos solventes utilizados. Levando em consideracdo que a grande maioria dos
protetores solares que sdo vendidos atualmente possuem uma mistura de filtros fisicos e
quimicos, a utilizacdo desse teste fica inviabilizada.

Portanto pdde ser concluido que outros estudos sdo necessarios para que haja
seguranca na substituicdo de métodos in vivo de determinacdo de FPS por métodos in vitro.
Porém, ja € possivel que testes prévios in vitro sejam feitos com formulagdes antes de serem
testadas em humanos para que sejam evitadas queimaduras nos voluntarios.

Além disso, deve-se sempre analisar os protetores solares comercializados para
conferir se o FPS indicado no rétulo é o mesmo que a formulacdo apresenta
experimentalmente, a fim de que sejam tomadas medidas cabiveis as empresas cujo produto
ndo atende as especificacbes. E importante também que seja verificado o FPS de
formulacdes ao longo do tempo, do momento em que os protetores solares sdo abertos até o
momento em que eles vencem, para que seja observada se esta ocorrendo degradacdo dos
filtros solares dentro da embalagem por agdo dos componentes da formulagdo. Poderiam ser
realizados um estudo de estabilidade acelerada e um de estabilidade de longa duragéo, ambos
por um periodo de 6 meses, sendo realizados testes de pH, viscosidade, caracteristicas
fisicas, solubilidade, quantificacdo dos filtros solares presentes nas formulacfes, e
determinacédo de FPS tanto com o teste de COLIPA quanto com o de Mansur para detectar

se ha diferencas entre as medidas.
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