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RESUMO

A luz solar estimula a producéo de vitamina D, ajuda a controlar algumas doencas
cronicas da pele e provoca uma sensacdo de bem-estar. No entanto, pode também causar
danos a pele. Os danos néo incluem apenas as queimaduras solares, mas o0s canceres de
pele, rugas e outras mudancas associadas com o envelhecimento da pele. Varios estudos
tém sido feitos para investigar a atividade fotoprotetora de extratos vegetais. Assim, 0
objetivo deste estudo foi desenvolver formulagdes contendo extratos brutos e fracdes
obtidas por cromatografia em coluna de trés espécies vegetais do Cerrado brasileiro.
Também foi proposto um novo método in vitro para avaliar a atividade fotoprotetora de
formulagdes de protetores solares. O método foi validado por meio de testes envolvendo
nove formulagOes fotoprotetoras comerciais autorizados pela ANVISA. O experimento
foi realizado em uma camara de testes feita em aco e pintada na cor preta composta por
uma lampada simulando a radiacéo solar, um suporte para acondicionamento da amostra
em teste, situado a 15 cm da fonte de irradiacdo e 0 sensor para captar a radiagdo
transmitida atraves da amostra. O método foi baseado em uma relagdo disponivel na
literatura e que relaciona o percentual de radiagdo UV ndo transmitida e o Fator de
Protecdo Solar. Por meio desta relagdo foi possivel determinar o Fator de Protecdo Solar
experimental das amostras. Analises estatisticas mostraram que os resultados do teste
estdo de acordo com o previsto pelos fabricantes. Depois de validado, o0 método foi
aplicado para avaliar a capacidade de protecdo das formulagdes naturais. Os resultados
mostraram que o procedimento pode ser uma boa alternativa para formulacOes
cosméticas, com uma avaliacao rapida, sensivel e reprodutivel da atividade de protecdo
solar, tanto de formulagdes comerciais quanto de formulagdes preparadas a partir de
extratos vegetais obtidos a partir de espécies do Cerrado brasileiro.

Palavras-chave: atividade fotoprotetora, extratos vegetais, radiacdo ultravioleta,

metodologia in vitro.
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ABSTRACT

Sunlight stimulates vitamin D production, helps control some chronic skin diseases and
causes a sense of well-being. However, sunlight can also cause damage to skin. Damage
includes not only sunburn, but skin cancers, wrinkling and other changes associated
with aging skin. Several studies have investigated the photoprotection activity of plant
extracts. Thus, the aim of this study was to develop formulations containing crude
extracts and fractions obtained by column chromatography of three plant species from
Brazilian Cerrado. A new in vitro method was proposed to evaluate the sunscreen
photoprotective activity of plants extracts against UV radiation. The method was
validated by testing nine commercial formulations authorized by ANVISA. The
experimental design was composed of a lamp to simulate the solar spectrum, a base
containing the tested sample, placed at 15 cm from the solar lamp, and a sensor to
capture the radiation transmitted through the sample, all this sealed inside a black iron
box. The method was based on a relationship between not transmitted UV radiation
percentage and the sun protection factor determined by Sayre and collaborators.
Through this relationship, it is possible to determine the SPF of the tested samples.
Statistic analysis showed that the test results are in agreement with the prediction by the
manufacturers. After validated, the same method was applied to evaluate the
photoprotective capacity of natural formulations. The values obtained for natural
formulations were then compared with the previously validated method described by
Mansour. Results have shown that the procedure can be a good alternative to cosmetic
methods with a rapid, sensitive and reproducible evaluation of the sunscreen activity of

either commercial formulations or plant extracts.

Keywords: Photoprotective activity, Plant extract, Ultraviolet radiation, in vitro
methodology.
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1. INTRODUCAO

A radiacdo ultravioleta € a parte do espectro eletromagnético referente aos
comprimentos de onda entre 100 e 400 nm. De acordo com a intensidade que é
absorvida pelo oxigénio e ozonio e, em fungdo dos efeitos fotobioldgicos costuma-se

dividir em trés regides distintas:

e Osraios UVA (320 — 400 nm) séo os mais longos do espectro de agdo UV. Sofrem
pouca absorcdo pelo Os estratosférico. O excesso de exposi¢cdo pode causar
queimaduras e, em longo prazo, causa envelhecimento precoce (KHURY, 2010).

e A radiacdo UVB (290 — 320 nm) ¢ fortemente absorvida pelo Os estratosférico.
Devido sua alta energia, sdo as responsaveis pelos danos agudos e cronicos a pele,
tais como manchas, queimaduras, descamacdo e cancer de pele. E importante para
sintese de vitamina D no organismo. (ARAUJO, 2008).

e Os raios UVC (100 — 290 nm) sdo os mais energéticos, caracteristica que a torna
extremamente lesiva aos seres vivos. Devido a absor¢do pelo oxigénio e pelo 0zbnio
na estratosfera, nenhuma radiacdo UVC chega a superficie da Terra. (STREINER,
1995).

A utilizacdo de protetores solares é a principal abordagem cosmética contra 0s
efeitos nocivos da radiacdo Ultra Violeta. Por isso, o maior desafio a ser atingido pela
ciéncia, € o estabelecimento de métodos confiaveis e reprodutiveis de avaliacdo de
fotoproteores. A eficacia de um protetor solar estd intimamente relacionada com a
capacidade de bloqueio da radiagdo UV por um periodo de tempo razoavel.
(PETRAZZUOLLI, 2000). Inimeros testes para avaliacdo da eficacia fotoprotetora de
protetores solares vém sendo realizados e, sem divida, os testes mais adequados e
realistas sdo aqueles realizados in vivo, segundo o Registro Federal dos Estados Unidos
de 25 de Agosto de 1978 (43 FR 166). Neste sentido, varios procedimentos clinicos
foram desenvolvidos e propostos por organizacfes particulares ou governamentais tais
como a Food and Drug Administration, nos Estados Unidos que em 1978, propés a
primeira normatizacdo para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS). De
maneira geral, todos os testes propostos sdo conduzidos por especialistas, sdo de longa
duracéo e envolvem no minimo 20 pessoas de ambos os sexos, com tipos de pele I, Il e

Il segundo a classificagéo internacional (ANEXO A). A pele de cada pessoa testada
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deve ser integra, sem bronzeamento e ndo deve ter nenhuma resposta anormal a luz

solar induzida por medicamentos, alimentacdo ou naturalmente (FDA).

A fim de facilitar as determinagdes e eliminar os riscos para a salde dos seres
humanos, varias técnicas experimentais in vitro foram desenvolvidas e tém se mostrado
uma alternativa pratica para determinacdo aproximada e de guia para testes finais com
seres humanos. Os métodos in vitro mais usados e de maior confiabilidade séo baseados
em técnicas de analises espectrofotométricas envolvendo medidas de transmisséo Otica
na regido UVB. Esses testes séo utilizados para protetores com filtros solares organicos,
pois, apresentam a desvantagem de solubilizacdo de filtros inorganicos da amostra nos
solventes para teste. Além disso, ndo apresentam uma proposta para determinar a

eficiéncia dos protetores na faixa UVA.

No Brasil, 0 consumo de moderadores solares vem aumentando a cada ano e 0s
métodos utilizados mostram-se inadequados para um controle rotineiro por parte das
indUstrias e laboratérios de pesquisa. Nesse contexto, na primeira etapa deste trabalho é
sugerida uma técnica para determinacdo da eficacia de protetores solares, entretanto,
utilizando equipamentos 6ticos mais simples e de baixo custo. A nova metodologia
pode ser utilizada para formulagbes contendo filtros organicos e inorganicos além de
fornecer informacdes sobre o comportamento desses filtros em uma ampla faixa de

comprimento de onda do espectro solar.

Outra questdo que precisa ser mais investigada é a eficiéncia das formulactes
fotoprotetoras. Os filtros ultravioletas sdo moléculas ou particulas capazes de interagir
com a radiacdo incidente sobre a pele, refletindo ou absorvendo essa radiagao e, desta
forma, reduzindo sua interacdo com superficie cutanea. Sdo divididos em dois grupos:
filtros orgéanicos e filtros inorganicos. Enquanto os primeiros agem absorvendo a
radiacdo UV, os segundos sdo particulas capazes de refletir essa radiacdo. Ambos os
filtros podem oferecer protecao a radiacdo UVA (filtros UVA), a radiacdo UVB
(filtros UVB) ou as duas (filtros de amplo espectro). A eficacia dos filtros
organicos esta diretamente relacionada a estabilidade fotoquimica e com
dispersédo e dissolucdo facilitadas e permanentes no veiculo utilizado. Estes
filtros devem ser atdoxicos e nao causar irritacdo ou alergia. Os filtros
inorganicos apresentam elevada fotoestabilidade, ou seja, capacidade de

manter a eficacia fotoprotetora apos longos periodos de radiacdo, o que lhe
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confere geralmente, maior seguranca, e, ndo reagem com filtros organicos.
Logo, sdo considerados atoxicos, estaveis e eleitos como primeira escolha para
fotoprotetores destinados a pacientes com historico de alergia. Por outro lado,
apresentam alguns inconvenientes, principalmente em relacdo a sua
cosmeética, como: desenvolvimento de coloragcéo opaca, esbranquicada sobre a
pele e geracdo de radicais livres. Os filtros organicos por sua vez, apresentam

a desvantagem de serem altamente alergénicos e foto instaveis.

Por isso, torna-se cada vez mais necesséario a pesquisa de filtros solares
gue apresentem ao mesmo tempo, estabilidade, eficiéncia e baixo potencial
alergénico. Por isso, tem-se buscado exemplos na natureza. As espécies
vegetais brasileiras, principalmente aquelas que vivem em regibes de
temperaturas mais elevadas, tém desenvolvido ao longo do tempo, mecanismo
para se protegerem contra os raios ultravioletas. Dessa forma, um grande
namero de moléculas com capacidade antioxidante pode ser encontrado em
espécies vegetais (PESSUTO et al. 2009). Essas moléculas apresentam grupos
cromaforos, semelhantes aos filtros organicos sintéticos, com a vantagem de
serem mais estaveis frente a radiacdo UV e atenderem a um grupo crescente
de consumidores que optam por produtos de origem natural. Assim sendo, este
trabalho visa ainda, a preparacdo de formulacdes fotoprotetoras preparadas
com extratos vegetais de espécies oriundas do Cerrado brasileiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar um método de avaliacdo da capacidade de protecdo de
formulacGes fotoprotetoras comerciais e de extratos vegetais de espécies do cerrado

brasileiro.

2.2 Objetivos especificos

Primeira etapa

» Projetar e desenvolver uma camera de testes para avaliacdo da capacidade
protecdo perante a radiacdo UV de protetores solares comerciais.

= Desenvolver e validar um método para determinacdo do FPS, in vitro, de
protetores solares comerciais.

= Auvaliar a capacidade de protecdo contra a radiacdo UV ao longo do tempo de

amostras fotoprotetoras comerciais.

Segunda etapa

» Obter a partir de técnicas cromatogréaficas fracbes de espécies vegetais
de interesse.

= Analisar 0 espectro de absorcao das fracdes e extratos brutos obtidos verificando
sua correspondéncia as faixas de UVA (320 — 400 nm), UVB (290 — 320 nm) e
UVC (200 — 290 nm).

= Determinar o FPS, in vitro, pelo método de Mansur e 0 comprimento de onda
critico das fracGes e extratos brutos obtidos.

= Determinar o FPS, in vitro, das formulagdes vegetais por meio da metodologia

validada.
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= Auvaliar a capacidade de protecdo contra a radiacdo UV ao longo do tempo das

formulacGes vegetais.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fotoprotecéo

3.1.1 Radiacdo solar

O Sol emite energia em praticamente todos os comprimentos de onda do
espectro eletromagnético. Quase metade desta energia (44%) concentra-se na faixa entre
400 e 700 nm (espectro visivel), como mostrado na FIG.3.1. O restante € dividido entre
radiacdo ultravioleta (abaixo de 400 nm) com 7%, infravermelho préximo (entre 700 e
1500 nm) com 37% e infravermelho (acima de 1500 nm) com 11%. Menos de 1% da
radiacdo emitida concentra-se acima da regido do infravermelho, ou seja, micro ondas e

ondas de rédio, e abaixo da regido ultravioleta, como raios X e raios gama.

Intensidade da radiagdo

M

400 TG i) 1500 ? 0,001 1 10

Comprimento de onda/nm Comprimento de onda/nm

Figura 3. 1 - Distribuicdo de energia emitida pelo sol e incidente na Terra

(Fonte: CPTEC/INPE)

Nosso organismo percebe a presenca da radiacdo solar de diferentes formas. A
radicdo infravermelha (V) é percebida sob a forma de calor, a radigdo visivel (Vis)



21

através das diferentes cores detectadas pelo sistema Optico e a radiacdo ultravioleta

(UV) através de reacdes fotoquimicas.

A energia de um determinado comprimento de onda do espectro eletromagnético
aumenta com a reducdo do comprimento de onda, assim, da radiagéo solar incidente na
Terra, a faixa do UV é a de menor comprimento de onda e, consequentemente, a mais
energética, e mais propensa a induzir reagdes fotoquimicas (OSTEWALDER, 2000).
Essas reacOes fotoquimicas tém efeitos sobre a pele que podem ser classificados como
efeitos agudos (imediatos) ou cronicos (em longo prazo). Os efeitos agudos, como
queimaduras, bronzeamento e producdo de vitamina D, desenvolvem-se e desaparecem
rapidamente; enquanto que os crénicos, como foto envelhecimento e cancer de pele, tém
aparecimento gradual e de longa duragdo. A diferenca entre ambas as reagdes se deve,
principalmente, ao historico de exposi¢do da pessoa e a diferentes comprimentos de

onda da radiacdo UV.

Dentre as trés faixas de comprimento de onda que abrangem a regido UV, a radiacdo
UVA ¢é a mais abundante na superficie terrestre, em contrapartida, a radiacdo UVC é
totalmente absorvida. A FIG.3.2 compara a porcentagem de radiacdo UV no topo da

atmosfera com a porcentagem incidida sobre a superficie da Terra.
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Figura 3. 2 - Porcentagem de Radiacdo UV no topo e na superficie terrestre

(Fonte: ANVISA)
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3.1.2 Filtros solares

Os efeitos prejudiciais causados a pele pela radiacdo UV podem ser minimizados
pelo uso de protetores solares. Protetores solares sdo preparagfes cosméticas que
possuem formas de apresentacdo diversas. Podem ser encontrados na forma de logbes
hidroalcodlicas, 0leos, géis oleosos, emulsdes 6leo em agua, bastbes, aerossois, entre
outras. Segundo a ANVISA, protetor solar é qualquer preparacdo cosmética destinada a
entrar em contato com a pele e labios, com a finalidade exclusiva ou principal de
protegé-la contra a radiacdo UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a
radiacdo. S&o denominados organicos e inorganicos respectivamente, de acordo com a

sua capacidade de absorcéo ou reflex&o da radiacdo (FORESTIER, 2008).

Os filtros inorganicos, representados principalmente pelo didxido de titanio
(TiO2) e 6xido de zinco (ZnO), sdo responsaveis por refletir a radiagdo emitida a partir
de diferentes comprimentos de onda na regido do UV. Estes filtros foram previamente
classificados como particulas inertes e incapazes de sofrerem absorcdo percutanea.
Sendo assim, alguns autores defendem que os filtros solares inorganicos representam
uma das melhores e mais efetivas estratégias para proteger a pele, devido ao seu baixo
potencial de irritabilidade, e recomendam seu uso para as criangas e pessoas com pele
sensivel (PALM; O’ DONOGHUE, 2007).

Em contrapartida, evidéncias recentes demonstraram que particulas desses
oxidos em tamanho reduzido (< 100 nm) podem ser absorvidas através da pele,
transportadas aos demais 6rgdos e causar danos aos rins, figado, pulmdes, baco e outros
tecidos. Além disso, as particulas de TiO2 e ZnO na presenca da luz UV sdo ativados a
produzir radicais livres que promovem o envelhecimento precoce, desidratacdo e
diminuicdo da elasticidade da pele. As principais espécies reativas formadas sdo 0s
radicais hidroxilas, anions superdxidos e oxigénio singletes (NAKAGAWA et al.,
1997).

A fim de minimizar os efeitos deletérios a pele, as particulas dos oxidos em
alguns protetores solares, sdo revestidas com matérias inertes, como silicones,
possivelmente para diminuir os danos causados pela formacdo de radicais livres e

interacdo com outros componentes da formulagéo.
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Os filtros organicos sdo constituidos por moléculas capazes de absorver a
radiacdo UV e transforméa-la em radiacdes com energias menores e inofensivas ao ser
humano (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005). A estrutura molecular responsavel pela
absorcdo da radiagdo UV é chamada de cromoéforo. O cromdéforo apresenta grande
quantidade de ligacdes duplas conjugadas em sua estrutura, uma minima alteracéo nessa
quantidade de ligagdes duplas pode alterar significantemente o comprimento de onda e a
intensidade de absorcdo do cromoforo. A FIG. 3.3 ilustra alguns exemplos de filtros
organicos presentes em formulacdes fotoprotetoras. Mais exemplos estdo disponiveis no
ANEXO B.
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Figura 3. 3 - Espectro de absor¢do de dois filtros orgénicos presentes em formulagdes fotoprotetoras, a:
4cido p — aminobenzdico, absorvendo na regido UVB; b: butil metoxi — dibenzoil — metano, absorvendo
na regidao UVA.

(Fonte: Cosmet. Toil., 1995, 7,47)

Um foton de radiacdo UV absorvido por uma substancia tem energia suficiente
para causar a transferéncia de elétrons de um orbital de menor para energia para um de
maior energia. Neste caso, tal substancia funcionando como um filtro UV passa do
estado fundamental (baixa energia) para um estado excitado (alta energia). A partir do
estado excitado, diferentes tipos de reacdes podem ocorrer, dependendo da habilidade
do filtro em converter a energia absorvida. O que se espera de um bom filtro é que possa
simplesmente retornar ao estado fundamental liberando energia na forma de calor e,
dessa forma recupera sua habilidade em absorver radiacdo UV repetidas vezes. Tal
propriedade caracteriza um filtro estavel. Por outro lado, na eventualidade de ocorrer
uma transformacdo estrutural ou degradacdo, o filtro perde sua capacidade de absorcao
de UV e consequentemente seu poder de protecdo. Neste caso, o filtro caracteriza-se por
ser foto-instavel. Os filtros podem ser também foto-reativos. A molécula excitada pode
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interagir com outros componentes do filtro solar, oxigénio do ambiente ou biomoléculas
da pele (proteinas, lipideos) e entdo, conduzir a producdo de espécies reativas, 0S

radicais livres.

Os filtros orgénicos sdo classificados em filtros UVA ou filtros UVB de acordo
com a sua capacidade de absorver radiacdo UV. Filtros UVB sdo aqueles capazes de
absorver radiacdo entre 290 a 320 nm e os filtros UVA entre 320 e 400 nm. Em
formulacGes recentes, os filtros tém sido utilizados em associagéo, pois nenhum deles
isoladamente, na concentragdo recomendada pela FDA (Food and drug Administration),
proporciona fator de protecdo adequado ou largo espectro de absorcdo (SERPONE, et
al., 2007).

3.1.3 Filtros Solares Naturais

Muito se tem estudado a fim de se intensificar a capacidade fotoprotetora de
preparagdes de filtros solares, com esse intuito buscou-se exemplo na natureza. Com
resultado da selecdo natural, as plantas desenvolveram mecanismos de protegéo contra a
radiacdo UV, como a producao de altos niveis de antioxidantes e a sintese de compostos
capazes de absorver a radiacdo UV. Esses compostos sdo representados pelos
polifénois, que sdo os metabolitos secundarios das plantas com uma diversidade
estrutural notavel, pois compreendem mais de 8000 moléculas naturais. Neste grupo
estdo os flavonoides, antioxidantes potentes, capazes de neutralizar espécies reativas de
oxigénio, além da capacidade de absorcdo da radiacdo UV (SVOBODOVA, et al.,
2003).

O uso de produtos naturais como bloqueadores solares, foi descrito inicialmente
por Proserpio (1976), em que este faz uma analogia entre as estruturas moleculares das
substancias ativas presentes em algumas plantas com as estruturas bases de alguns dos
principais filtros solares sintéticos. A partir dai, alguns estudos veem sendo feitos sobre

a capacidade fotoprotetora de extratos vegetais.

Alvarez e Rodrigues (2000) fizeram um estudo acerca da capacidade
fotoprotetora de extratos de cafée verde (ndo torrado) e mais tarde, Savian e
colaboradores (2011) propuseram uma formulacdo contendo extrato de café verde como

potencializador da atividade fotoprotetora de filtros solares comerciais.
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A avaliacdo da atividade fotoprotetora de formulacGes contendo extrato de
propolis verde e vermelha foi feita por Nascimento e colaboradores (2009). Foi avaliada
in vitro a capacidade do incremento na atividade fotoprotetora em formulacéo
comercial, utilizando etanol e propilenoglicol como solventes para extracdo. Os
resultados mostraram que os extatos analisados apresentaram atividade fotoprotetora e
sua incorporacdo as formulagdes fotoprotetoras leva a uma intensificacdo do fator de

protecdo solar.

Violante e colaboradores (2011) apresentaram resultados satisfatérios quanto ao
potencial fotoprotetor de extratos vegetais do cerrado do Mato Grosso. As leituras
espectrofotométricas dos extratos brutos em etanol foram analisadas e intensa absor¢édo

foi observada na regido UV do espectro eletromagnético.

Dentre os biomas brasileiros, acredita-se que o Cerrado seja o tipo de savana
mais rico em biodiversidade do planeta, com mais de 3000 espécies vegetais endémicas.
Sendo que, cerca de 1000 delas sdo do estrato arbéreo-arbustivo e 2000, do estrato
herbaceo-subarbustivo. Como familias de maior expressdo destacam-se as leguminosas
Mimosaceae, Fabaceae e Caesalpiniceaea. A presenca de muitos compostos
secundérios e metabolitos presentes nas plantas dessa familia, tém grande importancia
econdmica, permitindo que compostos produzidos pelas leguminosas sejam utilizados
na fabricacdo de gomas, corantes, espessantes, medicamentos, resinas e pesticidas
(LEWIS, 2005). Devido a intensa radiacdo solar e temperaturas elevadas desse bioma,
as espécies vegetais do cerrado apresentam mecanismos de defesa eficiente para
protecdo de suas células. Por isso, torna-se cada vez mais necessario ampliar as
informacdes acerca dessa vegetacdo. Em um estudo feito por Oliveira e colaboradores
em 2009, foram encontradas, nas células fotossintetizantes de uma espécie vegetal da
familia Fabaceae, concentracGes relativamente elevadas de moléculas capazes de
minimizar os efeitos dos EROs ocasionados por exposi¢do intensa a radiacdo solar.
Resultados semelhantes foram encontrados por Rocha e colaboradores em 2007, para a

espécie do género Bauhinia, Caesalpiniaceae.

3.1.4 Fator de Protecdo Solar

Em 1934, Friedrich Ellinger relatou o primeiro estudo sobre avaliagédo da

eficacia protetora de protetores solares, onde o autor realizava a determinacéo da Dose
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Eritematosa Minima (DME) na pele protegida e ndo protegida e, dessa forma, propunha
um coeficiente de protecdo que decrescia em valor a medida que a protecdo aumentava
(HENNEW, 1983).

Rudolf Schulze em 1956 propos a avaliagcdo de fotoprotetores comercialmente
disponiveis calculando o fator de protecéo dividindo o tempo de exposi¢cdo necessario
para a inducdo de eritema com o protetor pelo tempo necessario para indugédo de eritema
com o protetor para a inducdo de eritema sem o protetor, utilizando doses de radiagéo
progressivas emitidas por lampadas com espectro de radiagdo mais proximo da luz solar
(WEEL, et. al., 1998).

Em meados da década de 70, o termo Fator de Protecdo Solar (FPS) foi
introduzido (GREITER, 1974). O FPS proposto por Greiter se tornou popular e
utilizado em todo o mundo. Entretanto, pela falta de padronizacdo do método, os
valores numéricos encontrados e utilizados nos fotoprotetores apresentavam grande

variacdo, ndo conferindo confiabilidade ao método (HENNEW, 1983).

Em 1978, a agéncia regulatéria Norte-America FDA (Food and Drug
Administration) prop6s a primeira normatizacdo para a determinacdo do Fator de
Protecdo Solar. O Fator de Protecdo Solar pode ser definido como sendo a razdo
numeérica entre a Dose Eritematosa Minima da pele protegida pelo fotoprotetor em
questdo, aplicado na quantidade de 2 mg/cm?, e a Dose Eritematosa Minima da pele ndo

protegida, numa relacdo matematica que pode ser apresentada conforme Equacéo 3.1.

DEM (pele protegida)

FPS =
DEM (pele nao protegida)

3.1

Para a determinacdo do valor do FPS, um grupo de 10 a 20 voluntérios de
diferentes foto tipos séo selecionados e submetidos a doses progressivas de radiagédo
ultravioleta emitidas por uma fonte artificial de luz, denominada simulador solar, em
areas de pele ndo protegida e pele protegida pelo protetor solar em estudo, aplicado na
quantidade de 2 mg/cm?. Apds certo periodo de exposicdo, é realizada a leitura da Dose
Eritematosa Minima nas duas areas e calculada a sua razdo. A meédia dos valores

encontrados no grupo de voluntarios é o Fator de Prote¢do Solar do produto.
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Além da normatizagéo proposta pela FDA, outras agéncias reguladoras propdem
métodos para determinacdo do FPS in vivo. A Deutches Institut flir Normung (DIN),
agéncia Alemd, aprsentou em 1984 uma nova metodologia (Norma DIN 67501). As
duas metodologias diferem-se basicamente quanto a fonte emissora de UV, lampada de

Xendnio para FDA e luz natural ou mercurio para Norma DIN.

A Comunidade Europeia, através da Associacdo Européia da Industria de
Cosméticos, Higiene Pessoal e Perfumaria (Comité de Liason des Associations
Européenes de Industrie et de la Perfumere — COLIPA), desenvolveu sua primeira
metodologia em 1994 e, em 2006 juntamente com a associacdo Japonesa (JCIA), Sul
Africana (CTFA-AS) e norte-americana (CTFA-USA) foi apresentado um método
denominado International Sun Protection Factor Test Method (ISPF).

As metodologias da FDA e da COLIPA se tornaram referéncia para diferentes
paises dentre eles o Brasil, que por meio da resolucdo RDC N° 30, editada pela
ANVISA em 2012, determina que uma dessas metodologias seja utilizada para a

determinacdo do Fator de Protecdo Solar.

Foras as metodologias in vivo, as metodologias in vitro também podem ser Uteis
para determinacdo do FPS. Embora nenhuma metodologia in vitro seja indicada como
padrdo pelas agéncias regulamentadoras internacionais e nacionais, ela é capaz de
fornecer informacdes prévias acerca de formulagdes fotoprotetoras em estagios iniciais

de desenvolvimento.

Os métodos in vitro apresentam vantagens, como a rapidez de execuc¢do, o custo
acessivel, a reprodutibilidade e a ndo exposicdo do voluntario ao risco. (SAYRE et al.,
2008). O método de Transmitancia difusa e Geometria Optica é geralmente aplicado
sobre filtros inorganicos como 6Oxido de zinco e didxido de titdnio por se tratarem de
sistemas opacos. A intensidade de luz incidida sobre os fotoprotetores se d& conforme
uma distribuicdo hemisférica apresentada na FIG. 3.4, a intensidade de radiacdo é maior
na proximidade da incidéncia para a direcao regular transmitida (direcdo hemisférica).
A transmitancia hemisférica total € medida pelo uso de uma esfera de integracdo que
coleta a luz dispersada em todos os angulos. A lampada de xendnio com energia
suficiente para o intervalo espectral de 250 a 450 nm é usada no interior da esfera
integradora. A amostra é aplicada em substratos (simuladores alternativos da pele
humana) sob a forma de camada de 2 mg/cm? ou 2 pL/cm? (MOYAL, 2008).
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Figura 3. 4 - Espalhamento da luz incidente sobre a amostra do fotoprotetor

(Fonte: SPRINGSTEEN et al., 1999).

A determinacdo do FPS in vitro de filtros organicos pode ser realizada por meio
da leitura espectrofotométrica de suas solugfes diluidas. Para essa técnica, sdo
utilizados os solventes (e brancos de leitura) metanol, isopropanol ou etanol. Esse
método ndo pode ser empregado para a avaliacdo de fotoprotetores contendo filtros
inorganicos em fungéo da insolubilidade destes nos solventes comumente utilizados. O
calculo do FPS é obtido por meio de uma equacdo que leva em consideragdo a leitura
espectrofotométrica da amostra, intensidade da luz solar no comprimento de onda

analisado entre outros parametros.

No trabalho de Santos et al., (1999) foi realizado um estudo comparativo entre
os valores, obtidos pelo Método de Mansur (in vitro) e por metodologia in vivo, 0s
métodos correlacionaram-se entre sim apresentando um erro de no maximo 8% entre as

metodologias.

No final da década de 80, Sayre e colaboradores desenvolveram um método in
vitro que relaciona a porcentagem ndo transmitida através de um substrato contendo o
protetor solar com o valor do FPS (FIG.3.5). Essa relacdo é ainda muito utilizada e

serve como base para pesquisas iniciais de fotoprotecéo.
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Figura 3. 5- Relacéo entre porcentagem da radiacdo UVB blogueada por absorcgdo e/ou reflexdo e FPS
obtida por Sayre e colaboradores.

(Fonte: Sayre, 1979).

Apesar do método de Sayre ser eficiente, os equipamentos Opticos utilizados sdo
complexos e de alto custo. Portanto, faz-se necessario a cada dia o desenvolvimento de

metodologias in vitro de baixo custo, porém com a precisao e eficiéncia adequadas.

3.2.Comprimento de onda critico (Ac)

De uma maneira geral, a eficacia dos filtros solares tem sido associada ao FPS,
que quantifica a protecdo contra a radiacdo UVB, porém o papel do UVA na foto
carcinogéne e foto envelhecimento vem sendo cada vez mais valorizado. Portanto,
torna-se necessario o uso de produtos com amplo espectro de absorcdo UV. Existem
varios métodos para determinacao da protecdo UVA, no entanto a ANVISA exige que a
determinacéo seja feita pelo método in vivo estipulado pela Comissdo Européia em 2006
ou pelo método in vitro desenvolvido pela COLIPA. Esse Gltimo leva em consideracdo
o0 comprimento de onda critico do espectro de absorcdo dos filtros fotoprotetores. O
comprimento de onda critico tem como definicdo o comprimento de onda para o qual a
area sob a curva integrada de densidade 6tica que comecga em 290 nanémetros é igual a
90% da area integrada entre 290 e 400 nanometros. O valor do comprimento de onda
critico é baseado na forma da curva de absorcédo e, portanto, ndo depende da amplitude

da curva, ao contrario do FPS. Dessa forma, as duas técnicas sdo independentes e
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complementares, que juntas fornecem informacfes completas acerca da eficacia de
filtros solares. Na Resolugdo RDC N° 30 de 2012 a ANVISA determina que filtros

solares denominados de amplo espectro de absor¢do possuam Ac maior ou igual a 370

nm. Exemplos da determinacdo do comprimento de onda critico estdo ilustrados na FIG.
3.6.

Filtro solar UVB Filtro de amplo espectro

Ac=378 nm

Absorbancia
Absorbancia

230 300 M0 320 30 M0 IS0 JIE0 IO IO 3IW 400 290 300 30 320 330 340 350 360 I70 30 390 400

Comprimento de onda'nm Comprimento de onda/'nm

Figura 3. 6 - Exemplos de comprimento de onda critico, a esquerda um espectro de protecdo apenas
contra radiacdo UVB e a direita um espectro de ampla absorcéo.

(Fonte: adaptado de MOYAL, 2000)

3.3 Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases, que
estdo em contato. Uma das fases é estacionaria, enquanto a outra se move através dela.
Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estacionéria, os componentes da mistura
sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é seletivamente retido
pela fase estacionaria, o que resulta em migracdo diferencial desses componentes
(COLLINS, et al, 2006).

Existem varias técnicas cromatograficas disponiveis atualmente, entre as mais
sofisticadas estdo o HPLC, ou cromatografia liquida de alta desempenho (do inglés,
high performance liquid chromatography) e a cromatografia a gas que é assim

denominada por ser a fase movel um gas inerte. As técnicas mais simples incluem
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cromatografia em papel, cromatografia em camada delgada e cromatografia em coluna a

pressao atmosférica.

De uma maneira geral, a coluna cromatografica é constituida por um tubo de
vidro, em posicdo vertical; a extremidade superior é aberta e a inferior afilada,
terminando numa torneira, que permitird o controle da vazdo da fase modvel. As
dimensGes da coluna dependerdo da quantidade de material a ser cromatografado. A
fase estacionaria da coluna (também chamada de recheio) é o material adsorvente em
que os componentes ficaram retidos durante a passagem da fase moével. Os adsorventes
mais comuns empregados em cromatografia sdo a silica e a alumina, mas também sao
utilizados éxido de magnésio, carvéo, polimeros de estireno (SNYDER, et.al., 2009).A
funcdo das fases moveis (ou eluente) na cromatografia em coluna é promover o
desenvolvimento dos componentes da mistura na coluna e remover ou dessorver esses

componentes do adsorvente seletivamente.

A cromatografia em coluna a pressao atmosférica tem sido amplamente utilizada
para fracionamento de extratos vegetais por ser uma técnica relativamente simples, ndo
exigindo instrumentacdo sofisticada. Extratos vegetais sdo misturas complexas de
compostos quimicos com diferentes grupos funcionais, a cromatografia em coluna por
sua vez, tem como objetivo simplificar esse extrato, separando esses compostos em
fracdes mais simples onde os compostos com caracteristicas semelhantes migram
juntamente através da coluna. A FIG. 3.7 ilustra o processo de eluicdo de trés fracbes

por meio de uma coluna cromatogréfica.
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Figura 3. 7 - Eluicéo de trés fracdes a partir de um extrato bruto vegetal; a: extrato no topo da coluna; b:
inicio da separacdo; c: separacdo completa de uma das fragdes.

(Fonte: Adaptado de COLLINS, 2006).

As fracdes que sdo recolhidas pela torneira da coluna passam por um processo
de evaporagdo do solvente, que pode ser feito, utilizando um evaporador rotativo.
Quanto maior o nimero de fragdes recolhidas, melhor o processo de separacdo, ou seja,

mais purificadas as fracdes estarao.

Normalmente a cromatografia em coluna ndo tem como finalidade isolar compostos
quimicos, trata-se apenas de uma separacdo preliminar dos constituintes da espécie
vegetal em estudo. Para isolamento e elucidacdo da estrutura quimica dos compostos
presentes no extrato vegetal sdo necessarias técnicas mais elaboradas como o HPLC

acoplado a um espectrdmetro de massas, por exemplo.
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3.4 Espectroscopia UV

Quando uma radiagdo continua passa através de um material transparente, uma
parte da radiacdo pode ser absorvida formando um espectro de absorcdo. Como
resultado da energia absorvida, &tomos ou moléculas passam de um estado de baixa
energia (estado fundamental) para um estado de alta energia (estado excitado). A
FIG.3.8 retrata 0 processo de excitacdo, que € um processo quantizado. A radiacdo
eletromagnética que € absorvida tem energia exatamente igual a diferenca entre o estado

excitado e o estado fundamental.

E (excitado)

AE = [E{excitado) — E(fundamental)] = hv

E (fundamental)

Figura 3. 8 - Processo de excita¢do

(Fonte: Pavia, 1996)

A absorcdo da regido visivel e ultravioleta depende, em primeiro lugar, do
nimero e do arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes. Como
consequéncia, o pico de absor¢do pode ser correlacionado com o tipo de ligagdo que
existe na espécie que estd sendo estudada. Nos compostos organicos, 0s que possuem
dupla ligacdo absorvem fortemente em comprimentos de onda mais baixos. Os
compostos que possuem ligacBes simples e duplas alternadamente, chamadas de
ligagbes conjugadas, produzem absor¢cdo em comprimentos de ondas maiores. Quanto
mais extenso for o sistema conjugado, mais longos serdo os comprimentos de onda

absorvidos, podendo chegar a regido do visivel.

Um espectrofotdbmetro tipico de UV consiste em uma fonte de luz, um
monocromador e um detector. A fonte de luz é geralmente uma lampada de deutério,
que emite radiacdo eletromagnética na regido UV do espectro. Os monocromadores sao
dispositivos essenciais dos espectrofotometros e tem como funcdo a selecdo do
comprimento de onda e que se tem interesse para a analise. E constituido de uma fenda

de entrada de um elemento de dispersdo de radiacdo e de uma fenda de saida. O
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elemento de dispersdo pode ser um prisma ou uma rede de difracdo. O detector é
geralmente um tubo fotomultiplicador, embora em instrumentos modernos fotodiodos
sdo também utilizados. Em um instrumento tipico de feixe duplo, a luz emitida pela
fonte de luz é dividida em dois feixes, o feixe da amostra e o feixe de referéncia.
Quando ndo houver nenhuma célula de amostra no feixe de referéncia, a luz detectada é
considerada como sendo igual a intensidade de luz que entra na amostra (PAVIA,
1996).

Espectrofotdmetros mais modernos como os de arranjos de diodos, consistem
em uma série de detectores de fotodiodos posicionados lado a lado em um cristal de
silicone. Cada diodo é concebido para gravar uma banda estreita do espectro. Os diodos

sdo conectados de modo que o espectro inteiro é determinado de uma s6 vez.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Nove protetores solares, disponiveis comercialmente e autorizados pela ANVISA,
foram utilizados para a validagdo da metodologia na cdmara de testes. Os produtos
foram adquiridos no comércio local de Belo Horizonte e a identidade dos mesmos sera
preservada. O didxido de titanio utilizado também para a validacdo do método foi o
Dioxido de titanio Ti-Pure® R-706 da DuPont.

As caracteristicas das trés espécies vegetais oriundas do Cerrado brasileiro,
utilizadas nesse trabalho, estdo dispostas na Tabela 3.1. A identidade das mesmas

também foi preservada.

3. 1 - Dados das espécies vegetais utilizadas

Espécie Vegetal Familia Parte de interesse Periodo de coleta
A Fabaceae - Flores Fevereiro
Caesalpinioideae
B Aloeaceae Seiva e folhas Ano todo
C Fabaceae Casca Junho

As fracdes das espécies vegetais foram obtidas por meio de colunas cromatogréaficas
de vidro de didmetros e alturas escolhidos de acordo com a quantidade de material a ser
cromatografado. Foi utilizada como fase estacionaria silica Gel 60 adquirida da
Macherey-Nagel com granulometria 70-230 mesh. A eluigdo foi realizada com
solventes organicos adquiridos da Synth e Vetec. Os solventes utilizados estdo descritos
posteriormente no item 4.2.6. Os extratos brutos e as fracdes purificadas foram
concentrados em evaporador rotativo Fistom - 550 (FIG. 4.1) com controle de
temperatura e pesados em balanca analitica de precisdo (leitura minima 0,0001 g),
Marte - AY220.
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Figura 4. 1- Evaporador Rotativo Fistonm 550 para evaporagdo do solvente nas fracdes e extratos brutos
vegetais.

(FONTE: LABBIO)

As medidas de absorcdo ética das fracbes e extratos brutos para obtencdo dos
espectros preliminares, FPS pelo método de Mansur e comprimento de onda critico
foram efetuadas no espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan GO com lampada
de Xenobnio, utilizando-se uma placa de 96 pocos de quartzo. Os espectros foram
monitorados na faixa de 200-500 nm (FIG. 4.2).

Figura 4. 2— Espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan Go para determinacdo das medidas de
absorcdo dtica.

(FONTE: LABBIO)
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A camara de testes projetada para os testes possui duas fontes de luz. A primeira,
uma lampada florescente Repti Glo 10.0, 15 W, simulando a radiagdo solar e a segunda,
uma lampada UVC TUV PL-S da Philips de 5 W. O Luximetro e o espectrofotdmetro
utilizados para as medidas de iluminancia e obtencdo dos espectros de emissdo na
camara de testes foram respectivamente o Digital Lux Meter da Minipa, modelo MLM —
1011 e o EstellarNet UVN SR-200.

4.2 Métodos

A parte experimental do presente trabalho foi dividida em duas etapas, a primeira
delas envolveu a projecdo, caracteristicas da camara de testes e validagdo da nova
metodologia, com amostras fotoprotetoras comerciais. A segunda consistiu na obtencao
e preparacdo de formulacdes fotoprotetoras naturais utilizando a metodologia entédo

validada.
Primeira etapa

4.2.1 Projecdo da cAmara de teste

A cémara de testes foi construida em aco, pintada de preto, possui 500 mm de
comprimento, 205 mm de largura e 205 mm de altura. A cor preta foi escolhida devido a
capacidade de eliminar interferéncias de ondas eletromagnéticas externas a camara de

testes. A FIG.4.3 ilustra o esquema experimental para a realizacdo dos testes.
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(8

(7)

Figura 4. 3 - Esquema experimental da camara de testes, constituido por: (1) caixa de ferro preta; (2)
fonte de irradiacdo de 15 W simulando radiagdo solar; (3) fonte de irradiacdo de 5 W, UVC; (4) caixa de
papel pluma com abertura para insercdo da lamina com as amostras; (5) lamina para acondicionamento
das amostras; (6) sensor do espectrofotémetro; (7) espectrofotdmetro; (8) computador para aquisicao de
dados.

A camara é composta por duas fontes de irradiacdo: a primeira, que simula a
radiacdo solar (Repti Glo 10.0 Exoterra Répteis, 15 W), foi situada a 15 cm da amostra
a ser irradiada; a segunda fonte de irradiacdo, uma lampada UVC (TUV PL-S Philips, 5
W) situada a 12 cm da amostra a ser irradiada. As FIGURA 4.4 ilustra o espectro de
emissdo da fonte de luz simulando a radiacdo solar, obtido com o espectrofotdmetro
EstellarNet UVN SR-200. O espectro de emisséo solar na superficie da Terra, obtido as
12 horas de um dia ensolarado, para ilustrar a concordancia entre os espectros, também
foi obtido e encontra-se ilustrado na FIG. 4.5. O espectro da fonte de radiacdo UVC

também foi obtido utilizando 0 mesmo espectrofotdmetro e esta ilustrado na FIG.4.6.
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Figura 4. 4- Espectro de emissdo da fonte de luz de 15 W presente na camara de testes que simula
radiagdo solar.
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Figura 4. 5- Espectro de emisséo da radiacdo solar, obtido as 12 horas de um dia ensolarado.
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Figura 4. 6- Espectro de emissdo da fonte de luz de 5 W presente na cdmara de testes com emisséo UVC.

O aco foi utilizado na construcdo do equipamento por ser um bom condutor de
calor, evitando assim o aquecimento excessivo das amostras, é rigido, fotoestavel e
protege o operador contra as emissdes da fonte de luz. Apesar da caixa ndo simular um
ambiente real, cria um ambiente favoravel para as medicGes. Outra caixa feita em papel
pluma também na cor preta de 50 mm de altura, 45 mm de comprimento e 30 mm de
largura é inserida no centro da cadmara. Nessa caixa ha uma abertura para insercdo da
lamina onde as amostras foram colocadas. Na caixa estd presente o sensor do
espectrofotometro (StellarNet, UVN SR-200) que foi utilizado para a captacdo da
radiacdo transmitida através das amostras utilizadas nos testes.

4.2.2 Determinacdo dos pardmetros experimentais

Afim se obter parametros experimentais compativeis com os parametros de
metodologias determinadas pela legislacdo vigente, a iluminancia média e a temperatura

da cAdmara foram determinadas.

A iluminancia é uma grandeza de luminosidade que faz a relagéo entre o fluxo
luminoso que incide na direcdo perpendicular a uma superficie e a sua area. Na pratica,
é a quantidade de luz dentro de um ambiente. Sua unidade de medida é o lux (Ix). Para

medi-la, utiliza-se um aparelho denominado luximetro. (RYER, 1998)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Luminosidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fluxo_luminoso
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fluxo_luminoso
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81rea
http://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_medida
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lux
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lux%C3%ADmetro
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Para a determinacdo da luminosidade média dentro da cAmara de testes foram
escolhidos 9 pontos no interior da caixa.O luximetro foi posicionado em cada um desses
pontos, a fonte de irradiacdo solar foi ligada e a luminosidade média foi determinada. A

posicao dos pontos na camara de testes esta ilustrada na FIG. 4.7.

Figura 4. 7 - Posicdo dos pontos para determinacéo da luminosidade na cdmara de testes.

A temperatura da camara de testes foi determinada por meio de um termdmetro
de mercdrio que foi inserido no interior da cAmara de testes. O valor da temperatura foi
monitorado em intervalos de 15 minutos em um periodo de 2 horas. O periodo de 2
horas foi escolhido por ser tempo maximo que a cdmara de testes ficou ligada para

avaliacdo das amostras fotoprotetoras usadas neste trabalho.

4.2.3 Determinacdo do FPS experimental das amostras comerciais e TiO>

O FPS das amostras comerciais foi avaliado por meio do monitoramento do
espectro de transmissao da radiacdo através das mesmas utilizando o espectrofotdmetro
EstellarNet UVN SR-200. A area compreendida entre 290 e 320 nm do espectro de
transmissao da radiacdo através da Iamina foi determinada primeiramente sem aplicacéo
da amostra. Em seguida, cerca de 15,46 mg de cada amostra comercial testada foi

colocada e espalhada sobre a lamina (24x32 mm) de modo que houvesse cerca de 2,00
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mg de amostra por cm? de lamina, quantidade recomendada pela ANVISA para

aplicacdo de filtro solar na pele. A FIG. 4.8 ilustra a distribuicdo do protetor na lamina.

Figura 4. 8-Vista lateral da distribuicdo do fotoprotetor na l1dmina para testes.

A lamina foi entdo colocada sobre uma segunda caixa de onde recebeu a
radiagdo proveniente da ldampada que simula a radiagdo solar. A amostra foi entéo,
irradiada por 45 minutos e o espectro de transmissdo foi novamente obtido. Por meio da
relacdo entre a area do espectro antes e apds a aplicacdo da amostra foi possivel obter
informacdes acerca da capacidade de absorcdo e/ou reflexdo, ou seja, a radiacdo nao
transmitida através dos protetores testados.

Considerando que toda energia foi conservada, parte da radiacdo incidente é
transmitida e a outra parte é absorvida e/ou refletida pela amostra, dependendo das
propriedades dos protetores analisados, a porcentagem de absorcdo e/ou reflexdo da
radiacdo UV dos protetores solares pode ser obtida por meio da relacdo mostrada na

Equacéo 4.1.

100xAt

%AR =100 — 1o

4.1

Onde:
%AR = porcentagem de radiagdo UV absorvida e/ou refletida pela amostra;
Ao = area do espectro de emissdo através da lamina antes da aplicacdo das amostras;

At = area do espectro de transmissao através da lamina + pelicula da amostra.
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O FPS experimental foi determinado com base em uma relagéo obtida por Sayre
e colaboradores (1979). Os autores demonstraram que a porcentagem da radiagdo UVB
ndo transmitida através dos protetores esta relacionada com o valor do FPS dos produtos

conforme mostra a Equacao 4.2.

%NT = ( )x100 4.2

1L
FPS
Em que,

%NT = porcentagem de radiacdo UVB ndo transmitida através dos protetores
solares.

FPS = fator de protecdo solar.

Dessa forma, obtendo os valores de %AR e fazendo-os equivalentes a %NT da
Equacdo 4.4 foi possivel determinar o valor do FPS in vitro das amostras comerciais e

compara-los com os valores fornecidos pelos fabricantes.

Para verificar a exatiddo e reprodutibilidade do método, 9 protetores solares
comerciais autorizados pela ANVISA e uma formulagdo de TiO2 25% em gel foram
utilizados. A Tabela 4.1 sumariza as caracteristicas dos 9 protetores solares analisados,
indicados por P e da formulacdo de TiO2. Na tabela encontra-se o FPS indicado pelo
fabricante de cada marca, bem como o tipo de filtro utilizado, protetor solar inorganico
(I) com capacidade de refletir a radiacdo (R), orgénico (O), com capacidade para
absorver a radiagdo (A), ou ambas as caracteristicas.

A fim de se analisar o comportamento de um protetor exclusivamente fisico, foi
preparada uma formulagdo em gel de TiO2 25 % e seu FPS teorico foi determinado por
meio do programa Sunscreen Simulator disponivel no site da BASF. Os dados para essa

formulagdo, também se encontram na Tabela abaixo.
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Tabela 4. 1- Dados dos filtros solares comerciais utilizados e formulacéo de TiOo.

Massa de amostra utilizada = 15,2 + 0,0012 mg por cm? de lamina

FPS indicado Caracteristica da

Filtro/formulacao Tipo de filtro*

pelo fabricante protecdo**
P1 60 I/0 AR
P2 60 I/0 A/R
P3 60 I/0 A/R
P4 50 I/0 A/R
P5 50 I/0 A/R
P6 50 o) A
P7 30 I/0 A/R
P8 30 I/0 A/R
P9 30 I/0 A/R
TiO2 25% 40 I R

* | = filtro inorgénico; O =filtro orgénico; I/O = filtro inorgénico e orgénico
** A= protecdo por absor¢do da radiacdo; R= protecdo por reflexdo da radiacdo; A/R= prote¢do por
absorcdo e reflexo da radiagéo.

4.2.4 Avaliacdo da capacidade de protecdo frente a radiacdo UV (180 a 400 nm)

A capacidade de protecdo contra a radiacdo UV ao longo do tempo das amostras
foi avaliada de forma semelhante a metodologia para determinacdo do FPS descrito no
item 4.2.3, no entanto, a regido monitorada foi a &rea compreendida entre 180 e 400 nm
e 0 monitoramento espectral foi realizado em intervalos de 15 minutos num periodo de
2 horas, periodo escolhido por ser o ntempo geralmente indicado para sucessivas
aplicacdes de protetores na pele. Dessa forma, foi possivel obter a porcentagem de
decaimento da protecdo UV dos protetores solares analisados e analisar a eficiéncia dos

mesmaos.

Segunda Parte

4.2.5 Obtencdo dos extratos brutos

As partes de interesse de cada espécie foram secas a temperatura ambiente,

fragmentadas e submetidas ao processo de extracdo por imersdo em metanol (PA). A
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matéria vegetal ficou em repouso e ao abrigo da luz por quatro dias e, apds esse tempo,
foi filtrada em filtro de 0,45 pum (Milipore). Apos a filtragdo, o solvente foi removido
por destilacdo em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, para a obtencdo dos

respectivos extratos brutos e suas massas correspondentes.

4.2.6 Purificacdo dos extratos brutos por Cromatografia em coluna aberta

Essa etapa visou a obtencédo de fracdes mais purificadas a partir do extrato bruto
vegetal e baseia-se na afinidade dos compostos presentes no extrato bruto com a fase
movel ou a fase estaciondria utilizada (COLLINS, 2006). Os solventes utilizados na
fase movel foram: hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e misturas binarias
desses solventes em proporcdes adequadas. As escolhas dos solventes foi realizada com
base em experimentos prévios a esse trabalho. A ordem de passagem dos solventes
seguiu a ordem de polaridade dos mesmos, comegcando do solvente com menor
polaridade e finalizando com aquele de maior polaridade. A Tabela 4.2 mostra a ordem

de eluicdo dos solventes e suas respectivas proporcoes.

Tabela 4. 2 - Ordem de eluicdo e proporcédo das fases mével utilizadas

Ordem de eluicao Fase movel Proporc¢ao
1 Hex 100%
2 Hex:DCM 3:1
3 Hex:DCM 1:1
4 Hex:DCM 1:3
5 DCM 100%
6 DCM:ACET 3:1
7 DCM:ACET 1:1
8 DCM:ACET 1:3
9 ACET 100%
10 ACET:ETOH 3:1
11 ACET:ETOH 1:1
12 ACET:ETOH 1:3
13 ETOH 100%

Hex: Hexano; DCM: Dicloro metano; AcET: Acetato de etila; ETOH: Etanol

As fragdes das bandas separadas na coluna foram coletadas em frascos &mbar e
acondicionadas em balGes de destilagdo para reducdo de volume e concentracdo em

evaporador rotativo. O volume final obtido foi transferido para frascos previamente
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tarados e a evaporacdo do solvente residual foi realizada em um speedvac. Apos a
retirada de todo o solvente, os frascos foram novamente pesados e a massa das fracoes
obtidas foi determinada. O esquema ilustrado na FIG. 4.9 sintetiza as metodologias
descritasem 4.2.5e 4.2.6.

s — — —
— L
1- Preparagdoe 2—acondicionamento da 3-adicdode 4 —solucéo é deixada por
fragmentacdo da espécie parte de interesse em um metanol 4 dias em repouso e ao
vegetal erlenmeyer abrigo da luz

r

.
5 Filtracéo da solugdo 6— Evaporagdodo 7— Obtencédo do extrato
resultante solvente em evaporador bruto
rotativo
- el ]
N N
I Evaporacéo do solvente
_—> _—>
s ) (i
| .LI ]
10— Frac0es obtidas
8- Inser¢do do extrato 9 Inicio da formacédo
bruto na coluna e inicio dasbandase
da passagem do solvente recolhimento das fragdes

Figura 4. 9 — Esquema simplificado da metodologia para obtencéo das fracGes dos extratos vegetais,
desde a obtencdo do extrato bruto até as fracGes purificadas.
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4.2.7 Monitoramento da faixa espectral das fracdes

Solucgdes de concentragdo 2,0 mg/mL dos extratos em etanol foram preparadas e
200 pL de cada solucao foi transferido para uma placa de 96 pocos de quartzo. Os
espectros das fracdes na faixa de 200 a 500 nm foram entdo, obtidos. e exportados em
arquivos para serem tratados no Excel. A faixa espectral dos extratos foi analisada
quanto a correspondéncia nas regides UVA, UVB e UVC, utilizando e

espectrofotdbmetro Multiskan GO.

4.2.8 Preparacdo das formulacdes fotoprotetoras vegetais

Para andlise da capacidade fotoprotetora das fracBes e extratos vegetais foi
necessaria a incorporacdo dos mesmos em veiculos. Trés diferentes veiculos foram
testados: 6leo mineral (Farmax), 6leo de Rosa Mosqueta (Herbarium) e Gel Natrosol
(Racine) 1% m/m preparado em agua. Os veiculos foram escolhidos devido a facilidade
de manipulacdo e aquisicdo. Os trés veiculos testados foram analisados quanto a
capacidade de solubilizacdo dos extratos e fracGes vegetais e capacidade de absorcao de

radiacdo na regido UV.

A concentracdo méaxima de filtros organicos autorizados pela ANVISA € de
15%, sendo que a concentracdo minima normalmente encontrada é de 3%. Portanto, as
formulacGes foram preparadas em concentracdes de 9% m/m no gel, concentracdo

média entre a minima normalmente utilizada e a méxima permitida.

4.2.9 Determinacio do comprimento de onda critico e FPS pelo método de Mansur das
fracOes e extratos brutos

A determinacdo desses dois parametros teve como objetivo determinar quais
fraches e extratos brutos estdo aptos a serem usados em fotoprotecdo. O método de
Mansur (1986) foi escolhido para determinacdo do FPS, pois se trata de um método
rapido, reprodutivel e adequa-se facilmente as condicdes dos extratos e fragdes, ja que

0s mesmos sao soluveis no solvente utilizado.
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e Comprimento de onda critico

O comprimento de onda critico (Ac) € definido como o comprimento de onda
para o qual a &rea sob a curva integrada de densidade Otica, que comega em 290
nanémetros é igual a 90% da area integrada (AA4) entre 290 e 400 nanémetros (COLIPA,

2009). O valor do Ac pode ser determinado por meio da Equacéo. 4.5.

400

Ac
f AldA = O,9f AAldA 4.3
290 290

A determinacdo do comprimento de onda critico das fracfes e extratos brutos
das trés espécies foi realizada pelo programa Origin Graphing & Analysis 2015. Os
espectros para determinacdo do Ac foram obtidos utilizando o espectrofotdmetro
Multiskan Go. A partir dos resultados obtidos, selecionaram-se as fracdes e extratos

das espécies que possuem amplo espectro de absor¢do (absor¢do UVA e UVB).
e Determinacdo do FPS

Para a determinacdo do FPS das fracBes, foi utilizado o método in vitro
espectrofotométrico desenvolvido por Mansur (MANSUR, 1986). As solucdes para
leitura no espectrofotdmetro, Multiskan GO, foram preparadas em metanol, de modo
que a concentracao final é de 0,2 mg/mL, concentracdo padronizada para o calculo do
FPS.

A anélise foi feita em triplicatas e as absorbancias das solu¢des das amostras
foram medidas no espectrofotémetro. O FPS médio foi calculado pela Eq. 4.5 (Calculo
do FPS segundo Mansur).

20
FPS = FC.Z E(A).1(2). abs(A) 4.4

290

Em que:
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FC = fator de correcdo (igual a 10);

EE (L) = 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 solu¢do da fracdo no

comprimentode onda (X).

O efeito eritematogénico presente na equacdo acima pode ser definido como
primeira reagdo eritematosa perceptivel com bordas claramente definidas, observadas
entre 16 e 24 horas apds a exposicdo a radiacdo ultravioleta (ANVISA, 2012). A
intensidade desse efeito depende do tempo de exposic¢do, do comprimento de onda da
radiacdo e da intensidade da luz incidente (SCHULZE, 1956).

A Tabela 4.3 mostra a relacdo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da

radiacdo em cada comprimento de onda.

Tabela 4. 3 - Efeito eritematogénico e intensidade da radiacao

A (nm) EE (M) xI())
290 0,015
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,018

4.2.10 Determinacdo da capacidade de protecdo das formulacdes de fracdes e extratos
brutos vegetais por meio da cAmara de testes

As amostras vegetais foram irradiadas por 2 horas para obtencdo do
comportamento das mesmas frente a radiacdo UV, e por 45 minutos para determinacao
do FPS, conforme metodologias descritas em 4.2.3.1 e 4.2.3.2. Os valores do FPS
obtidos pela nova metodologia foram comparados ao método desenvolvido e validado
por Mansur (1986).



50

4.2.11 Andlises estatisticas

Os resultados foram avaliados estatisticamente pela analise de variancia de
pareamento utilizando o ANOVA one — way para varidveis ndo paramétricas. O
programa utilizado foi o GraphPad Prism 4.. A analise visou, fundamentalmente,
verificar se existe uma diferenga significativa entre as médias dos resultados obtidos. O
intervalo de confianga de 95% foi utilizado, valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativo.

As andlises estatisticas compararam os valores de FPS fornecidos pelos
fabricantes das 9 amostras comerciais com os valores de FPS determinados pela camara
de testes. Além disso, os valores de FPS das formulagdes vegetais pelo método de
Mansur (1986) foram também comparados com os valores obtidos por meio da camara

de testes.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Signific%C3%A2ncia_estat%C3%ADstica
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DeterminacOes dos parametros experimentais

As medidas da iluminancia foram tomadas em nove pontos distintos da camara
de testes. Os valores obtidos para média e desvio padrdo dos resultados do experimento
foram respectivamente 487,63 Ix e 75,10 Ix. Os valores para cada ponto estdo
representados na Tabela 5.1.

A carta de controle ilustrada na FIG. 5.1, foi utilizada, para determinar
estatisticamente os limites de controle da iluminéncia, no interior da cAmara de testes. O
limite superior foi obtido somando a média com mais um desvio padrao (+10o), e limite
inferior, subtraindo da meédia um desvio padrdo (-1c). Dessa forma, obteve-Se a
primeira faixa de dispersdo dos valores no gréfico), que se encontra entre as linhas
pontilhadas. Com esse resultado pode-se interpretar que a iluminancia dentro da camara
de testes, no geral, varia entre 562,73 Ix e 412,52 Ix, ou seja, a caixa apresentou uma
ampla faixa de iluminancia ao longo do seu volume. No entanto, o valor da iluminancia
média encontra-se dentro da faixa recomendada pela ANVISA, por meio do protocolo
estipulado pela FDA (21 CFR Part 352 et al, 1999.), para testes de fotoprotecéo, in vivo,
entre 450 e 500 Ix. A temperatura no interior da cdmara de testes manteve-se a em 25 +
2 °C, seguindo recomendacbes da COLIPA e FDA em manter as condigdes

experimentais em temperaturas abaixo de 40 °C.

Tabela 5. 1 — Valores da iluminancia em nove pontos da camara de testes.

Ponto da camara de
testes
1 425
468
594
445
464
619
432
454
9 613
Média 487,63

lluminancia/lx

00 ~NOo O b wWwiN
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Figura 5. 1 -Gréfico de dispersdo dos valores obtidos na verificacdo da iluminancia dentro da cAmara de
testes. A linha pontilhada superior indica o valor da média +1 desvio padrdo (+1c) € a linha inferior, 0
valor da média -1 desvio (-1c) padréo.

5.2 Validagdo do método com amostras comercias e formulacéo de TiO2

5.2.1 Determinacdo do FPS experimental das amostras comerciais e TiO>

Esse procedimento teve como objetivo validar a metodologia utilizada para
avaliar a capacidade fotoprotetora de formulacGes de extratos vegetais oriundos do

Cerrado Brasileiro.

Os valores obtidos do FPS experimental das amostras fotoprotetoras comerciais
foram determinados por meio da relacdo determinada por Sayre e colaboradores (1979),
mostrada na Equacédo 4.4. A Tabela 5.2 relaciona os valores de porcentagem de radiacao
UVB absorvida/refletida com o FPS declarado pelo fabricante e o FPS obtido por meio

da cAdmara de testes.
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Tabela 5. 2— Comparacao entre o FPS fornecido pelo fabricante e o FPS experimental
por meio da cdmara de testes

FPS
Protetor solar 20 € radiagdo UVB FPS declarado
absorvida/refletida  experimental pelo
fabricante
P1 98,1 51,7 60
P2 98,0 50,2 60
P3 97,8 48,2 60
P4 97,9 49,5 50
P5 97,1 45,4 50
P6 97,4 48,9 50
P7 95,8 27,3 30
P8 96,4 29,1 30
P9 95,9 27,6 30
TiO2 25 % 96,2 28,4 40

De acordo com os dados mostrados na Tabela 5.5 é possivel observar que os
protetores P1, P2 e P3 apresentaram valores muito divergentes daqueles declarados
pelos fabricantes. No caso de P3, a diferenca chega a quase 20 %. Entre os protetores de
FPS 50, P5 apresentou o pior desempenho com pouco menos de 10 % de diferenca entre
o valor experimental e o informado. O mesmo valor foi encontrado para o protetor P7
de FPS 30. A formulacédo de didxido de titanio, embora estavel, apresentou FPS cerca
de 30 % a menos que o valor tedrico. A divergéncia nos valores pode ser atribuida a
forma de preparo da formulagdo que pdode ter sido distinta daquela fornecida pelo
Sunscreen Simulator. A diferenca entre as caracteristicas das particulas do Oxido
utilizado também pode ter sido um fator relevante para a divergéncia encontrada.
Enquanto as particulas utilizadas pelo Sunscreen Simulator possuem tamanho médio na
ordem de grandeza de 10° m, as particulas utilizadas na formulagdo preparada para
testes apresenta ordem de grandeza 10 m.

Segundo a ANVISA, a determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) deve ser
realizada seguindo estritamente uma das seguintes referéncias ou suas atualizaces:
Sunscreen drug products for overthe-counter human use (FDA, 2006) ou International
Sun Protection Factor (SPF) Test Method, (COLIPA, 2006). A norma da FDA para
protetores solares estipula que a média final encontrada para valores de FPS ndo pode

ser maior que 5% em relacdo ao FPS declarado na embalagem do produto pelo seu
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fabricante. Assim como no método anterior, a COLIPA também determina que o FPS
também seja obtido a partir da média de medi¢bes. Os parametros para a aprovacao
permitem uma variagdo de +20 % e -20 % em relacéo ao FPS declarado. A FIG 5.2
mostra os dados obtidos para os nove protetores solares e a formulacédo de TiO; e 0s

limites aceitaveis de variacdo do FPS segundo as exigéncias da FDA e COLIPA.

FPS +20 %

FPS+5% pececccccccccccccccccccccccccccccccccccacaacaaaa]
FPS Tedrico
FPS-5% me===e==cece—ca—fas e C LY e E L

FPS-20%

TiO2

Figura 5. 2 - Limites estabelecidos pelas agéncias regulamentadoras para aceitacdo de protetores solares:

COLIPA:+ 20 % e — 20 % de variacdo em relacdo ao FPS fornecido pelo fabricante (linha continua azul);

Limites estabelecidos pela FDA: + 5 % e — 5 % de variagdo em relacdo ao FPS fornecido pelo fabricante
(linha tracejada vermelha); FPS tedrico fornecido pelo fabricante (linha continua verde).

A metodologia estatistica estipulada pela COLIPA é menos rigorosa que a
metodologia da FDA, por essa razao, apenas a formulacdo de TiO2 manteve-se fora dos
padrdes exigidos por essa agéncia. Pela metodologia da FDA, apenas P4, P6 e P8

atenderam os critérios exigidos para a aceitacdo do protetor solar

As variag0es encontradas nos valores dos nove os protetores comerciais testados
frente aos seus respectivos valores mencionados pelo fabricante ndo apresentaram
variaces significativas (p>0,05). O resultado nos permite dizer que as medicdes
realizadas pela metodologia proposta estdo de acordo com os valores mencionados pelo

fabricante, corroborando a analise.
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5.2.2 Avaliacdo da capacidade de protecdo frente a radiacdo UV (180 a 400 nm)

A capacidade de protecdo perante a radiacdo UV na regido compreendida entre
180 e 400 nm dos nove protetores comerciais e a formulacdo 25% de TiO, foi analisada
em intervalos de 15 minutos, em um periodo de 2 horas. Foram analisados protetores
com FPS 60, 50 e 30 e TiO2 25% com FPS 40.

A FIG.5.3 ilustra o comportamento ao longo de 2 horas de radiacdo dos
protetores P1, P2 e P3. Os resultados mostrados sdo valores médios de um total de trés

repeticdes de cada protetor.
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Figura 5. 3 — Comportamento de protetores comerciais FPS 60 frente a radiacdo solar em um periodo de
120 minutos.

Os resultados para protetores de FPS 60 mostram uma tendéncia a perda de
protecdo contra radiacdo UV ocasionada pela diminuicdo da porcentagem de absor¢éo
e/ou reflexdo da radiacdo UV incidente sobre a amostra. O fotoprotetor P2 foi o que se
manteve mais estdvel durante o periodo de duas horas. Com uma capacidade de
protecdo contra radiacdo UV de 96,68 + 0,08 % no tempo de 15 minutos e 94,20 + 0,46
% no tempo final de 120 minutos. Perdeu cerca de 2,56 % da sua capacidade
fotoprotetora, contra 3,61 % para P1 e 3,86 % para P3. A Tabela 5.3 sumariza os dados

obtidos para protetores comerciais de FPS 60.
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Tabela 5. 3 — Dados de porcentagem de absorcdo/reflexdo da radiacdo UV e de
decaimento da protecédo para protetores comerciais de FPS 60.

% de

~ ~ % de decaimento da
absorcao/reflexao

Protetor média da radiacao protegaohao longo de 2
oras
uv
P1 93,9+13 3,6
P2 95,8+0,9 2,6
P3 94,3+14 3,9

Na FIG 5.4 esta representado o comportamento frente a radiacdo solar dos
protetores comerciais de FPS 50. Assim como os protetores de FPS 60, os resultados

mostrados séo valores médios de um total de trés repeti¢bes de cada protetor.

94

93

Yo
N

——P4 -FPS 50
—=—P5 - FPS 50

Yo}
o

% de radiagdao UV
absorvida/refletida
Yo}

[y

—&—P6 - FPS 50

[o]
[\e)

(o]
0o

15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo/minutos

Figura 5. 4 — Comportamento de protetores comerciais FPS 50 frente a radiacdo solar em um periodo 120
minutos

Protetores solares de FPS 50 também apresentaram a mesma tendéncia de perda
da capacidade de absorver e/ou refletir a radiagdo UV proveniente da fonte de
irradiagcdo. No entanto, esses protetores mostraram-se menos eficaz quanto a capacidade
de manter a protegéo durante as duas horas, se comparado com os fotoprotetores de FPS

60. Em todos o0s caso, a perda da capacidade fotoprotetora inicial alcangou mais de 4 %.
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Tabela 5. 4 — Dados de porcentagem de absorcdo/reflexdo da radiacdo UV e de
decaimento da protecédo para protetores comerciais de FPS 50.

% de protecdo % de decaimento
Protetor media contra  da protecdo ao
radiacdo UV  longo de 2 horas

P4 913+13 4,1
P5 90,7+1,5 4,6
P6 904+14 4,7

Sob as mesmas condicdes dos protetores de FPS 60 e FPS 50, a FIG 5.5 ilustra o

comportamento dos protetores comercias de FPS 30.
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Figura 5. 5 — Comportamento de protetores comerciais FPS 30 frente a radia¢do solar em um periodo de
120 minutos

Assim como os demais protetores, os protetores de FPS 30 também perdem sua
capacidade de absorver e/ou refletir a radiacdo UV ao longo do tempo. Entre os 9
produtos analisados, os de FPS 30 foram os que apresentaram maior semelhanca quanto
a capacidade de protecdo média. Os protetores desse grupo também apresentaram
porcentagem de decaimento da protecdo superior a 4% assim como os de FPS 50. Na

Tabela 5.5 est&o os dados dos protetores de FPS 30.
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Tabela 5. 5 - Dados de porcentagem de absorcdo/reflexdo da radiacdo UV e de
decaimento da protecédo para protetores comerciais de FPS 30.

% de protecdo % de decaimento
Protetor media contra  da protecdo ao
radiacdo UV  longo de 2 horas

P7 88,1+13 4,4
P8 87,8+1,2 4,2
P9 88,0+1,5 4,3

De modo geral, foi possivel observar que os nove protetores tendem a perder sua
capacidade de protecdo contra radiacdo UV ao longo do periodo de 2 horas. Entretanto,
ndo é possivel prever uma tendéncia quanto a periodos de estabilidade entre os
produtos. FormulagBes comerciais apresentam inumeras substancias combinadas que
podem ou ndo perder suas propriedades quando expostas ao sol. Em algumas
formulacGes podem existir substancias que se degradam depois de certo periodo e outras
gue mantém estaveis por mais tempo, essas caracteristicas variam de produto para
produto (BRASIL, 2004; NEVES, 2008). Por exemplo, as benzofenonas, presentes nos
protetores P1, P2, P3, P5 e P9, absorvem de forma eficiente as radiacbes UVA e UVB,
porém, a estabilidade desses filtros frente a radiacdo solar € menor quando comparado
aos filtros derivados do acido 4-metilcinamato (ANTONIOU et al., 2008), presente em
todos os protetores testados. O filtro organico octocryleno, presente no protetor P2 é
altamente estavel e, ainda, é capaz de estabilizar outros filtros organicos (NEVES,
2008). Ao contrario da Avobenzona que esta presente em seis dos nove protetores
comerciais testados e perde cerca de 50 % da sua eficiéncia protetora em um periodos
menores que 60 minutos (NEVES, 2008). O protetor solar ideal seria aquele que
pudesse manter a estabilidade durante longos periodos (AUTIER, 1999). Na legislacdo
atual (RDC n° 30, 2012) ndo hé regras quanto a perda da capacidade protetora ao longo
do tempo, no entanto, exige que no rotulo do produto ajam informacdes sobre o periodo
que se deve repassar o produto. Normalmente, os fabricantes recomendam que esse

periodo seja de 2 horas.

A grande maioria dos filtros analisados apresentam filtros orgénicos e
inorgadnicos em sua composi¢cdo, com excecdo do filtro P6 que sO apresenta filtros
organicos. Os filtros orgénicos sdo ditos menos estaveis que 0s inorganicos em presenca

da luz (FLOR et al., 2007), fato esse que se pode comprovar por meio da porcentagem
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de decaimento da protecdo ao longo do tempo para o protetor P6, o valor de 4,68 % foi

0 maior obtido entre os nove protetores analisados.

O comportamento da formulacdo de TiO2 25 % frente a radiacdo UV também foi
monitorado em um periodo de 2 horas e se encontra na FIG.5.6
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Figura 5. 6 — Comportamento da formulagdo de TiO- frente a radiacdo solar em um periodo de 120
minutos.

A porcentagem média de radiacdo UV refletida para a formulacdo de TiO> foi de
95,40 = 0,01 %, a porcentagem de decaimento da protecdo foi de apenas 0,001 %,
demonstrando a estabilidade desse filtro frente a radiacdo solar. Apesar de ter a
vantagem da estabilidade, uma formulacéo fotoprotetora apenas com filtro inorganico
como o TiO2 ndo é viavel (REETH, 2005). Esse 6xido possui baixissima solubilidade
em veiculos normalmente usados, portanto, a utilizacdo da porcentagem maxima (25 %)
deixa o protetor solar com um aspecto nao agradavel e de dificil espalhamento na pele.
Por essa razdo, a quantidade de éxido é diminuida e para a obtencdo de uma protecdo
contra 0s raios UV adequada, sdo adicionados filtros organicos as formulagdes
(ANTONIOU et al., 2008).
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5.3 Obtenc¢do e monitoramento da faixa espectral das fracdes e extratos brutos

A eluicdo dos extratos brutos por meio da coluna cromatogréfica resultou em
fracdes purificadas para cada uma das trés espécies vegetais utilizadas. A Tabela 5.6

sumariza a quantidade de fracdes obtidas a partir de cada planta.

Tabela 5. 6 - Quantidade de fragdes obtidas por cromatografia

Especie Fracoes
vegetal

A 10

B 4

C 6

As fragdes obtidas, bem como o0s extratos brutos foram analisadas em um
espectrofotometro UV-VIS para se verificar a correspondéncia das mesmas nas regioes
UVA, UVB e UVC.

Nas Tabelas 5.7, 5.8 e 5.9 encontram-se as massas das fracGes e extratos brutos
obtidos e os rendimentos em relacdo a massa seca de cada uma das trés espécies

vegetais.

Tabela 5. 7 — Rendimentos obtidos em relacdo a massa seca da espécie vegetal A

Espécie A, massa seca = 600,0012 g

Rendimento em relacéo a

Extrato/Fracdo Massa obtida/ g massa seca/ %

Extrato Bruto A 196,8004 32,80
Al 0,1314 0,02
A2 0,3238 0,05
A3 0,5282 0,09
Ad 0,7661 0,13
A5 0,4978 0,08
A6 0,6123 0,10
A7 0,8764 0,15
A8 0,8323 0,14
A9 0,499 0,08

Al0 0,5231 0,09




Tabela 5. 8 - Rendimentos obtidos em relagdo a massa seca da espécie vegetal B

Espécie B, massa seca = 400,2313 g

Rendimento em relacéo a

Extrato/Fracdo Massa obtida/ g massa secal %
Extrato Bruto B 89,6518 22,40

Bl 0,4312 0,11

B2 0,3987 0,10

B3 0,29004 0,07

B4 0,0673 0,02

Tabela 5. 9- Rendimentos obtidos em relacdo a massa seca da espécie vegetal C

Espécie C, massa seca = 400,0132 g

Rendimento em relacéo a

Extrato/Fracdo Massa obtida/ g massa secal %
Extrato Bruto C 112,8037 28,20

C1 0,5881 0,15

Cc2 0,6138 0,15

C3 0,5282 0,13

C4 0,3661 0,09

C5 0,6978 0,17

C6 0,6333 0,16
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O perfil de absorc¢do das 10 fracBes da espécie A e extrato bruto estdo ilustrados

nas FIGs 5.7, 5.8, 5.9, 5.10 e 5.11. As fracbes foram separadas em grupos conforme

semelhanca entre seus perfis de absorcao na regido UV.
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Figura 5. 7 - Perfil de absor¢éo da Al (Grupo 1).

Absorbancia

1.80 -
1.60 -
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

0.00

Grupo 2

290

Comprimento de onda/nm
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Figura 5. 9 - Perfil de absorcéo das fracbes A7 E A8 (Grupo 3).
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Figura 5. 10- Perfil de absorcéo das fracbes A7 E A8 (Grupo 4).

63



64

Extrato Bruto Espécie A

4.0 -
3.5 A
3.0
2.5 -
2.0 A
1.5 4
1.0 -

Absorbancia

0-0 T T T
280 330 380 430

Comprimento de onda/nnm

Figura 5. 11- Perfil de absor¢do do extrato bruto da espécie A.

O perfil espectrométrico da fracdo Al apresentou uma banda estreita de baixa
absorcdo na regido ultravioleta. J& as fracbes do Grupo 2 e Grupo 4 apresentaram
absorcdo maior que a fracdo Al, variando de 0,40 a 1,70 para o Grupo 2 e 0,70 e 0,85
para 0 Grupo 4. Ambos os grupos apresentaram absorcao entre 280 e 310 nm, regido
essa correspondente a regido UVB do espectro eletromagnético. O Grupo 2 ainda
absorveu em uma segunda regido entre 380 e 430 nm. Essa regido abrange pequena

parte da regido UVA e parte da regido visivel (violeta).

As fracbes do Grupo 3 apresentaram espectro mais amplo e absorbancias mais
elevadas que as demais fracdes. A absorcdo entre 280 e 370 nm abrange toda regido
UVB e boa parte da regido UVA. .O perfil espectrométrico do extrato bruto ilustrado
na FIG.4.9, apresentou absor¢do mais intensa e espectro mais continuo. A absorbancia
méaxima de 3,5 abrange toda regido UVB. Apds o declinio dessa banda, uma nova banda
comeca a se formar, ainda com boa intensidade, na regido compreendida entre 330 e
380 nm (regido UVA).

Os perfis de absorcdo das fracbes e extrato bruto da espécie B também foram

monitorados e encontram-se ilustrados nas FIGs 5.12, 5.13, 5.14 e 5.15.
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Figura 5. 13- Perfil de absor¢do da fragdo B2 (Grupo 2).
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Figura 5. 14- Perfil de absorcdo das fracbes B3 e B4 (Grupo 3).
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Figura 5. 15- Perfil de absorcéo do extrato bruto da espécie B.

A primeira fracdo extraida da espécie B apresentou banda de absorcdo larga entre
280 e 305 nm, abrangendo boa parte da regido UVB. Uma nova banda de absorcao
inicia-se em 340 nm e comega perder intensidade por volta de 380 nm, cobrindo parte
da regido UVA.

A fracdo B2, representada na FIG. 5.15, apresentou comportamento espectral
semelhante a fracdo B1 nos comprimentos de onda iniciais. No entanto, a segunda
banda na regido UVA perde um pouco de definicdo, com diminuicdo da capacidade de



67

absorcdo na regido compreendida entre 350 e 380 nm. As fracdes do grupo 3
absorveram apenas na regido UVB, sendo que B3 apresentou absor¢cdo bem menos
intensa que B4. A regido de absorcdo para B3 é de 280 a 290 nm e 280 a 300 nm para
B4. O perfil espectral do extrato bruto da espécie B assemelhou-se bastante a fracdo B1,
exceto pela intensidade de absorcédo, que foi maior no extrato bruto. A primeira banda
de absorcdo vai de 280 a 320 nm, contemplando toda regido UVB. A segunda banda,
menos intensa, abrange parte da regido UVA, compreendida entre 365 e 395 nm.

Os perfis espectrofotométricos das fracGes e extrato bruto da espécie C estdo
ilustrados nas FIGS 5.16, 5.17, 5.18 e 5.109.
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Figura 5. 16- Perfil de absorcéo das fracfes C1, C2 e C3 (Grupo 1).
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Figura 5. 17- Perfil de absor¢do da fragdo C4 (Grupo 2).
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Figura 5. 18- Perfil de absorcéo das fracfes C5 e C6 (Grupo 3).
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Figura 5. 19- Perfil de absorcéo do extrato bruto da espécie C.

As fracdes do Grupo 1 e Grupo 2 da espécie C apresentaram absorcdo entre 280 e
320 nm, abrangendo toda regido UVB. Além da absorcdo no UVB, a fracdo C4 ainda
apresentou pequena absorcao entre 380 e 420 nm, correspondendo a pequena parte da
regido UVA e violeta do espectro eletromagnético. As fracdes do Grupo 3 apresentaram
absorcdo em pequena parte da regido UVC, 250 a 270 nm. Esses extratos foram os
unicos a apresentar absorcdo na regido UVC. As fracdes ainda obtiveram uma banda
larga de absorcdo que abrange toda regido UVB, 290 a 320 nm. No entanto, ndo
apresentou absorcdo significativa na regido UVA. O extrato bruto da espécie C
contempla toda regido UVB com alta intensidade de absorcdo. Esse extrato também
apresentou pequena absorcdo na regido UVA e parte do violeta.

Em geral, as fracBes da espécie C ndo podem ser classificadas com de amplo
espectro, pois, ndo apresentaram absorcdo na regido UVA. Segundo determinacdo da
ANVISA, filtros solares considerados de amplo espectro devem absorver em ambas as
faixas de radiacdo, UVA e UVB. Dessa forma, a utilizacdo das fracdes da espécie
vegetal C em formulagcBes cosméticas sO seria viavel, se as mesmas fossem

incorporadas a outras fracfes com absorcéo na regido UVA.
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5.4 Preparacao das formulacdes fotoprotetoras vegetais

Os trés veiculos testados para incorporagdo das fracGes e extratos vegetais, 6leo
de Rosa Mosqueta, 6leo mineral e gel Natrosol, foram avaliados quanto a capacidade de
absorcdo na regido UV e solubilizacdo das fraches e extratos brutos vegetais. As
FIG.5.20, FIG.5.21 e FIG.5.22 ilustram o perfil de absorcao dos trés veiculos testados

acima citados.
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Figura 5. 20- Espectro de absor¢éo do 6leo de Rosa Mosqueta
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Figura 5. 21- Espectro de absorcéo do 6leo mineral
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Figura 5. 22- Espectro de absorcéo do gel Natrosol 1% m/m em agua.

O o6leo de Rosa Mosqueta e 0 6leo mineral apresentaram absorcéo na regido UV.
A utilizacdo de veiculos que apresentam absorcdo nessa regido, apesar de ser uma
vantagem, ndo é indicado a sua utilizacdo, uma vez que pode influenciar os resultados e
levar a valores superestimados de protecdo contra radiacdo UV, pois a utilizacdo desses

6leos poderia intensificar a acdo protetora dos extratos e fracfes vegetais.

Quanto a capacidade de solubilizacdo, o Unico veiculo capaz de solubilizar as
fracOes e extratos vegetais foi o0 gel Natrosol em agua. Dessa forma, os testes seguintes
foram realizados em uma formulacdo de Natrosol 1% m/m em agua com 9% da fracéo
ou extrato bruto vegetal. A escolha da proporcdo utilizada foi anteriormente discutida

no item 4.2.8.

5.4 Determinag¢do do Comprimento de onda critico e FPS in vitro das fracGes e
extratos brutos

Os protetores solares devem ser suficientemente eficazes contra as radiacdes
UVB e UVA a fim de assegurarem um elevado nivel de protecdo. Portanto, a protecao
contra as radiaces UVA e UVB deve estar interligada. Além de apresentar um alto
valor de absorcdo, o produto deve ainda apresentar um espectro de absorcdo amplo,
contemplando a maior parte possivel da regido correspondente a radiacdo UV. Quanto

mais elevado o FPS e maior o Ac, mais eficaz é o filtro solar.
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Para assegurar ampla protecdo, a ANVISA exige um comprimento de onda critico
de pelo menos 370 nm. O comprimento de onda critico € o comprimento que
correspondente a 90% da integral da curva de absorcdo (&rea sob a curva) entre 0s
comprimentos de onda 290 a 400 nm. Na prética, determina 0 ponto correspondente
aquele a partir do qual o filtro passa a promover uma protecdo eficiente (ANVISA,

2012). Entre as 20 fragdes e 3 extratos brutos analisados, 17 apresentaram Ac > 370 nm.

No Tabela 5.10 estdo os valores obtidos para o Ac e FPS in vitro pelo método de

Mansur das fracGes e extratos brutos das 3 espécies vegetais.

Tabela 5. 10- Dados de comprimento de onda critico e FPS das fragdes e extratos brutos

Fracéo AC FPS
(ExratobrutoA 371 604
Al 378 0,12
A2 386 0,61
A3 389 0,98
Ad 383 1,82
A5 389 0,75
A6 385 0,90

A9 375 0,81

B3 382 0,19
B4 382 1,42
(BxtratobutoC 3% 574
C1 362 2,65
C2 368 2,78
C3 368 2,49
C4 373 0,82
C5 339 3,11
C6 340 3,73

A FIG 5.23 ilustra o espectro de absorcdo da fracdo A8 da espécie A em que o
comprimento de onda critico é de 377 nm esta de acordo com o valor determinado pela
ANVISA. A FIG. 5.24 ilustra o espectro de absorcdo da fracdo C3 da espécie C de
comprimento de onda critico 340 nm, valor abaixo do exigido pela ANVISA.
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Figura 5. 23- Espectro da fragdo A8 com Ac = 377 nm.
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Figura 5. 24- Espectro da fracdo C3 com Ac = 340 nm.

O FPS espectrofotométrico das fracBes e extratos brutos foi determinado por meio
do método desenvolvido por Mansur (MANSUR, 1986). Ao contrario do comprimento
de onda critico, que fornece informacdes sobre a extensdo da faixa de absorcdo, o FPS
caracteriza a amplitude da absor¢cdo. Embora a resolucdo atual da ANVISA (2012)
sobre protetores solares exija um FPS de no minimo 6 para formulages comerciais, ha
substancias quimicas que funcionam como filtros que apresentam FPS proximo a 3,
como o caso do etil - hexil salicilato que em sua concentracdo maxima (5 %) apresenta

FPS 3,2. Portanto, tendo como base o FPS de filtros disponiveis no mercado, o critério
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utilizado para decidir se uma fracdo ou extrato pode ser utilizado para fotoprotecdo é
apresentar FPS > 3. Entre as fracOes e extratos brutos analisados, nove apresentaram
FPS adequado.

As 7 fracOes e extratos brutos realcados na Tabela 5.10 sdo aqueles que
apresentaram ambos os critérios para uma efetiva protecdo solar (comprimento de onda
critico maior ou igual a 370 nm e FPS maior ou igual a 3), Essas formulacbes serdo

utilizados nas etapas posteriores desse trabalho.

5.5 Controle de qualidade das formulag6es para testes

O controle de qualidade das formulacdes foi realizado, analisando as
caracteristicas organolépticas quanto ao aspecto, cor e odor do gel. A medida do pH foi

realizada por meio de fitas reativas indicadoras de pH (Macherey - Nagel).

As formulacGes preparadas com o extrato bruto e fracbes da espécie A
apresentaram-se com aspecto homogéneo e consistente, e odor caracteristico. A
formulacdo preparada com o extrato bruto apresentou-se na cor amarelo claro, enquanto
as formulacbes com as fracOes dessa mesma espécie apresentaram-se incolor. Ja as
fracbes e extratos brutos da espécie B apresentaram as mesmas caracteristicas
organolépticas das fracdes e extratos de A. No entanto, apresentaram coloracdo amarela
intensa. O extrato bruto da fracdo C apresentou coloracdo rdésea, odor caracteristico e

aspecto heterogéneo. O pH das 7 formulacGes estd mostrado na Tabela 51.1.

Tabela 5. 11- pH das formulacbes com fracdes e extratos brutos vegetais

Fracdofextrato -\ gy Exc A7 A8 B1 B2
bruto
pH 56 65 70 60 60 65 65

As formulagfes géis de boa qualidade, apresentam pH ideal em torno de 6,0
(VILELA, 2010). Os resultados de pH determinados para as 7 formulacbes
encontraram-se entre 5,5 e 7,0. Os valores podem ser considerados normais, segundo

informado na Resolugcdo RDC N° 4 de 2014 para produtos cosméticos.
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5.6 Avaliacdo da capacidade fotoprotetora dos extratos e fragdes vegetais

5.6.1 Avaliacdo da protecdo contra radiacdo UV (180 a 400 nm)

Ap0s a validacdo do método em 5.2.1, as 7 fracOes e extratos brutos vegetais
selecionados em 5.4 foram avaliados quanto a sua capacidade fotoprotetora em um
periodo de duas horas (A FIG 5.25).
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Figura 5. 25— Comportamento frente a radiacdo UVdas fracGes A7 e A8 e extrato bruto da espécie A no
periodo de 120 minutos.

A capacidade protetora do extrato bruto de A manteve-se praticamente constante
durante o periodo de 2 horas, com porcentagem de absor¢do da radiacdo UV média de
80,08 = 0,02 % e decaimento da protecdo de 0,08 %. Valor muito menor que aqueles

encontrados para as formulagdes protetoras comerciais.

No entanto, a fracdo A7 mostrou-se instavel a radiacdo. Essa fracdo teve seu
percentual de protecdo diminuido em cerca de 20 % em relacdo & prote¢do nos
primeiros 15 minutos de teste.

A fracdo A8 manteve-se estavel até os primeiros 75 minutos e apos esse tempo,
obteve uma queda de 5 % na protecdo e, novamente manteve estabilidade em cerca 60

% de absorc¢éo da radiagdo UV.

As fragdes e extrato bruto da espécie B mostram-se estaveis no periodo de 2
horas de irradiacdo, mantendo mais de 90 % da protecdo no periodo analisado. A FIG
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5.26 ilustra o comportamento frente a radiacdo UV do extrato bruto e fragdes da espécie

B.
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Figura 5. 26— Comportamento frente a radiacdo UV das fragcdes B1 e B2 e extrato bruto da espécie B no

periodo de 120 minutos.

O extrato bruto da espécie C também foi analisado e seu comportamento frente
da radiacdo UV encontra-se ilustrado na FIG 5.27.
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Figura 5. 27— Comportamento frente a radiacdo UV do extrato bruto da espécie C no periodo de 120

minutos.
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Assim como os extratos brutos de A e B, o extrato bruto de C manteve-se estavel
no periodo de 2 horas de irradiagdo. Apresentando uma variacdo de apenas 0,16 % da
capacidade protetora inicial em relacdo a final. A Tabela 5.12 sumariza os dados obtidos

para as fracdes e extratos brutos vegetais das trés especies estudadas.

Tabela 5. 12— Dados de protecdo contra radiacdo UV obtidos para fragcdes e extratos
brutos vegetais.

% de decaimento da

~ 0 3 Adi
Fragao/Extrato % de protecdo media protecdo ao longo de 2

Bruto contra radiacdo UV

horas
EXA 80,1+0,1 0,1
A7 64,2+4,1 19,2
A8 62,6 + 5,6 5,6
EXB 79,8+0,1 0,2
Bl 66,6 +0,1 0,1
B2 76,6 £0,1 0,1
EXC 79,8 +0,2 0,2

Embora a capacidade de protecdo média das fraches e extratos vegetais seja
menor em relacdo aos protetores solares comerciais, as formulagdes preparadas com 0s
extratos vegetais e fracdes das trés espécies analisadas apresentaram, de modo geral, a
vantagem de serem relativamente mais estaveis que as formulacBes fotoprotetoras
comerciais. A FIG.5.28 ilustra os espectros de transmissao da radiagdo UV nos tempos
de 15, 60 e 120 minutos do protetor comercial P6 e da formulacdo preparada com o
extrato bruto da espécie vegetal B. Ambas as figuras apresentam um ‘“zoom” na area

entre 290 a 40 nm, regido correspondente a radiacdo UVA e UVB.
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Figura 5. 28 - Espectros de transmissdo da radiacdo UV do protetor comercial P6 (a) e da formulacéo

preparada com o

extrato bruto da espécie vegetal B (b) nos tempos de 15, 60 e 120 minutos. As figuras

mostram que embora a capacidade de bloquear a radiacdo UV do protetor P6 ser maior, esse perde a
mesma capacidade de protecdo de forma mais acentuada que a formulacéo preparada com o extrato bruto

da espécie B.
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Enquanto os produtos comerciais apresentaram porcentagem de decaimento da
protecdo médio em torno de 4 %, as formulag¢Ges naturais ndo ultrapassaram 1 %, com
excecdo das fracGes da espécie vegetal A. Isso demonstra a estabilidade superior das
formulacBes vegetais em relacdo as formulagbes comerciais. Esse fato pode ser
explicado devido a capacidade que as plantas tém de se protegerem contra a radiacdo
solar. Ao logo do ano, as espécies enfrentam diferentes intensidades de radiagdo solar
por longos periodos e é de se esperar que as mesmas desenvolvam mecanismos de

protecao para evitar danos as suas células (ABURJAI, 2003).

A presenca de compostos ativos naturais estaveis frente a radiacdo UV é um
ponto muito importante a ser considerado no processo de preparacdo de formulacbes
fotoprotetoras. Muitas vezes, a estabilidade dos produtos é comprometida devido a
necessidade de obtencdo de um FPS elevado. Aumentando a quantidade de filtros na
formula, aumenta-se o valor do FPS e consequentemente, dificulta a obtencdo de
formulacGes estaveis (RIBEIRO, 2006). Por isso, uma das maiores preocupacfes dos
formuladores em relagcdo aos fotoprotetores € a pesquisa de métodos para aumentar o
FPS sem aumentar a quantidade de filtro solar, tornando o produto mais barato e com
maior estabilidade (MILESI, 2002).

5.6.2 Avaliacdo da protecdo contra radiacdo UVB (290 a 320 nm)

Uma vez averiguada a estabilidade das fracdes e extratos brutos, a capacidade de
absorcdo da radiacdo UVB dos mesmos também foi determinada segundo a
metodologia validada em 5.2.2 e comparada com a metodologia de Mansur em 5.4. A

FIG 5.29 compara os valores de FPS obtidos pelos dois métodos.
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Figura 5. 29— Comparagdo entre os métodos de Mansur e metodologia da cAmara de testes e relacdo de
Sayre.

A metodologia descrita por Mansur ja foi comparada a testes in vivo, por Santos
e colaboradores (1999) e os valores divergiram em no maximo 8% entre as
metodologias. Comparando os valores obtidos pela cAmara de testes e o método de
Mansur, observa-se uma diferenca maxima de cerca de 15% entre as duas metodologias.
No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando se comparou 0s 2
tratamentos mencionados (P>0,05 , P=0,5956), 0 que nos permite dizer que a eficiéncia

dos dois protocolos se equivalem.

Os resultados obtidos demonstraram que as fragdes puras quando analisadas pela
sua capacidade fotoprotetora, apresentaram baixos FPS. De acordo com a legislagédo
brasileira, RDC N° 30 de 1° de junho de 2012 (BRASIL, 2012), um produto para ser
utilizado em cosmeéticos fotoprotetores, deve apresentar FPS de no minimo 6. Desta
forma, ndo se justificaria a incorporacdo isolada das fracOes analisadas nestas
preparagbes. De acordo com Cabral (2011), os filtros solares naturais apresentam
absorcdo consideravelmente baixa, o que se confirma pelos dados obtidos no presente
estudo. O recomendado é a utilizacdo das fragdes vegetais como coadjuvantes aos filtros
sintéticos. Valores baixos de FPS em fracdes vegetais ja foram encontrados em outros
estudos, como no realizado por Souza et al. (2005), que avaliou a atividade
fotoprotetora de fragdes das folhas e flores da Achillea millefolium L. As absorbancias
encontradas na faixa de fotoprotecdo foram muito baixas, sendo as fragdes ndo efetivas

para o preparo de um produto fotoprotetor. Os resultados obtidos neste estudo podem
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ser justificados pelo o que foi exposto por Violante et al. (2009), que sugere o FPS
baixo devido a baixa concentracdo de moléculas com capacidade de absorver a radiagdo
UV. Porém, segundo determinacdo da ANVISA, trés formulacBes vegetais presentes
nesse estudo estariam aptas a serem comercializadas com FPS minimo exigido sem
incorporacdo de nenhum outro filtro. Os extratos brutos de A, B e C encontram-se
nessas condi¢cbes. No entanto, extratos brutos vegetais, por serem uma mistura
complexa de moléculas ativas e menos ativas apresentam certa dificuldade da
determinacdo da absor¢cdo méaxima dos compostos fotoabsorvedores de radiacdo UV,
além de representar grande possibilidade de ocorréncia de alergias (SOUZA et al.,
2005).
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6. CONCLUSOES

Nas condicOes experimentais desse trabalho, foi possivel concluir que:

A cémara de testes mostrou-se favoravel para a realizacdo dos testes de
fotoprotegdo, pois manteve a temperatura em seu interior praticamente constante
durante o periodo de duas horas. Além disso, o valor da ilumindncia média
dentro da caixa esta dentro da faixa de valores estipulados pela FDA para testes
in vivo.

Os valores de FPS obtidos pela metodologia da cAmara de testes e relacdo de
Sayre ndo apresentaram variacGes significativas. Portanto, a nova metodologia
mostrou-se eficaz para a determinacdo do FPS, in vitro, de amostras
fotoprotetoras comerciais.

Um total de 19 fracGes purificadas, por meio da coluna cromatogréafica, foram
obtidas.

De modo geral, as fracdes e extratos brutos vegetais das espécies vegetais A e B,
apresentaram amplo espectro de absor¢do da radiacdo UV. No entanto, as
fracdes da espécie vegetal C apresentaram absorcao, apenas na regidao UVA.
Entre os 22 extratos brutos e fracdes analisados, 17 apresentaram comprimento
de onda critico satisfatorio. Ainda entre os 22 extratos brutos e fracOes
analisados, nove apresentaram FPS > 3 segundo o método de Mansur.

Apenas 7 formulagdes vegetais apresentaram ambos 0s critérios para serem
utilizadas para fotoprotecéo.

N&do houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados obtidos
para as formulacbes vegetais pelos dois métodos analisados, metodologia
segundo Mansur e metodologia da cdmara de testes. Sendo possivel dizer que a
metodologia da cAmara de testes mostrou-se eficiente para determinacdo do FPS
de formulages preparadas com fragdes e extratos brutos vegetais.

Considerando o intervalo permitido pelas agéncias regulamentadoras seguidas
pela ANVISA, as trés formulacdes preparadas com extratos brutos vegetais
apresentaram FPS minimo (FPS>6) para comercializagdo sem acréscimo de

nenhum outro filtro.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sdo sugestdes para trabalhos futuros relacionados e este trabalho:

e Avaliar e determinar a estabilidade e o FPS das formulagdes vegetais em
diferentes temperaturas.

e Automatizar e validar o processo de extracdo das fracGes vegetais por meio do
uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High Performance
Liquid Chromatography — HPLC).

e Caracterizar as fracbes e extratos brutos vegetais quantificando o teor de
compostos capazes de absorver ou dissipar a radiacdo UV, como teor de
flavonoides, antocianinas e compostos derivados do acido cindmico (RAMOS,
2010).

e Observar diferengas nos extratos obtidos a partir de lotes diferentes das espécies
utilizadas.

e Testar novos veiculos para incorporacdo das fragdes e extratos brutos vegetais,
tais como sprays, cremes, formulacdes agua/éleo e 6leo/agua.

e Testar novas concentracdes de fracdes e extratos brutos vegetais em diferentes
veiculos.

e Projetar um recipiente para analisar formulag6es de menor viscosidade e de
dificil fixacao da lamina atualmente utilizada.

e Combinar fracdes de espécies vegetais diferentes, a fim de se obter elevagdo do
fator de protecdo solar. Além disso, combinar fragdes que foram reprovadas em
um dos testes de comprimento de onda critico ou de valor de FPS (segundo
método de Mansur) com outras fracGes com o intuito de potencializar a atividade
fotoprotetora seja ampliando o espectro de absor¢do com o aumento do Ac ou
com o aumento da amplitude de absorcao pelo FPS.

e Desenvolver formulacbes de fragdes e extratos brutos vegetais em combinacéo
com filtros organicos sintéticos ja conhecidos a fim de potencializar o efeito

fotoprotetor dos mesmos.
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ANEXO A

A queimadura, ou eritema, € a principal reagdo da pele a exposi¢do excessiva aos
raios solares. O avermelhamento da pele é resultado do aumento do fluxo de sangue,
devido a dilatacdo dos vasos sanguineos mais superficiais. Para exemplificar as
caracteristicas do ciclo de uma gqueimadura solar, tomemos 0 exemplo de uma pessoa
branca durante um “banho de sol” de 20 a 30 minutos préoximo ao meio dia, num dia de
céu limpo em S&o Paulo. Neste caso, 0s primeiros sinais de vaso dilatacdo ocorreriam
logo apds os primeiros minutos de exposi¢do. Porém, esses primeiros sinais so
poderiam ser observados com instrumentos mais sensiveis que o olho humano (Diffey e
Oakley, 1987). De maneira geral, nesta situacdo, os efeitos visiveis surgem apds cerca
de 4 hrs da exposicdo, atingindo seu méximo apos 8 a 12h e desaparecendo apés 1 ou 2
dias. Periodos maiores de exposi¢cdo ao Sol, principalmente durante os meses de verao,
podem antecipar 0 aparecimento do eritema, aumentar sua intensidade e prolongar seu
periodo de permanéncia na pele. Altas doses de R-UV também podem provocar edemas,
bolhas e descascamento da pele ap6s alguns dias. Além do tempo de exposicdo, o
fendtipo é outro fator que influencia o aparecimento de queimaduras solares. Individuos
com a pele mais clara tém maior facilidade para desenvolver um processo eritematoso
do que individuos morenos ou negros. A cor dos olhos, cor dos cabelos e a presenca de
sardas também sdo fatores importantes na determinacdo da susceptibilidade de um
individuo as queimaduras solares. Um resumo da influéncia destas caracteristicas e

apresentado no Quadro 1.

A sensibilidade erittmica também varia de acordo com a parte do corpo humano.
O rosto, pescoco e o tronco sdo de 2 a 4 vezes mais sensiveis do que os membros (Olson
et al., 1966; Urbach, 1969). Essas diferencas anatdmicas se referem a quantidade média
de energia UV recebida pelo corpo, na vertical, quando em exposicao a radiacéo solar.
Outros fatores como a idade, alimentacdo, condicdes de salde, condi¢cdes atmosféricas
(umidade, calor e vento) também exercem influéncia sobre o desenvolvimento do

eritema.



Quadro 1 - Tipos de pele e suas caracteristicas
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Tipo

Reac0es da pele a radiacao solar

Exemplos

Sempre se queima, facilmente e de maneira
severa (queimadura dolorosa); nunca se
bronzeia; a pele sempre se descasca.

Pele muito clara, olhos azuis,
sardas, cabelos loiros ou ruivos; a
pele ndo exposta é branca.

Geralmente se queima facilmente e de maneira
severa (queimadura dolorosa); bronzeamento
inexistente ou muito fraco; também descasca.

Pele clara, olhos claros ou
castanhos, sardas, cabelos loiros ou
ruivos; a pele ndo exposta é branca.

Queima moderadamente e apresenta
bronzeamento médio.

Média dos caucasianos; a pele ndo
exposta é branca.

Minima queimadura, bronzeia-se facilmente e
acima da média em cada exposicao; geralmente
exibe reacOes de IPD (immediate pigment
darkening)

Pessoas com a pele branca ou
morena, cabelos e olhos castanhos
escuros (mediterraneos,
mongoldides, orientais, hispanicos,
etc..); a pele ndo exposta € branca
ou morena.

(Adaptado de Diffey, 1987).




ANEXO B
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A resolucdo RDC n°47 de 16 de marco de 2006 lista os filtros UV permitidos

para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumarias no Brasil, bem como a

concentracdo maxima de uso permitida para cada um deles (Quadro 2).

Quadro 2- Lista de filtros solares permitidos no Brasil e suas concentracfes maximas.

Substancia/Nome comercial

Nomenclatura INCI*

Concentracdo maxima
autorizada (%om/m)

Sulfato de metila de N, N, N- trimetil -
4 - (2, oxobrn - 3 - ilidenometil)
anilinio/ Mexoryl SO

Camphor benzalkoniu m
- methosulfate

6%

3, 3’ - (1,4 - fenilenodimetileno) bis
(&cido 7, 7 - dimeti - 2 - oxo - biciclo -
(2.2.1) 1- heptilmetanosulfon ico e seus

sais/Mexoryl SX

Terephtalylid ene
dicamphor sulfonic acid
(e salts)

10 % expresso em acido

1- (4 - terc - butilfenil ) - 3- (4 -
metoxifenol) proano - 1, 3 - diona
(avobenzona)/Pars ol 1789, Eusolex
90020, Uvinul BMBM

Butyl methoxy dibenzoil
methane

5%

Acido alfa - (2 - oxoborn - 3 - ilideno)
tolueno - 4 - sulfénco e seus sais de
potésso, sodio e trietanolamina/Me

xoryl SL

Benzylidene camphor
sulfonic acid e salts

6 % expresso como acido

2 - Ciano - 3, 3’ - difenilacrilato de 2 -
etilexila (octocrileno)/Parso | 340,
Eusolex OCR, Uninul N 539T, Escalol
597, Neo Heliopan 303

Octocrylene

10 % expresso em acido

4 - Metoxicinamato de 2 — etoxietila Cinoxate 3%
2, - dihidroxi - 4 — metoxibenzofenoma Benzophenone — 8 3%
Antranilato de mli/rl],tAl la/ Neo Heliopan Methyl antranilate 504
Salicilato de trietanolamina Tea salicilate 12%
2,2, 4, 4’ Tetrahidroxibenzof Benzophenon e — 2 10%

enona/Uvinul D 50
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Substancia/Nome comercial

Nomenclatura INCI*

Concentracdo maxima
autorizada

Acido 2- fenilbenzofenona - 5 -
sulfénico e seus sais de potassio, sddio e
trietanolamina/Par sol HS, Eusolex 232,

Neo Heliopan Hidro

Phenylbenzyl imidazol
sulfonic acid (e sodium,
potassium,te a salts)

8%

4 - etoxicinamato de 2 -
etilhexila/Parsol MCX,Eusolex 2292,
Uvinul MC80, Escalol 557, Neo
Heliopan AV, Tinosorb OMC

Octyl (ou ethylhexyl)
methoxycinn amate

10%

2 - Hidroxi - 4 - metoxibenzofenona

(Oxibenzona)/Eus olex 4360, Uvinul

M40, Escalol 567, Neo Heliopan BB,
Tinosorb B3

Benzophenon e — 3

10%

Acido 2 - hidroxi - 4
metoxibenzofenona - 5 - sulfénico e seu
sal sodio (Sulisobenzona e

Benzopheno me - 4
(acid) Benzophenon e -

10 % expresso em acido

Sulisobenzona sodica)/Uvinul MS 40, 5 (Na)
Escalol 577, Uvasorb SS
Acido 4 - aminobenzoico PABA 15%
Salicilato de homomentila/Euso lex 0
HMS, Neo Heliopan HMS Homosalate 1%
Polimero de N - {(2 e 4)[(2 - oxoborn - .
3 - ilideno) metil] benzil} Folyacty ami dometnyl 6%
acrilamida/Mexory | SW y P
N - Etoxi - 4 amln_obenzoato de PEG _ 25 PABA 6&
etila/Uvinul
4 - Dimetil - aminobenzoato de 2 -
etilhexila (Padimato O)/Escalol 507, OC(?{:n(eotlﬁ eltr;;'gl\rée;yl) 8%
Eusolex 6007 y
Salicilato de 2 - etilhexila/Neo Heliopan | Octyl (ou ethylhexyl) 50
OS, Escalol 587, Eusolex OS salicilate °
4 - Metoxicinamato de isopentila/Neo Isoamyl p — 10%
Heliopam E1000 methoxycinn amate °
3 - (4’ - metilbenzilideno) - d - I - .
canfora/Neo Heliopan MBC, Parsol 4= Methyl benzylidene 4%

5000, Eusolex 6300, Uvinul MBC 95

camphor
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Substancia/Nome comercial

Nomenclatura INCI*

Concentracdo maxima

autorizada
3 - Benzilideno canfora/Mexoryl SD | 3- Benzylidene camphor 2%
2,4,6 - Trinilin - (p - carbo - 2’ - etil -
hexil - 1” - oxi) - 1, 3, 5 - Octyl (t‘r’i‘gzeg‘]g'hexy') 5%
triazina/Uvinul T150
2 - (2H - benzotriazol - 2 - il) - 4 -
metil-6-{2- metil-3-(1,3,3,3,- tetrametil- . . 0
1- ((trimetilsililoxi)- disiloxanil) | Drometrizole trisiloxane 15%
propil} fenol/Mexoryl XL
Acido benzoico,4,4’-[[6- [[4-[[(1,1-
dimetil - etil) amino] cabonil] fenil] Dioctyl (ou diethylexyl) 10%
amino]-1,3,5- triazina-2,4-diil] bis- butamidotria zone 0
,bis(2-etilhexil)
2,2” —metileno-bis- 6-(2H-benzotriazol-
2-il)-4-(tetrametilbutil)-1,1,3,3-fenol Methylene
Metileno bis-benzotriazolil bisbenzotriazon yl 10%

tetraetil butil
fenol/Tinosorb M

tetramethylb utyphen-ol

Sal monosodico do acido 2,2’-bis-(1,4-
fenileno)- 1Hbenzimidazol-4,6-
dissulfénico/Neo Heliopan APC

Bisimidazylat e

10% expresso em acido

(1,3,5)-triazina-2,4- bis{[4-(2-

etilhexiloxi)-2- hidroxi]-fenil}-6-(4- Anisotriazine 10%
metoxifenil)/Tinos orb S
Dimeticodietilbenz almalonato/ Parsol Polysilicone- 15 10%
SLX
Ester helilico do acido 2-[4- : .
(dietilamino)-2- hidroxibenzoil]- | fztgy:agg)'(”‘; Qg’g;gg%’e

benzbico/ Uvinul A Plus y y
Dioxido de titanio Titanium dioxde 25%
Oxido de zinco Zinc oxide 25%

Fonte: Ribeiro, 2006. *INCI: International Nomenclature Cosmetic Ingredients.




