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RESUMO
A importancia do uso de fotoprotetores eficazes e seguros ¢ uma realidade indiscutivel, sendo
necessario que os formuladores detenham conhecimentos técnico e cientifico suficientes para
ultrapassar as barreiras comerciais. Com esse propo6sito foi conduzido o presente estudo que
utilizou o planejamento fatorial na otimiza¢do de processos a fim de obter uma formulagdo
estavel de fator de protecao solar (FPS) de média protecdo, com agdo contra danos dérmicos
induzidos pela radiacdo UV. Para avaliar a influéncia das varidveis independentes (tipo de
cera, emoliente e agente modificador de sensorial) sobre as varidveis dependentes (pH,
tamanho de goticulas, condutividade, espalhabilidade, viscosidade e FPS), elaborou-se um
planejamento fatorial 2° com 8 formulagdes, as quais foram caracterizadas em relagdo aos
parametros organolépticos e fisico-quimicos. Os resultados mostraram que as varidveis pH,
condutividade e viscosidade apresentaram correlagdo por andlise de variancia (ANOVA). Ao
confrontar todas as correlagdes fatores — resposta, as formulagdes selecionadas para o estudo
de estabilidade foram F1, F2 e F5. Os resultados de estabilidade revelaram que F1 apresentou
diferenga significativa para viscosidade (T90 - ambiente), F2 para viscosidade (T60 -
ambiente e geladeira) e F5 para pH (T90 - ambiente ¢ luz ultravioleta). Para fins de registro,
foi dada continuidade as pesquisas com os testes de seguranca exigidos pela Anvisa na
formulagdo F1 em virtude de possuir menor custo. Foram utilizados 30 camundongos Swiss
(Mus musculus), machos adultos alojados sob temperatura controlada ciclo claro/escuro de
12/12h, com ragdo padrao e agua ad /ibitum. Os animais receberam irradiagdo UVB provinda
de uma lampada Philips® TL 40W/12 RS, sendo divididos em seis grupos (n=5). Apds serem
sacrificados foram obtidos cortes histologicos da epiderme corados com hematoxilina-cosina
(HE), sendo avaliada a espessura, o nimero de camadas de células nucleadas e o numero de
c¢lulas de queimadura solar da epiderme, bem como a presenca de infiltrado inflamatorio na
regido subepidérmica de cada animal. Os resultados histopatoldégicos demonstraram que a
formulacdo escolhida amenizou as alteragdes histopatologicas da pele, com reducdo do
nimero de células de queimadura solar, do nimero de camadas de células nucleadas na
epiderme ¢ auséncia de infiltrado inflamatorio na regido subepidérmica, obtendo o efeito
protetor esperado. Ao final o objetivo do estudo foi atingido provando ser um trabalho de
grande relevancia e respaldo cientifico, desenvolvido por planejamento fatorial, ferramenta

pouco utilizada na area de cosmetologia.



Palavras-chave: Fotoprotetores. Planejamento fatorial. Otimizacdo. Estabilidade. Célula de

queimadura solar. Apoptose



ABSTRACT

The importance of using effective and safe sunscreens is an undeniable reality, requiring
formulators to obtain enough technical and scientific knowledge to overcome trade barriers.
For this purpose was conducted this study using factorial design in the optimization of
processes in order to achieve a stable formulation of a sun protection factor (SPF) of medium
protection, with action against dermal damage induced by UV radiation. To evaluate the
influence of the independent variables (type of wax, emollient and sensory modifier) on the
dependent variables (pH, droplet size, conductivity, spreadability, stickiness and FPS), it was
elaborated a factorial design 2* with 8 formulations, which were characterized in relation to
the organoleptic and physico-chemical parameters. The results showed that the variables pH,
conductivity and viscosity correlated by analysis of variance (ANOVA). Confronting all
correlation factors - response, the formulations selected for stability study were F1, F2 and
F5. The stability results revealed that F1 significant difference for viscosity (T90 -
environment), F2 for viscosity (T60 - environment and refrigerator) and F5 to pH (T90 -
environment and ultraviolet light). For registration purposes, it was continued the research on
the safety testing required by Anvisa in F1 formulation due to have lower cost. 30 Swiss mice
were used (Mus musculus), adult males housed under temperature controlled light / dark cycle
of 12 / 12h with standard food and water ad libitum. Animals received UVB irradiation
stemmed from a Philips® TL 40W lamp / 12 RS, divided into six groups (n = 5). After being
sacrificed it was obtained histologic sections of skin stained with hematoxylin-eosin (HE) and
measured the thickness of the skin layers and the number of nucleated cells for each animal.
The histopathological results showed that the formulation chosen softened histopathologic
skin changes with reduction of sunburn cells, the number of layers of nucleated cells in the
epidermis and absence of inflammatory infiltrate in the subepidermal region, obtaining the
expected protective effect. At the end the purpose of the study was achieved proving to be a
very important work with scientific support, developed by factorial design, a not so used tool
in cosmetology area.

Keywords: Photoprotector. Factorial Design. Optimization. Stability. Sunburn Cell.
Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

Os brasileiros estdo entre os povos com maior exposicdo ao sol devido as
caracteristicas geograficas e tendéncias culturais (SCHALKA et al, 2014). Dentre as radiagdes
que compdem a radiagdo solar a radiagdo ultravioleta (UV) ¢é responsdvel por uma grande
variedade de efeitos agudos e cronicos na pele humana. Os efeitos agudos podem ser
negativos como fotodano ao DNA celular, eritema, mutacdo e imunossupressao, ou positivos
como a sintese de vitamina D e bronzeamento. As mudancas histopatologicas ocorridas sdo
espessamento da epiderme, infiltragdo de células inflamatorias, presenga de células de
queimadura solar, e alteracdo no conteudo das fibras coldgenas e elasticas. Ja os efeitos
cronicos descritos sdo fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese e acredita-se serem induzidos
pela mutacdo e imunossupressdo (BRENNER, 2009; MONTAGNER; COSTA, 2009). A
gravidade destas complicagdes depende principalmente da exposi¢@o ao sol, fatores genéticos
e tipo de pele (RIGO et al, 2015).

Nos ultimos anos a expectativa de vida tem aumentado, inclusive nos paises em
desenvolvimento, estimulando o estudo do processo do envelhecimento. A busca de
tratamentos para prevencdo, controle e reversdo do envelhecimento, particularmente o
fotoenvelhecimento, tem despertado muito interesse no meio cientifico, considerando que a
pele expressa de forma visivel a agdo do tempo e por ele é transformada (MONTAGNER;
COSTA, 2009; BAGATIN, 2009). Clinicamente, o fotoenvelhecimento ¢ caracterizado pela
perda de elasticidade e hidratagdo da pele, aumento da rugosidade e formagdo de rugas mais
profundas, bem como pigmentagdo irregular ( KLIGMAN; KLIGMAN , 1986).

O cancer ¢ uma doenga que se caracteriza pelo crescimento desordenado de células em
diversos tecidos e Orgdos. No Brasil a estimativa 2016-2017 aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos, sendo o cancer de pele ndo melanoma o mais
incidente na populagao (180 mil casos novos), correspondendo a 30% de todos os tumores
malignos registrados no pais (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2016).

O método mais efetivo de prevenir o fotoenvelhecimento e suas malignidades ¢ evitar
a exposicdo direta aos raios ultravioleta, fazendo uso de fotoprotetores. Porém um estudo
utilizando dados coletados na Campanha Nacional de Prevengdo ao Cancer de Pele da

Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) revelou que os brasileiros ndo se protegem
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adequadamente do sol, elevando a incidéncia da doenca. Segundo este mesmo estudo, 70%
dos brasileiros ndo utilizam fotoprotetores (SBD, 2015).

De acordo com Omar Lupi, presidente da SBD “O uso do filtro solar ¢ uma questao de
saude publica. Todo brasileiro deve se conscientizar que o filtro ndo ¢ um tratamento estético
ou mais uma ferramenta no combate ao envelhecimento. E, sim, uma arma poderosa contra o
cancer da pele, que faz milhares de vitimas no pais a cada ano”.

Frente a esta realidade, um grande desafio para os formuladores estd no
desenvolvimento de formulagdes que além de garantir a estabilidade termodinamica, eficacia
e seguranga, precisam ter boa aceitagdo do consumidor. As emulsdes sdo 6timos veiculos para
filtros solares devido a sua versatilidade, proporcionam uma excelente pelicula protetora
sobre a pele, tem excelente apresentacdo e sdo de custo relativamente baixo. Fotoprotetores
sdo substancias de aplicagdo cutanea, existindo no mercado em diferentes apresentagdes e
contendo em sua formulagdo ingredientes capazes de interferir na radiagdo solar que atinge a
pele, reduzindo seus efeitos deletérios (OSTERWALDER , LIM, 2007).

Um tipo especifico de emulsdo ¢ o creme gel, muito utilizado no Brasil devido ao
clima tropical, pois nele sdo adicionados polimeros que reduzem a necessidade de ceras na
formulacdo total, mantendo a viscosidade e a estabilidade do produto. Desse modo tem-se
uma formulacdo de toque final suave, de melhor espalhabilidade e maior aceitacdo pelo
publico. Tais evidéncias nos permitiram desenvolver formulagdes utilizando esse tipo de
veiculo e estuda-las em detalhes conforme descrigdes adiante.

Conhecendo as exigéncias do consumidor da farmacia magistral e seguindo uma
tendéncia de apelo ao natural os componentes definidos nesse trabalho, como varidveis do
planejamento fatorial, os quais sdo ativos modificados tecnologicamente de fontes como 6leos
de coco, oliva ¢ castanha do Para, atribuem emoliéncia ¢ consisténcia a formulagao,
acentuando o toque seco, caracteristico das emulsdes creme gel.

Por conseguinte, torna-se necessario o desenvolvimento e avaliacao da estabilidade de
emulsdes fotoprotetoras, bem como o efeito fotoprotetor /n vivo de modo a obter-se uma
formulacdo com fator de média protecdao solar, adequada estabilidade com seguranca e

eficacia.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 Justificativa

A escolha do tema teve como motivagao o desenvolvimento de um fotoprotetor para
fins de registro junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e comercializagdo
por uma farmadcia magistral localizada em Jodo Pessoa, cujas caracteristicas fossem FPS (fator
de protecdo solar) de média protegcdo (15 — 30), de amplo espectro (UVA e UVB), seguro,
toque seco, uso facial, boa aceitagdo pelo cliente e comprovagao cientifica do ponto de vista
de caracterizacdo fisico-quimica e boa estabilidade termodinamica. A escolha pelo FPS de
média protecao foi baseada na preferéncia do consumidor.

Foram entdo desenvolvidas formulacdes que tiveram como referencial uma
formulacdo ja consagrada na citada farmdacia, de grande aceitacdo pelo cliente e lider de
vendas com caracteristicas sensoriais de toque seco, sem residual branco, boa espalhabilidade.
Porém esta formulagdo carecia de estudos cientificos, sendo baseada na experiéncia técnica e
literatura em geral. Buscou-se entdo o embasamento cientifico que comprovasse a eficacia e
seguranga do produto final com resultados concretos que pudessem ser apresentados aos
médicos prescritores.

Assim sendo, esse fato ocasionou a parceria da citada farmacia com pesquisadores do
Laboratorio de Desenvolvimento de Caracterizagdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF), do
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da UEPB (PPGCF), entendendo ser
parte do portfolio de pesquisas do mesmo, desse modo incentivando a parceria da iniciativa

privada com a academia no sentido da geragdo de produtos.

2.2 Objetivo Geral

Desenvolver formulacdo fotoprotetora eficaz e segura utilizando a ferramenta de
planejamento fatorial e andlise de superficie de respostas, com a finalidade de registrar um
produto junto a Anvisa, com posterior comercializagdo por uma farmacia magistral na cidade

de Jodo Pessoa.



24

2.3 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia das varidveis independentes (tipo de cera, emoliente e agente
modificador de sensorial) na otimizagdo de emulsdes fotoprotetoras através do
planejamento fatorial 2°;

Caracterizar as formulacdes segundo pardmetros organolépticos (cor, odor), fisico-
quimicos (tamanho de goticula, pH, condutividade), reoldgicas (viscosidade) e fator de
protecao solar (FPS);

Estudar a estabilidade das formulacdes através de estudo prévio e de estabilidade
acelerada;

Avaliar os efeitos fotoprotetores da formulacdo escolhida sobre os danos na pele
causados pela radiagdo UVB e compard-la com filtro comercial, em camundongos,
através dos seguintes parametros: medida de espessura da epiderme, nimero de
camadas de células nucleadas da epiderme, nimero de células de queimadura solar e

presenga de infiltrados inflamatorios na regido subepidérmica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Radiacao Ultravioleta (UV)

O Brasil recebe uma grande incidéncia de sol, pois esta localizado em grande parte
entre o tropico de capricornio e a linha do equador, sendo que nessa area existe um aumento
do numero de pessoas com cancer de pele (CABRAL, PEREIRA, PARTATA, 2013). A
camada de ozonio que envolve o planeta ¢ uma grande absorvedora da radiagdo ultravioleta
(UV), predominantemente se concentrando em regides mais altas da atmosfera, exatamente a
regido onde se encontra grande parte do territorio brasileiro (SCHALKA et al, 2014).

O espectro solar que atinge a superficie terrestre ¢ formado predominantemente por
radiacao UV (100-400nm), radiacdo visivel (400-750nm) e infravermelha (acima de 750nm)
como demonstrado na Figura 1. A radiacdo ultravioleta (UV) ¢ classificada em UVA
(comprimento de onda de 320 a 400 nm), UVB (comprimento de onda de 290 a 320 nm) e
UVC (comprimento de onda de 270 a 290nm). A radiacdo UVA se subdivide em UVA I (340
a 400 nm) e UVA II (320 a 340 nm). A exposi¢do a radiacio UVA, ondas mais longas,
penetram de modo mais profundo, atingindo fibroblastos da derme e estimulando a producao
de espécies reativas de oxigénio (EROS), ocasionando lesdo indireta no DNA, enquanto que a
radiacao UVB, de ondas curtas, ¢ mais absorvida na epiderme e afeta predominantemente os
queratindcitos, sendo responsavel por provocar lesdo direta nas proteinas e no DNA por meio
da producdo de dimeros ciclobutano-pirimidinicos. A exposi¢ao a radiacdo UVB por tempo
prolongado pode ocasionar queimaduras, imunossupressdo e carcinogénese. O fotodano ao
DNA pode resultar em mutacdes no gene que parece ser o primeiro passo para indugdo de
cancer de pele ndo melanoma (CARINI M. et al, 2000; KRUTMANN, 2001; BECKLUND
B.R. et al, 2010;COSTA, 2012). O aumento da incidéncia de tumores de pele apos a
exposicao UV deriva das influéncias combinadas de danos ao DNA e efeitos na epigenética
que incluem mudancas na sinalizacdo e na expressdo do gene, mudancas essas que regulam
em curto prazo a proliferagdo e a sobrevivéncia celular, enquanto a longo prazo contribuem

para o desenvolvimento do cancer de pele (EL-ABASERI; PUTTA;HANSEN, 2006).
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Figura 1 — Penetracao do espectro solar na pele.
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Fonte: TEIXEIRA, 2010.

O indice de ultravioleta (IUV) ¢ uma escala de valores recomendada pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS). £ uma medida da intensidade da radiagio UV incidente sobre a
superficie terrestre, relevante aos efeitos sobre a pele humana. Tem por objetivo simplificar a
informagao sobre os niveis de radiagdo UV ao publico, numa escala de 0 a 16, podendo
ocorrer limites maiores, sendo que quanto maior o valor, maiores os danos para a pele e olhos.
Para o célculo do IUV ¢ considerado o teor de 0zonio, a atmosfera e a posi¢do geografica. O
IUV pode variar em funcdo da hora do dia, da estacdo do ano, da altitude e das condi¢des
atmosféricas (SCHALKA et al, 2014).

No site do Centro de Previsao de Tempo e Estudos Climaticos do Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE) estdo disponiveis informagdes da distribuigdo do IUV em tempo
real no planeta (Figura 2), onde se observa que a regido nordeste do pais apresenta um indice
entre 8 ¢ 9, 0 que ¢ considerado muito alto, podendo chegar a 12 ¢ 13 no verdo, fato que
reforga a importancia das pesquisas em fotoprotetores a fim de disponibilizar a populagdo um

produto seguro e eficaz (INPE, 2016).
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Figura 2 — indice de Radiacdo Ultravioleta Maxima na América do Sul.
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No Brasil, através do Consenso Brasileiro de Fotoprotecdo, criado pela Sociedade
Brasileira de Dermatologia (SBD), algumas recomendacdes sdo dadas seguindo o conceito

mundial de fotoeducagdo, onde podem ser destacadas (SCHALKA et al, 2014): 1) Individuos
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com calvicie parcial ou total devem usar chapéus e fotoprotetores no couro cabeludo; 2) A
fotoprotecao das orelhas deve ser feita com regularidade; 3) Para proteger a regido periorbita
devem ser utilizados 6culos de sol com lentes de protecdo UV; 4) A regido labial deve ser
protegida com formulagdes contendo fator de protecdo solar e adequadas a esse tipo de pele.

O termo “fotoeducacdo” foi criado em 1988 para determinar quem, onde e qual a
importancia da protecdo a radiagdo UV, sendo depois expandido, mostrando também os
efeitos positivos da exposi¢do ao sol (STENGEL, FERNANDEZ apud SCHALKA et al,
2014).

3.2 Principais efeitos da radiacao solar na pele

Nos ultimos 40 anos, ocorreram muitos avangos na compreensao dos mecanismos do
envelhecimento, o qual ¢ considerado um processo bioldégico complexo, continuo, que se
caracteriza por alteragdes celulares e moleculares, com diminui¢ao progressiva da capacidade
de homeostase do organismo, levando a senescéncia e morte celular programada (apoptose),
além de ser considerado de grau varidvel de um individuo para outro e de 6rgdo para 6rgao
(BAGATIN,2009).

Ainda segundo Bagatin (2009), divide-se o envelhecimento cutaneo em intrinseco ou
cronologico e extrinseco ou fotoenvelhecimento, sendo esse Ultimo relacionado diretamente a
exposicdo solar cronica e descontrolada. Porém, atualmente sabe-se que os mecanismos
celulares e moleculares sdo os mesmos, ou seja, o fotoenvelhecimento nada mais é que a
superposi¢ao dos efeitos biologicos da radiagdo ultravioleta A e B sobre o envelhecimento
intrinseco. O fotoenvelhecimento e o envelhecimento intrinseco apresentam diferentes

alteragcdes morfologicas as quais podem ser comparadas no Quadro 1.
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Quadro 1 - Alteracdes cutaneas provocadas por envelhecimento intrinseco e extrinseco

Envelhecimento Intrinseco
(Cronoenvelhecimento)

Envelhecimento Extrinseco
(Fotoenvelhecimento)

Rugas Finas Profundas
Camada Cornea Inalteradas Afiladas
Células Displasicas Poucas Muitas

Fibras de Colageno

Pequena alteragdo no tamanho e
organizacao

Grande alterag¢do no tamanho ¢
organizacao

Fibras Elasticas

Reorganizadas

Diminuigdo na producéo e
aumento da degeneracao

Foliculo Capilar

Menor nimero e afinamento

Diminui¢ao no nimero e
estrutura:perda capilar

Melandcitos Normal Diminui¢io do niimero ¢ da
melanina
Glandulas Sebaceas e Menor niimero Diminui¢do do namero: pele

Sudoriparas

seca

Juncao Dermoepidémica

Leve achatamento

Importante achatamento

Microvasculatura

Area reduzida

Telangiectasias, equimoses,
infiltrado inflamatorio
perivascular

Alteracdes Benignas

Ceratose seborreica

Ceratose seborreica

Alteracées Pré-Malignas

Ceratose actinica

Alteracdes Malignas

Carcinoma espinocelular

Fonte: MONTAGNER; COSTA (2009).

Tanto o processo de envelhecimento intrinseco, quanto o extrinseco apresentam

efeitos quali e quantitativos sobre colageno e fibras eldsticas da pele (EL-DOMYATI et al.,
2002), no entanto, com relacdo ao colageno, ocorre de forma significativamente diferente.No
envelhecimento intrinseco a sintese de colageno ¢ diminuida, enquanto que no extrinseco,
ocorre uma maior degradacdo do mesmo. Essas diferengas se traduzem em diferentes aspectos
entre a pele naturalmente envelhecida e com fotodano (CHUNG et al., 2001). A formagao do
colageno severamente modificado leva ao enrugamento da pele e a elasticidade diminuida; a
essa degeneragdo das fibras eldsticas e coldgenas da pele dia-se o nome de elastose solar
(CASAGRANDE R. et al, 2006; SIMIS, T., SIMIS, D.R.C., 2006).

A pele humana ¢ composta pela epiderme celular estratificada queratinizada, que
além dos queratinocitos (correspondem a 90% das células), possui os melandcitos
(responsaveis pela pigmentagdo cutdnea); possui ainda, células de Merkel (associada a
receptores sensitivos) e células de Langerhans (responsaveis pelo reconhecimento de
antigenos externos); a derme subjacente, resistente camada de tecido conjuntivo, ¢ rica em

fibras colagenas e elasticas, além de fibroblastos e outras células conjuntivas, e a hipoderme
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ou tecido subcutaneo, uma camada de tecido adiposo que protege contra choques e funciona
como isolante térmico (BURKITT; YOUNG; HEATH, 1994). A espessura da epiderme varia
de acordo com o niumero de camadas de células, a idade do individuo e do local revestido por
ela, sendo mais espessa nas regides palmares e plantares (1,0 a 1,5mm) e mais fina nas
palpebras (0,4 a 0,8mm). O colageno corresponde a 70-80% do peso da pele seca e confere a
derme integridade mecanica e estrutural; ja a elastina ¢ um componente menor da derme,
porém tem uma funcao importante no fornecimento da elasticidade da mesma (UITTO, 1979).

Queimadura solar consiste em sua forma mais suave em um vermelhiddo ou eritema
da pele exposta, de acordo com a intensidade, com o tempo de exposi¢do a radiacdo solar, a
susceptibilidade genética e a pigmentagdo da pele. O organismo humano pode manifestar
alteragdes fisiologicas importantes como desenvolver um processo inflamatorio com a
producao de mediadores pro- inflamatérios como as citocinas e prostaglandinas em sua
maioria produzidas pelos queratinocitos, e infiltragdo de neutrofilos no local irradiado
acompanhado de dor, edema e calor. Os queratindcitos podem sofrer apoptose, chamadas de
células de queimadura solar (CQS), como um mecanismo de defesa contra os efeitos da
radiagdo UV decorrentes de danos no DNA e geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS); este processo pode atingir células da camada basal na epiderme (LAETHEM et al.,
2005; CASAGRANDE R. et al, 2006; RYSER et al., 2014).

A apoptose ¢ um programa de morte celular programada de grande eficiéncia que
leva a alteracdes morfologicas bem definidas, consequéncia de uma cascata de eventos
moleculares e bioquimicos especificos e geneticamente regulados. A apoptose ¢ um fendmeno
rapido onde ocorre retracdo da célula (encolhimento do citoplasma), levando a perda da
aderéncia com a matriz extracelular e com as células vizinhas, a cromatina sofre condensagao
chamada de nucleo picnotico, esta morfologia € caracteristica da célula picnética. Em seguida,
a membrana celular forma prolongamentos e ocorre fragmenta¢do do ntcleo bem como do
DNA. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de niimero e tamanho e rompem,
originando estruturas contendo o contetdo celular, estas por¢des celulares sio denominadas
de corpos apoptoticos, que sao rapidamente fagocitados por macrofagos (Figura 3). A
apoptose ocorre em uma série de eventos fisiologicos normais como na reposi¢ao fisiologica
de certos tecidos maduros, na atrofia dos orgdos, bem como na resposta inflamatoria, na
eliminagdo de células apos dano celular por agentes toxicos, microrganismos ou radiagdo

ionizante, que ¢ o caso da radiagdo UV (GRIVICICH 1. et al., 2007). Alteragdes nos genes
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responsaveis pelo desencadeamento do processo apoptotico podem ocasionar diversas
patologias como doencgas neurodegenerativas (como o mal de Alzheimer e o mal de
Parkinson), osteoporose, lesdes secundarias pds isquemia, cancer, entre outras. Qualquer
distarbio na regulagdo do processo da apoptose, tanto o excesso quanto & deficiéncia, podem
provocar varias doencas (ANAZETTI M. C., MELO P.S., 2007).

O desenvolvimento do cancer ocorre quando ha uma falha no controle do processo
de renovagdo celular, ou seja, na proliferagdo e morte celular. Em organismos saudaveis as
células morrem via apoptose, no entanto a inibicao da proliferagdo celular ¢ caracteristico na
maioria das células cancerosas que requerem que a apoptose seja suprimida e as células
danificadas continuem a proliferar. A maioria das abordagens no tratamento do cancer como
quimioterapia e radioterapia, matam as cé€lulas cancerosas por inducdo da apoptose, no
entanto, estas células desenvolvem frequentemente resisténcia a este tipo de terapia

(HUNTER A.M. et al,2007)

Figura 3 —Efeitos Celulares da Apoptose
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Fonte: ELABORADA PELA AUTORA

3.3 Avaliacao histopatologica do efeito fotoprotetor de formulacoes

A avaliagdo histopatologica do tecido cutaneo ¢ de grande importancia nos estudos do
comportamento de substancias ativas, podendo nortear a indicagdo de uso das formulagoes,
identificar efeitos adversos e auxiliar nos estudos de eficacia. Os estudos histopatologicos e
histométricos podem contribuir na avaliacdo dos danos causados pela radiacdo UV na pele e

se houve protecdo contra estes danos ao se aplicar substancias ativas, pois permitem a
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avaliacdo do tecido epitelial, da derme e das estruturas celulares (MAIA CAMPOS et
al.,2006). Estas técnicas tém sido consideradas adequadas para avaliar os efeitos
fotoprotetores /n vivo.

A andlise histopatologica consiste na observacdo visual de biopsias utilizando o
microscopio oOtico, avaliando qualitativamente as estruturas presentes no tecido cutaneo.
Utilizando a coloragdo de hematoxilina e eosina, pode-se verificar a hiperplasia epidérmica,
presenca de células de queimadura solar e presenca de infiltrados inflamatorios apos a
exposi¢cao a radiagao UV. A histometria permite quantificar os efeitos observados na analise
qualitativa tais como numero de células de queimadura solar, espessura da epiderme e nimero
de camadas de células nucleadas, aplicando testes estatisticos para avaliar se as diferencas
ocorridas sdo estatisticamente significativas em relacdo ao controle (DAL’BELO, 2008).
Ainda segundo o mesmo autor, a contagem de células de queimadura solar também ¢ um
marcador muito utilizado para avaliacdo da atividade fotoprotetora de diferentes substancias
ativas. Muitos estudos mostram que a utilizacdo de fotoprotetores reduzem a formagao de
c¢lulas de queimadura solar mas a relagdo entre FPS e a prevengdo de CQS ainda nao foi
adequadamente determinada (SHEEHAN J. M, YOUNG A. R., 2002).

Estudos tém avaliado substincias ativas fotoprotetoras através da quantificacdo da
hiperplasia epidérmica induzida pela radiagdo UV por meio da medida da espessura epidermal
e da contagem de camadas de células nucleadas da epiderme (LU et al., 1999; EL-ABASERI;
PUTTA;HANSEN, 2006).

Uma caracteristica histologica chave na pele fotoenvelhecida ¢ a presenga de fotodano
cronico, caracterizado pela deposi¢do anormal de fibras elasticas e coldgenas na derme
superficial, a chamada elastose: um indicador histoloégico de comprometimento cutdneo pela
radiagdo solar (LAGA A.C., MURPHY G.F., 2009). A Figura 4 apresenta uma comparagao
entre a pele jovem, a pele cronoenvelhecida e a fotodanificada. A pele cronoenvelhecida
apresenta atrofia dérmica e epidérmica sem elastose significativa, ja na pele fotoenvelhecida
observa-se depositos amorfos e aglutinados das fibras elasticas (elastose acentuada), presenca
de células de queimadura solar (células apoptoticas) e aumento das células inflamatorias na
regido subepidérmica (OUHTIT A., ET AL, 2000; LAGA A.C., MURPHY G.F., 2009).

Para avaliagao dos efeitos de diversas substancias naturais ou sintéticas com finalidade

fotoprotetora, varios estudos tém utilizado modelo animal, sendo que o camundongo sem pelo
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ou depilados tem sido um modelo 1util uma vez que mimetiza os efeitos da radiagdo UV na
pele humana (LU et al., 1999).

Figura 4 — Comparacao histoldgica entre a pele jovem, cronoenvelhecida e
fotoenvelhecida
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Fonte: LAGA, A.C., MURPHY, G.F. (2009).

3.4 Formulacoes Fotoprotetoras

Com a crescente conscientizagdao ao longo dos ultimos anos dos efeitos prejudiciais da
radiagdo solar UV, os fotoprotetores estdo se tornando parte da vida cotidiana em varias
apresentagdes quer seja sob a forma de hidratantes diarios, produtos antienvelhecimento, e
mesmo cosméticos, que vao além dos tradicionais produtos de praia ou atividades
recreativas/esportivas.

Ao desenvolver uma formulagdo fotoprotetora, além dos requisitos universais como
seguranca, com adequada preservacdo microbiana, eficaz, estavel nas condigdes tipicas de
armazenamento, deve-se ter em mente qual o intuito do produto final: se ird ser utilizado na
praia, em qual local do corpo serd aplicado, se fard parte de um hidratante ou de um cosmético
antienvelhecimento, bem como o veiculo a ser empregado, logdo, creme, stick, gel ou spray.
Qual a protecdo desejada e¢ o espectro de acdo sdo outros requisitos importantes no
desenvolvimento da formulagdo bem como a sensagdo desejada no momento da aplica¢do do
produto na pele. Conhecer a regulamentagao do assunto no pais que se pretende comercializar
¢ extremamente importante, pois as mesmas variam consideravelmente em todo o mundo

(TANNER, 2006).
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De acordo com a Anvisa, protetor solar ¢ “[...] qualquer preparagdo cosmética
destinada a entrar em contato com a pele e labios, com a finalidade exclusiva ou principal de
protegé-la contra a radiagdo UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiacdo.”
(BRASIL, 2012). O fotoprotetor deve ser aplicado uniformemente sobre a superficie da pele e
a penetracdo dos ingredientes deve ser minimizada para que o produto aja interceptando a
radiacdao UV antes que a mesma cause danos a componentes viaveis da pele.

As concentragdes de filtros solares podem corresponder de 5 a 35% do total da
formulacdo, sendo o ponto central de um sistema ativo fotoprotetor (TANNER, 2006). Os
filtros solares (ativos) sdo utilizados em associagdo com varios objetivos, entre eles a
obtencdo de um alto FPS e amplo espectro de prote¢cdo no produto final, estabilidade,
diminuicdo de custos e menor poder alergénico/irritante. Para se obter um FPS alto pode-se
aumentar a concentragdo de filtros solares na formulagdo, porém pode ocorrer também um
aumento do potencial alergénico. Além disso, a partir de certa concentracdo ocorre uma
saturacdo, ndo havendo mais aumento do FPS; inclusive, a legislagdao limita a concentracio
por essas razdes (WUNCH, 2001).

Além dos ativos, as formulagdes fotoprotetoras possuem outros componentes como
veiculo, emolientes, emulsificantes, hidratantes, modificadores de sensorial, estabilizantes,
conservantes, esséncias, entre outros. Alguns componentes podem ser adicionados a
formulacdo para melhorar a espalhabilidade e aumentar a resisténcia a dgua e suor. Para
aumenta-los devem ser adicionados componentes hidrofébicos com agdo filmogena, fixando
os fotoprotetores na pele e impedindo sua retirada no contato com a agua. Alguns exemplos
de formadores de filme sdo os copolimeros de polivinilpirrolidona (PVP) eicosano,
hexadeceno e tricotanil (RIBEIRO, 2010).

O veiculo a ser utilizado na formulacao constitui um aspecto importante ¢ seu modo
de preparacdo pode afetar a eficacia da formulacdo (SCHALKA et al, 2014

As emulsdes certamente constituem os veiculos mais utilizados nas formulagoes
fotoprotetoras; sdo compostos de uma fase oleosa e outra aquosa, ndo misciveis, necessitando
de um agente emulsionante (tensoativo) para que se torne uma mistura homogénea. Sao
veiculos versateis, de toque agradavel e compativeis com a incorporagdo, tanto de ativos
lipossoluveis quanto hidrossoluveis, sendo por isso os mais utilizadas (RIBEIRO, 2010).

Além disso, ¢ relativamente facil controlar o comportamento reoldgico e a formagao do filme
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sobre a pele (TANNER, 2006). As emulsdes constituem um capitulo a parte, podendo ser
classificadas segundo a Figura 5 (PRISTA et al, 1995;FERREIRA. 2008).

.
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Figura 5 — Classificacao das emulsoes
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local de aplicacao.

e apresentando absor¢do rapida.

Emulsdes agua em 6leo (A/O) — incorporam apenas ativos lipofilicos; sua fase interna

¢ aquosa e a externa ¢ oleosa, o que faz com que o produto permanega mais tempo no

Emulsdes 0leo em agua (O/A) - incorporam ativos hidrofilicos; a fase interna € oleosa

ou lipofilica e a externa ¢ aquosa ou hidrofilica, promovendo uma sensagdo de frescor

Para saber se a emulsdo ¢ O/A ou A/O pode-se acrescentar agua e corante

hidrossoluvel; se homogeneizar a coloracdo a preparacao ¢ do tipo O/A, sendo, a emulsdo ¢ do
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tipo A/O (AULTON, 2005). Em fotoprotetores a base de emulsdes do tipo O/A ¢ mais usada
(TANNER, 2006).

Uma emulsdo ¢ de boa qualidade quando apresenta pequenas goticulas (entre 0,1 e 10
um) e pode formar filmes interfaciais estaveis o suficiente para manter o equilibrio entre as
fases. O tamanho das goticulas dispersas ¢ influenciado por fatores mecanicos (método e
equipamento utilizado para a mistura) e pelos agentes emulsificantes (FERREIRA, 2008).

O creme gel resulta da incorporacdo de um agente gelificante numa emulsdo. Sao
muito utilizados em formulagdes fotoprotetoras, especialmente em paises tropicais, para
conferir o efeito sensorial de géis e a suavidade de emulsdes, sem as suas desvantagens

(viscosidade e oleosidade, respectivamente). Sdo indicados para uso didrio em pessoas com

pele oleosa (REBELLO, 2008).

3.5 Filtros solares

Fotoprotetores sdo definidos como formulagdes de aplicagdo cutdnea em diferentes
apresentagdes que cont€ém componentes capazes de interferir na radiacdo solar (filtros
solares), reduzindo seus efeitos deletérios (OSTERWALDER, LIM, 2007). Sao encontrados
com o sindnimo de protetores solares ou filtros solares, porém este ultimo termo se adequa
mais a substancia quimica (ativo) com essa acao.

Os filtros solares podem ser classificados em quimicos (organicos) ou fisicos
(inorgénicos). Os inorganicos refletem ou difratam a radiacdo e os organicos possuem um
mecanismo de rearranjo das duplas ligacdes de grupos cromoforos, onde os elétrons de
orbitais de menor energia absorvem radiacdo e sdo excitados para orbitais de maior energia,
tanto em cadeia ciclica (anel benzénico), quanto linear. Quando esses elétrons retornam ao seu
estado de repouso, liberam a energia na forma de luz fluorescente, fosforescente ou calor,
radiagdes menos energéticas inofensivas ao ser humano. (SCHALKA, REIS, 2011). Os filtros
organicos sd3o compostos aromaticos conjugados com grupos carboxilicos e, geralmente,
possuem um grupo doador de elétrons como, por exemplo, uma amina ou metoxila na posi¢ao
orto ou para do anel aromadtico; sdo subdivididos em derivados para-aminobenzoicos,
cinamatos, salicilatos, benzimidazois, derivados do benzilideno canfora e benzofenonas; os
principais representantes dos inorganicos sao dioxido de titdnio e 6xido de zinco (RANGEL,
CORREA, 2002; CABRAL, PEREIRA, PARTATA, 2011). Neste estudo foram utilizados
seis filtros solares organicos: derivado triazina (bemotrizinol), derivado dos cinamatos

(metoxicinamato de octila), derivados de benzofenona (benzofenona 3), derivado de salicilato
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(salicilato de octila), derivado de dibenzoilmetano (avobenzona), derivado da canfora
(metilbenzilideno canfora).

No aspecto regulatorio existem duas normas que regulamentam atualmente os
fotoprotetores: a RDC 47, de 2006, que aprova a lista de fotoprotetores ultravioletas
permitidos para produtos de higiene pessoais, cosméticos e perfumes (BRASIL, 2006) ¢ a
RDC 30, de 1° de junho de 2012, com as normas do Mercosul sobre protetores solares em
cosméticos, dando outras providéncias (BRASIL, 2012). Esta ultima foi criada para
padronizar defini¢des, requisitos técnicos, critérios de rotulagem e métodos de avaliacdo de
eficacia relacionados a fotoprotetores solares e produtos multifuncionais entre os paises que
compdem o Mercosul (Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e Venezuela).

De acordo com exigéncia do FDA (Food and Drug Administration Agency — 6rgao
regulatorio americano) para protetores solares publicada nos EUA, em 14 de junho de 2011,
os fabricantes ndo podem usar a declaracdo “bloqueador solar”, por exagerar sua eficacia uma
vez que filtros UV ndo proporcionam uma protecao de 100% para a pele (FREITAS, 2015).
No Brasil, segundo a RDC 30/2012, os protetores solares ndo devem possuir alegagdes de
rotulagem que confiram 100% de protecdo contra a radiacdo UV ou efeito antissolar, nem
denominagdes que induzam a uma protegdo total ou bloqueio da radiacdo solar.

Os fotoprotetores sdo classificados pela Anvisa como cosméticos grau 2, dispensando
a necessidade de prescricdo médica para serem vendidos.

A RDC 47, de 2006, relaciona os ativos com a¢ao de filtros solares permitidos, sua
concentracdo maxima (%) e que podem ser utilizados em produtos de higiene pessoal,
cosméticos e perfumes.

Desses ativos os mais comumente utilizados estdo relacionados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Relacgao de filtros solares permitidos no Brasil e seus espectros de protecao

Filtro Solar Concentragao Espectro de Protecao
maxima
autorizada
Antranilato de mentila 5% UVA curto (+), UVA longo (+)
Benzofenona 2 10% UVA curto (+), UVA longo (++),
UVB (+)
Benzofenona 3 10% UVA curto (++), UVA longo
(+),UVB (++)
Benzofenona 4 10% UVA curto (+), UVA longo
(+),UVB (+)
Butil metoxi 5% UVA curto (++), UVA longo
dibenzoilmetano(Avobenzona) (5+),UVB (+)
Dietilamino hidroxibenzoil 10% UVA curto (2+), UVA longo (3+)
hexibenzoato
Fenil dibenzimidazol 8% UVA curto (4+), UVA longo
tetrasulfonato de sodio (+),UVB (2+)
Homosalato 15% UVA curto (+)
Metilbenzidileno canfora 4% UVA curto (+), UVB (4+)
Octil dimetil PABA 8% UVA curto (+), UVB (3+)
Octil triazona 5% UVB (6+)
Octocrileno 10% UVA curto (+), UVB (+)
Oxido de zinco 25% UVA curto (2+), UVA longo
(4+),UVB (2+)
Metoxicinamato de octila 10% UVA curto (+), UVB (4+)
Bemotrizinol 10% UVA curto (++),UVA longo
(4+),UVB (4+)
Salicilato de octila 5% UVB (+)

Cruz (+) - intensidade de protecao/UVA curto - 320 a 340 nm/UVA longo — 340 a 400 nm
FONTE: RIBEIRO, 2010.

Segundo Ribeiro (2010), para uma protegao efetiva, abrangendo os raios UVA e UVB,
¢ necessario utilizar dois ou mais ativos. Nas formulagdes deste estudo, foram utilizados seis
filtros solares com espectro de absor¢ao no ultravioleta A e B, descritos a seguir.

O bemotrizinol ¢ um filtro solar de amplo espectro UVA/UVB com absor¢ao maxima
nos comprimentos de onda de 310 e 343nm, e com coeficientes de extingdo molar de 46.800
mol'em™ e 51.800 mol'em™. Possui efeito sinérgico com outros filtros UVB, estabilizando-
os e propiciando a obtencao de filtros com alto FPS. O coeficiente de extingdo molar esta
relacionado a capacidade absorvedora de radiagdo do filtro. Quanto maior o valor deste
coeficiente, mais eficaz ¢ o filtro como absorvedor de UV (RIBEIRO, 2010; BENEVENUTO;
GUERRA; GASPAR, 2015).
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Dentre os cinamatos, o metoxicinamato de octila € o filtro solar mais utilizado em
formulagdes fotoprotetoras por possuir amplo espectro UVB. Possuem relativa
fotoinstabilidade, sendo entdo associados a filtros com espectro mais amplo para contornar o
problema (RIBEIRO, 2010).

Os salicilatos s3o bastante estaveis e sdo ideais para protecdo UVB, seguros e de facil
manipulacdo; os derivados da benzofenona e dibenzoilmetano (avobenzona) sao amplamente
utilizados com a finalidade de protecdo na faixa UVA. Os derivados do benzilideno canfora
sdo fotoprotetores UVB, permitindo um FPS elevado em baixas concentragdes, o que ¢ uma
grande vantagem, além de apresentar fotoestabilidade (Tabela 1) (CABRAL, PEREIRA,
PARTATA, 2011).

3.6 Adjuvantes da formulacao do estudo

As formulagdes fotoprotetoras contém grande parte de dgua que evapora quando o
produto ¢ aplicado na pele, deixando uma camada fina de componentes ndo volateis, que sdo
os filtros solares, emolientes ¢ outros produtos - muitas vezes, de carater oleoso - que podem
conferir efeito gorduroso ou pegajoso, aspecto considerado inconveniente pelo consumidor.
Um grande desafio aos formuladores ¢ conciliar aspecto, protecdo solar efetiva,
compatibilidade com a pele e custo, considerando que filtros solares estdo entre os

componentes de maior custo da formulagcdo (TANNER, 2006).

3.6.1 Formadores de filmes

O agente filmogeno escolhido para a formulagdo deste estudo foi o Antaron V216
(copolimero de vinilpirrolidona), que apresenta uma excelente barreira de resisténcia a agua, o
que contribui para a fixacdo dos filtros por mais tempo na pele. Alguns silicones podem
aumentar a resisténcia das formulacdes a 4gua; o elastomero de silicone (Silicone DC 9040),
escolhido para este estudo, ¢ uma mistura de elastomero de silicones de alto peso molecular
em ciclometicone que, dependendo das concentragdes usadas, contribuem para este efeito,

bem como emulsionantes poliméricos tipo Pemulen® (RIBEIRO,2010).

3.6.2 Emulsionantes
Os emulsionantes utilizados no estudo foram Olivem 900® , Emulium 22%, Ceteareth-

20" ¢ Pemulen TR2®. O Olivem 900® ¢ um sistema emulsificante ndo-idnico para emulsdes O/A
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e atua como modificador reologico de emulsdes de modo eficaz, doando a emulsdo algumas
propriedades peculiares como toque muito leve e sedoso, mesmo que a quantidade de oleo e
substancias graxas em geral sejam altas (OLIVEM 900%, 2015). A partir de emulsionantes
ndo idnicos Emulium 22% e Ceteareth-20", obtém-se emulsdes do tipo O/A. O Pemulen
TR2", emulsionante polimérico, possui a vantagem de conferir sensorial agradavel ao produto
final e alta estabilidade, além de contribuir com o aumento da resisténcia a agua

(RIBEIRO,2010).

3.6.3 Emolientes

O emoliente, ou a mistura destes, possui um papel importante quando se trabalha com
fotoprotetores organicos. Pode aumentar a solubilizacdo de filtros organicos solidos,
reduzindo as chances de recristalizagdo do filtro e, consequentemente, aumentando a
estabilidade da formulacdo final, mantendo a eficicia do produto (RIBEIRO, 2010). O
Butilenoglicol Cocoate (Cocoate BG®), é um emoliente utilizado na formulacdo, é
solubilizante de filtros organicos e possui alta capacidade de dispersio de pigmentos
(GATTEFOSSE, 2015). Promove emoliéncia & formulagio, favorecendo a espalhabilidade e

toque final seco.

3.6.4 Silicones

Alguns silicones, além de melhorar as propriedades sensoriais dos cosméticos para a
pele, podem contribuir com o aumento da resisténcia a agua de formulacdes de fotoprotetores
(RIBEIRO,2010). Os silicones utilizados no estudo foram da Dow Corning®, silicone DC

245 (volatil) e silicone DC 9040 (elastdomero de silicone).

3.7 Estabilidade de Emulsoes
Considerando que as emulsdes sdo os veiculos mais utilizados na formulacdo de
fotoprotetores, ¢ importante compreender como estabiliza-las e o que acontece quando ocorre
a perda dessa estabilidade.
Sdo necessarias algumas condicdes para que as emulsdes tenham estabilidade:
# Tensdo superficial baixa: a adsor¢do de surfactantes (emulsificantes) nas interfaces
6leo-dgua diminui a energia interfacial, facilitando o desenvolvimento e aumentando a

estabilidade das grandes areas interfaciais associadas com as emulsdes;
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Filme interfacial mecanicamente forte e elastico: a estabilidade das emulsoes ¢
favorecida pela protecdo mecanica dada pelo filme adsorvido ao redor da gota.
Repulsdo das duplas camadas elétricas: a repulsdo entre as particulas diminui os
choques, evitando a floculagdo. Quando agentes emulsificantes i0nicos sdo usados, a
repulsdo da dupla camada elétrica lateral pode prevenir a formacdo de filmes
compactos.

Volume pequeno da fase dispersa: favorece a formagao de goticulas pequenas;
Tamanho de goticulas: gotas grandes sdo menos estaveis devido a sua menor razio de
area/volume, que aumentam a tendéncia da gota crescer;

Viscosidade: quando a viscosidade encontra-se alta, diminui as colisdes retardando a
floculagdo e sedimentagdo. A avaliagdo da viscosidade aparente esta relacionada a
estabilidade fisica da formulacdo, sendo que a reducdo dos valores de viscosidade
indica desestabilizagdo (MASMOUD et al, 2005).

Espalhabilidade: definida como a expansao de uma formulacdo semi-s6lida sobre uma
superficie ap6s determinado periodo de tempo (BORGHETTI, KNORST, 2006). Em
fotoprotetores a boa espalhabilidade ¢ extremamente importante, uma vez que estd
relacionada ao modo de aplicagdo e devem promover uma camada uniforme na pele
para garantir o FPS (RIGON, 2013).

Condutividade: pode ser utilizada para determinar a natureza das emulsdes; ¢
dependente de sua fase externa, se for O/A serd boa condutora, mas se for A/O sera
uma méa condutora. E frequentemente utilizada para monitorar a estabilidade das
emulsdes por meio da integridade da fase externa, principalmente quando a
formulacdo ¢ armazenada por longos periodos (MASMOUDI at al, 2005).

pH: O acompanhamento dos valores de pH durante o estudo de estabilidade fornece
informagdes a respeito da estabilidade quimica da formulagdo, ou seja, decréscimos
desses valores podem estar relacionados a oxidagao da fase oleosa com a formagao de
cadeias oxidadas ou ainda a hidrolise de triglicerideos, manifestada pela formacao de
acidos graxos livres, decomposicdo quimica dos componentes ou formacdo de
compostos indesejaveis. A determinagdo dos valores de pH também ¢ importante para
avaliar interacdo entre componentes da formulagdo e veiculagdo de ativos pH

dependentes (MASMOUDI et al., 2005; BOOCK, 2007).
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A instabilidade fisica das emulsdes pode ser visualizada através de quatro fendmenos
principais: floculagdo, cremagem, coalescéncia e separagdo de fases (Figura 6). A floculagdo ¢
a agregacdo reversivel das goticulas da fase interna: ¢ a primeira fase de alteragdo da
estabilidade das emulsdes. Apos, ocorre a cremagdo, que consiste na agregacao dos floculos
previamente originados, constituindo uma camada disposta na superficie ou no fundo do
frasco. Ainda que seja um processo reversivel por meio de agitacdo, a sua ocorréncia, além de
ser sinal de instabilidade da emulsdo, ¢ esteticamente inaceitavel, podendo inclusive afetar a
concentragdo de ativos. Ja a coalescéncia ocorre com a aproximagao das goticulas formando
goticulas maiores, sendo um processo irreversivel que culmina com a separacdo de fases
(“quebra da emulsao”). A floculacdo e a coalescéncia sdo etapas muito semelhantes, diferindo
apenas pelo fato de na floculacdo o filme interfacial permanecer intacto, enquanto que na
coalescéncia esse ¢ rompido (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001; PRISTA et al,
1995; AULTON, 2005).

Figura 6 - Fendmenos de instabilidade fisica em emulsdes
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Fonte: ELABORADA PELA AUTORA

Alguns fatores podem contribuir para que ocorra a coalescéncia, como: adicdo de uma
substancia que seja incompativel com o agente emulsificante; crescimento bacteriano;

mudanca de temperatura - aquecimento acima de 70 °C, congelamento e fatores que provocam
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o rompimento do filme interfacial que cerca as goticulas (ANSEL, POPOVICH, ALLEN,
2007).

3.8 Avaliacao da seguranca e eficacia de formulacoes fotoprotetoras

Para um ativo ser aprovado pela Anvisa como fotoprotetor de uso topico, uma série de
estudos devem ser conduzidos, como: ensaios toxicologicos, toxicidade subcronica,
permeacdo cutinea, irritacdo da pele ou mucosas, fotossensibilizagdo, mutagenicidade e
fotomutagenicidade, estes sdo os testes de seguranga.

Os ativos constantes da Tabela 1 (item 3.2 ja citado) sdo livres de toxicidade sistémica
e carcinogénese, quando usados topicamente e nas concentragdes recomendadas (SCHALKA
etal, 2014).

O FPS ¢ um importante parametro de avaliacdo da eficicia de um produto com
fotoprotec¢ao, sendo mundialmente aceito. Seu principio baseia-se na determinacdo da Dose
Eritematosa Minima (DEM), definida como sendo a menor quantidade de energia necessaria
para o desencadeamento de eritema, em dreas de pele protegidas e ndo protegidas pelo
produto em estudo. As metodologias para determinagdo do FPS seguem o preconizado pelo
FDA (Food and Drug Administration Agency — 6rgao regulatorio americano) ¢ pela COLIPA
(6rgao com sede em Bruxelas que representa a industria europeia de cosméticos, perfumaria e
higiene pessoal e trabalha em conjunto com as instituicdes europeias e ONGs - organizagoes
ndo governamentais) (VELASCO et al., 2011).

Podem ser utilizadas metodologias /n vitro e in vivo, sendo a primeira utilizada na fase
de desenvolvimento e controle de processo ¢ a segunda em voluntirios humanos. A
metodologia /n vitro (utilizada pelo FDA) baseia-se na andlise por transmitancia do UV, onde
a amostra a ser avaliada ¢ aplicada sobre um substrato de pele sintética (3M, Transpore®,
Vitro-Skin®). E entdo acoplado ao equipamento emissor de UVA e UVB, sendo parte da
radiagdo retida pelos fotoprotetores presentes no produto e parte transmitida. O equipamento
possui um detector que capta a radiacao onde um programa calcula o FPS da formulagao em
teste (LABSPHERE, 2003; SHEU et al, 2003).

A metodologia in vivo do FDA e da COLIPA possuem muitos aspectos em comum ¢

algumas diferencas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Comparacao do Teste de Eficacia /n Vivo segundo o 6rgao regulador

Parametro FDA COLIPA
Quantidade aplicada 2 cm? 2 cm?
Area do teste 1 cm? 1 cm?
Tempo para medi¢ao 22-24 h 20+4 h
N° de voluntarios 20 — 25 com pele tipo I, 1T e IIT* 10 ou mais Ceolmnf ele tipo L, II
Simulador solar arco Xe com Fonte de luz UV artificial
Fonte UV emissao UV 290 — 400 nm, similar a | com emissao 290 — 400 nm,
luz solar, ao nivel do mar com 16° | similar a luz solar na latitude
incidéncia. 40°N
Tempo de secagem . .
antes da irradiagao 15 min 15 min
Céleulo do FPS Média Aritmética dos valores Média Aritmética dos valores
individuais. individuais.

*Classificacao de Fitzpatrick
Fonte:RIBEIRO, 2010

A classificagdo de Fitzpatrick se baseia nos tipos de pele em resposta a exposi¢ao ao
sol numa escala de I a VI, sendo a pele tipo I a que sempre queima e nunca bronzeia (branco
marfim), tipo Il sempre queima, bronzeia muito pouco (branco), tipo III a pele que queima e
bronzeia moderadamente (morena clara), tipo IV a pele que queima pouco e sempre bronzeia
(morena moderada), tipo V a pele que raramente queima, mas sempre bronzeia (morena
escura) e a tipo VI que nunca queima, mas bronzeia profundamente (negra) (ASTNER,
ANDERSON, 2004).

Observa-se que os métodos sdo muito semelhantes (Tabela 2), sendo as diferencas
basicamente com relagao ao tempo para medi¢ao, o nimero minimo de voluntarios e o tipo de
fonte de radiagdo UV.

Apesar da determinacao do FPS ser considerada uma referéncia, existem controvérsias
na literatura cientifica sobre sua protecdo na pratica (SCHALKA, REIS, 2011; RIBEIRO,
2010).0 primeiro aspecto € com relagdo a quantidade aplicada pelo consumidor, que ¢ bem
inferior a utilizada no teste de eficiéncia, o que equivale a aproximadamente uma colher de
ché. Além disso, o produto deve ser aplicado de 20 a 30 min antes da exposi¢dao ao sol para
que se forme um filme protetor. Nao sendo cumpridas essas recomendacdes, o produto niao
tera na pratica o FPS declarado na embalagem, deixando de cumprir com seu objetivo. No
sentido de solucionar esse problema, Cabral, Pereira e Partata (2013) propdem um

aconselhamento farmacéutico aos usudrios de formulagdes fotoprotetoras.
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Outra questdo ¢ com relacdo ao valor do FPS. Enquanto alguns pesquisadores
entendem que um FPS 15 é o suficiente para proteger das radiagdes, existem outros que
defendem valores superiores. E necessério refletir que um FPS 15, por exemplo, bloqueia em
torno de 92% da radiagdo, enquanto um FPS 30 bloqueia 96,7% e um FPS 70 em torno de
98,6%. Esses dois ultimos possuem valores muito proximos, além de necessitar de uma
concentracdo muito maior de ativos para obter um FPS 70, o que pode acarretar maior
potencial alergénico.

Na pratica, os produtos com FPS mais alto, possuem um forte apelo pelo fato das
pessoas utilizarem de forma inadequada. Desse modo, para obter um resultado semelhante a

FPS 15, ¢ necessario utilizar, por exemplo, um FPS 50 (SUMMER et al, 1997).

3.9 Recomendacdes do Consenso Brasileiro em Fotoprotecao (SBD)

No sentido de harmonizar as condutas profissionais, o Consenso Brasileiro em
Fotoprotegao elaborou as seguintes recomendagdes (SCHALKA et al, 2014): é importante a
classifica¢do de fotoprotetores como produtos cosméticos para que os consumidores tenham
um maior acesso; todos os ativos reconhecidos pela Anvisa tém seguranga e eficacia, se
usados da forma adequada; ndo ha nenhuma evidéncia at¢ o momento sobre o risco da
utilizacdo de nanoparticulas inorganicas como filtros solares em produtos de uso topico; para
efeito de registro de formulacdes fotoprotetoras, devem ser realizados estudos de seguranca
em conformidade com a legislagdo da Anvisa;, podem ser adicionados antioxidantes nas
formulacdes desde que se comprove o beneficio, além da necessidade de testes de eficacia; a
RDC 30, de 2012, que trata sobre fotoprote¢do, possui metodologia mais atualizada, de
acordo com as agéncias regulatorias internacionais (BRASIL, 2012); a SBD concorda com a
proibi¢ao do termo "bloqueador solar” ou qualquer outro termo que sugira protegao total, que
poderia levar o usudrio a uma falsa sensagdo de seguranga absoluta; a SBD recomenda que os
dermatologistas prescrevam formulagdes fotoprotetoras que estejam de acordo com as normas

da ANVISA.

3.10 Estabilidade de Fotoprotetores
No Brasil o documento norteador do estudo de estabilidade de formulagdes
fotoprotetoras ¢ o Guia de Estabilidade de Cosméticos, produzido pela Anvisa (BRASIL,

2004). O documento orienta o estudo de forma ampla informando sobre a estabilidade de
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cosméticos de modo geral, as formas de conduzir o estudo dependendo da finalidade, a
relacdo do cosmético com a embalagem, interacdes dos componentes da formulagao,
armazenamento ¢ prazo de validade.

Estabilidade ¢ um pardmetro que visa determinar se uma amostra mantém-se
quimicamente inalterada numa dada matriz sob condi¢des especificas, em determinados
intervalos de tempo (BRASIL, 2003). Diz-se que um produto estd estavel quando mantém
suas caracteristicas originais até o final do prazo de validade.

Os testes de estabilidade devem ser feitos: durante o desenvolvimento de novas
formulagdes; quando ocorrerem mudangas significativas no processo de fabricacdo; para
validar novos equipamentos ou processo produtivo; quando houver mudangas significativas
nas matérias-primas do produto ou no material de acondicionamento.

Varios fatores podem afetar a estabilidade da formulagdo como os componentes da
mesma e suas interagdes, o processo de fabricacdo, material de acondicionamento, condigdes
ambientais e de transporte. As alteragdes podem ser classificadas como extrinsecas, quando
determinadas por fatores externos, ou intrinsecas, quando por fatores inerentes a formulagao.
A estabilidade pode ser considerada também do ponto de vista fisico, quimico ou
microbioldgico (BRASIL, 2004).

E importante que os testes sejam feitos sob condi¢des que permitam fornecer
informagdes no menor tempo possivel, desse modo as amostras devem ser armazenadas em
condigdes que acelerem os processos, porém nao de modo tdo extremo que nao correspondam
a realidade. E sugerido conduzir os testes na sequéncia: preliminares, acelerados e de
prateleira, para que se possa avaliar a formulacdo em etapas ¢ desse modo detectar qual
momento ocorre a perda de sua estabilidade.

Antes de iniciar o estudo de estabilidade sugere-se centrifugar as amostras a 3000 rpm
durante 30 min; se o produto permanecer estavel pode ser feito o estudo, caso contrario deve
ser reformulado.

No estudo de estabilidade preliminar sdo utilizados ciclos de aquecimento e
resfriamento com periodos pré-determinados, duragdo de 15 dias e com o objetivo de auxiliar
na triagem das formulagdes.

No estudo de estabilidade acelerada sdo também utilizados ciclos de aquecimento e
resfriamento com periodos maiores pré-determinados, em geral de 90 dias, podendo se

estender para seis meses a um ano.
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Nessa etapa as amostras também sdo submetidas a exposi¢do de radiagdo luminosa
utilizando lampadas de xenonio ou fontes de luz ultravioleta. Os pardmetros avaliados nessa e
na etapa anterior sdo caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor e sabor, quando
aplicavel), caracteristicas fisico-quimicas (valor de pH, viscosidade, densidade, etc) e
caracteristicas microbiologicas.

As caracteristicas organolépticas determinam os parametros de aceitacdo do produto
pelo consumidor, ou seja, as analises macroscopicas t€ém como objetivo garantir que possiveis
alteragdes nao tragam qualquer perda de beneficio ou seguranga ao mesmo.

Apolinario et al (2013) avaliaram a estabilidade de formulagdes utilizando o
planejamento fatorial 2°, onde foi avaliada a influéncia de bases auto-emulsionantes e
emolientes em fatores como pH, condutividade, tamanho de goticula, espalhabilidade e FPS.
Os pesquisadores concluiram que a concentragdo da cera auto-emulsionante influenciou no
tamanho de goticula e espalhabilidade das formulagdes, estando esses fatores relacionados a
estabilidade das formulagdes. O tipo de cera auto-emulsionante exerceu influéncia
significativa na condutividade das formulagdes.

Smaoui et al (2013) avaliaram a estabilidade de formulagdes fotoprotetoras contendo
os filtros solares benzofenona-3, etil metoxicinamato e dioxido de titanio em diferentes
porcentagens. As formulacdes foram armazenadas durante quatro semanas a 8, 25 e 40°C,
tendo sido determinado pH e FPS. Além disso, foi também avaliada a estabilidade
microbioldgica e a qualidade organoléptica. Os autores observaram que a formulagdo com 7%
de benzofenona-3, 7% etilhexil metoxicinamato e 6% de dioxido de titdnio apresentou maior
estabilidade fisico-quimica e microbiologica.

Borghetti e Knorst (2006) desenvolveram e avaliaram a estabilidade fisica de
formulag¢des fotoprotetoras contendo 6% de octil metoxicinamato ou metil benzilideno
canfora durante o armazenamento em temperatura ambiente por seis meses. Durante este
periodo as formulagdes foram avaliadas quanto as suas caracteristicas macroscopicas,
viscosidade, comportamento reoldgico, indice de 6leo, espalhabilidade e FPS. Os resultados
mostraram que os valores de FPS foram significativamente maiores para a formulacao
contendo metil benzilideno canfora (P < 0,05). Em contrapartida, a formulagao contendo octil
metoxicinamato apresentou valores de espalhabilidade significativamente maiores (P < 0,05)

e de viscosidade significativamente menores (P < 0,05).



49

3.11 Principais componentes dos fotoprotetores deste estudo

Os componentes das formulagdes que foram utilizados como varidveis independentes
(Dry Flo®, Cocoate BG”, Emulium 22 e Olivem 900™), estdo descritos a seguir.

A escolha destes ativos segue tendéncia do mercado de cosmetologia na busca de
produtos de origem natural, sendo um deles com certificagdo de produto organico por ser mais
seguro em termos de toxicidade e por atender o quesito de sustentabilidade ambiental. Com
foco no sensorial, optou-se por ativos que conferissem toque leve e sedoso ao produto final,
caracteristica muito requerida pelos consumidores atualmente.

Formular fotoprotetor de boa aceitagdo ¢ um desafio, considerando que as formulagdes
sdo ricas em filtros solares oleosos, podendo levar a um produto de toque final pesado.
Conhecendo a exigéncia do consumidor na busca de fotoprotetores eficazes com alta
espalhabilidade, toque final seco e sem residual branco na pele foram escolhidos ativos que
oferecessem essas caracteristicas. Emulium 22, proveniente da castanha do Para, possui
excelente perfil de tolerancia na pele, alta estabilidade em temperaturas elevadas. Ja o Olivem
900%, derivado do 6leo de oliva, possui certificado Ecocert, certificagdo organica por 6rgao
especializado, melhora a espalhabilidade e a performance sensorial.

O Cocoate BG®, derivado do coco, emoliente com excelente miscibilidade com filtros
solares organicos, confere melhor espalhabilidade e toque seco ao produto final.

As caracteristicas sensoriais sdo tdo importantes para o consumidor quanto os testes de
eficacia e seguranga, sendo a motivagao para compra ou continuidade no uso do produto, por
isso os efeitos na reologia e nas caracteristicas organolépticas foram levados em consideragdo
na escolha destes ativos. O Dry Flo®, polimero derivado do amido, também confere melhoria

na espalhabilidade e toque sedoso ao produto.

3.11.1 Dry Flo"

Quimicamente ¢ o “aluminium starch octenylsuccinate”, segundo o INCI
(International Nomenclature of Cosmetic Ingredient) (Figura 7). E um polimero derivado do
amido, um sal de aluminio produzido pela rea¢do de anidrido octenilsuccinico com amido
(RIGON, R.B. et al, 2013).

Possui um aspecto de po fino branco, de fluxo livre, com particulas uniformes e

hidrofobico, sendo utilizado como modificador de sensorial em emulsdes e formulagdes a
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base de dgua, bem como pomadas e formulagdes anidras. Melhora a espalhabilidade na pele e
reduz a oleosidade da formulacao.

E utilizado nas concentragdes de 1 a 10% em emulsdes aquosas, de 5 a 50% em pos
secos e a partir de 30% em pomadas (DRY FLO TM PURE, 2015).

O Dry Flo® foi estudado em formulages fotoprotetoras, tendo sido capaz de produzir
suavidade e toque aveludado, diminuindo notadamente a oleosidade da pele, além de
melhorar a espalhabilidade e toque seco. Desse modo, melhorou as caracteristicas sensoriais,

aumentando a aceitacdo do consumidor (RIGON et al, 2013).

Figura 7 — Estrutura quimica do “aluminium starch octenylsuccinate”
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA

3.11.2 Cocoate BG®

Segundo o INCIL o Cocoate BG® ¢ chamado de butylene glycol cocoate. E uma
mistura de ésteres de acidos graxos do coco com 1, 3 — butanediol (ou dcido dodecandico,
monoésteres com 1,2-butanediol) (Figura 8). Trata-se de um liquido viscoso, incolor ou
levemente amarelado, oleoso, estavel ao ar & temperatura ambiente. E miscivel em dissulfeto
de carbono, cloroformio, éter de petrodleo e imiscivel em agua (BERGFELD et al, 2008).
Além disso, ele possui agdo emoliente e solubilizante do filtro solar em logdes fotoprotetoras
cujas descri¢des foram relatadas pela GATTEFOSSE (2015a).
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Figura 8 — Estruturas do Cocoate BG
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3.11.3 Emulium 22°

O Emulium 22% é uma base emulsionante derivado do 4cido behénico, também
chamado de 4cido docosandico, um acido graxo saturado com 22 carbonos de cadeia linear
(Figura 9), de formula quimica C,;H43COOH, sendo o principal componente do 6leo de Ben,
que ¢ extraido das sementes da acacia-branca (Moringa oleifera), encontrando-se também na
castanha do para (Bertholletia excelsa H.B.K.). A sua aparéncia é um cristal ou p6 de cor

branca ou cremosa. Seu ponto de fusdo ¢ 74-78°C e o seu ponto de ebuli¢ao ¢ 306°C
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Figura 9 — Estrutura quimica do acido behénico

HO

Fonte: ELABORADA PELA AUTORA

O Emulium 22° ¢ quimicamente o “Tribehenin PEG-20 Esters”, sendo usado na
concentracdo de 2 a 6%, em pH 3 a 8. E uma base emulsionante O/A, ndo idnica, que produz
logdes e cremes extremamente estaveis, compativel com o6leos e ativos usados em cosméticos,

bem adaptado a pele e ao sol. Possui toque seco, com boa espalhabilidade.

3.11.4 Olivem 900°

Olivem 900" ¢ quimicamente o oleato de sorbitano, derivado do sorbitano (uma
mistura isomérica de compostos organicos obtidos a partir da desidratacdo de sorbitol)
(MARTINDALE, 2009) (Figura 10), uma base emulsificante natural ndo idnica e extraido do
6leo de oliva (fruto da Olea europaea L.), Atua como modificador reologico de emulsoes,
com toque leve e sedoso, ndo confere untuosidade e pegajosidade, mesmo que a quantidade
de 6leo e substancias oleosas sejam altas na formulagdao (OLIVEM 900, 2015).

Recomendado seu uso nas concentragdes entre 6 a 7% (Ginico emulsionante), 1 a 2%

(co-emulsionante O/A) e 2 a 3% (co-emulsionante A/O).
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Figura 10 — Estrutura do sorbitano
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Fonte:ELABORADA PELA AUTORA

3.12 Analise estatistica na otimizacao de processos e produtos

A historia da qualidade relata que os conceitos estatisticos assumiram um papel
importante nas empresas. Segundo Chew (1957), estatistica ¢ a arte de adquirir conhecimento
através da coleta, anélise e interpretagio de informagdes (GALDAMEZ, 2002).

Um estudo realizado pela ASQ (American Society for Quality) sobre o futuro da
qualidade para as primeiras duas décadas do século XXI, ressalta que “a busca da qualidade
deve mudar, tornar-se mais inovativa, flexivel e rapida na implementagdo das solucdes
eficazes que conduzam a resultados nos negocios e reflitam os desejos do consumidor”.

Praticamente em todas as areas do conhecimento o uso da estatistica, em especial das
técnicas de planejamento de experimentos, sdo imprescindiveis para as tomadas de decisdo
visando avaliar novos procedimentos ou otimizar processos. O planejamento fatorial ¢ uma
ferramenta estatistica que pode ser utilizada para avaliar a influéncia de varidveis
independentes sobre as varidveis dependentes, otimizando assim o desenvolvimento de
formulagdes e, principalmente, reduzindo tempo e custo, fatores importantes na gestdo dos

processos produtivos (RODRIGUES, M.I., LEMMA, A F., 2014)
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A metodologia de superficies de resposta ¢ uma técnica de otimizacdo baseada em
planejamentos fatoriais que tem sido usada com grande sucesso na modelagem de diversos
processos industriais. A andlise de superficie de resposta ¢ complementar ao planejamento
fatorial, determinando as condigdes otimas (ou niveis 6timos) dos fatores de controle que
interferem na resposta de um sistema (GALDAMEZ, 2002). Neste estudo, o uso dessas
ferramentas possibilitou o planejamento consciente dos experimentos, determinando a
influéncia das varidveis sobre as respostas desejadas com mais assertividade, ao invés de

procedimento de tentativa e erro.
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4 Desenvolvimento e
Caracterizagcdo das Formulacies
Fotoprotetoras
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4 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGCAO DAS FORMULAGCOES
FOTOPROTETORAS

4.1.Metodologia

4.1.1 Matérias-primas

Para as formulacdes em estudo foram utilizadas as seguintes matérias-primas:
Carbopol 940 Carbomero, Pemulen TR2 (emulsionante polimérico de acido poliacrilico),
Bemotrizinol, Metoxicinamato de octila, Benzofenona 3, salicilato de octila, avobenzona,
metilbenzilideno canfora, EDTA (Etilenodiamino) dissédico, BHT (Butil-hidroxi tolueno),
Trietanolamina, Phenonip® (Fenoxietanol, Metil etil propil butil parabenos), Eumulgin B2
(Ceteareth-20"), Antaron V216® (Copolimero de Vinilpirrolidona), Propilenoglicol, Silicone
ciclometicone, Elastdmero de silicone, Emulium 22% (Tribehenin PEG-20 Esters), Cocoate
BG® (Butilenoglicol Cocoate), Olivem 900® (Sorbitan olivate) e Dry Flo® (Aluminium Starch

Octenylsuccinate).

4.1.2 Planejamento fatorial e analise de superficie de respostas

Para avaliar a influéncia das trés varidveis independentes - tipo de cera (Emulium 22°
ou Olivem 900"), emoliente (Cocoate BG®) e agente modificador de sensorial (Dry Flo®)
sobre as varidveis dependentes (pH, condutividade, viscosidade, FPS e tamanho de goticula),
elaborou-se um planejamento fatorial do tipo 2° (3 fatores em 2 niveis), totalizando 8
formulagdes expressos os valores reais e os niveis dos fatores estudados (Tabela 3). As faixas
estudadas nesse planejamento fatorial foram definidas tendo como base valores informados

pelos fornecedores das matérias-primas e pela literatura em geral.



Tabela 3 — Valores Reais e os Niveis dos Fatores para o Planejamento Fatorial 23

Niveis
Fatores -1 +1
Tipo de cera: Emulium 22 ou 2%(E) 2%(0)
Olivem 900°
Emoliente: Cocoate BG” 2% 4%
Modificador de sensorial: 2% 4%
Dry Flo®

Fonte: ELABORADA PELA AUTORA
(E)- Emulium 22, (O)- Olivem 900
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As formulacdes foram manipuladas utilizando a farmacotécnica de inversao de fases

em duplicatas (réplicas) e de forma aleatoria (exigéncias do método estatistico), conforme

matriz do planejamento fatorial apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 - Matriz do Planejamento Fatorial

Formulagées Dry Flo" Emulium 22 ou Olivem 900" Cocoate BG"
1 -1 -1 -1

2 +1 -1 -1

3 -1 +1 -1

4 +1 +1 -1

5 -1 -1 +1

6 +1 -1 +1

7 -1 +1 +1

8 +1 +1 +1

F

onte: ELABORADA PELA AUTORA

A Tabela 5 apresenta as composi¢des das formulagdes elaboradas por planejamento

fatorial, que foram denominadas F1 a F8.
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Tabela 5 - Especificacoes das Formulacoes desenvolvidas por Planejamento Fatorial

COMPONENTES F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 | F11 | F12 | F13 | F14 | F15 | F16
Carbopol 940 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Pemulen TR2 025 [ 025 |1 0,25 [ 025 |1 025 | 025 |1 025 [ 025 | 025 [ 025 ] 025 [ 025 ] 0,25 [ 0,25 | 0,25 [ 0,25
Tinosorb S 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Metoxicinamato de octila | 7.5 7,5 7,5 7,5 7,5 7.5 7,5 7.5 7,5 7,5 7.5 7.5 7,5 7,5 7.5 7,5
Benzofenona 3 20 [ 20 [ 20 [ 20 2012020 202071207207 20 72071207207 20
Salicilato de octila 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Avobenzona 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Metilbenzilideno canfora | 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
EDTA dissodico 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
BHT 01 [ o1 [or Jor[orJor ot o1t ot [or]or[or]or ] o1 | o1 ] o1
Trietanolamina 025 [ 0251 0,25 [ 025 1 025 | 025 |1 025 [ 025 ] 025 [ 025 ] 025 | 025 1 0,25 [ 0,25 | 0,25 | 0,25
Phenonip 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Eumulgin B2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Antaron V 216 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Propilenoglicol 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Silicone ciclometicone 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2.0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Elastomero de silicone 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2.0 2,0 2,0 2.0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Emullium 22 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0
Olivem 900 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 2,0
Cocoate BG 2,0 2,0 2,0 2,0 4,0 4,0 4,0 4,0 2,0 2,0 2,0 2,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Dry Flo 2,0 4.0 2,0 4.0 2,0 4.0 2,0 4.0 2,0 4.0 2,0 4.0 2,0 4.0 2,0 4,0
_Agua purificada q.s.p 100,0 | 100,0 | 100,0 { 100,01 100,0 | 100,0 | 100,0 [ 100,0 | 100,0 [ 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Os valores apresentados na tabela estdo em percentual (%)
Fonte: ELABORADA PELA AUTORA

As emulsdes foram preparadas pela técnica de inversao de fases, aquecendo-as separadamente, sendo a fase aquosa (1) vertida lentamente
sob a oleosa (2), ambas a 70°C e sob agitacdo mecanica constante (agitador mecanico Fisaton - modelo 713 D) a 600 rpm até completo

arrefecimento. Os silicones, conservante e modificador de sensorial foram acrescidos a 30°C devido ao carater termossensivel dos mesmos, sendo
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esta denominada “a frio” (3). A dgua utilizada na preparagdo das formulacdes foi obtida por osmose reversa. As formulagdes foram produzidas
em laboratorio com condigdes de umidade e temperatura monitoradas, seguindo as boas praticas de manipulagdo (BRASIL, 2007). Os

componentes das formulagdes e suas fungdes sao apresentados na Tabela 6.As formulagdes F9-F16 sao o “espelho” de F1-F8.

Tabela 6 — Composi¢ao Quali-Quantitativa das Formulagdes

COMPONENTES FUNCAO F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
1-Carbopol 940 Espessante 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
1-Pemulen TR2 Tensoativo 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
2-Tinosorb S Filtro solar UVA UVB 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2-Metoxicinamato de octila Filtro solar UVA UVB 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7,5 7.5 7.5
2-Benzofenona 3 Filtro solar UVB 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
2-Salicilato de octila Filtro solar UVB 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
2-Avobenzona Filtro solar UVA 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
2-Metilbenzilideno canfora Filtro solar UVB 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
1-EDTA dissodico Quelante 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
2-BHT Antioxidante 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
1-Trietanolamina Alcalinizante 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
3-Phenonip Conservante 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
2-FEumulgin B2 Emulsionante 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
2-Antaron V 216 Formador de filme e resisténcia a agua 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
1-Propilenoglicol Emoliente 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3-Silicone ciclometicone Modificador de sensorial 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
3-Elastomero de silicone Modificador de sensorial 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2-Emullium 22% Cera autoemulsionante 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0
2-Olivem 900" Cera autoemulsionante 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 2,0
2-Cocoate BG" Emoliente 2,0 2,0 2,0 2,0 4,0 4,0 4,0 4,0
3-Dry Flo” Modificador de sensorial 2,0 4,0 2,0 4,0 2,0 4,0 2,0 4,0
1-Agua purificada g.s.p Veiculo 100,0 | 100,0 100,0 100,0 100,0 | 100,0 | 100,0 100,0

Os valores apresentados na tabela estdo em percentual (%) Fonte: ELABORADA PELA AUTORA
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4.1.3 Caracterizacao Fisico-Quimica das Formulacées

4.1.3.1 Analise macroscopica

Nessa etapa foram avaliadas caracteristicas organolépticas (cor, odor) e
homogeneidade (presenca de sedimentacdo, coalescéncia, alteragdes de cor) das formulacdes
a fim de identificar instabilidade visivel (BRASIL, 2004).

As amostras foram classificadas segundo os critérios a seguir: a) Normal, sem
alteracdo (N); b) Levemente modificada (LM); c¢) Modificada (M); d) Intensamente
modificada (IM).

4.1.3.2 Tamanho de goticulas

O tamanho de goticula foi avaliado utilizando a metodologia adaptada de Coelho
(2005) (contagem de 200 goticulas) , sendo a amostra diluida em solucdo aquosa de
propilenoglicol (1:1), adicionando em um copo de béquer 0,5g da formulacdo em 10 mL da
solugdo de propilenoglicol, até completa homogeneizagao.

A amostra foi colocada sob uma lamina com laminula ¢ observada em microscopio

Hirox (modelo Digital Microscope KH-7700, aumento de 700x).

4.1.3.3 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH das formulagdes foi realizada com as amostras dispersas em
agua purificada obtida por osmose reversa (10% m/v), a 25 °C, utilizando pHmetro (Gehaka
modelo PG 1800) e eletrodo de solucdo FC09 calibrado com solugdes pH 4,0 e 7,0. O teste foi
realizado em triplicata (BRASIL, 2010).

4.1.3.4 Determinacao da condutividade

A determinacdo da condutividade foi realizada em amostra dispersa em agua
purificada obtida por osmose reversa (10% m/v) a 25 °C, em condutivimetro (Hanna- PWT),
em triplicata com os valores dados em pS/cm? aferida com uma solucdo padrio 146,9 WS

(marca MS Tecnopon).
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4.1.3.5 Determinacéao do fator de espalhabilidade

A determinacao do fator de espalhabilidade foi realizada de acordo com metodologia
previamente descrita na literatura por Knorst (1991). Foi utilizada uma placa-molde circular
de vidro (diametro = 20 c¢cm; espessura = 0,2 cm), com orificio central de 1,2 cm de diametro,
colocada sobre uma placa-suporte de vidro (20 cm x 20 cm), posicionada sobre escala
milimetrada com uma fonte luminosa. A amostra foi introduzida no orificio da placa-molde e
a superficie nivelada com espatula. A placa-molde foi cuidadosamente retirada e sobre a
amostra foi colocada outra placa de vidro de peso conhecido. Ap6s um minuto, foi realizada a
leitura dos diametros, em duas posi¢des opostas, com auxilio da escala do papel milimetrado.
Posteriormente, foi calculado o didmetro médio. Este procedimento foi repetido
acrescentando-se sucessivamente outras placas, em intervalos de um minuto. Os resultados
foram expressos como espalhabilidade da amostra em fungdo do peso aplicado, de acordo

com a equacdo (1) (média de trés determinagdes expressa em g/mmz).
E;=d> p/4 (Eq.1)

Onde:

E; = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?);

d = didametro médio (mm).

Esse teste de espalhabilidade se baseia na resisténcia ao movimento forgado, onde os
resultados correspondem a relacdo entre a area de espalhamento com a forga aplicada sobre o

produto e o esforco limite; essa relagao corresponde ao fator de espalhabilidade.

4.1.3.6 Avaliacao da viscosidade aparente

A viscosidade aparente das formulagdes foi avaliada com o auxilio de um viscosimetro
rotacional Fungilab — Viscolead, com “spindle R7”. O valor da velocidade de rotagdo
empregado foi 100 rpm, sendo as leituras realizadas em trés posi¢des do frasco. Os resultados
correspondem a média de trés determinagdes, sendo os valores dados em cP. Os valores foram

padronizados em 30% do valor de torque.
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4.1.3.7 Determinacéo do fator de protecao solar (FPS)

O fator de protecao solar (FPS) foi determinado segundo metodologia /n vitro proposta
por Mansur et al. (1986), utilizando-se um espectrofotometro Shimadzu UV-1650 PC,
programa UV Probe.

As formulagdes foram diluidas com etanol 96° GL até a concentragdo final de 0,2
mg/mL. As absorvancias das solu¢des foram determinadas na faixa de 290 a 320 nm, com
intervalos de 5 nm, tendo sido feitas trés determinagdes para cada comprimento de onda.

O calculo do FPS foi feito através da Equagao 2.

FPS =FC.Y’*° EE().2.1. Abs-(}) (Eq.2)

290

Onde:
FPS= fator de protegao solar.
FC= fator de correcdo (=10), determinado de acordo com dois filtros solares de FPS.
conhecidos de tal forma que um creme contendo 8% de homossalato resultasse no FPS 4.
EE= efeito eritemogénico da radiagdo de comprimento de onda (A).
[ = intensidade da luz solar no comprimento de onda ().
Abs (A) = absorvancia da soluc¢do da formulagao contendo filtro solar no comprimento de
onda (A).

Os valores de EE (M) e I(A)(Tabela 7) foram previamente calculados (SAYRE et al,
1979).

Tabela 7 - Relagao efeito eritemogénico (EE) e intensidade da radiacao ()
conforme o comprimento de onda

A (nm) EE x 1
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

> 1,0000




63

4.1.4 Tratamento estatistico

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente pela analise de variancia
(ANOVA) utilizando o programa computacional Statistica versdo 7.0, e Teste de Tukey
(p<0,05) pelo programa Assistat versao 7.7.

4.2 Resultados e Discussao
4.2.1 Analise macroscopica

A andlise visual das formulacdes, 24 horas ap6s a manipulacdo, revelou auséncia de
coalescéncia e floculagdo ou qualquer sinal de separagdo de fases nas formulacdes F1 a Fo6,
apresentando cor branca levemente amarelada, odor caracteristico e aspecto homogéneo, bem
como em suas réplicas (F9 a F14). Ja nas formulagdes F7 ¢ F8, ocorreu separagao de fases
com colora¢do amarelada desde o momento da preparagdo; o mesmo se reproduziu em suas
réplicas (F15 e F16) provavelmente caracterizando uma instabilidade fisica por ndo se
misturarem nesta propor¢ao. Ao analisar a composicao dessas formulagdes (Tabela 3 - item
4.1.2), verificou-se que possuem Olivem 900 somado a uma concentragdo maior de Cocoate
BG®. Provavelmente ocorreu uma incompatibilidade fisica entre os componentes Olivem
900 ¢ Cocoate BG® quando este se encontra numa maior concentragio, pois nas formulagdes
que o possuiam na menor concentracao a formulagdo permaneceu estavel. As formulagdes F7
e F8 continuaram no estudo, porém, para atender a exigéncia estatistica nos testes de Pareto e

Anadlise de Superficie de Resposta.

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das formulagoes

Com a utilizagdo da ferramenta planejamento fatorial, os dados foram analisados por
graficos tais como Pareto, andlise de superficie de resposta e correlacdo de valores preditos e
observados, a fim de investigar a influéncia das variaveis e a forma de interacdo entre elas.

As formulagdes F1 a F8 foram analisadas no tempo zero (TO0) quanto ao pH,
condutividade, fator de espalhabilidade, FPS, viscosidade aparente ¢ tamanho de goticula,

todas em triplicata, com seus resultados apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Variaveis respostas analisadas pelo Planejamento Fatorial (T0)

- Fator Viscosidade
Formulaca Condutividad Espalhabilid aparente Tamapho de
pH e FPS Goticula
0 (nS/em?) ade (cP) (nm)
(g/mm°)
F1 5,95+ 0,02 99,10 + 1,23 1,75+ 0,28 26+0,0 12328+ 9,89 1,10 +£0,03
F2 582+0,07 | 108,79+ 10,01 | 1,79+0,07 | 26+1,41 12306+1,41 1.078+ 0,007
F3 6,78 £ 0,04 120,62+ 4,50 1,84 £ 0,10 26 +0,0 12278+8,48 1.111 £ 0,013
F4 6,03 £0,01 111,3+ 0,32 1,85 £ 0,01 26+0,0 12281+4,66 1,171 £ 0,075
F5 5,92 £0,01 98,77+ 5,98 1,62 +£0,41 27+0,0 12242+135,7 1.099 + 0,035
F6 6,71 £0,01 133,54+ 1,60 1,64 +£0,14 26 +£0,7 12308+12,02 1.162 £0,021
F7 5,83 +0,02 99,62+ 4,73 1,53 +0,28 | 30,5+6,36 | 62821+833,6 1.205+0,15
F8 5,91 £0,005 100,04+ 0,61 1,51 +0,17 30,5 +3,53 | 63484+119,5 1.098+ 0037

OBS.: Valor médio obtido de 3 determinacdes, sendo entao calculada a média desse valor com sua réplica
(n=2).

Os valores das varidveis respostas apresentados na Tabela 8 foram submetidos a

tratamento estatistico anélise de variancia (ANOVA) gerando as Tabelas 9 a 14.
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4.2.2.1 Variavel Resposta pH

Na Tabela 9 sao demonstrados os resultados da ANOVA para a varidvel resposta pH.
Verificou-se que o modelo pode ser usado para fins preditivos, uma vez que o mesmo
apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,99, bem como a andlise estatistica mostrou que
o valor Fearcutado (183,25) foi maior (54%) do que o valor do Fiaperado (3,37), sendo os

resultados significativos para o nivel de confianca de 95%.

Tabela 9 - Analise de variancia (ANOVA) para a variavel resposta pH no T0

L - - Média
Fonte de variacao Soma Quadratica Grau Liberdade Quadritica Teste F
Regressao 2,165775 6 0,3609
Residuo (erro) 0,017725 9 1,969x107 183,25
Falta de ajuste 0,002025 1 0,002025

- 1,03

Erro puro 0,015700 8 1,9625x10
Total 2,183500 15
R’ 0,992

Fiabelado (6:9) = 3,37 Fiabetado (1:8)= 5,32

F calculado > F tabelado O modelo é F calculado < F tabelado (falta de ajuste)
estatisticamente significativo ao nivel de Nao ha falta de ajuste
95% de confianca.

Desse modo, o modelo pode ser utilizado para fins preditivos conforme observado na
Figura 11, que apresenta a correlagdo dos valores preditos versus observados, mostrando

grande correlagdo pela disposigao dos pontos ao longo da reta.
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Figura 11 - Valores preditos e observados da variavel pH
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Para que a regressdo seja ndo apenas estatisticamente significativa, mas também util
para fins preditivos, o valor da razao deve ser no minimo maior que quatro (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 1996) e os resultados demonstraram que o modelo foi bem ajustado
para esta variavel, sendo estatisticamente significativo (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001; SILVA, et al, 2008).

O pH da pele humana ¢ considerado um importante indicador funcional e relacionado
a producdo de acido lactico, que confere a superficie cutanea o que se convencionou por
“manto acido cutaneo” (IMOKAWA et al, 1989). Assim, a pele apresenta pH levemente acido
(4,6 a 6,0) (RODRIGUES, 1995; RODRIGUES, 1996), o que contribui para que ocorra
prote¢do bactericida e fungicida em sua superficie. Além disso, as secrecdes cutaneas
apresentam capacidade tamponante, garantindo assim o equilibrio e mantendo a pele
saudavel.

Desse modo, ¢ desejavel que as formulagdes topicas (emulsdes do tipo creme e logao)

estejam dentro da faixa de pH fisiologico ja citado, ndo modificando assim o equilibrio



67

estabelecido. E necessario também que os componentes das formulagdes sejam estaveis nessa
faixa de pH. Ribeiro (2010) cita que as bases emulsionantes anionicas sdo instaveis em pH
acido, ao contrario das bases ndo ionicas (caso das utilizadas no presente estudo).

E importante assinalar que os valores de pH obtidos (5,8 a 6,7) mostraram que as
formulagdes apresentaram valores levemente dcidos, compativeis com pH fisiologico (4,6 a
6,0) (RODRIGUES, 1995; RODRIGUES, 1996). Desta forma, nenhuma das formulagdes foi
descartada, porém o planejamento fatorial possibilitou obter o resultado das melhores
formulagdes de acordo com a influéncia das variaveis.

Em ato continuo, foi observado por intermédio do grafico de Pareto (Figura 12) que
individualmente as varidveis ndo influenciaram na resposta pH, porém houve influéncia
quando estas interagiram, tais como Cera e Cocoate BG”, Dry Flo® e Cera, Dry Flo® e
Cocoate BG®, sendo importantes para a obtencao das melhores formulagdes. As interagdes
Cera e Cocoate BG®, Dry Flo® e Cera apresentaram valores negativos, entdo as melhores
formulacdes para a varidvel pH foram obtidas para os menores valores de emoliente (nivel -1)
e a cera Emulium 22" (nivel -1), fato que se repete com Dry Flo® (nivel -1) e cera (nivel -1) .
Ja a interagdo Dry Flo® ¢ Cocoate BG®, que apresentou valor positivo, mostra que a melhor
formulagdo ¢ a que possui a maior concentragio de Dry Flo® (nivel +1) e menor concentragéo

de Cocoate BG" (nivel -1).
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Figura 12 — Grafico de Pareto da variavel pH
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Na Figura 12 sdo observadas influéncias das varidveis independentes e suas
interagdes, porém ndo informa em que nivel se encontram essas variaveis, s6 podendo ser
observado na superficie de resposta (Figura 13), que apresenta os efeitos da interagdo entre a

a ¢ o Cocoate BG” sobre a resposta pH. Observou-se que os melhores resultados foram
obtidos nas formulagdes que utilizaram a cera Emulium 22 (nivel -1) e a menor concentragdo
do Cocoate BG® (nivel -1). Estes resultados correspondem as formulagdes F1 e F2.



Figura 13 - Efeitos da Cera e Cocoate BG" no pH
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Nos graficos de superficie de resposta e curva de contorno, respectivamente Figuras
13A e 13B, pode-se verificar a existéncia de uma regido 6tima (zona de cor verde) para a
resposta pH (otimizacdo da formulagdo), onde se encontra uma melhor combinacdo das
interacdes entre Cera ¢ Cocoate BG®, obtendo assim as melhores formulagdes.

Do mesmo modo, a Figura 14 (14A e 14B) apresenta os efeitos da interagdo entre o
Dry Flo® e a Cera, observando que os melhores resultados foram obtidos nas formulagdes que
utilizaram o Dry Flo® na menor concentra¢io (nivel -1) e cera Emulium 22% (nivel -1),

correspondendo as formulagdes F1 e F5.
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Figura 14 - Efeitos da cera e Dry Flo® no pH
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A Figura 15 (15A e 15B) apresenta os efeitos da interagdo entre Cocoate BG® e Dry
Flo® sobre a resposta pH. Observou-se que os melhores resultados foram obtidos nas
formulagdes que utilizaram o Dry Flo® na maior concentragio (nivel +1) e Cocoate BG” na

menor concentragdo (nivel -1). Estes resultados correspondem as formulagdes F2 ¢ F4.
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Figura 15 - Efeitos do Cocoate BG" e Dry Flo"™ no pH
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O planejamento fatorial avalia a influéncia das varidveis independentes sobre as
varidveis dependentes otimizando assim o desenvolvimento das formulacdes, somado a
metodologia de superficie de respostas, determina as condigdes 6timas (ou niveis 6timos) dos
fatores de controle que maximizam a resposta de um sistema. As melhores formulagdes para a
resposta pH foram obtidas com a cera Emulium 22, na menor concentragio de Cocoate BG”
independente da concentragio de Dry Flo®. Estas formulagdes foram: F1, F2, F4 e F5. As
formulag¢des F3, F6, F7 e F8 foram descartadas segundo o critério pH, pois em suas
formulagdes ndo se encontram uma melhor combinac¢do das interacdes entre as varidveis,

embora estejam dentro da faixa aceitdvel para este tipo de formulagao.
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4.2.2.2 Variavel resposta condutividade

Na Tabela 10 sdo demonstrados os resultados da ANOVA para a varidvel resposta
condutividade. Verificou-se que o modelo pode ser usado para fins preditivos, uma vez que o
mesmo apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,89. A andlise estatistica mostrou que o
valor Fiauiado (13,40) foi maior do que o valor do Fiaperaso (3,37), sendo os resultados

significativos para o nivel de confianga de 95%.

Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA) para a variavel resposta
condutividade no TO

Média

Fonte de variacao Soma Quadratica Grau Liberdade Quadritica Teste F
Regressdo 2167,704 6 361,284
Residuo (erro) 242517 5 26.0463 13,40
Falta de ajuste 58,944 1 58,944
Erro puro 183,573 8 22,9466 2,36
Total 2410,221 15
R’ 0,899
Fiabelado (6:9) = 3,37 Fiabelado (1:8)= 5,32
F calculado > F tabelado O modelo ¢é F calculado <F tabelado (falta de ajuste)
estatisticamente significativo ao nivel de Nao ha falta de ajuste
95% de confianca.

Desse modo o modelo pode ser utilizado de forma preditiva conforme observado na

Figura 16, que apresenta grande correlacdo dos valores preditos e observados.
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Figura 16 - Valores preditos e observados para variavel condutividade
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Os valores médios se encontraram na faixa de 98,77 a 133,54 uS/cm2. Como a medida
da condutividade depende do tipo de emulsdo escolhida, bem como da proporgdo agua-6leo
existente, consideramos os menores valores como os escolhidos para fins deste estudo. Pelo
grafico de Pareto (Figura 17), observou-se que individualmente apenas a variavel Dry Flo®
influenciou na resposta condutividade, bem como as interagdes, tais como Cera e Cocoate
BG®, Dry Flo® e Cera, Dry Flo® ¢ Cocoate BG®, as quais foram importantes para a obtengdo
das melhores formulagdes. As interagdes Cera e Cocoate BG®, Dry Flo® e Cera, apresentaram
valores negativos, entdo as melhores formulagdes para a variavel condutividade foram obtidas
para os menores valores de Cocoate BG" (nivel -1) e a Cera Emulium 22% (nivel -1), fato que
se repete com Dry Flo® (nivel -1) ¢ Cera Emulium 22® (nivel -1). J4 a interagdo Dry Flo® e
Cocoate BG®, que apresentou valor positivo, mostra que a melhor formulacio é a que possui
a menor concentragdo de Dry Flo® (nivel -1) e maior concentragdo de Cocoate BG® (nivel
+1).



Figura 17 - Grafico de Pareto para vel condutividade
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A Figura 18 (18A e 18B) apresenta os efeitos da interagio entre Cocoate BG® ¢ a Cera

sobre a resposta condutividade. Os valores médios se encontraram na faixa de 98,77 a 133,54

uS/em’. Esses resultados demonstram a natureza da emulsdo como O/A (MASMOUDI et al.,

2005). Observou-se que os melhores resultados foram obtidos nas formula¢des que utilizaram

cera Emulium 22% (nivel -1) e a menor concentracio de Cocoate BG® (nivel -1),
correspondendo as formulacdes F1 e F2.



Figura 18 - Efeitos da Cera e Cocoate BG" na condutividade
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Do mesmo modo, a Figura 19 (19A e 19B) apresenta os efeitos da interagdo entre o

Dry Flo e Cera, observando que os melhores resultados foram obtidos nas formulacdes que

utilizaram o Dry Flo na menor concentracdo (nivel -1) e cera Emulium (nivel -1),

correspondendo as formulagdes F1 e F5.



Figura 19- Efeitos da Cera e Dry Flo na condutividade
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A Figura 20 (20A e 20B) apresenta os efeitos da interagdo entre Dry Flo® e Cocoate
BG" sobre a variavel resposta condutividade. Observou-se que os melhores resultados foram
obtidos nas formulacdes que utilizaram o Dry Flo® na menor concentragio (nivel -1) ¢
Cocoate BG® na maior concentragio (nivel +1). Estes resultados correspondem  as

formulacoes F5 e F7.



Figura 20 - Efeitos do Dry Flo e Cocoate BG" na condutividade
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Para a resposta condutividade, as melhores formulacdes foram obtidas com a cera

Emulium 22%, na menor concentragio de Dry Flo® independente da concentragio de Cocoate

BG®. As formulacoes foram: F1, F2, F5 ¢ F7. As formulagdes F3, F6 e F8 foram descartadas

segundo o critério condutividade.
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4.2.2.3 Variavel resposta FPS
Os resultados da ANOVA para a variavel resposta FPS estao descritos na Tabela 11,

onde se observa que o coeficiente de correlacdo e a porcentagem de varidncia explicada ndo
foram satisfatorios, com um coeficiente de correlacdo de 0,51. Observa-se também que o
valor de Feaicuiado (1,58) € menor que o valor de Fiaperado (3,37) @ um nivel de confianga de
95%. Desse modo, pode-se afirmar que o referido modelo ndo apresentou significancia
estatistica e que o mesmo ndo pode ser utilizado para fins preditivos, bem como ndo serdo
construidas superficies de resposta para variavel FPS.

Nao ter ocorrido diferenga significativa para a variavel FPS era um resultado esperado,
pois a quantidade de filtros solares foi a mesma nas formulagdes e nenhuma varidvel
interferiu no resultado do FPS. Os valores médios se encontraram na faixa de 26 a 30,

atendendo objetivo do trabalho de obter um fotoprotetor de média protecao (15 — 30).

Tabela 11 - Analise de variancia (ANOVA) para a variavel resposta FPS no T0

Fonte de variacao Soma Quadratica Grau Liberdade Qul\:gg;?ica Teste F
Regressao 61,875 6 10,3125

Residuo (erro) 58,6181 9 6,5131 1,5833
Falta de ajuste 0,0069 1 0,0069

Erro puro 58,6111 8 7,3263 9,4181
Total 120,4931 15

R’ 0,5135

Fiabelado (6:9) = 3,37
F calculado < F tabelado. O modelo néo ¢
estatisticamente significativo ao nivel de
95% de confianca.
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4.2.2.4 Variavel resposta tamanho de goticula

Os resultados da ANOVA para o tamanho de goticula estdo descritos na Tabela 12,
onde se observa que o coeficiente de correlagdo e a porcentagem de varidncia explicada
também nao foram satisfatorios, com um coeficiente de correlagdo de 0,19. Observa-se
também que o valor de Feacuado (1,84) € menor que o valor de Fiperado (3,37) a um nivel de
confianga de 95%. Desse modo, pode-se afirmar que o referido modelo ndo apresentou
significancia estatistica e que o0 mesmo nao pode ser utilizado para fins preditivos, bem como
ndo serdo construidas superficies de resposta para a variavel tamanho de goticula. Esse
resultado mostra que as amostras apresentaram homogeneidade no tamanho de goticula.

Segundo Ferreira (2008), emulsdes com tamanho de goticula uniforme possuem
melhor estabilidade, além da reprodutibilidade do processo de obtencdo. Além disso, como ja
afirmado pelo mesmo pesquisador anteriormente, ¢ desejavel que uma boa emulsao apresente
tamanho de goticula pequeno, entre 0,1 e 10 um; no presente estudo, as amostra apresentaram
valores na faixa entre 1,08 e 1,20 um, mostrando assim valores desejaveis, indicio de boa

estabilidade e reprodutibilidade.

Tabela 12 - Analise de variancia (ANOVA) para a variavel resposta

tamanho de goticula no TO

L Lo . Média
Fonte de variacao Soma Quadratica Grau Liberdade Quadritica Teste F
Regressdo 0,0615 6 0,0102
Residuo (erro) 0,0497 9 5,52x107 1,84
Falta de ajuste 0,0162 1 0,0162
Erro puro 0,0334 8 4,175x10” 3,88
Total 0,0615 15
R* 0,1919
Fiabelado 6:0) = 3,37 Fiapelado (1:81= 5,32
F calculado < F tabelado. O modelo néo é F calculado <F tabelado (falta de ajuste)
estatisticamente significativo ao nivel de Nao ha falta de ajuste
95% de confianca.
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4.2.2.5 Variavel resposta espalhabilidade

Os resultados da ANOVA para a varidvel resposta espalhabilidade estdo descritos na
Tabela 13, onde se observa que o coeficiente de correlagdo e a porcentagem de varidncia
explicada nao foram satisfatorios, com um coeficiente de correlacdo de 0,38. Observa-se
também que o valor de Feaicutado (0,92) € menor que o de Fiapelado (3,37) @ um nivel de confianca
de 95%. Desse modo, pode-se afirmar que o referido modelo ndo apresentou significancia
estatistica, sendo entdo uma variavel robusta podendo ser utilizadas concentragdes menores
dos componentes com mesmo resultado. Pode-se dizer ainda que apesar das variacdes nas
concentragdes dos componentes e tipo de cera, a espalhabilidade se manteve constante
garantindo o FPS, se aplicado corretamente. Em Apolinério et al (2013), os pesquisadores
concluiram que as concentracdes das ceras auto-emulsionantes influenciaram no tamanho de
goticula e espalhabilidade das formulagdes, estando esse fator relacionado a estabilidade das
mesmas. Em nosso estudo, ndo houve variagdo na concentragdo das ceras auto-emulsionantes
utilizadas provavelmente por isso ndo houve influéncia nestas variaveis.

Nas formulagdes F7 e F8 ocorreu separagdo de fases, no teste do fator de
espalhabilidade destas formulagdes observou-se que, ao colocar a placa de vidro sob a
amostra, formou-se uma espécie de “rede”, com espacos vazios, sem homogeneidade; mesmo

assim foi feita a leitura para atender as exigéncias do método estatistico.

Tabela 13 - Analise de variancia (ANOVA) para a variavel de resposta
espalhabilidade no T0

Fonte de variacdo | Soma Quadratica Grau Liberdade Qu'\an:jég;:ica Teste F
Regressdo 0,2502 6 0,0417

Residuo (erro) 0,4088 9 0,045 0,92
Falta de ajuste 0,000089 1 0,000089

Erro puro 0,4087 8 0,051 0,00174
Total 0,6590 15

R° 0,38

Fiabelado (6:9) = 3,37
F calculado < F tabelado. O modelo nao ¢
estatisticamente significativo ao nivel de
95% de confianga.
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4.2.2.6 Variavel resposta viscosidade

Na Tabela 14 sdo demonstrados os resultados da ANOVA para a variavel resposta
viscosidade. Verificou-se que o modelo pode ser usado para fins preditivos, uma vez que o
mesmo apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,99. A andlise estatistica mostrou que o
valor Feculado (5,75) foi maior do que o valor do Fipeado (3,37), sendo os resultados
significativos para o nivel de confianga de 95%. Desse modo o modelo pode ser utilizado de
forma preditiva conforme observado na Figura 21 que apresenta a correlacdo dos valores
preditos e observados, mostrando grande correlagao pela disposi¢do dos pontos ao longo da

reta.

Tabela 14 - Analise de variancia (ANOVA) para a variavel resposta viscosidade no T0

— - - Média
Fonte de variacao Soma Quadratica Grau Liberdade Quadritica Teste F
Regressdo 106992 6 17832
p 5,75
Residuo (erro) 27899 9 3099,88
Falta de ajuste 69 1 69
Erro puro 27830 8 3478,75 0,019
Total 107020894 15
R’ 0,999
Fiabelado (6:9) = 3,37 Fiabelado (18)= 5,32
F calculado > F tabelado. O modelo é F calculado < F tabelado (falta de ajuste)
estatisticamente significativo ao nivel de Nao ha falta de ajuste
95% de confianga.
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Figura 21 - Valores preditos e observados para variavel viscosidade
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Pelo grafico de Pareto (Figura 22) observou-se que individualmente as variaveis Cera
e Cocoate BG" influenciaram na resposta viscosidade, bem como a interagdo Cera ¢ Cocoate
BG". Tanto as variaveis independentes quanto a interacio apresentaram valor negativo, entio
as melhores formulagdes para a varidvel viscosidade foram obtidas para a menor concentragao

de Cocoate BG" (nivel -1) e cera Emulium® 22 (nivel -1).
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Figura 22 - Grafico de Pareto para variavel viscosidade
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Ao fazer a analise de superficie de resposta e curva de contorno, respectivamente
Figuras 23A e 23B, pode-se verificar a existéncia de uma regido 6tima (zona de cor vermelha)
para a resposta viscosidade (otimizacdo da formulac¢do), onde se encontra uma melhor
combinacdo da interacdo Cera e Cocoate BG®, obtendo assim as melhores formulacdes. A
mesma figura apresenta os efeitos da interagdo entre Cera ¢ Cocoate BG"™ sobre a variavel
resposta viscosidade. A faixa de valores encontrada foi de 6282 a 12328 cP, tendo sido
observados os valores menores somente em F7 e F8.

Tanto a viscosidade quanto a espalhabilidade sdo determinantes na caracteristica
sensorial do produto final, ndo existindo uma faixa ideal de valores. Nesse caso, ¢ de grande
importancia a experiéncia do formulador no sentido de adequar o produto a necessidade do
consumidor.

Observou-se que os melhores resultados foram obtidos nas formula¢des que utilizaram
a Cera no menor nivel (nivel -1) e Cocoate BG® na menor concentragio (nivel -1). Estes

resultados correspondem as formulagdes F1 e F2.



Figura 23 - Efeitos da cera e Cocoate BG® na viscosidade
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As variaveis que influenciaram a otimizagao da formulacdo foram pH, condutividade e
viscosidade, sendo que a ANOVA mostrou uma forte correlagdo, o que garante um ajuste do
modelo com os dados experimentais. Ja as variaveis que nao influenciaram foram tamanho de
goticula, espalhabilidade e FPS.

Os resultados mostraram que as formulagdes escolhidas na variavel pH foram F1, F2,
F4 e F5; na variavel condutividade foram F1, F2, F5 e F7 e na variavel viscosidade foram F1
e F2. Esses resultados mostraram que as formulagdes comuns as trés variaveis foram F1, F2 e
F5, indicando dessa forma que a ferramenta estatistica planejamento fatorial foi satisfatoria no
desenvolvimento do experimento.

Observou-se que nas formulagdes escolhidas hd uma constincia da cera Emulium 22%,
ndo tendo ocorrido influéncia das concentragdes de Dry Flo® ¢ Cocoate BG®. E possivel que
tenha havido interacdes entre os componentes que justifiquem esses resultados, para analisar
estas interacdes seriam necessarias metodologias analiticas adequadas, mas ndo foi a proposta

desse estudo.
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Os resultados demonstraram que a condutividade foi influenciada pelo tipo de cera,
conforme observado também por Apolinario (2013), sendo os melhores resultados obtidos
com a cera Emulium® 22.

Smaoui et al (2013) avaliaram a estabilidade de formulagdes fotoprotetoras contendo
os filtros solares benzofenona-3, etil metoxicinamato e dioxido de titanio em diferentes
porcentagens. Os autores observaram que a formulagdo com 7% de benzofenona-3, 7%
etilhexil metoxicinamato e 6% de dioxido de titdnio apresentou maior estabilidade fisico-
quimica e microbioldgica. Em nosso estudo, ndo houve varia¢ao das concentragdes dos filtros
solares nas formulacdes, e a variavel FPS ndo influenciou na estabilidade das mesmas, apesar
de ter sido utilizado dois tipos de ceras.

Tendo em vista que o planejamento fatorial ¢ uma ferramenta de tomada de decisdes
que visa a escolha racional de processos ¢ produtos, foram selecionadas as formulagdes F1,

F2 e FS para prosseguir no estudo de estabilidade, o qual serd visto em detalhes.
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5 Estudos de Estabilidade
das Formulagoes Fotoprotetoras
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5 ESTUDOS DE ESTABILIDADE DAS FORMULAGCOES FOTOPROTETORAS
5.1 Metodologia

5.1.1 Estabilidade Preliminar

A estabilidade preliminar estd inserida no guia de estabilidade da Anvisa (BRASIL,
2004), sendo esse um norteador para os estudos de estabilidade de cosméticos. Os testes
utilizados para avaliar a estabilidade preliminar sdo a centrifugacao e o ciclo gelo/degelo, com
tempo de duracdo entre 12 e 15 dias. Os pardmetros avaliados no presente trabalho foram
aspecto ¢ cor, tamanho de goticula, valor de pH, condutividade, fator de espalhabilidade,
viscosidade aparente e FPS.

Segundo o mesmo, o produto deve permanecer estdvel e qualquer sinal de
instabilidade indica a necessidade de reformulagdo. Se aprovado nessa etapa o produto pode
ser submetido aos testes de estabilidade acelerada, o qual sera descrito em detalhes a seguir.

As amostras estudadas nesse capitulo foram F1, F2 e F5, as quais foram selecionadas

no capitulo anterior.

5.1.1.1 Centrifugacao

Aliquotas de 5g da formulacdo foram distribuidas em tubos cOnicos, centrifugadas a
2744 rcf por 15 min a temperatura ambiente, com metodologia adaptada de Velasco et al
(2008). De acordo com os resultados as formulagdes foram classificadas seguindo o critério a
seguir: (IM) para intensamente modificada; (M) para modificada; (LM) para levemente

modificada; (N) para normal, sem alteragdo quanto ao aspecto.

5.1.1.2 Ciclo Gelo/Degelo

As formulagdes foram submetidas a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento,
sendo adotado um ciclo de 24 horas a 40° C £ 2, seguido de 24 horas a 4° C + 2 durante 12

dias.

5.1 2. Estabilidade Acelerada
Este teste utiliza as mesmas condigdes que a estabilidade preliminar e pode ser

utilizado para estimar o prazo de validade do produto. Geralmente tem duragdo de 90 dias
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podendo ser estendida dependendo do tipo de produto (BRASIL, 2004). Neste estudo as
amostras foram submetidas a aquecimento em estufa, resfriamento em refrigerador, exposi¢ao
a radiagcdo luminosa ¢ ao ambiente, conforme referéncia citada; o tempo de avaliagdo foi de
180 dias.

No presente estudo foram utilizadas as seguintes condi¢des, conforme a Tabela 15.

Tabela 15 - Descricao das condi¢oes de armazenamento na estabilidade acelerada

Condicoes de Armazenamento Temperatura
Estufa 40+2°C
Geladeira 5+2°C
Luz Ultravioleta* -
Ambiente 25+2°C

*Experimento realizado em recipiente fechado de madeira

Foram utilizadas condi¢des que simulassem situagdes extremas a que as formulagdes
possam ser submetidas, considerando que ¢ um fotoprotetor e que pode estar exposto a

oscilagdes de temperatura e radiacdo solar, necessitando que o produto permanega estavel.

5.2 Resultados e Discussao da Estabilidade Preliminar
5.2.1 Centrifugacao

As formulagdes F1, F2 e F5 mostraram-se estaveis apos o teste de centrifugacdo, ndo
apresentando alteracdes € 0 mesmo ocorrendo com suas réplicas.

Este ensaio preliminar ¢ amplamente utilizado nos estudos de pré-formulagdo em
veiculos emulsionados e visa avaliar a ocorréncia de separacdo de fases, o que possibilita
identificar as formulagdes aptas para prosseguir nos testes de caracterizacdo e avaliar, em
curto espago de tempo, possiveis instabilidades fisico-quimicas da formulacdo (BRASIL,
2004). O teste de centrifugacdo produz estresse na amostra, simulando um aumento na forca
de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis instabilidades.
Estas poderao ser observadas na forma de precipitacdo, separacao de fases, coalescéncia entre
outras (BRASIL, 2008).

5.2.2 Ciclo Gelo/Degelo
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Apos o ciclo gelo/degelo ndo houve modificagdo da aparéncia das formulagdes F1 e
F2, o que se repetiu nas réplicas correspondentes (F9 e F10, respectivamente). Na formulagao
F5 houve separagdo de fases, ndo sendo confirmada por sua réplica (F13), a qual ndo se

modificou, sugerindo um problema na farmacotécnica em F5 (Tabela 16) .

Tabela 16 - Analise macroscopica das formulagoes submetidas a
tempo zero e ciclo gelo/degelo

Formulacdes Tempo zero Gelo/degelo
F1 N N

F2 N N

F5 N LM

F9 N N

F10 N N

F13 N N

Normal (N)/ Levemente modificada (LM)/

Na Tabela 17 podem ser observados os valores médios com desvio padrao de todas as
variaveis respostas no TO e ciclo gelo/degelo das formulagdes analisadas. Foi aplicado o teste
de Tukey (p<0,05) para comparar os valores médios.

Na resposta pH e espalhabilidade as médias ndo diferiram estatisticamente entre si

para F1, F2 e F5.
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Tabela 17 - Variaveis respostas analisadas no tempo zero(TO0) e ciclo gelo/degelo(G/D)

. Fator Viscosidade Tamanho de

Formulagio pH C°'(‘:§'/‘;‘;:?fde Espalhabilidade FPS aparente Goticula
(g/mm?) (cP) (um)

F1T0 5.05 +0.02 99.10 = 1.23 175+0.28 2600 | 12328%9.89 1.10 £0.03
1 G/D 503 2004 307123 191016 255207 | 12326£19.0 1,00 £0.003
F2 T0 5821001 10879 £ 10.01 179007 26+ 141 | 123062141 T.078% 0.007
F2G/D 5022001 8729 £ 1925 1852020 25507 | 1235623747 | 1.008+0.035
F5 T0 502 001 0877+ 5.98 162+ 041 2700 | 122421357 | 1.099 £ 0.035
F5 G/D 629 £ 041 75.92% 1921 171022 265+07 | 123625565 | 0.986+0.010

OBS.: Valor médio obtido de 3 determinagdes, sendo entéo calculada a média desse valor com sua réplica
(n=2).

5.2.3 Estabilidade Acelerada

5.2.3.1 Analise Macroscopica

A analise visual das formulagdes expostas as condigdes de armazenamento e no tempo
(Anexo A) revelou auséncia de coalescéncia espontanea das fases, floculagdo ou qualquer
sinal de separacdo de fases nas formulagdes Fle F2, apresentando cor branca levemente
amarelada, odor caracteristico e aspecto homogéneo, bem como em suas réplicas (F9, F10)
em todos os tempos ¢ condigdes de armazenamento. Na formulacdo F5 ocorreu discreta
separacao de fases a partir do T60 em estufa, ndo ocorrendo o mesmo em sua réplica F13,

permanecendo normal em todos os tempos e condi¢des de armazenamento.

5.2.3.2 Tamanho de goticula

O tamanho de goticula foi avaliado nas formulagdes escolhidas (F1, F2 e F5) nos
diferentes tempos e condi¢des de armazenamento.

Os resultados mostraram que as médias ndo diferiram estatisticamente entre si,
considerando os tempos e condigdes de armazenamento (Anexo B), mostrando que as

formulagdes sdo estaveis para essa resposta.
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5.2.3.3 Determinacao do pH

O pH foi avaliado nas formulagdes escolhidas nos diferentes tempos e condigdes de
armazenamento.

Os resultados mostraram que somente as médias de F5 em T90 diferiram
estatisticamente entre si, tanto em condi¢do de armazenamento ambiente quanto sob luz
ultravioleta. Esse resultado sugere uma instabilidade quimica, apesar dos valores estarem
dentro da faixa aceitavel. Ao analisar F5 quanto a sua composi¢do, observou-se que essa
possui uma maior concentragio de Cocoate BG®, podendo ter ocorrido um processo de
rancificagdo por hidrolise, oxidacdo ou ambos, ndo perceptivel por suas caracteristicas

organolépticas (Anexo C).

5.2.3.4 Determinacao da condutividade

A condutividade foi avaliada nas formulagdes escolhidas nos diferentes tempos e
condi¢des de armazenamento.

Os resultados mostraram que as médias ndo diferiram estatisticamente entre si,
considerando os tempos e condicdes de armazenamento (Anexo D), mostrando que as

formulagdes sdo estaveis para essa resposta.

5.2.3.5 Avaliacao da espalhabilidade

A espalhabilidade foi avaliada nas formulacdes escolhidas nos diferentes tempos e
condic¢des de armazenamento.

Os resultados mostraram que as médias ndo diferiram estatisticamente entre si,
considerando os tempos e condigdes de armazenamento (Anexo E), mostrando que as

formulagdes sdo estaveis para essa resposta.

5.2.3.6 Avaliacao da viscosidade

A viscosidade foi avaliada nas formulagdes escolhidas nos diferentes tempos e

condi¢des de armazenamento.
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Os resultados revelaram que a viscosidade variou de modo significativo nas
formulacoes F1 e F2, tendo F1 variado em T90 no ambiente e F2 variado em T60, tanto no
ambiente quanto na geladeira (Anexo F), ndo representando modificacdo aparente nas

formulagdes, mesmo ao final do estudo.

5.2.3.7 Determinacao do fator de protecao solar (FPS)

A resposta fator de protecdo solar foi avaliada nas formulagdes escolhidas nos
diferentes tempos e condi¢des de armazenamento.

Os resultados evidenciaram que as médias ndo diferiram estatisticamente entre si,
mostrando que as formulagdes sdo estaveis para a resposta FPS, tanto para mudangas de
temperatura quanto para exposi¢ao a luz ultravioleta (Anexo G).

Embora existam muitos estudos sobre FPS em diversas formas farmacéuticas
semissolidas, a maioria deles ndo aborda a questdo do comportamento quando as embalagens
sdo expostas ao efeito de altas temperaturas como, por exemplo, dentro de um automoével ou
na beira de uma praia (JUNG; TING; SALOPEK, 2012).

Desse modo, os resultados encontrados nesse trabalho que demonstram a estabilidade
das formulagdes quanto ao seu FPS em condicdes extremas vem a contribuir para esse

conhecimento.

5.2.4 Conclusao da Estabilidade Acelerada

Para avaliar as amostras submetidas ao estudo de estabilidade acelerada foi aplicado o
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), sendo as médias dos valores
comparados e discutidos a seguir. Para efeito de calculo foi considerado o TO como
referencial dos demais tempos, onde o valor médio foi obtido a partir das triplicatas, sendo
entdo calculada a média desse valor com sua réplica (n=2).

Comparando os valores de F1, F2 ¢ F5 por teste de Tukey foi observada uma diferenca
significativa entre as médias (p<0,005).

A formulagdo F1 apresentou diferenca significativa para viscosidade (T90 - ambiente).
A formulacdo F2 apresentou diferenca significativa para viscosidade (T60 - ambiente e
geladeira). A formulacdo F5 apresentou diferencga significativa para pH (T90 - ambiente e luz

ultravioleta), tendo essas informagdes confirmado as obtidas no ciclo gelo/degelo (item 5.2.2).
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Apesar das formulacdes F1 e F2 apresentarem diferenca significativa para viscosidade,
as mesmas foram consideradas estdveis nas condi¢des do estudo, pois apresentaram as
caracteristicas sensoriais exigidas pelo consumidor da farmécia magistral. A formulacdo F5
foi considerada instavel.

Serd dada continuidade as pesquisas com os testes de seguranca exigidos pela Anvisa
na formulacdo F1 em virtude de ter apresentado diferenca significativa somente na
viscosidade na temperatura ambiente, o que ndo interfere em sua agdo desejada. Além disso

possui menor concentragao de Cocoate BG Pe Dry Flo®, portanto menor custo.
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6 Estudo in vivo da
formulagdo fotoprotetora F1
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6 AVALIACAO /N VIVO DO POTENCIAL FOTOPROTETOR DA FORMULAGAO
F1

6.1 Metodologia

6.1.1 Avaliacao do efeito fotoprotetor da formulacao F1 de aplicacdo topica apos exposicao
aguda da pele de camundongos a irradiacdo UVB.

A formulagdo fotoprotetora F1 foi escolhida para os ensaios /n vivo a partir dos
resultados obtidos no estudo de estabilidade, sendo chamada entdo de “formula¢do” no estudo

in vivo.
6.1.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), machos adultos pesando 25-
30g. Os animais foram alojados sob temperatura controlada (22 +1°C), ciclo claro/escuro de
12/12h, e receberam ragdo padrdo e agua ad /ibitum. Antes dos experimentos, os animais
foram aclimatados a sala experimental por pelo menos 1 hora. O niimero de animais ¢ o
estimulo aplicado foram os minimos necessarios para demonstrar os efeitos dos tratamentos.
Os experimentos foram realizados com a aprovag¢do do comité de ética em experimentagdo
animal da Facisa - Faculdade de Ciéncias Sociais e Aplicadas em Campina Grande - PB
(Protocolo 6420042016).

6.1.1.2 Irradiacao UVB
A fonte de irradiagio UVB consistiu de uma lampada Philips® TL 40W/12 RS que

emite um continuo espectro de luz entre 270-400 nm com pico em 313 nm. Esta lampada foi
montada em um aparato de madeira desenvolvido para o experimento, que a deixou a 20 cm
da superficie (Figura 24) onde os animais foram colocados resultando em uma irradiagdo de
0,27 mW/cm? (CASAGRANDE et al, 2006; VICENTINI et al., 2010; VILELA et al., 2012),
medido por um radiometro IL 1700 (Newburyport, MA, USA) equipado com um sensor
UVB. Para a exposicdo a irradiagdo (180 minutos), os animais foram colocados
individualmente em caixas de polipropileno cobertas com tela (composta de malhas gratdas

de filamentos finos de metal) permitindo-lhes livre movimento e exposi¢do das regides
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dorsais & radiagio UVB. Uma dose total cumulativa de 2,87 J/ cm® de UVB foi aplicada em
cada animal (VICENTINI et al., 2010).

Figura 24 — Aparato de madeira com a lampada UV

Fonte: Propria autora

6.1.1.3 Grupos e tratamentos

Trinta animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos (n=5) ¢ uma area de
aproximadamente 6 cm’ da superficie dorsal de cada animal foi depilada 24 horas antes da
irradiagdo (BECKLUND, et al., 2010; NG et al., 2013). A aplicagdo topica de 0,3 g dos
tratamentos (VICENTINI et al., 2010) foi feita 15 minutos antes da irradiacdo na superficie

dorsal dos animais previamente depilados, como a seguir:
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Grupo 1: Sem aplicacdo topica e ndo irradiado (NAIVE)

Grupo 2: Aplicagao topica da formulagdo e nao irradiado (FORM)

Grupo 3: Sem aplicagdo topica e irradiado (UV)

Grupo 4: Aplicacao topica da base sem filtros solares e irradiado (BASE + UV)
Grupo 5: Aplicacao topica da formulagdo e irradiado (FORM + UV)

Grupo 6: Aplicagdo topica de protetor solar comercial e irradiado (COM + UV)

Vinte e quatro horas ap6s o término da irradiagdo UV, todos os animais foram

sacrificados por inalagdo de halotano seguida de deslocamento cervical (LU et al., 1999).

6.1.1.4 Avaliacdo Histolégica da pele

Apos o sacrificio dos animais, uma amostra da pele depilada da regido dorsal (1cm?)
foi retirada e fixada em solucdo de formol a 10%, tamponada a temperatura ambiente por
24hs. Apos o periodo de fixagdo, as amostras de tecido foram desidratadas em uma sequéncia
de alcoois, diafanizadas e incluidas em blocos de parafina. Foram obtidas secgdes de Sum de
espessura em micrétomo rotatorio (LEICA® RM2125 RTS), para serem coradas com
hematoxilina e eosina (HE) ( OUHTIT et al., 2000; VICENTINI et al., 2010). A partir das
laminas foram obtidas imagens digitais com o auxilio de um microscopio Optico acoplado a
uma camera digital (LEICA ICC 50 HD).

Utilizou-se a espessura da epiderme viavel (um), nimero de camadas de células
nucleadas epidermais, quantidade de células de queimadura solar na epiderme e infiltrados
inflamatorios subepidérmico como pardmetros de comparacao entre os diferentes grupos de
tratamento. Para a quantificagdo da hiperplasia epidérmica foi contada o niimero de camadas
de células nucleadas da epiderme. A analise de imagem foi feita com o auxilio do programa
Imagel® 1.50i (ABASARI et. al., 2006).

6.1.1.4.1 Medida da espessura epidermal e quantificacdo de camadas de células nucleadas da
epiderme

A partir dos cortes histologicos corados com hematoxilina-eosina (HE), foram obtidas
5 imagens (objetiva 40x) da regido da epiderme da pele do animal e em cada imagem foram
feitas duas medidas da espessura da epiderme ¢ duas medidas do nimero de camadas de

células nucleadas (com auxilio do software ImageJ® 1.50i). As médias obtidas das 10 medidas
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de cada parametro representam a medida da espessura da epiderme e o nimero de camadas de
células nucleadas da epiderme, de cada animal (ABASARI et. al., 2006).

Figura 25 — Medida da Espessura da epiderme (seta amarela) e numero de camadas de
células nucleadas da epiderme (seta branca) em pele de camundongo, 24hs apés a
irradiacao UV (objetiva 40x).

6.1.1.4.2 Contagem de células de queimadura solar

Para contagem de células de queimadura solar, foram utilizadas imagens obtidas com
objetiva de 40x dos cortes de pele corados com HE. O nimero de células de queimadura solar
por 100 células da epiderme foi contado em 5 imagens por animal (campo total da imagem).
A média obtida das 5 medidas representa o nimero de células de queimadura solar de cada
animal. (VICENTINI et al., 2010; OUHTIT et al.,2000; LU Y.P. et al.,1999). Tipicamente, as
c¢lulas de queimadura solar estdo presentes na epiderme e exibem a caracteristica

morfolégica de nicleo picndtico contraido e citoplasma roéseo (OUHTIT A., et al, 2000).
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Figura 26 — Células de queimadura solar na epiderme em pele de camundongo
24hs apds a irradiagao UV. As setas indicam as células de queimadura solar
(objetiva 40x).

| 50 pm |

| l

6.1.1.5 Infiltrados de células inflamatorias

Para avaliagao qualitativa dos parametros de infiltragao de células inflamatorias, foram
utilizadas imagens obtidas com objetiva de 40x, cortes de pele corados com hematoxilina e
cosina (HE) (RYSER et al, 2014; VICENTINI et al., 2010).
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Figura 27 — Infiltrado inflamatdrio subepidérmico em pele de camundongo 24hs apés a
irradiacao UV (seta preta)

6.1.1.6 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como a média + o erro padrdo da média (EPM) de 5
animais por grupo. As diferengas entre os grupos foram analisadas pela ANOVA de uma via
seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls e consideradas significativas
quando p<0,05. Para as andlises estatisticas e confecgdes dos graficos foi utilizado o software
GraphPad Prism®™ V. 6.01.

6.2 Resultados e Discussao
6.2.1 Avaliacao do efeito fotoprotetor

As alteragdes histopatologicas da pele de camundongos induzidas por radiagio UVB
foram avaliadas ap6s exposi¢do de 2,87 J/ cm? de irradiagdo considerando os parimetros de
contagem de camadas de cé¢lulas nucleadas, espessamento da epiderme, presenga de células de

queimadura solar e infiltragdo de células inflamatorias.
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6.2.2 Quantificacdo da hiperplasia da epiderme

6.2.2.1 Numero de camadas de células nucleadas

Os resultados referentes a andlise das camadas de células da epiderme vidvel, obtidos
apos 24 horas da aplicacdo da formulagdo, seguida da irradiagdo com dose total cumulativa de
2,87 J/ em® de UVB aplicada em cada animal durante 180 minutos, estio apresentados na
Tabela 18 e Figura 28.

Na andlise histométrica verificou-se que a irradiagdo UV provocou um aumento
acentuado no numero de células nucleadas na epiderme dos animais sem aplicagdo topica
(grupo UV) e também naqueles que receberam a aplicagdo topica da base (Grupo BASE +
UV), quando comparados com os animais sem tratamento e sem irradiagdo (GRUPO NAIVE;
p<0,007).

A aplicagdo topica da formulagdo impediu o aumento significativo do numero de
camadas de células nucleadas desencadeado pela radiagio UV (GRUPO FORM + UV),
quando os dados sdo comparados com os animais do GRUPO NAIVE, apresentando numero
de camadas significativamente menor que os animais do GRUPO UV (animais que ndo
receberam a aplicagdo topica e foram irradiados), o que pode demonstrar que a formulagao
protegeu a pele, ndo permitindo aumento acentuado do niimero de camadas de células
nucleadas da epiderme viavel, comparando com a pele que foi agredida com a irradiagdo UV
sem nenhuma prote¢do. Resultado semelhante foi observado com aplicagao topica do filtro
solar comercial (COM + UV). Com relagdo a este ultimo grupo (COM + UV) observa-se que
ndo houve diferenca significativa no resultado com relagdo ao numero de camadas nucleadas
na epiderme em comparagao com o grupo que recebeu a formulagao e foi irradiado (GRUPO
FORM + UV). Estudo realizado por DAL’BELO e colaboradores (2008) apresentou resultado
semelhante, apos 24hs de exposi¢do a radiagdo UV. Utilizando doses de UVB de
215,46mJ/cm?, obteve-se média de 2,9+0,6 camadas de células na epiderme para os animais
que receberam a formulacdo topica e foram irradiados, sendo o resultado estatisticamente
significativo com relagdo ao grupo de animais irradiados e sem formulagdo topica (4,17+0,5
camadas de células epidermais).

Somente a aplicagdo topica da formulagdo sem a irradiagdo (GRUPO FORM) nao foi
capaz de aumentar significativamente o nimero de camadas de células nucleadas da epiderme

em comparagdo aos animais sem tratamento e ndo irradiados (GRUPO NAIVE; p<0,05). A
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aplicagdo topica da formulagdo sem a agressdo da radiagdo UV ndo foi capaz de aumentar o
numero de camadas de cé¢lulas nucleadas da epiderme.

O numero médio de camadas de células nucleadas encontradas nos animais sem
tratamento e irradiados (GRUPO UV) foi de 4.00+0,6 camadas; resultado semelhante foi
encontrado em estudo realizado por El-AlbasariL e colaboradores (2006) apds 24 h de
exposi¢io de camundongos & radiagio UV utilizando dose de UVB de 5kJ/m* (4,17+0,5
camadas de células epidermais).

A aplicagdo topica da base (GRUPO BASE + UV) teve comportamento semelhante
aos animais sem tratamento topico (GRUPO UV; p<0,05) com relagdo ao nimero de camadas
de células nucleadas da epiderme desencadeado pela radiagdo UV, média de 4,00+1,1 e
4,00+0,6 camadas, respectivamente. Apesar da base utilizada ser rica em componentes
hidricos e emolientes, ndo possui filtros solares reforcando a importancia destes ativos nas
formulagdes fotoprotetoras, reduzindo a agressdo causada pela radiagdo solar. Resultado
semelhante foi descrito por Dal’Belo e colaboradores (2008) apds 24h de exposicdo a
radiagdo UV. Utilizando doses de UVB de 215,46mJ/cm?, obteve resultado de 4,00+0,56
camadas de células nucleadas da epiderme para o grupo irradiado que aplicou a base ¢
4,17+0,5 camadas de células para o grupo que recebeu apenas a irradiagdo sem aplicacdo da
base.

Portanto na analise histométrica verificou-se um aumento significativo do niimero de
camadas de células nucleadas da epiderme viavel (p<0,01) nos grupos irradiados (UV, BASE
+ UV), em relacdo aos grupos ndo irradiados (NAIVE E FORM), demonstrando que a
radiacao UV provocou uma hiperplasia da epiderme para reposicdo de células danificadas.

A formulagdo objeto de estudo (FORM + UV) protegeu a pele contra a hiperplasia da
epiderme viavel, o que foi evidenciado na redugdo do impacto no niimero de camadas da
epiderme quando comparada com o grupo irradiado e sem aplicagdo topica da formulagao
(GRUPO UV; p<0,01).
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Tabela 18 — Espessura da epiderme e nimero de camadas de células nucleadas
em dorso de camundongos apos exposicao UVB de 2,87J/cm? em animais
tratados e nao tratados

N° de
Grupos camadas Bl
nucleadas (Hm)

Grupo 1 - Sem aplicagio topica e nao 2,00+0,1 17,68+3,48
irradiado (NAIVE)
Grupo 2 — Aplicagao topica e ndo 2,00+0,1 25,542,9
irradiado (FORM)
Grupo 3 - Sem aplicagao topica e 4,00+0,6 41,06+8,7
irradiado (UV)
Grupo 4 — Aplicagdo topica da base 4,00+1,1 41,38+13,2
sem filtros solares e irradiado (BASE +
UVvV)
Grupo 5 — Aplicagdo topica da 3,00+0,5 29,92+4.2
formulacdo e irradiado (FORM + UV)
Grupo 6 — Aplicagdo topica Protetor 3,00+0,8 31,01+8,03
solar comercial com FPS 30 e irradiado
(COM)

OBS: Valor médio obtido de 5 animais por grupo. O valor de cada animal representa a média dos
valores de 5 imagens analisadas.
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Figura 28 — Numero de camadas de células da epiderme viavel

* %k %k

* %k %k T

## #it

N° de camadas de células
da epiderme viavel

NAIVE FORM BASE FORM CcOM Tratamentos
uv

Legenda:
NAIVE: Sem aplicacdo topica e ndo irradiado; FORM: Aplicacdo topica da formulagdo e ndo
irradiado; UV: Sem aplicagdo topica e irradiado; BASE + UV: Formulagdo base sem filtros
solares e irradiado, FORM + UV: Aplicacdo topica da formulagdo e irradiado; COM + UV:
Protetor solar comercial com FPS 30 e irradiado. As barras indicam a média £ EPM de 5
animais por grupo.***p<0,001 diferente do grupo NAIVE e do grupo FORM; ## p<0,01
diferente do grupo BASE e do grupo UV (ANOVA de uma via seguida pelo teste de

comparacdes multiplas de Newman-Keuls).
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6.2.2.2 Espessura da Epiderme

Os resultados referentes a medida da espessura da epiderme viavel, obtidos apos 24
horas da aplicagao da formulagdo, seguida da irradiacdo com dose total cumulativa de 2,87 J/
cm’ de UVB aplicada em cada animal, estdo apresentados na tabela 18 ¢ na Figura 29.

Na andlise histométrica verificou-se que a irradiagdo UV provocou um aumento na
espessura da epiderme viavel nos animais sem aplicacdo topica (grupo UV) e também
naqueles que receberam a aplicagao topica da base (Grupo BASE + UV), quando comparados
com os animais sem aplicacdo topica e sem irradiagdo (GRUPO NAIVE; p<0,007).

A aplicacdo topica da formulagcdo impediu o aumento significativo da espessura da
epiderme, desencadeado pela radiagdio UV (GRUPO FORM + UV), quando os dados sdo
comparados com o0s animais que ndo receberam a aplicacdo topica ¢ ndo foram irradiados
(GRUPO NAIVE). Observa-se nos estudos que ocorre variagdo do tempo de aparecimento da
hiperplasia epidérmica dependendo especialmente da dose de UVB utilizada. Em estudo
realizado por EL ABASERI ¢ colaboradores (2006), nao houve indugdo significativa da
hiperplasia epidémica em 24hs nos animais irradiados que receberam a formulacdo, em
comparac¢do com o grupo apenas irradiado, ocorrendo uma duplicagdo da espessura apos 48h,
sendo a mesma mantida por 72hs (dose de UVB de 5mJ/m?). O mesmo ocorreu em estudo
realizado por LU e colaboradores (1999); a hiperplasia ocorreu apds 72h de irradiagcdo UV,
dose de 180mJ/cm?, permanecendo até 96 horas.

A espessura média da epiderme encontrada nos animais sem tratamento e irradiados
(GRUPO UV) foi de 41,0648,7um. Resultado semelhante foi encontrado em estudo realizado
por El-Albasari e colaboradores (2006), apos 24 h de exposi¢do de camundongos a radia¢ao
UV utilizando dose de UVB de 5kJ/m*(40,0+5,1 um).

A espessura média da epiderme encontrada nos animais que nao receberam a aplicacdo
topica e ndo foram irradiados (GRUPO NAIVE) foi de 17,6843,48. Resultados semelhantes
foram descritos por LU e colaboradores (1999) (16,4+0,02 um) e Dal’Belo e colaboradores
(2008) (19,2+3,3um), apos 24h de exposi¢do a radiagdo UV utilizando doses de UVB de

180mJ/cm? e 215,46mJ/cm?, respectivamente.
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Figura 29- Espessura da Epiderme Viavel
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Legenda:
NAIVE: Sem aplicagdo topica ¢ ndo irradiado; FORM: Aplicacdo topica da formulagdo e ndo
irradiado; UV: Sem aplicacdo topica e irradiado; BASE + UV: Formulag¢ao base sem filtros
solares e irradiado; FORM + UV: Aplicagdo topica da formulagdo e irradiado; COM + UV:
Aplicagdo topica de Protetor solar comercial com FPS 30 e irradiado. As barras indicam a
média = EPM de 5 animais por grupo. ***p<0,001 diferente do grupo NAIVE; + p<0,05
diferente do grupo FORM. Média de 5 campos por animal por grupo (n=5) (ANOVA de uma

via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls).
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6.2.3 Numero de Células de Queimadura Solar

Os resultados referentes ao numero de células de queimadura solar da epiderme viavel
obtidos apds 24 horas da aplicagdo da formulacdo seguida da irradiacdo com dose total
cumulativa de 2,87 J/ cm” de UVB aplicada em cada animal estio apresentados na Tabela 19
e na Figura 29.

Na analise do numero de células de queimadura solar, verificou-se que a irradiagdo
UV provocou um aumento significativo no numero de CQS na epiderme dos animais sem
aplicagdo topica (grupo UV) e também naqueles que receberam a aplicagdo topica da base
(Grupo BASE + UV), quando comparados com os animais sem aplicagdo e sem irradiacao
(GRUPO NAIVE; p<0,001).

A aplicagdo topica da formulacdo impediu o aumento do nimero de células de
queimadura solar desencadeadas pela radiacio UV (GRUPO FORM + UYV), quando
comparadas com os animais sem aplicagdo e ndo irradiados (GRUPO NAIVE; p<0,007). A
formulagdo aplicada topicamente também impediu o aumento significativo de células de
queimadura solar desencadeadas pela radiagdo UV (GRUPO FORM + UV) quando
comparadas com o grupo irradiado sem aplicacdo (GRUPO UV, p<0,007). Apesar da
agressdao da radiacao UV, a formulacdo testada foi capaz de proteger a pele contra o dano
celular. Sabendo-se que o processo de apoptose ¢ uma defesa do organismo frente a agressoes
sofridas a nivel celular e que qualquer distirbio na regulacao deste processo pode provocar a
multiplicagdo de células com DNA danificado levando a possivel formagdo de processos
cancerigenos, a protecdo com a formulac¢do reduziu o risco ao impedir o aumento de células
de queimadura solar (células apoptoticas) apesar da agressdo da irradiacdo. Resultado
semelhante foi observado com aplicagao topica do filtro solar comercial (COM + UV).

Neste estudo, os resultados demonstraram que a exposi¢ao da pele de camundongos a
uma dose Unica de radiagio UVB (2,87 J/ cm?) sem aplicacdo topica (GRUPO UV) resultou
na formagao de células de queimadura solar (células apoptoticas), apos 24hs da irradiagdo
(média de 40.00+ 4,7 células por 100 células epidermais). Estes resultados sdo similares aos
encontrados por LU e colaboradores (1999) e por OUHTIT e colaboradores (2000) (média de
59 células por 100 células epidermais) que utilizaram doses de UVB de 1,8 KJ/m® e 2,5
KJ/m?, respectivamente. Os resultados encontrados por DAL’BELO e colaboradores (2008)
na dose de UVB de 21546mJ/cm’ (média de 57 células por 100 células epidermais),

corroboram com o resultado encontrado. Este resultado sugere que o dano ao DNA induzido
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pela radiagdo UVB em animais sem tratamento, foi excessivo e ndo foi reparado de forma
efetiva, levando a ativagdo de via de morte por apoptose, que elimina as células com danos
severos, no entanto, a supressdo do processo de apoptose pode ocorrer quando ha uma falha
no controle do processo de renovagao celular levando a mitose de células danificadas. Ainda
segundo Ouhtit e colaboradores (2000), que contou o numero de células de queimadura solar
por 100 células epidermais nos tempos 24h, 48h e 72h apos a irradiagdo, observou-se que no
tempo de 24h, obteve-se o pico maximo de CQS para o grupo sem aplicacdo e irradiado.

O grupo BASE + UV, animais irradiados com aplicagdo topica da base, apresentou
menor numero de CQS que os animais irradiados sem aplicacdo topica (GRUPO UV). A base
utilizada nos estudos varia sua composi¢do; normalmente contém dgua como veiculo da
formulacdo. A dgua, na epiderme, distribui-se de acordo com a estrutura histologica que se
conhece para este tecido, admitindo-se que as células em diferenciacao, desde a camada basal
(100% de agua) ao estrato corneo (cerca de 10% de agua), possuam distintos conteudos
hidricos. A formulacdo deste estudo possui além da agua, ceras, emolientes e ativos
formadores de filme que modificam a hidratacdo da epiderme, o que poderia justificar os
menores danos ocorridos na pele em comparacdo aos animais também irradiados mas que nao
receberam aplicacdo topica. Com relacdo ao grupo irradiado que recebeu a aplicacdo da
formulacdo em estudo (FORM + UV), a diferenga foi significativa (p<0,007) em relagdo ao
GRUPO BASE + UV, mostrando a importancia dos filtros solares existentes na formulagao.

A contagem do numero de camadas de células nucleadas e das células de queimadura
solar sdo de grande importancia em estudos de eficacia fotoprotetora, uma vez que a
exposicao a radiagdo UV causa uma severa hiperplasia da epiderme para reposigao das células
danificadas, sendo que os processos de apoptose e proliferacdo celular estdo intimamente
relacionados (OUHTIT et al., 2000).
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Tabela 19 — Numero de células de queimadura solar para cada 100 células obtido
apds 24 hs da irradiacdo UV de 2,87J/cm® em camundongos tratados e nao tratados

N° de células
il queimadura solar

Grupo 1 - Sem tratamento e ndo 1,00+ 0,95
irradiado (NAIVE)
Grupo 2 — Aplicagéo topica da 1,00 + 1,06
formula¢do e ndo irradiado (FORM)
Grupo 3 - Sem aplicagdo topica e 40,00+ 4,7
irradiado (UV)
Grupo 4 — Aplicacéo topica da base 33,00 = 3,02
sem filtros solares e irradiado (BASE +
UVv)
Grupo 5 — Aplicagdo topica da base e 2,4+ 0,96
irradiado (FORM + UV)
Grupo 6 — Aplicagdo topica de Protetor 2,00 +0,77
solar comercial FPS 30 e irradiado
(COM + UV)

OBS: Valor médio obtido de 5 imagens de cada animal sendo 5 animais de cada grupo
totalizando 25 determinagtes por grupo.
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Figura 30 - Namero de células de queimadura solar (CQS) / 100 células
da epiderme viavel
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Legenda:
NAIVE: Sem aplicagdo topica e ndo irradiado; FORM: Aplicacdo topica da formulagao e ndo
irradiado; UV: Sem aplicacdo topica e irradiado; BASE + UV: Formulagdo base sem filtros
solares ¢ irradiado, FORM + UV: Aplicacdo topica da formulagdo e irradiado; COM + UV:
Protetor solar comercial com FPS 30 e irradiado. As barras indicam a média + EPM de 5
animais por grupo.***p<0,001 diferente do grupo NAIVE e do grupo FORM; ### p<0,001
diferente do grupo UV e do grupo BASE + UV; +++ p<0,001 diferente do grupo UV

(ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls).
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6.2.4 Analise da epiderme viavel

Na Figura 31 observa-se as alteragdes histopatologicas na epiderme viavel, induzidas
ou nao por radiagdo UV, através de fotomicrografias derivadas da pele de animais distribuidas
por grupo: NAIVE: Sem aplicagdo topica e ndo irradiado; FORM: Aplicacdo topica e nio
irradiado; UV: Sem aplicagdo topica e irradiado; BASE: Formulagao base sem filtros solares e
irradiado; FORM + UV: Aplicagdo topica ¢ irradiado; COM + UV: Aplicagdo topica de
Protetor solar comercial com FPS 30 e irradiado.

Nos animais com aplicacdo topica e irradiados (Grupo FORM + UV), observou-se a
diminuicdo da gravidade dos efeitos histologicos, com hiperplasia reduzida tanto com relacao
ao niumero de camadas de células nucleadas quanto a espessura da epiderme, bem como
diminuicao da formagao de células de queimadura solar em comparagao com o resultado dos
animais sem tratamento e irradiados (Grupo UV). Aspecto semelhante pode ser observado no
GRUPO COM + UV.

Nos animais sem tratamento e irradiados (GRUPO UV) e (GRUPO BASE + UV),
observa-se hiperproliferagdo celular na epiderme, mostrando que a radiacdo UV provocou
uma hiperplasia na epiderme para reposicdo de células danificadas, bem como a formagao de
numerosas células de queimadura solar (queratindcitos apoptoticos) que exibiram
caracteristica classica de apoptose, niicleos picnoticos , um marcador da severidade do dano

solar.
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Figura 31 - Fotomicrografias: Aspecto microscopico da epiderme de pele de
camundongos sem pélo dos grupos: NAIVE: Sem aplicacao topica e nao irradiado;
FORM: Aplicacao topica e nao irradiado; UV: Sem aplicacao topica e irradiado; BASE:
Formulacao base sem filtros solares e irradiado; FORM + UV: Aplicacao topica e
irradiado; COM + UV: Aplicacao topica de Protetor solar comercial com FPS 30 e
irradiado. (Objetiva de 40x)
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6.2.5 Analise da presenca de infiltrados de células inflamatdrias nas regiées
subepidérmicas

Na figura 32 observa-se as alteragdes histopatologicas nas regides subepidérmicas,
induzidas ou ndo por radiacdo UV, através de fotomicrografias da pele de animais distribuidas
por grupo: NAIVE: Sem aplicagdo topica e ndo irradiado; FORM: Aplicacdo topica e nao
irradiado; UV: Sem aplicagdo topica e irradiado; BASE +UV: Aplicacdo topica base sem
filtros solares e irradiado; FORM + UV: Aplicagdo topica e irradiado; COM + UV: Aplicacdo
topica de Protetor solar comercial com FPS 30 e irradiado.

Nos animais irradiados sem aplicacdo topica (GRUPO UV) e naqueles com aplicagdo
topica da base (GRUPO BASE + UV), observa-se uma extensa infiltragdo de células

inflamatorias na derme, o que indica uma resposta inflamatoria.
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Figura 32 - Fotomicrografias - Aspecto microscopico da derme de pele de
camundongos sem pélo dos grupos: NAIVE: Sem aplicacao topica e nao irradiado;
FORM: Aplicacao topica e nao irradiado; UV: Sem aplicacdo topica e irradiado;
BASE: Formulacao base sem filtros solares e irradiado; FORM + UV: Aplicacao

topica e irradiado; COM + UV: Aplicacao tépica de Protetor solar comercial com
FPS 30 e irradiado.

| com+uv [

FORM + UV
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7 Conclusdo
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7 CONCLUSAO

Ao finalizar esse trabalho, pode-se concluir que a caracterizagdo das formulacdes
utilizando diferentes pardmetros serviu de referéncia para os estudos de estabilidade
preliminar e acelerada. Com relacdo aos tempos e condi¢des de armazenamento, os resultados
mostraram que as médias das formulagdes escolhidas ndo diferiram estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), considerando tamanho de goticula, condutividade,
FPS e espalhabilidade. J4 para viscosidade aparente as formulacdes F1 e F2 apresentaram
diferenca significativa com 90 dias e 60 dias de estudo, respectivamente, porém apresentaram
caracteristicas sensoriais exigidas pelo consumidos da farmdcia magistral, o que permitiu
considerar as formulacdes F1 e F2 estaveis nas condi¢des do estudo. A formulacio F5
apresentou diferenca significativa para pH ap6s 90 dias de estudo em dois locais de
armazenamento, ambiente ¢ luz ultravioleta tendo sido descartada.

A formulagdo F1, escolhida para prosseguir nos testes in vivo, foi capaz de reduzir a
incidéncia de alteragdes histopatologicas cutaneas induzidas pela irradiagdo UV (menor dano
ao tecido conjuntivo, menor ocorréncia de células de queimadura solar e atenuacdo da
hiperplasia e espessura epidermal).

Ao final obteve-se um fotoprotetor de FPS médio, seguro, de boa espalhabilidade,
toque final seco, com estabilidade termodindmica, economicamente vidvel, com respaldo
cientifico, através da utilizagdo do planejamento fatorial, ferramenta pouco utilizada na area

de cosmetologia.
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Anexo A - Analise macroscopica das formulagoes ao longo do tempo e nas diferentes

condigoes de armazenamento (continuacao)

Formulacgoes T30 T60 T90 T180
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
N/N N/N N/N N/N
Geladeira Geladeira Geladeira Geladeira
N/N N/N N/N N/N
F1/F9 Estufa Estufa Estufa Estufa
N/N N/N N/N N/N
Luz UV Luz UV Luz UV Luz UV
N/N N/N N/N N/N
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
N/N N/N N/N N/N
Geladeira Geladeira Geladeira Geladeira
F2/F10 N/N N/N N/N N/N
Estufa Estufa Estufa Estufa
N/N N/N N/N N/N
Luz UV Luz UV Luz UV Luz UV
N/N N/N N/N N/N
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
N/N N/N N/N N/N
Geladeira Geladeira Geladeira Geladeira
N/N N/N N/N N/N
F3/F11 Estufa Estufa Estufa Estufa
N/N LM/LM LM/LM LM/LM
Luz UV Luz UV Luz UV Luz UV
N/N N/N N/N LM/N
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
N/N N/N N/N N/N
Geladeira Geladeira Geladeira Geladeira
F4/F12 N/N N/N N/N N/N
Estufa Estufa Estufa Estufa
N/N LM/LM M/LM M/LM
Luz UV Luz UV Luz UV Luz UV
N/N N/N N/N N/N
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
N/N N/N N/N N/N
Geladeira Geladeira Geladeira Geladeira
N/N N/N N/N N/N
F5/F13 Estufa Estufa Estufa Estufa
N/N M/N M/N M/N
Luz UV Luz UV Luz UV Luz UV
N/N N/N N/N N/N

Normal, sem alteragdo (N)/ Levemente modificada (LM)/

Modificada (M)/Intensamente modificada (IM)
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Anexo A - Analise macroscdpica das formulagées ao longo do tempo e nas diferentes
condigoes de armazenamento (conclusao)

Formulacoes T30 T60 T90 T180
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
N/N N/N N/N N/N
Geladeira Geladeira Geladeira Geladeira
F6/F14 N/N N/N N/N N/N
Estufa Estufa Estufa Estufa
N/N N/N N/N N/N
Luz UV Luz UV Luz UV Luz UV
N/N N/N N/N N/N
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
M/M M/M M/M M/M
Geladeira Geladeira Geladeira Geladeira
F7/F15 M/M M/M M/M M/M
Estufa Estufa Estufa Estufa
M/M M/M M/M M/M
Luz UV Luz UV Luz UV Luz UV
M/M M/M M/M M/M
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
M/M M/M M/M M/M
Geladeira Geladeira Geladeira Geladeira
M/M M/M M/M M/M
F8/F16 Estufa Estufa Estufa Estufa
M/M M/M M/M M/M
Luz UV Luz UV Luz UV Luz UV
M/M M/M M/M M/M

Normal, sem alteragao (N)/ Levemente modificada (LM)/

Modificada (M)/Intensamente modificada (IM)
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Anexo B — Resultados do tamanho de goticula ao longo do tempo e

nas diferentes condicdes de armazenamento

Condicoes Formulagdes | Tzero T30 T60 T90 T180
armazenamento
Fl 1,1030£0,03 [ 0,9904+0,01 | 1,0397+0,0 | 1,0285+0,02| 1,0415+0,03
Ambiente F2 1,0775£0,0 | 0,9946+0,0 | 1,0279+0.0 |1,0085+0,02| 1,0721+0,04
FS 1,0990+0,03 | 1,0487+0,0 | 1,0505+0,0 | 1,0505+0,0 1,052+0,007
F1 1,103020,03 | 0,0844+0,02 | 1,0377£0,0 | 1,0446+0,01 1,0293+0,02
Geladeira P2 1,0775+0,0 | 1,0019+0,02 | 1,0281+0,02 | 1,0288+0,01 1,0827+0,03
FS 1,0990+0,03 | 1,0054+0,02 | 1,0199+0,0 |1,0449+0,01 | 1.0336+0,01
Fl 1,1030+0,03 | 1,0102+0,02 | 1,0207+0,01 | 1,0368+0,02 [  0.9888+0,02
Estufa P2 1,0775£0,0 | 0,9962+0,03 | 1,0318+0,02 | 1,034120,01 | 1,0084£0,003
FS 1,0990+0.,03 | 1,0147+£0,03 | 1,0864+0,03 | 1,00310,01 |  1,0491+0,03
Fl 1,103020,03 | 1,0580+0,08 | 1,0451+0,0 |1,0123+0,02| 1,0389+0,01
Luz UV F2 1,0775+0,0 |0,8993+0,04 | 1,0754+0,04 | 1,0187+0,01 1,0160+0,01
F5 1,0990+0,03 | 0,9530+0,06 | 1,0975+0,0 | 1,0504+0,01 | 1,0548+0,02
Anexo C — Resultados do pH ao longo do tempo e nas
diferentes condicdes de armazenamento
Condicoes Formulacées Tzero T30 T60 T90 T180
armazenamento
Fl 5.95:0,02 | 5.83:004 | 6012007 | 5.86x00 | 391000
Ambiente F2 5,82£0,07 | 5712012 | 583202 | 578+0,07 | 89003
FS 5024001 | 5.85:000 | 5.88:001 | 5.55:006 | 207013
Fl 5950002 | 5.88£0.05 | 5.82:003 | 602:011 | 326003
Geladeira F2 5824007 | 5842015 | 5732014 | 5855000 | S8EOM
F5 5924001 | 5.88:004 | 6.00£00 | 596£004 | 004006
Fl 5050002 | 5824004 | 641206 | sso002 | 36008
Estufa F2 5824007 | 5772007 | 611205 | 5708013 | >80
FS 5924001 | 5914003 | 5814012 | 5812000 | >870:00
Fl 595:0,02 | 5008001 | 579004 | s91z002 | >OF012
Luz UV F2 5824007 | 5742003 | s585:0,18 | 5082012 | 70010
F5S 5924001 | 5.8740.007 | 5761009 | 58300 | >00+0.06
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Anexo D — Resultados da condutividade ao longo do tempo e
nas diferentes condicoes de armazenamento

Condicoes .
T T1
LTERERE L Formulagoes Tzero T30 T60 90 80
F1 99,10+1,23 | 101,10+6,5 | 104,84+3,83 | 116,57+2,4 | 114,2+0,7
Ambiente F2 108,79+10,0 | 97,02+12,5 | 127,94+6,86 |127,80+7,07 | 124.5+13.9
F5 98,7745,98 | 94,9735 | 126,51+8,77 |115,00+1,41 | 122.7£16,6
Fl 99,10+1,23 | 87,1043,95 | 120,94+2.21 |111,90+7,11 | 128,8+2,96
Geladeira F2 108,79+10,0 | 102,52+7,23 | 126,80+14,38 [ 123,57+3,06 | 139,4+9.63
F5 98,77+5,98 | 90,97+3,01 | 115,83+6,08 | 118,30+2,64 | 133,29+5,07
F1 99,10+1,23 | 97,0449,26 | 122,49+16,66 | 122,40+5,27 [ 138,12+10.6
Estufa F2 108,79+10,0 | 103,30+7,33 | 122,32+4,45 [113,03+22,7 | 150,77+17.1
F5 98,77+5,98 | 88,52+0,55 | 128,53+7,39 |129,00+7,17 | 151,67+16,4
Fl 99,10+1,23 [ 101,93+0,28 | 119,04+4,0 |123,40+3,42| 133.746,26
Luz UV F2 108,79+10,0 | 108,48+5,58 | 130,00+2,5 |128,22422,1 | 126,2+25,4
F5 98,77+5,98 | 107,0942,28 | 103,30+18,56 | 116,59+0,82 [ 115.2+25,2




Anexo E — Resultados da espalhabilidade ao longo do tempo e

nas diferentes condicoes de armazenamento
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arrr?:zllilagrc:?:nto Formulagées | Tzero T30 T60 T90 T180
F1 1,7559+0,28 |2,0165+0,27 | 2,1288+0,26 |2,1394+0,03 1,69910,14
Ambiente F2 1,7962+0,07 | 1,8746+0,36 | 2,0934+0,32 | 1,9728+0,04 |  1,6559+0,014
F5 1,6269+0,41 |2,04120,14| 2,1202+0,03 |2,1252+0,04 1,4972+0,11
Fl 1,7559+0,28 | 1,9667+0,14 | 2,3432+0,05 | 2,1387+0,12 1,0293%0,11
Geladeira F2 1,7962+0,07 | 1,9713+0,35 | 2,2865+0,01 |2,1859+0,02 1,0827+0,03
F5 1,6269+0,41 [2,0501+0,33 | 2,72730,21 |2,0918+0,01 1,0336+0,01
F1 1,7559+0,28 |2,0257+0,08 | 2,2817+0,16 | 1,6147+0,27 0,9888+0,02
Estufa F2 1,7962+0,07 | 1,8201+0,36 | 2,1215+0,03 | 1,6852+0,09 |  1,0084+0,003
F5 1,6269+0,41 | 1,705140,16| 2,2602+0,1 |1,5632+0,05|  1,0491+0,033
F1 1,7559+0,28 | 1,0580+0,01 | 2,3806+0,33 | 2,0170+0,16 1,8797+0,48
Luz UV F2 1,7962+0,07 |0,8993+0,04 | 2,3481+0,07 | 1,9928+0,34 1,8743£0,15
F5 1,6269+0,41 | 0,9530+0,1 | 2,12130,36 | 2,01200,17 1,5326+0,07




Anexo F — Resultados da viscosidade ao longo do tempo e
nas diferentes condicdes de armazenamento
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Condicoes .
¢ Formulacies|  Tzero T30 T60 T90 T180
armazenamento
Fl 12328+9,89 12266593 | 12346,67+9,8 |12363,5+4,94 12358,5+4,9
: +
Ambiente F2 12306141 12284+183 | 12359,67+0,5 |12354,5+7,77 12346,543,5
F5 1224243576 | 122944296 |12360,67+28.3 [ 12352,849,19| 12346439
F1 1232849,89 1231129.89 | 1234343550 |12352.5423,3 | 12339.3%113
Geladeira F2 12306+1,41 12322,5+19,09 12363,542,12 12357+8,48 12355,2+19,0
F5 1224223576 | 1231842262 | 1233440101 |12339.5%25.1 | 1233894210
Fl 12328+£9.89 | 12295,5+68,6 | 12361,5+0,7 | 12326£29,6 | 12357+11,31
Estufa F2 12306+1,41 12324+7,07 1234498 | 12338+18,3 | 12349+7,07
F5 1224243576 | 12330,5+43,1 | 12337,5+6,36 | 1232644292 | 12318+1.41
F1 12328+9,89 12325,540,7 | 12332,5412,02 | 12326,2+7,7 1235413
Luz UV F2 12306£1,41 | 12378,5+44,54 | 12343,543,53 | 12351193 | 12360,314,0
F5 12242+35,76 1235048,48 | 12338+19,79 | 123274848 | 12363,7+7.23
Anexo G — Resultados do FPS ao longo do tempo e
nas diferentes condicdes de armazenamento
Condicoes ~
|
B Formulagoes [ Tzero T30 T60 T90 T180
F1 2620,0 26,5+0,7 26,5+0,7 28+0,0 28+0,5
Ambiente F2 26+1,4 26,540,7 26,5+0,7 29+1,4 29+1,0
FS 27+0,0 27+1.4 27+1,4 27+1.4 29+0,5
Fl 26+0,0 27+1,41 294141 26,540,70 | 27+1.4
Geladeira F2 26+14 | 2754212 27+1,41 26,5+0,70 | 260.7
F5S 2740,0 26+0,0 27,5+0,7 | 26,5+¢0,70 | 27%1.4
Fl 26400 26+0,0 3240,0 2754494 | 29%2,1
Estufa F2 26+1,4 25,540,7 3147,07 314141 3120,7
FS 27+0,0 29,5477 | 32,5#3,53 | 31,5x0,70 | 31%14
Fl 2640,0 26+0,0 26,5+0,7 26+2,82 25+1,4
Luz UV F2 2614 260,0 29+1,41 2840,0 27+0,7
F5 27+0,0 27+0,7 28+0,0 2640,0 26+0,7




