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Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios para a

obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias (D. Sc.)

DESENVOLVIMENTO DE FORMULACAO FOTOPROTETORA CONTENDO
NANOPARTICULAS POLIMERICAS COM FILTRO SOLAR

Barbara da Silva e Souza Lorca

Setembro/2012

Orientadores: José Carlos Costa da Silva Pinto
Marcio Nele de Souza

Elisabete Pereira dos Santos

Programa: Engenharia Quimica

Os efeitos danosos causados pela radiagdo ultravioleta sdao cumulativos e
irreversiveis, levando-se a utilizacdo de formulacdes fotoprotetoras, de forma freqiiente.
Objetivando aumentar a eficiéncia, a seguranga e a qualidade destas preparagdes, foram
desenvolvidas formula¢gdes cosméticas, com protecio UVA/UVB, contendo nanoparticulas
de filtros solares (BZ3, AVO e MBC). A técnica utilizada para a obtencdo das
nanoparticulas € caracterizada fundamentalmente pelo encapsulamento in-situ dos trés
diferentes filtros solares, baseado na técnica de polimerizacio em miniemulsdo. Sendo
assim, mostrou-se, de forma original, que € possivel desenvolver nanoparticulas com filtros
solares inclusos, apresentando dimensdes superiores a 100 nm, e que os ativos incorporados
ndo interagem com o sistema reacional, apresentando-se diluidos na matriz polimérica
formada. Também se observou que as preparacdes contendo nanoparticulas podem
apresentar valores maiores de FPS, podem ser rotuladas como de amplo espectro, de acordo
com o FP-UVA e os ativos encapsulados sdo menos liberados da preparagdo, quando

comparados as formulagdes com filtros solares na forma livre.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRIJ as a partial fulfillment of the requirements
for the degree of Doctor of Science (D. Sc.)

DEVELOPMENT OF A PHOTOPROTECTIVE FORMULATION CONTAINING
POLYMERIC NANOPARTICLES WITH SUNSCREEN

Barbara da Silva e Souza Lorca

September/2012
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The harmful effects of ultraviolet radiation are cumulative and irreversible,
requiring frequent utilization of photoprotective formulation. In order to enhance the
efficiency, safety, and quality of these preparations, cosmetic formulation was developed
with UVA/UVB protection, containing sunscreen nanoparticles (BZ3, AVO, and MBC).
The technique used for obtaining nanoparticles is essentially characterized by in situ
encapsulation of the three different sunscreens, based on miniemulsion polymerization.
Therefore, it was originally verified that it is possible to develop nanoparticles with
sunscreen included, with sizes exceeding 100 nm, and that the active embodied do not
interact with the reaction system, being diluted in the polymeric matrix formed. It was also
noticed that the preparations containing nanoparticles may present higher SPF values, may
be labeled as wide spectrum according to UVA-PF, with less encapsulated actives released

from the preparation, when compared to free sunscreen formulations.
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CAPITULO 1

Introducao

Os efeitos danosos causados pela radiacdo ultravioleta emitida pelo Sol sdo
cumulativos e irreversiveis, levando a necessidade de utilizacdo de preparagdes para uso
tépico, contendo filtros solares, também conhecidas como fotoprotetores (MONTEIRO et
al., 2012). Como a utilizacdo destes produtos tem se tornado frequente, sua eficiéncia e
seguranca sao de fundamental importancia (SOUZA et al., 2004, ).

A necessidade do uso de protetores solares ¢ uma realidade indiscutivel. Por este
motivo, os nimeros do mercado mostram sempre um crescimento significativo deste
segmento, e também sugerem enorme crescimento nos proximos anos (FLOR et al., 2007;
MACHADO et al., 2011). Assim, para tornar os filtros solares cada vez melhores e mais
aceitos pela populacdo (mais resistentes a dgua, por exemplo), os fabricantes aumentam sua
lipofilicidade. Isso pode ocasionar absor¢do e presenca dos filtros nas camadas mais
internas da pele, o que ndo € desejavel por poder acarretar em eventos adversos, tais como
reacdo alérgica grave (PAESE, 2008). Um filtro solar deve cobrir e proteger a pele,
desenvolvendo suas atividades nas camadas superiores do tecido cutdneo, evitando, tanto
quanto possivel, uma absorcdo sisttmica (PETRAZZUOLI, 2000; SANTOS, 2007;
MONTEIRO, 2008).

Diferentes sistemas de liberacdo t€ém sido empregados para a inclusido de filtros
solares, visando a diminuir a absor¢do cutanea, aumentar o fator de protecdo solar (FPS),
controlar a liberacdo e tornd-los mais fotoestdveis e seguros (GARCIA, 1998; PERUGINI,
2002; MILESI e GUTERRES, 2002; YENER et al., 2003; JIMENEZ e al., 2004; JAIN &

JAIN, 2010; MONTEIRO et al., 2012). Dentre estes, as nanoparticulas t€ém atraido maior



atencdo dos grupos de pesquisa, devido as potencialidades terapéuticas e a maior
estabilidade nos fluidos biolégicos e durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et al.,
2003; OLIVEIRA e LIMA, 2006). Porém, ha a necessidade de controlar o tamanho das
particulas produzidas, para que ndo haja penetragdo dos ativos, levando a absorcdo
sist€émica. A atuacdo desses sistemas deve ocorrer preferencialmente nas camadas mais
superficiais da pele, uma vez que existe toxicidade relacionada aos ativos antissolares,
como a possibilidade de evadirem os mecanismos de defesa imunolégicos, de formarem
complexos com proteinas e, 0 mais importante, a possibilidade de induzirem a formagao de
radicais livres (NEWMAN, 2009; NOHYNEK, 2010; SZIKSZAI, 2010).

As nanoparticulas podem ser divididas em nanocdpsulas e nanoesferas, sendo que
estas ultimas sdo estruturas tipo matriciais nas quais 0s compostos ativos podem estar
adsorvidos na superficie, aprisionados ou dissolvidos na matriz. J4 as nanocdpsulas, por sua
vez, ttm uma capa polimérica e um nucleo interno; normalmente, as substincias ativas
ficam dissolvidas no nicleo, mas também podem estar adsorvidas na superficie (CHAVEZ
et al., 2002). Porém, ¢ importante ressaltar que “o desenvolvimento de nanoformulagdes €
um dos trabalhos de formula¢do mais complexos” (KESISOGLOU et al., 2007).

Inchamento osmético, encapsulamento de um nao solvente, emulsdo de agua-em-
6leo-em-dgua, inchamento com um solvente, polimerizacio em miniemulsdo e
incorporacdo de um agente expansor sao exemplos de técnicas que podem ser empregadas
para a producdo de nanoparticulas (ROMIO et al., 2007). Entretanto, quando comparado a
outros métodos, o procedimento de producdo de nanoparticulas via polimerizacio em
miniemulsdo permite, a partir de uma fase heterogénea, obter uma fase mais homogénea e
estdvel, formada por goticulas de mondmero. As gotas de mondmero originais constituem o

locus primario da polimerizacio e cada gota se comporta como um ‘“nanorreator’



(ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002). Como discutido por Tiarks e colaboradores
(2001), a sintese de nanoparticulas via polimeriza¢cdo em miniemulsdo permite a obtencao
do produto final em apenas uma unica etapa de reacdo, o que € uma grande vantagem.

A eficécia das formulagdes contendo nanoparticulas poliméricas, obtidas a partir do
metacrilato de metila, carregadas com os filtros solares (benzofenona-3, avobenzona e
metilbenzilideno canfora) foi avaliada através da determinacdao do FPS in vivo (BRASIL,
2006) e in vitro (MANSUR et al., 1986). O FPS in vivo € a medida de absor¢do de um
fotoprotetor frente a radiacdo UVB e pode ser calculado como a razao entre o tempo de
exposi¢do a radia¢do ultravioleta (UV) necessdria para produzir dose minima de eritema
(DME) na pele protegida e o tempo necessario para o aparecimento do mesmo eritema na
pele desprotegida.

A seguranca das formulacdes pode ser avaliada por técnicas in vitro, empregando pele
natural (humana ou animal). No Brasil, a pele de orelha de porco ¢ um modelo de
membrana muito utilizado, devido a relativa facilidade de obten¢do e ao fato de que a pele
de orelha de porco € similar ao tecido humano, no que diz respeito a densidade de foliculos
pilosos (BABY et al., 2008).

Nesse contexto, o principal objetivo desta tese € propor um processo para producio de
nanoparticulas poliméricas carregadas com filtros solares, para uso eventual em
formulagdes cosméticas. A apresentacdo do texto estd dividida em oito capitulos, contando
com esta Introdu¢do. No Capitulo 2 apresenta-se uma revisdo da literatura, abordando a
radiacao ultravioleta, seus efeitos e sistemas de protecdo. Sdo discutidos os sistemas usados
para inclusdo de filtros solares em material particulado, dando maior énfase as
nanoparticulas poliméricas obtidas por polimerizacdo em minemulsdo. No Capitulo 3 estio

apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos perseguidos, assim como a



relevancia do estudo proposto. No Capitulo 4 sdo apresentados os materiais e as
metodologias empregados no desenvolvimento da pesquisa. No Capitulo 5 sdo descritos e
discutidos os resultados. Finalmente, no Capitulo 6 descrevem-se as conclusdes e as
sugestdes para a conducdo de trabalhos futuros. Posteriormente, sdo apresentadas as
referéncias bibliograficas citadas ao longo do texto.

Esta tese foi desenvolvida no Laboratério de Modelagem, Simulacdo e Controle de
Processos (LMSCP) do Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ e no
Laboratério de Desenvolvimento Galénico da Faculdade de Farmdécia/UFRIJ. O trabalho
estd inserido na linha de producdo de materiais poliméricos para aplicacdes biomédicas, na

area de Engenharia de Polimeros.



CAPITULO 2

Revisao Bibliografica

A natureza das radiagdes solares, principalmente a radiacdo ultravioleta, as
caracteristicas dos sistemas fotoprotetores disponiveis, as técnicas relacionadas a obtengao
das nanoparticulas poliméricas carregadas com filtro solar, assim como 0s principais
ensaios que envolvem a garantia da qualidade, da seguranca e da eficidcia de um sistema

fotoprotetor serdo abordados neste Capitulo.

2.1 Radiacao Solar

O Sol € a principal fonte de energia de todo o sistema solar. Tal energia € emitida
sob a forma de radiagdes corpusculares (prétons, elétrons e particulas) e eletromagnéticas
de diferentes comprimentos de onda, com frequéncias e niveis de energia associados
(FREITAS, 1997; NEVES, 2008; NASCIMENTO, 2011).

A radiacdo solar incidente que alcanca a superficie terrestre se encontra na faixa de
comprimentos de onda entre 290 e 3000 nandmetros. Entre as diversas radiacdes emitidas
pelo sol, as radiacdes ndo ionizantes merecem destaque por serem formadas pela radiagao
ultravioleta (UV), pela luz visivel (VIS) e pela radiagao infravermelha (RIV) (FREITAS,

1997; NEVES, 2008a; NASCIMENTO, 2011).



2.1.1 Radiacao Ultravioleta

A radiacio UV € uma radiacdo eletromagnética na faixa caracteristica de
comprimento de onda de 200 a 400 nm. A faixa de UV pode ser dividida em trés diferentes
grupos, de acordo com os comprimentos de onda (A).

- Ultravioleta A (UVA): comprimento de onda de 320 nm a 400 nm.

Esta faixa de radiacdo é responsavel pelo bronzeamento direto; porém, ao longo dos
anos, provoca alteracdes cronicas das fibras coldgenas e eldsticas, podendo acarretar no
envelhecimento precoce, imunossupressao e carcinogénese (HAYWOOD, 2006).

- Ultravioleta B (UVB): comprimento de onda de 280 nm a 320 nm.

Esta faixa de radiacdo € causadora de eritema, aumenta a formacdo de melanina
(levando ao bronzeamento da pele), causa inflamagdo cutdnea e possui capacidade
carcinogénica (KULLAVANIJAYA e LIM, 2005).

- Ultravioleta C (UVC): comprimento de onda de 200 nm a 280 nm.

Esta faixa de radiac@o apresenta funcdo germicida e € prejudicial ao tecido cutaneo,
embora seja bloqueada pela camada de ozo6nio, que filtra a radiacdo UV abaixo de 290 nm
(KIRCHOFF, 1995; SHAATH, 2007). Entretanto, a deple¢cdo da camada de ozdnio tem
exercido impacto direto sobre o aumento da exposicdo da radiagdo UV na superficie
terrestre. Dados estimam que 1% da diminuicao da camada de 0zdnio ocasione um aumento
de 1 a 2% dos casos de melanomas malignos (MONTEIRO, 2008).

A radiacdo ultravioleta solar € reconhecidamente um carcinégeno humano
completo, existindo forte associacdo entre o desenvolvimento de melanoma e a freqiiéncia
de episddios de queimadura grave induzida pela radiacdo ultravioleta (SOUZA et al.,
2004). Por conta disso, ¢ de fundamental importancia avaliar os efeitos benéficos e

maléficos causados pela exposicdo a radiacao ultravioleta.



2.1.1.1 Efeitos da Radiacao Ultravioleta

A exposicdo moderada ao sol pode trazer beneficios, como sensacdo de bem estar
fisico e mental, estimulo da circulacdo sangiiinea periférica, elevacdo na capacidade de
formacdo da hemoglobina, prevencdo e cura do raquitismo, melhora de certas infeccoes
cutaneas e bronzeamento direto, estimulado pela producdo de melanina. Porém, a radiacao
solar pode causar prejuizos ao organismo, incluindo desde a producdo de simples
inflamacgdes até graves queimaduras. Também hd a possibilidade de ocorrerem mutacdes
genéticas e comportamentos anormais das células, induzidos pela exposi¢ao a luz solar
(FLOR et al., 2007, BALOGH et al., 2011).

A exposi¢do a radiacdo solar resulta em intimeras alteragdes cronicas na pele,
incluindo varios tipos de cancer de pele. O Programa das Na¢des Unidas para o meio
ambiente (UNEP) estima que ocorram anualmente mais de 200 mil casos de melanomas
malignos no mundo, tipo mais agressivo de carcinoma de pele. A ocorréncia mundial de
melanomas malignos estd fortemente relacionada a exposi¢do ao sol durante o lazer e ao
histérico de queimaduras solares. Existem ainda algumas evidéncias de que o risco de
desenvolvimento desta patologia estd relacionado também a exposicdo intermitente aos
raios UV, especialmente durante a infancia (SANTOS, 2007). E nessa faixa etéria que a
protecao deve ser aumentada, pois a exposi¢ao cumulativa e excessiva durante os primeiros
10 a 20 anos de vida aumenta muito o risco de cancer de pele, sendo a infancia a fase mais
vulneravel (ROCA et al., 2011).

Outro efeito causado pelas radiacdes ultravioleta € a imunossupressao, muitas vezes
atribuida a radiacdo UVB. Porém, estudos recentes indicam que a radiacdo UVA é muito

mais imunossupressora que a UVB, causando, por exemplo, danos ao DNA



(KULLAVANIJAYA e LIM, 2005), além de atingirem de 10 a 100 vezes mais a superficie

da Terra do que a radiagdo ultravioleta B (SASSON, 2006).

2.1.1.2 Sistemas Naturais de Protecao a Radiacao Ultravioleta

A radiacdo solar € atenuada ao atravessar as camadas atmosféricas, que nao permite
que uma parte substancial da luz do sol atinja a superficie terrestre. Este fenomeno deve-se
a absorcdo, dispersao e reflexao da luz na estratosfera (camada mais externa) e troposfera,
onde se formam as nuvens e as principais manifestacdes climaticas. O maior agente
fotoprotetor formado na estratosfera é o ozodnio (Os), que filtra as radiacdes solares de
comprimento de onda inferior a 285 nm. Entretanto, a prote¢do nao é totalmente eficaz,
pois a radiacdo UVA e parte da UVB nio sdo bloqueadas por este composto. Além disso, a
destruicdo da camada de ozdnio € responsdvel pelo aumento da exposi¢cdo terrestre aos
raios ultravioleta (RIBEIRO, 2004; KULLAVANIJAYA e LIM, 2005; BALOGH et al.,
2011).

A evolucdo dos seres humanos também permitiu que se desenvolvessem protecdes
naturais contra as radiagdes solares. A pele € um 6rgdo complexo, formado por diferentes
estruturas e com diversos tipos celulares (Figura 2.1). A pele atua como uma barreira
protetora (GUARATINI et al., 2007), inclusive em relagdo a penetracdo dos raios
ultravioleta, possuindo sistemas que previnem os danos solares: secre¢do sudoripara,

pigmenta¢do (melanina) e camada cornea.
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Figura 2.1: Estrutura esquematica da pele (GUARATINI et al., 2007).

A camada cornea, também conhecida como estrato corneo (EC), é a camada mais
externa da epiderme, cujas células sdo envolvidas por uma bicamada lipidica multilamelar
(DANGELO e FANTINI, 2005). A barreira formada pelo EC (Figura 2.2) reflete de 5 a
10% da luz incidente e impede a penetragdo da radia¢do; porém, nas dreas em que esta

camada € mais fina podem ocorrer lesdes (SANTOS, 2007).

Radiacoes
Ultravioletas

(»)

\

(B) |
: \

4
Figura 2.2: Fungio barreira do EC. A) Estrato Cérneo; B) Mitose causada pela radiagdo UV
(LEPORI, 2002).




A secrecdo sudoripara possui um componente que também € capaz de proteger o
organismo das radiacdes ultravioleta, por intermédio da absor¢do de luz, pois: o 4cido
urocanico (4cido 4-imidazoilacrilico) presente no suor apresenta maxima absor¢do em 277
nm (BARTH, 2000). A melanina (eumelanina) ¢ um pigmento bioldgico presente na pele,
cabelos e olhos, que também absorve a radiagdo solar numa extensa faixa de comprimentos
de onda, incluindo desde o ultravioleta até as regides proximas do infravermelho. A
melanina ainda € capaz de neutralizar radicais livres presentes nas células, quando se
apresenta livre no estrato corneo. Nas células, observa-se que o pigmento tende a cobrir a
parte superior do nucleo, protegendo o DNA celular do dano causado pela radiacdo UV
(LEPORI, 2002). Entretanto, os sistemas naturais disponiveis para a protecio contra as
radiacOes ultravioleta ndo s@o suficientes; por isso, os fotoprotetores sdo cruciais para evitar
ou ao menos diminuir os efeitos indesejdveis causados pela exposicao a radiacdo UV, como
por exemplo o cancer de pele e o fotoenvelhecimento (SALVADOR-GONZALEZ et al.,

2008).

2.2 Filtros Solares

Sabe-se que os povos antigos (gregos e egipcios) utilizavam roupas de algodao e
tinham o costume de usar chapéus, luvas e sombrinhas, para se protegerem do sol. Os
tibetanos cobriam o corpo com uma associacdo de ervas, numa forma que hoje pode ser
considerada a de um filtro solar (URBACH, 2001; SCHALKA e REIS, 2011).

Em torno de 1800, os efeitos da radiagdo ja eram estudados e neste periodo
descreveu-se o eczema solar. Seguiram-se varios estudos, inclusive o que provou que o

eritema solar era causado pela radiag¢do ultravioleta. Anos mais tarde, Hammer descreveu
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doencas causadas pela fotossensibilizagao, além de ter sido o primeiro a recomendar o uso
de filtros quimicos, por meio de “materiais que impedem a radiacdo UV de atingir a pele,
protegendo-a contra os eritemas solares” (SANTOS, 2007). Descobriu-se também que as
ondas de menor comprimento (abaixo de 325 nm) sdo a principal causa do eritema
(MILESI e GUTERRES, 2002).

O primeiro uso popular de filtros solares ocorreu em 1928, nos Estados Unidos,
com uma emuls@o contendo dois compostos capazes de absorver a energia da radiacdo UV:
o salicilato de benzila e o cinamato de benzila (SHAATH, 1997; BALOGH et al., 2011).
Durante a Segunda Guerra Mundial foi desenvolvido o composto que trouxe enorme
contribuicdo para a area de fotoprotecdo: o PABA (dcido p-aminobenzdico) e seus
derivados, que absorvem na faixa de 260 a 313 nm (SHAAT, 1997, URBACH, 2001;
BALOGH et al., 2011). Apés o PABA, foram desenvolvidos varios filtros solares mais
modernos, como a Oxi-benzona (benzofenona-3), o octocrileno, os salicilatos, os
antranilatos, os cinamatos, além dos filtros fisicos ou inorganicos, como o diéxido de
titanio e o 6xido de zinco. Estes filtros sdo eficazes, mas ndo sdo bem aceitos por deixarem
a pele esbranquicada. Os filtros sdo atualmente encontrados no mercado em grande
variedade de formas cosméticas, de forma a satisfazer a todos os consumidores. Porém, as
pesquisas prosseguem em busca de produtos ainda mais eficientes (MILESI e GUTERRES,
2002).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), na
Resolucdo 47 de 16 de margo de 2006, os filtros solares (também denominados de filtros
ultravioleta) sdo substancias que, quando adicionadas aos produtos para protecdo solar, t€m

a finalidade de filtrar certos raios ultravioletas, visando a proteger a pele dos efeitos
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danosos causados por estes raios. Estes podem ser adicionados as formula¢des de produtos
dentro dos limites e condicdes discriminadas pelo 6rgao regulador (BRASIL, 2006).

Na maioria dos casos, as formulagdes podem conter no maximo 10% em massa de
filtros solares, valor este que varia de acordo com o composto a ser utilizado e com a
determinacdo da agéncia reguladora do pais de origem (SIQUEIRA, 2008). A ANVISA,
dependendo da natureza da substincia, permite o uso de alguns filtros quimicos em
concentracoes de 3 a 15% em massa. Ja os filtros fisicos, como 6xido de zinco e diéxido de
titanio, sdo permitidos em concentragdo de até 25% em massa em produtos com agao

fotoprotetora (BRASIL, 2006).

2.2.1 Classificacao dos Filtros Solares

Os filtros solares podem ser classificados, de acordo com a faixa de absor¢do, em
filtros UVA e/ou UVB. Os primeiros filtros solares a serem utilizados protegiam a pele
somente da radiacio UVB, responsdavel pelos eritemas. Com os avancos nesta area,
observou-se a necessidade da utilizacdo de compostos capazes de absorver também na
regido UVA, para oferecer uma protecdo mais completa. Atualmente, as formulacdes
utilizadas contém diferentes tipos de filtros, visando a aumentar o espectro de absorc¢ao;
porém, esta combina¢do pode causar alto grau de irritabilidade quando aplicada a pele
(ROSEN, 2003).

Além da divisdo pela faixa de absorcdo, os filtros solares também podem ser
classificados em dois grandes grupos: filtros solares orginicos ou quimicos e filtros solares
inorganicos ou fisicos. Os filtros fisicos sdo compostos inorganicos que protegem da
radiagdo UV por reflexdo ou absorcdo. Na categoria de filtros fisicos existem dois

representantes principais: o didéxido de titdnio e o 6xido de zinco. Ambos formam uma
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barreira opaca e causam oclusividade; por isso, tém sido fabricados como particulas
microfinas, para que possam ser mais bem aceitos pelos consumidores (SHAATH, 1997;
ROSEN, 2003). Também conhecidos como filtros inorganicos, os filtros fisicos sao
fotoestaveis, ndo reagem com os filtros quimicos e, devido as suas caracteristicas de
espalhamento de luz, possuem menor variagdo na fotoprote¢do (quando comparados aos
filtros organicos). De uma forma geral, sdo considerados mais seguros, ndo sendo
facilmente permeados através da pele (LAUTENSCHLAGER et al.,, 2007;
NASCIMENTO, 2011).

Os filtros quimicos sao formados por moléculas organicas e atuam absorvendo a
radiacdo UV e emitindo-a geralmente na regido do infravermelho; ou seja, transformando-a
em radiacdes com energias menores e inofensivas ao ser humano (ROSEN, 2003; FLOR et
al., 2007). A classe dos filtros quimicos é formada por inimeros compostos, reunidos em
familias de acordo com suas naturezas quimicas. O Quadro 2.1 apresenta as familias de
filtros quimicos, com seus representantes mais comuns e regides de absorcdo

correspondentes.

Quadro 2.1: Filtros solares quimicos e seus representantes (adaptado de SANTOS, 2007).

Classes de Filtros Solares Exemplo
Derivados do PABA Octil dimetil PABA (UVB)
Cinamatos p-Metoxicinamato de octila (UVB)

Octocrileno (UVA/UVB)

Salicilatos Salicilato de octila (UVB)
Antranilatos Antranilato de Metila (UVA)
Benzofenonas Benzofenona-3 (UVA/UVB)
Dibenzoilmetanos Avobenzona (UVA)
Derivados da benzilideno canfora 3-(4-metil benzilideno) canfora (UVB)
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2.3 Eficacia dos Filtros Solares

Os filtros solares, como mencionado anteriormente, sdo substincias capazes de
absorver a energia eletromagnética na faixa do ultravioleta e emiti-la sob outra forma
(geralmente na faixa do infravermelho, gerando sensacdo de calor). Assim, os filtros evitam
a penetracdo da radiacdo na pele e, conseqiientemente, os danos causados pela exposicao a
luz. Os filtros devem apresentar uma grande afinidade pelo EC, permanecendo nas camadas
mais externas da pele, com permeacdio minima para a corrente sangiiinea JIMENEZ et al.,
2004).

As formulagdes fotoprotetoras geralmente sao aplicadas em grandes dreas do corpo,
dependendo sua eficdcia da adesdo dos filtros solares a pele (formando um filme protetor) e
da quantidade aplicada do produto (recomenda-se a utilizacdo de 2mg/cm?). Entretanto,
estudos mostram que geralmente sé se obtém em torno de 25% de protecdo, ja que a
quantidade aplicada é quase sempre bem inferior a estipulada (LAUTENSCHLAGER et
al., 2007). Outro fator também muito observado €é a auséncia de aplicacdo antes da
exposicdo solar e de reaplicacdo depois de determinado tempo (KULLAVANIJAYA e
LIM, 2005; LAUTENSCHLAGER et al., 2007). Um modelo matemadtico sugere que a
reaplicacdo a cada 20 minutos, durante um periodo de 6 horas de exposicdo ao sol, resulta
em uma exposi¢ao menor a radiacdo do que uma reaplicagcao a cada 2 ou 4 horas (ROSEN,
2003). A técnica de aplicacdo das formulacdes afeta a uniformidade da camada protetora;
assim, algumas dreas podem ficar menos protegidas, levando a uma perda de eficdcia
(SANTOS, 2007).

Caracteristicas como espalhabilidade, resisténcia a dgua e substantividade também
estdo diretamente ligadas a eficacia dos filtros, assim como a polaridade e o pH, que podem

interferir na capacidade de absor¢do dos filtros. Portanto, uma selecdo criteriosa das
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matérias-primas empregadas € fundamental, j4 que podem interferir no produto final,
aumentando ou diminuindo seu fator de protecao solar (MILESI e GUTERRES, 2002;
ROSEN, 2003).

E relevante destacar que a eficdcia dos produtos que contém filtros solares nio estd
centrada apenas no desenvolvimento do produto, mas também na utilizacdo correta por
parte do consumidor (FERRARI et al., 2007) e no seu controle analitico, visto que o
conteddo de filtros UV no produto final estd relacionado a sua eficdcia de protecdo solar,

que € usualmente rotulada pelo FPS (SALVADOR e CHISVERT, 2005).

2.3.1 Fator de Protecao Solar (FPS)

O primeiro relato acerca da avalia¢do da eficdcia dos protetores solares ocorreu em
1934, onde se realizou a determinacdo da dose eritematosa minima na pele protegida e ndo
protegida, com a proposta de um coeficiente de protecdo que decrescia em valor na medida
em que a protecdo aumentava. Somente em 1974, o termo Fator de Protecdo Solar foi
introduzido por Greiter e tornou-se rapidamente popular e passou a ser utilizado
mundialmente (SCHALKA e REIS, 2011).

De acordo com a ANVISA, a eficdcia de um filtro solar pode ser definida como a
capacidade de proteger a pele contra a queimadura causada pela radiacio UV. Esta
capacidade é expressa em FPS, que € a razdo entre o tempo de exposi¢do a radiagcdo
ultravioleta necessdrio para produzir dose minima de eritema (DME) na pele protegida, e o
tempo de aparecimento do mesmo eritema, na pele desprotegida (Equagdo 2.1). J4 a DME €

a dose minima de radiacdo ultravioleta requerida para produzir a primeira reagdao

eritematosa perceptivel com bordas claramente definidas, observadas entre 16 e 24 horas,
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apés a exposicdo a radiacdo ultravioleta (RUVOLO JUNIOR, 1997; BRASIL, 2006:

BALOGH et al., 2011).

FPS = Tempo minimo para formacdo de eritema na pele protegida (Equacao 2.1)

Tempo minimo para formagdo de eritema na pele nao protegida

A determinagdo do FPS de formulagdes € feita por métodos in vivo, utilizando 20
individuos sadios, incluindo homens e mulheres com sensibilidade mediana ao UV. Numa
parte das costas de cada individuo (0,3 m x 0,3 m), aplica-se o produto (150 +15 mg/100
cm?) em 4 cm?, deixando também uma parte descoberta (superficie teste), separada por uma
fita de 1 cm de largura. Irradia-se com lampada UV de 300 W por 20 minutos apds a
aplicacdo do produto. Observa-se o tempo de formagao do eritema e obtém-se o FPS apds a
realizagdo dos célculos (RIBEIRO, 2004; SANTOS, 2007). Entretanto, o método in vivo
ndo é capaz de mensurar outros efeitos induzidos pela radiacdo UV, tais como os danos ao
DNA, o fotoenvelhecimento, a imunossupressaio e a inducdo de melanoma
(PETRAZZUOQLI, 2000). Ademais, esse método preconizado pelas agéncias regulatérias
internacionais tem como fundamento a resposta eritematosa, que € um efeito observado na
exposi¢do da pele a radiacdo UVB, ndo sendo indicado para a avaliagdo de filtros que
absorvem na regido UVA. Por isso, visando a diminuir os custos envolvidos nos testes in
vivo, a aumentar a seguranca e a acelerar o processo de medi¢do, hoje em dia sdo realizados
métodos in vitro para avaliar o FPS durante o desenvolvimento de novas formulacdes e
para o controle de qualidade de rotina, lote a lote. Os principais métodos empregam

solucdes diluidas dos produtos testados, que sdo levadas para leitura por espectrofotometria
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no UV. Os métodos podem explorar a absorbancia (MANSUR er al., 1986) ou a
reflectancia (DIFFEY, 1997) dos filtros solares.

O método descrito por Mansur é o mais difundido. E um método simples, em que
uma solugdo é preparada com solvente apropriado para a formulagdo de filtro solar a ser
avaliada. A concentragdo desta solucdo é conhecida, para que seja possivel avaliar por
espectrofotometria no ultravioleta. Mede-se a absorbancia em comprimentos de onda
definidos e, com auxilio da férmula matematica desenvolvida (Equacdo 2.2) e de valores
empiricos para correcdo, torna-se possivel relacionar os valores de absorbancia obtidos com
o FPS da amostra (MANSUR et al., 1986; SANTOS et al., 1999).

290
FPS =FC. 2320 . EEx' Ix . Absk (conc.= 0,2uL/mL ou 0,2mg/mL) (Equacao 2.2)

Em que FC € o fator de correcdo (igual a 10), EEx € o efeito eritematogénico da
radiacdo de comprimento de onda Ix ¢ a intensidade da luz solar no comprimento de onda e

Absk ¢ a absorbancia da solucdo no comprimento de onda (definidos pelo Quadro 2.2).

Quadro 2.2: Relagao entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacdo em
cada comprimento de onda (MANSUR et al., 1986).

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

1,0000
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2.4 Benzofenona-3

As benzofenonas sdo a tnica classe de filtros solares que pertencem a categoria das
cetonas aromadticas e comecaram a ser utilizadas no final da década de 1950. A
benzofenona-3 (BZ-3), também conhecida como oxibenzona, metanona, 2-hidroxi-4-
metoxifenil (Figura 2.3), € um composto lipofilico, sendo o mais utilizado dessa categoria
nos Estados Unidos (NEDOROST, 2003). Alguns nomes comerciais sao: Neo Heliopan

BB®, Eusolex 4360, Tinosorb B3® (NASCIMENTO, 2011).

@] ?H
SRl

Figura 2.3: Férmula estrutural da BZ-3 (SHAATH, 1997).

OCH,

As hidroxibenzofenonas e seus derivados tém a habilidade de absorver e dissipar a
radiagdo UV A, porém em menor intensidade na regido UVB (SUZUKI et al., 2005). Estes
compostos possuem dois picos de absorcao, com comprimentos de onda méximos em 288
nm e 325 nm, sdo fotoldbeis e podem ser oxidadas rapidamente (KULLAVANIJAYA e
LIM, 2005). A ANVISA aprova o uso da BZ-3 como filtro solar em produtos para higiene
pessoal, cosméticos e perfumes, na concentracio maxima de 10% em massa, ressaltando
que, para concentracdes maiores que 0,5% em massa, deve-se incluir na rotulagem a
informacdo de conter oxibenzona (BRASIL, 2006).

Fernandez e colaboradores (2002) concluiram, apds estudo in vivo, com a técnica de

tape-stripping, que cerca de 35% em massa de BZ-3 aplicada sobre a pele pode ser
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absorvida. Estudos recentes tém confirmado a presenca deste filtro e seus metabdlitos na
urina de humanos até 48 horas apds a aplicacdo tépica de cosméticos (HAYDEN et al.,
1997; GUSTAVSSON-GONZALEZ et al., 2002; SIQUEIRA, 2008). Em um estudo de
seguranca da BZ-3, sugeriu-se que esta ndo € toxica nas condi¢des da pesquisa (OKEREKE
et al., 1995). Entretanto, a BZ3 apresenta atividade estrogénica (SCHLUMPF et al., 2004;

SUZUKI et al., 2005).

2.5 Metilbenzilideno Canfora

O 3-(4-metilbenzilideno) canfora (MBC) pertence ao grupo dos derivados da
canfora, sendo um filtro solar lipofilico (SASSON, 2006). E um composto sélido, cristalino
de cor branca e massa molar de 254,37 Da (Figura 2.4). Este composto absorve na regiao
UVB, de 290 nm a 300 nm em etanol, e apresenta uma alta absortividade molar (SHAATH,

1997).

Figura 2.4: Férmula estrutural do MBC (SHAATH, 1997).

Os derivados da canfora sao aprovados para serem usados na Unido Européia, assim
como no Brasil; entretanto, ndo estdo listados na monografia do FDA de 1999
(KULLAVANIJAYA e LIM, 2005). No Brasil, de acordo com a Resolucdo de Diretoria
Colegiada (RDC) n° 47 de 2006, a concentragdo maxima permitida para o MBC ¢ de 4%

em massa (BRASIL, 2006). Cabe ainda lembrar que o metilbenzilideno canfora é descrito
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como um filtro que causa média sobrecarga sobre a pele; ou seja, deve ser combinado com
outros filtros, a fim de serem obtidas formulacdes com baixas concentrac¢des de filtros e um
alto FPS (BARTH, 2000).

Virios estudos descrevem que o MBC apresenta acdo estrogénica, mediada
principalmente por receptores estrogénicos (MUELLER et al., 2003; SCHLUMPF et al.,
2004). Scidlova-Wuttke e colaboradores (2006) compararam os efeitos promovidos por
dois filtros organicos, MBC e p-metoxicinamato de octila, com os efeitos do estradiol em
alguns 6rgdos como a vagina, o uUtero e os 0ssos. Resultados demonstraram um pequeno
efeito estrogénico dos dois filtros no utero e na vagina apds trés meses de tratamento de
ratos ovarioectomizados, quando comparados com o efeito do estradiol. J4 nos ossos, MBC
apresenta um efeito antiosteoporético igual ao do estradiol, diferentemente do p-

metoxicinamato de octila, que ndo apresenta tal efeito.

2.6 Avobenzona

O butil metdxi-dibenzoilmetano, também conhecido como avobenzona (AVO)
(Figura 2.5), é um p6 cristalino de cor ligeiramente castanha, com odor aromatico fraco,
massa molar igual a 310 Da e caracteristica lipofilica (SASSON, 2006). E um filtro
organico, derivado do dibenzoilmetano, muito utilizado, isolado ou combinado a outros
filtros solares, em numerosos produtos para protecdo solar e cuidados para a pele
(ARAUJO e SOUZA, 2008). Fornece uma excelente protecio contra a radiagio UVA,
sendo muito eficiente e aprovado por agéncias regulatérias da Europa, Austrélia, Estados
Unidos e Japao (SIMEONI et al., 2004). Em nosso pais, de acordo com a RDC n° 47 de
2006, este composto pode ser utilizado até a concentracdo de 5% em massa (BRASIL,

2006).
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Figura 2.5: Férmula estrutural da AVO (SHAATH, 1997).

A AVO ¢ utilizada com outros filtros para aumentar a cobertura da formulagdo na
faixa do UVA, assim como o FPS de formulagGes. Entretanto, este filtro, dependendo da
formulacdo e associacdo, apresenta fotoinstabilidade, especialmente se associado ao p-
metoxicinamato de octila (RIBEIRO, 2006).

Simeoni e colaboradores (2004) investigaram a permeacdo in vitro de AVO livre e
complexado com hidroxipropil e sulfabutiléter B-ciclodextrina. O estudo de permeacdo foi
realizado em pele de tecido humano da regido abdominal e da mama de mulheres em
células de Franz. A quantidade de filtro presente no estrato cérneo, epiderme vidvel, derme
e fluido receptor, apds 6 horas, foi determinada por cromatografia liquida de alta efici€éncia
(CLAE). A complexacdo dessa substincia com sulfabutiléter B-ciclodextrina foi a que
apresentou melhores resultados, visto que houve uma reducdo marcante da concentragdao
deste filtro nas fracOes epidérmicas, quando comparado com o AVO livre e em
hidroxipropil B-ciclodextrina. Baseado nestes estudos, parece ser recomenddvel limitar o
contato direto do filtro solar e seus derivados com tecidos vidveis da pele com a utilizagao

de sistemas de inclusao, visto que esta € uma forma de minimizar os efeitos toxicos.
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2.7 Sistemas de Inclusao de Filtros Solares

A absorg¢ao sistémica € um fator a ser considerado nos filtros solares, ja que estudos
in vitro e in vivo publicados mostraram que certos filtros sdo absorvidos pela pele humana
apo6s aplicagdo tépica. Janjua e colaboradores (2004) evidenciaram que, quando aplicado 2
mg/cm’® de uma formulacdo creme contendo trés filtros solares, (p-metoxicinamato de
octila, benzofenona-3 e 3-(4-metilbenzilideno) canfora) a 10% (p/p) cada na pele de
humanos, os trés compostos foram absorvidos pela pele e excretados na urina. Desse modo,
€ necessdrio o desenvolvimento de sistemas de inclusdo que permitam a retengao dos filtros
solares nas camadas mais externas da pele, a fim de alcangar o efeito maximo de protecao e
minimizar os efeitos toxicoldgicos. Lipossomas, microesferas, lipoesferas, nanocapsulas e
inclus@o em complexos sdo os sistemas mais usados para controlar a liberacdo de filtros
solares da formulacdo (SCALIA et al., 1999; ALVAREZ-ROMAN et al., 2001).

Yener e colaboradores (2003) demonstraram que as microesferas podem ser
sugeridas como carreadores para o p-metoxicinamato de octila, por diminuirem a taxa de
liberacdo e penetracdo, além de aumentarem a fotoestabilidade desta substancia. Segundo
Wissing e Muller (2001), as nanoparticulas sélidas-lipidicas (NSL) formam um filme apds
aplicacdo na pele. A evaporacao da dgua conduz a fusdo das particulas e a formacao de um
filme, fixando as moléculas do filtro solar no filme e mantendo o filtro por mais tempo na
superficie da pele, local onde deve atuar. Experimentos de liberacdo e permeacdo in vitro e
in vivo mostraram que a penetracdo de oxibenzona ¢é significativamente diminuida ao
incorpord-la em NSL, quando comparado com uma emulsdo. Além disso, t€ém sido
estudados métodos que diminuem a possibilidade de fotodegradacdo, como a inclusiao dos
filtros solares em nanocdpsulas ou ciclodextrinas, que prometem bons resultados (MILESI

e GUTERRES, 2002).
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Com o intuito de diminuir o grau de decomposi¢do e a formacdo de radicais livres
observados quando a avobenzona € exposta a luz solar simulada, foi realizada a
complexacdo deste composto com a hidroxipropil B-ciclodextrina (SCALIA et al., 1998;
2002). Outro sistema carreador descrito na literatura para promover a estabilidade
fotoquimica deste filtro solar foi a lipoesfera, sendo um representante adequado para a
reducgdo da fotodecomposicao do mesmo (IANNUCCELLI et al., 2006).

Nos ultimos anos, os lipossomas também passaram a assumir um papel importante
como sistema de inclusdo nas dreas da dermatologia e cosmetologia. Lipossomas t€m sido
amplamente utilizados como veiculo em formulacdes cosméticas, em razdo da sua
estrutura, que proporciona a encapsulacao de substancias ativas hidrofilicas e lipofilicas. Os
ativos lipofilicos podem ser incorporados na bicamada lipidica, enquanto os ativos
hidrofilicos sao solubilizados no interior do espago aquoso (ANSEL et al., 2000;
MEHNERT & MADER, 2001). Além disto, a sua estrutura de bicamada é semelhante a
estrutura das membranas celulares, o que os torna capazes de interagir com as células do
organismo (RAMON et al., 2005).

A despeito da discussdo prévia, as nanoparticulas poliméricas tém atraido maior
atencdo dos pesquisadores em relacdo aos lipossomas, devido as potencialidades
terapéuticas e a maior estabilidade nos fluidos biol6gicos e durante o armazenamento
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Além disso, a tecnologia de encapsulagdo em sistemas
poliméricos nanoestruturados também minimiza a degradacdo dos ativos, tornando-se uma
alternativa para a obtencdo de maior estabilidade quimica dos filtros solares
(NASCIMENTO, 2011).

2.8 Nanoparticulas Poliméricas de Filtros Solares
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As nanoparticulas poliméricas constituem um potencial sistema de liberacdo de
ativos, podendo ser definidas como sistemas coloidais ou carreadores sdlidos de farmacos,
com diametro inferior a 1 pum, preparadas a partir de polimeros naturais ou sintéticos,
biodegraddveis ou ndo, sendo o produto da biodegradacdo biocompativel,
toxicologicamente seguro e eliminado pelas vias metabdlicas normais (SCHAFFAZICK et
al., 2003). Em se tratando, especificamente, de particulas carregadas com filtros solares,
observa-se a indicacdo de sistemas nanoestruturados na faixa de 100 nm a 1000 nm, para
que haja menor risco de permeacgao cutanea (GARCIA, 1998; SCALIA, 1998; PERUGINI,
2002; SCALIA, 2002; YENER, 2003; JIMENEZ, 2004; MOTA, 2005; MONTEIRO, 2008;
JAIN e JAIN, 2010, NASCIMENTO, 2011).

Tradicionalmente, as nanoparticulas poliméricas sdo classificadas como
nanocdpsulas e nanoesferas. As nanoesferas sdo estruturas tipo matriciais, nas quais os
compostos ativos podem estar adsorvidos na superficie, aprisionados ou dissolvidos na
matriz. J4 as nanocdpsulas, por sua vez, t€m uma casca polimérica e um nucleo interno;
normalmente, as substancias ativas ficam dissolvidas no nicleo, mas também podem estar
adsorvidas na superficie (SCHAFFAZICK et al., 2003; KESISOGLOU et al., 2007).

A aplicabilidade das nanoparticulas para fins biomédicos pode ser aumentada se
forem usados materiais biocompativeis. O mesmo acontece no mercado cosmético, no qual
o desenvolvimento de produtos com o maior nimero de componentes de origem natural,
especialmente os de origem vegetal, explorando de forma racional a biodiversidade
brasileira, cresce largamente. A incorporacdo de ativos naturais em produtos cosméticos
tem sido uma prética corrente, pois hd grande interesse tanto do mercado nacional quanto
do internacional, principalmente se existirem estudos cientificos comprovando a seguranca,

eficdcia e comprometimento com o desenvolvimento sustentdvel (FERRARI er al., 2007).
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Particularmente, o uso do poli (metacrilato de metila) - PMMA - se destaca nessa
area, por ser biocompativel e ser produzido a partir de um mondmero (metacrilato de metila
— MMA) que apresenta baixa toxicidade. Por essa razao, tanto o MMA como o PMMA sio
amplamente empregados para preparacdo de cimentos dentais, cimentos Osseos, proteses
Osseas e medicamentos usados para administracao oral (FONSECA, 2012). Além disso,
essa classe de polimeros pode ser conjugada com proteinas, biomoléculas e ingredientes
farmacéuticos ativos, resultando em produtos promissores na area de sistemas de liberacao
de farmacos, cultura de células, bioprocessos enzimaticos, dentre outros (UCHEGBU e
SCHATZLEIN, 2006).

Este sistema carreador, ou de inclusdo, apresenta vantagens que o tornam
promissores para aplicagdo em formulacdes cosméticas (WISSING e MULLER, 2003;
MORGANTTI, 2010):

1) Capacidade de prote¢do a compostos ldbeis contra degradagdo quimica;

2) Possibilidade de controle da liberacdao da substancia ativa;

3) Atuacdo como agentes oclusivos;

4) Apresentacdo de potencial efeito bloqueador das radiacdes UV, atuando como

filtros fisicos, podendo estar combinados com filtros quimicos, aumentando o

FPS (Figura 2.6).

25



Nanoparticulas

Camada
Fotoprotetora

Figura 2.6: Possivel acdo das nanoparticulas com filtro solar (modificado de TERCI, 2008).

Nos 1ltimos anos, estudos tém procurado compreender a influéncia da
nanoencapsulacdo de farmacos e ativos cosméticos sobre a capacidade destes compostos
permearem a pele. No caso especifico dos filtros solares, sua fun¢do € otimizada se os
compostos sdo mantidos na pele. Logo, a utilizacdo de nanoparticulas poliméricas visa a
alterar e/ou mascarar as propriedades de permeacdo de ativos encapsulados (OLVERA-
MARTINEZ et al., 2005).

Alvarez-Roman e colaboradores (2001) avaliaram o perfil de liberacdo de um filtro
solar (metoxicinamato de octila) livre e em nanocdpsulas incorporados em um gel. As
nanocdpsulas foram obtidas a partir do polimero pronto e os resultados mostraram que a
formulacao contendo o sistema de inclusdo apresentou perfil de liberacdo moderado, o que
pode ser justificado pela hidrofobicidade do polimero empregado e pela alta lipofilia do
ativo, que previnem sua difusdo para o meio receptor. Outra caracteristica observada foi
que a formulacdo contendo as nanocdpsulas apresentou maior prote¢do contra a formacao
de eritemas causados pelos raios UV do que a formulagdo contendo metoxicinamato de

octila ndo-encapsulado. Outro estudo também encontrou resultados semelhantes, o que
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pode ser resultado da formagao de um filme de nanocdpsulas sobre a pele, impedindo a
penetracio pelo estrato cérneo (JIMENEZ at al., 2004).

Com o objetivo de avaliar a influéncia do tamanho das particulas sobre a penetracao
do ativo nas camadas mais internas da pele, Verma e colaboradores (2003) prepararam
lipossomas de diferentes didmetros (120 nm, 191 nm, 377 nm e 810 nm) e observaram que
os sistemas de inclusdo com menor tamanho facilitam a penetragdo do ativo em teste. Estes
dados confirmam a informag¢do de que particulas de maior tamanho ndo penetram
facilmente nas camadas mais profundas da pele, podendo ser carregadas com filtros solares,
cujo objetivo principal é a permanéncia sobre e/ou no estrato cérneo.

Em trabalho semelhante, Shim e colaboradores (2004) avaliaram o desempenho de
nanoparticulas, obtidas a partir de polimero pré-fabricado, carregados com minoxidil e
apresentando diametros entre 40 nm a 130 nm. Os resultados mostraram que as particulas
de menor tamanho facilitaram amplamente a penetracio do minoxidil para o
compartimento receptor e que a quantidade de farmaco retido na superficie da pele nao foi
dependente do tamanho da particula.

Romio e colaboradores (2007) obtiveram nanocdpsulas de polimetacrilato de metila
(PMMA) por polimerizacdo em miniemulsdo, usando como co-estabilizador uma mistura
de triglicérideos caprilico (50-65%) e caprico (Neobee M—5®) e a lecitina como tensoativo,
ambos biocompativeis. Nao foi feita inclusdo de nenhum ativo cosmético, mas, a despeito
disso, parece 6bvio o interesse pelo uso de compostos naturais para formulacdo de
nanocépsulas. Em outro estudo, avaliou-se o efeito da concentracdo da fase organica e de
surfactante sobre a cinética de reacdo, o diametro médio das particulas e o nimero de
particulas nas reacOes de polimerizacgio de MMA em miniemulsdo usando uma

mistura liquida de triglicerideos de 4dcidos graxos saturados de cadeia C8-C12
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(Miglyol 812®) como co-estabilizador e lecitina como surfactante (BERNARDY et al.;
2007).

Novos produtos fotoprotetores também tém sido desenvolvidos a partir de
nanoparticulas de filtros fisicos ou inorganicos, como diéxido de titanio (TiO2) e 6xido de
zinco (ZnO). Estas nanoparticulas insoldveis, com didmetro entre 50 e 200 nm, sao
utilizadas em formulagdes antissolares, levando a uma melhora na aparéncia esbranquicada
das preparagdes tradicionais, além de criar um veiculo mais transparente, menos viscoso e
com melhor espalhabilidade sobre a pele, aumentando a aceitabilidade por parte dos

consumidores (BALOGH et al., 2011).

2.9 Polimeriza¢do em Miniemulsdo

O preparo de nanoparticulas poliméricas pode ser realizado de diferentes formas,
tais como inchamento osmético, encapsulamento de um nao solvente, emulsao de d4gua-em-
6leo-em-dgua, inchamento com um solvente, polimerizacio em miniemulsdo e
incorporagdo de um agente expansor (ROMIO et al., 2007). Entretanto, a técnica de
evaporacdo por solvente, a partir de polimeros prontos, ¢ a mais conhecida na &rea
farmacéutica e seu processo baseia-se na emulsificagdo inicial de uma mistura que contém
solvente volatil, ingrediente ativo e polimero em uma fase externa, que pode ser dgua ou
um o6leo no qual o polimero € insoluvel. Posteriormente, a emulsdo é submetida a agitacao
constante e evaporacdo do solvente por véicuo, levando a precipitagdo do polimero e do
composto ativo. As nanoparticulas formadas sdo filtradas e secas sob condi¢des apropriadas
(JAIN et al, 1998; VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2008; WO02009/121997). As

desvantagens desta técnica sdo: possibilidade de coalescéncia das nanogoticulas durante o
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processo de evaporacdo do solvente, restricdes relacionadas ao tipo de material organico
que pode ser encapsulado e tempo prolongado para o preparo das nanoparticulas.

Ao ser comparado aos diferentes métodos, a polimerizacio em miniemulsao
permite, a partir de uma fase heterogénea, obter uma emulsdo homogénea e estdvel,
formada por particulas de polimero a partir das gotas de mondmero originais, que
constituem o locus primario da polimerizacio e se comporta como ‘‘nanorreator’
(ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002).

Miniemulsdes sdo classicamente definidas como dispersdes aquosas de uma fase
organica, relativamente estdveis, com tamanho médio entre 50-500 nm, preparadas por um
sistema contendo dleo, d4gua, um tensoativo e um "co-estabilizador" (LANDFESTER et al.,
1999).

Na primeira etapa do processo de polimerizacdo em miniemulsdo, pequenas gotas
estaveis sao formadas pela dispersdo de um sistema contendo a fase dispersa (gotas liquidas
de mondmero), a fase continua (fase aquosa), um surfactante e um co-estabilizador
(normalmente um hidréfobo; ou seja, substancia que nao possui afinidade com a 4gua)
(LANDFESTER, 2006). Para que esta dispersao ocorra, € necessario aplicar um mecanismo
que promova intensa misturacdo, como objetivo de obter um estado de equilibrio entre a

taxa de quebramento e de coalescéncia das gotas (Figura 2.7).

® #* % * * ﬁgfion and

macroemulsion

I miniemulsion: steady state I

Figura 2.7: Apresentacdo do equilibrio dinamico de uma miniemulsao (ANTONIETTI e
LANDEFESTER, 2002).
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Na segunda etapa, as gotas emulsificadas s@o polimerizadas, sem que se modifique
idealmente as suas caracteristicas morfoldgicas. O tamanho das gotas depende
principalmente das quantidades e tipo de surfactante e de co-estabilizador e das condicdes
de dispersao. As etapas fundamentais da polimerizacdo em miniemulsdo sdo representadas

na Figura 2.8.

;°;b e ﬂ,%%g qui%jéiégi;% :igi%jéiﬁgj;%

#  Fasell

Nanogotas estaveis com Copia 1:1
compartimentos pequenos (nanoreator)

Figura 2.8: Etapas fundamentais da polimerizagao em miniemulsao (LANDFESTER,
2006).

Em principio, depois do preparo da miniemulsdo, existem dois mecanismos que
podem alterar o nimero e o tamanho das goticulas: a degradacdo difusional (Ostwald
ripening) e a coalescéncia entre as gotas. Estes fendmenos podem levar a desestabilizacdo e
subseqiiente separacdo das fases da emulsdo. Logo, para a obtencdo de uma emulsdo
estavel, com gotas relativamente pequenas, ambos 0s mecanismos devem ser evitados
(CORTINA, 2007).

O uso de co-estabilizantes retarda significativamente (ou até mesmo impede) a
degradacdo difusional (transferéncia de mondmero de gotas menores para gotas maiores,
para reduzir a energia superficial total do sistema). Assim, a adicdo de co-estabilizante

mantém estaveis as gotas pequenas durante a polimerizacdo. Para evitar a desestabiliza¢ao
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da emulsdo, devido ao processo de colisdo ou coalescéncia, adiciona-se o surfactante
apropriado, que promove a estabilizacdo eletrostdtica e/ou estérica das gotas (ROMIO et
al., 2009). Desta forma, o efeito principal causado pelo co-estabilizante € o de reduzir o
potencial quimico do mondmero presente nas pequenas gotas, reduzindo a transferéncia de
massa das pequenas para as grandes gotas. Ja o efeito principal causado pelo surfactante € a
reducdo de energia interfacial e/ou a protecdo mecanica (estérica) ou eletronica (acimulo
de cargas) de superficie (CHOU et al., 1980; SCHORK et al., 2005).

O processo de polimerizagdo em miniemulsao apresenta inimeras vantagens sobre o
processo de polimerizagdo em emulsdao convencional, quando se deseja produzir
nanoparticulas carregadas com compostos bioativos. Por exemplo, se a encapsulagao
envolve um composto pouco solivel em dgua, € praticamente impossivel que este
composto passe pela fase aquosa para entrar nas particulas poliméricas, ja que as particulas
sdo nucleadas a partir da precipitacdo de cadeias no meio aquoso e/ou reacdo nas micelas
formadas pelo emulsificante. No processo em miniemulsdo, os compostos podem ser
adicionados diretamente nas gotas de mondmero, que constituem o [dcus de polimerizagao.
O latex oriundo da polimerizacdo por miniemulsdao também pode apresentar uma
viscosidade e estabilidade coloidal diferente do obtido a partir da polimerizacio em
emulsdo convencional (ROMIO, 2007; EL-JABY et al., 2009). Estes fatores, juntamente
com o tamanho de particula que se deseja obter, levam a utilizagdo, cada vez mais
freqiiente do processo de polimerizacao via miniemulsdo.

E importante salientar que essa técnica de incorporagio de compostos ativos in-sifu
€ em uma unica etapa pela polimerizacio em miniemulsdo ndo € usual. A revisdo da
literatura mostra que pouquissimos trabalhos tratam da incorporacdo de farmacos in-situ

por polimerizacdo em miniemulsdo, havendo poucas citagdes a respeito da possibilidade de
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aplicar essa técnica para a produc¢do de compostos ativos nanoencapsulados, como na
patente US2007/02092524A1. Entretanto, os exemplos apresentados nessa patente utilizam
o mondmero n-butilcianoacrilato para producdo do latex polimérico e o produto final
apresenta particulas dispersas com dimensdo caracteristica na faixa de micrometros,
caracterizando uma suspensdo e ndo uma emulsdo. Nas patentes EP 1661559A1 e
W02006/056362A2, o processo de polimerizagao por miniemulsdo também foi empregado,
porém com o objetivo de preparar um sistema de liberacao controlada de ativos.

Em se tratando especificamente de filtros solares e sistemas fotoprotetores, a patente
EP2311844A1 utiliza ativos semelhantes aos propostos nesta tese, como avobenzona;
entretanto, a polimerizac¢ao nao se da pelo processo de miniemulsao. O processo utilizado €
o de polimerizagdao em suspensio e o mondmero utilizado ndo € o metacrilato de metila. A
grande maioria das nanoparticulas dopadas com filtros UVA e/ou UVB ja descritas na
literatura € originada da mistura entre uma solug¢do polimérica e substancias com func¢ao
fotoprotetora, de maneira que a adi¢do dos filtros solares ndo se dd antes do inicio da
polimerizacdo (in situ) (WO2008/126971A1; W0O2010/040194A2).

A incorporacdo de ativos a sistemas poliméricos por polimerizacdo in-situ nao
constitui matéria trivial, uma vez que os compostos quimicos podem interagir fortemente
com o meio de reacdo, tornando a polimerizacao invidvel (ODIAN, 2004). Portanto, ndo €
possivel garantir a priori com a tecnologia hoje disponivel que um ativo particular possa
ser incorporado a um latex polimérico in-situ por polimerizacio em miniemulsdo sem o

desenvolvimento do processo.
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CAPITULO 3

Objetivos

Neste capitulo, sdo apresentados os objetivos da tese, tanto geral como especificos,

além da justificativa do trabalho, que incluem sua relevancia e originalidade.

3.1 Objetivo Geral

O principal objetivo desta tese € o desenvolvimento, baseado na técnica de
polimerizacdo via miniemulsdo, de nanoparticulas poliméricas contendo filtros solares
(benzofenona-3, avobenzona e metilbenzilideno canfora), que possam ser utilizadas como
matéria-prima para a manipulacdo de formulagdes fotoprotetoras, com qualidade

aumentada ou semelhante as formulacoes ja disponiveis no mercado.

3.2 Objetivos Especificos

Dentre os objetivos especificos desta tese, a primeira etapa envolve o
encapsulamento de trés diferentes filtros solares (benzofenona-3, avobenzona e metil
benzilideno canfora) por resinas poliméricas obtidas pelo processo de miniemulsio,
utilizando como mondmero o metacrilato de metila. Estas substancias quimicas antissolares
foram selecionadas por apresentarem larga utilizacdo comercial e baixo custo, j4 o
mondmero de escolha foi o MMA por ser muito utilizado em aplicacdes biomédicas, mas
principalmente por ser ndo-imunogénico, biocompativel e de baixo custo. Posteriormente a
obtencdo das nanoparticulas de PMMA contendo filtro solar, a caracterizacio deste produto
tem por fun¢do obter informacdes sobre o impacto que as condi¢des reacionais exercem

sobre as nanoparticulas. Esta etapa é fundamental j4 que as propriedades finais destas
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particulas influenciam diretamente a qualidade do produto, farmacéutico ou cosmético,
desenvolvido a partir destas.

A segunda etapa da tese € o desenvolvimento de formulagdes fotoprotetoras
contendo as nanoparticulas poliméricas de BZ3, MBC e AVO sintetizadas. A forma de
apresentacdo para o produto manipulado € uma emulsdo cremosa, por ser uma forma
farmacéutica facilmente obtida e por apresentar um alto indice de aceitacdo pelos
consumidores. Finalmente, os ensaios in vitro € in vivo sdo uma metodologia especifica que
caracteriza e avalia a segurancga e eficicia dos sistemas obtidos, garantindo a obtencdo de

um produto final com a qualidade esperada para uma formulacdo cosmética.

3.3 Justificativa da Tese

A exposicdo excessiva a luz solar pode causar danos irrepardveis, como por
exemplo o cancer de pele, cuja maior incidéncia ocorre em paises tropicais, como o Brasil
(SALVIO et al., 2011). Sendo assim, a necessidade do uso de protetor solar é uma
realidade indiscutivel, tendo sido utilizado regularmente por milhdes de pessoas e aplicado
em grandes areas do corpo. Por esta razdo o mercado desses produtos apresenta um enorme
potencial de crescimento para os proximos anos (MACHADO et al., 2011).

A ampliagdo das pesquisas para desenvolvimento de novos filtros solares tem por
objetivo oferecer preparacdes com maior eficicia (produtos com maior eficiéncia de
protecdo, maior estabilidade quimica e mais acessivel a populacdo). Além disso, os filtros
solares devem apresentar baixa toxicidade, ja que vdrias destas substancias e seus produtos

de biotransformacao ja foram encontrados em camadas mais profundas da pele, urina e leite

34



materno apds uma Unica aplicacdo, e podem ser ingeridos apds aplicagdo nos labios
(ARAUJO e SOUZA, 2008; MOTA et al., 2008).

A inclusdo de filtros solares em sistemas de liberagcdo pode diminuir a absorc¢do
cutanea, aumentar o fator de protecao solar (FPS) e a fotoestabilidade. Além disso, ainda
pode ser responsavel pelo aumento no tempo de permanéncia dos filtros solares no estrato
corneo, tornando as preparacdes solares mais seguras e eficazes (MOTA et al., 2008).
Como o sistema de inclusdo € constituido por nanoparticulas poliméricas, ainda existe a
possibilidade de atuarem como agentes oclusivos e potenciais bloqueadores das radiacdes
UV, atuando como filtros fisicos, e quando combinados com filtros quimicos, aumentarem
o FPS do produto final (WISSING e MULLER, 2003; TERCI, 2008).

Desta maneira, desenvolveu-se a partir de nanoparticulas poliméricas carregadas
com filtros solares formulagdes fotoprotetoras com a concentragdo méxima permitida de
cada dos filtros solares anti-UVA e anti-UVB. Vale ressaltar que formulagdes contendo tais
particulas j sdo disponiveis no mercado, como é o caso do Eusolex UV — Pearls®, destaque
da Merck® (MACHADO et al., 2011). Entretanto, a técnica de obtencdo, em todos os
casos, envolve o preparo a partir de polimeros previamente obtidos com posterior adi¢ao
dos filtros solares de escolha. Na presente tese de doutorado, os filtros solares de escolha
(benzofenona-3, avobenzona e metilbenzilideno canfora) foram incorporados in situ; ou
seja, durante o processo de polimerizacdo, as substancias ja estdo adicionadas ao meio
reacional. Esta alteracdo facilita a técnica de preparo e permite um aumento na taxa de
encapsulacdo, ja que as substincias antissolares sdo soldveis na fase orginica (mondmero).
Além disso, permite a obten¢do de menores tamanhos das particulas formadas, favorecendo

a manipulacdo da formulacao fotoprotetora e o sensorial do produto obtido.
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CAPITULO 4

Materiais e Métodos

Neste Capitulo sdo descritos os equipamentos, os acessérios e as metodologias

empregadas para o desenvolvimento do presente estudo.

4.1 Equipamentos e Acessorios

Os equipamentos e acessorios empregados para o desenvolvimento desta tese, assim

como suas aplicagdes, estdo apresentados abaixo.

Ampolas de vidro, com capacidade de 20 ml, usadas para as reagdes de
polimerizacdo para a obten¢do de nanocdpsulas de 6leo de andiroba;

Analisador de tamanho de particula (Malvern Instruments Zeta Size-Nano, modelo
Nano-ZS), usado para a determinacao da distribuicdo de tamanhos de particula
presentes no sobrenadante de cada polimerizagao;

Balangas (Gehaka, modelo BG-400, pesagem méaxima de 404 g; Belmark, modelo
U210A, pesagem maxima de 210 g), com precisdo de 0,001 g, para pesagens dos
componentes das polimerizacdes e das amostras para andlise;

Baldes volumétricos, para preparo das solugdes a serem analisadas no
espectrofotometro.

Banho de Ultrassom — T14, Thorton, para acelerar a solubilizacdo das amostras
contendo nanoparticulas poliméricas.

Banho termostético (MicroQuimica, modelo MQBTCA-100), para o aquecimento

das ampolas durante o preparo das miniemulsdes de 6leo de andiroba;
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Bastdo de vidro para auxiliar na homogeneizagao das solucdes preparadas;
Béqueres, com capacidades variando de 30 a 1.000 ml, para pesagens dos reagentes
e preparo das solucdes;

Calorimetro Diferencial de Varredura (Mettler Toledo, modelo 1822¢), para anédlise
da forma de associagdo das particulas produzidas;

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Merck, modelo LachromElite) para
quantificacdo dos filtros solares nas formulagdes fotoprotetoras e nos ensiaos de
liberacao;

Calorimetro Diferencial de Varredura (Perkin Elmer, modelo DSC7) para a
determinac¢do da temperatura de transic¢ao vitrea (Tg) dos polimeros produzidos;
Cromatégrafo (Viscotek, modelo VE 2001, com quatro colunas Phenomenex e
detector refratométrico Viscotek, modelo VE 3580) para a determinacdo da
distribuicdo de massas molares dos polimeros produzidos. A calibracio do
equipamento foi feita com padrdes de poliestireno, com massas molares na faixa de
2340 - 1,86x10° Da;

Cromatdgrafo a gas (Agilent, modelo 6890N), para o cdlculo de mondmero residual
presente no produto final;

Dispersor ultrassonico (Fisher Scientific, Sonic Dismembrator Modelo 500), para o
preparo das miniemulsdes de 6leo de andiroba;

Espectrometro (Nicolet 6700 Thermo Fisher Scientifc Inc., Massachusetts, USA)
com detector MCT/B Smart Orbit, resolucdo 4 e 128 varreduras (64 varreduras de
fundo), para a andlise de espectroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier das nanoparticulas obtidas;
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Espectrofotometro (Perkin-Elmer, Fiber Optic — UV/Vis), utilizado para os testes de
solubilidade e taxa de encapsulagio;

Estufa de circulagdao (Marconi, modelo MA 030), para a secagem das amostras;
Estufa de circulagcao (Quimis, modelo Q314) para a secagem das amostras;

Funil de vidro para a alimentacdo dos componentes das reagdes no reator;
Homogeneizador de alta pressao (Artepecas, modelo APLAB-10 - 1.000 Bar),
usado para o preparo da miniemulsao;

Irradiador UV Atlas modelo Suntest CPS+, equipado com filtro UV Special Glass,
empregado para andlises de FP UV A das formulacdes fotoprotetoras;

Liofilizador (CHRIST modelo BETA 1-16), utilizado na secagem das amostras
obtidas por miniemulsao;

Microscépio Eletronico de Transmissdao (JEOL, modelo JEM 2100F, de 100kV),
para anédlise da morfologia das nanoparticulas poliméricas;

Microscépio Eletronico de Varredura (JEOL, modelo JSM 5300), para anélise da
morfologia das nanoparticulas poliméricas. As fotomicrografias foram processadas
em um analisador de imagens (Zeiss);

Papel aluminio para preparo das cdpsulas de acondicionamento das amostras de
l4tex durante os ensaios de gravimetria;

Papel de filtro (Qualy, gramatura 80, maioria dos poros com didmetro de 14 pum),
utilizado na etapa de filtracdo;

Pipeta Pasteur, para preparo das solug¢des diluidas das amostras contendo
nanoparticulas;

Placa de agitacdo (IKA C-MAG HS 7), para preparo das solucdes empregadas;
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Potencidometro (Analyser, modelo pH300M), para avaliacdo do pH das formulacdes
fotoprotetoras desenvolvidas;

Reator de vidro, com capacidade de 1.000 ml, utilizado para as reacdes de
polimerizagao;

Tubos de ensaio de vidro com capacidade de 10 ml, utilizados nas reacdes de
polimerizacdo via miniemulsdo, para obtencdo das nanocdpsulas de o6leo de
andiroba.

Unidade filtrante descartivel Millex ™ HV com 0,45 pm, membrana durapore

PVDF, para filtracdo das amostras antes de submeté-las a andlise por HPLC.

4.2 Reagentes

Todos os reagentes abaixo discriminados foram utilizados conforme recebidos, nao

tendo sido feito qualquer preparo prévio ou purificagdo adicional.

Acetona P.A., fornecida pela VETEC Quimica Fina, usada na limpeza dos materiais
apos o término das reacoes;

Agua destilada usada no preparo das solugdes K,S,0s, Lauril Sulfato de Sédio e
NaHCO:s.

Bicarbonato de sédio (NaHCO3), fornecido pela PROQUIMIOS, teor: 97%, usado
como tampao na polimerizagao em emulsao;

Cloroférmio deuterado (CDCls), fornecido por Cambridge Isotope Laboratories

Inc., utilizado na solubilizacdo das amostras para a analise de RMN;
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¢ Dimetacrilato de Etlilenoglicol (EGDMA), fornecido pela Vetec Quimica Fina,
utilizado como agente reticulante nas reacdes de obten¢do das nanocédpsulas de 6leo
de andiroba;

e FEtanol P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina, usado no preparo das solugdes de
leitura no espectrofotometro UV-Vis;

e Hidroquinona, fornecida pela Vetec Quimica Fina, teor: 91%, usado como inibidor
da reagdo de polimerizacao;

e Lauril sulfato de sédio (LSS), fornecido pela PROQUIMIOS, teor: 100%, usado
como emulsificante da polimerizacdo em emulsio;

e Lecitina, fornecida pela Alfa Aesar, utilizada como surfactante no preparo das
nanocapsulas de 6leo de andiroba;

e Metacrilato de metila (MMA), fornecido pela Aldrich, usado como mondmero nas
reacOes de polimerizacdo em miniemulsio;

e Oleo de Andiroba, fornecido pela Beraca, utlizado como co-estabilizador e ativo a
ser encapsulado na obten¢ao das nanocapsulas.

e Persulfato de Potéssio (K,S,;0s), fornecido pela Merck Indistrias Quimicas, teor:
94%, usado como iniciador nas reagdes de polimerizagao;

e Tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company Inc.,
usado na andlise de GPC, como fase mével e na solubilizacdo das amostras;

4.3 Filtros Solares
Os filtros solares selecionadas para o trabalho foram:

¢ Benzofenona-3 (BZ-3), doado pela Spectrum®, teor (99,8%);
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e Butil metéxi-dibenzoilmetano ou Avobenzona (AVO): doado pela Spectrum®, teor
(99.3%);

¢ 3-(4-metilbenzilideno) canfora (MBC): adquirido da Galena®, teor (100%).

4.4 Preparo das Nanoparticulas de Oleo de Andiroba

O estudo de preparacao de nanoparticulas de 6leo de andiroba foi desenvolvido por
meio de parceria existente entre a Universidade Federal do Rio de Janeiro e a Universidade
Federal de Santa Catarina, juntamente com a Rede Brasileira de Col6ides Poliméricos
(RBCP). O estudo foi realizado com o objetivo de treinamento e aprimoramento da técnica
de polimerizacdo via miniemulsao.

A escolha pelo 6leo de andiroba foi devido ao fato de este ser um ativo de origem
natural de grande interesse para as industrias farmac€utica e cosmética, possuir acao
antiinflamatodria, analgésica, principalmente em dores reumaticas e artrite (PENIDO et al.,
2006a) e antialérgica, além de servir como repelente de insetos (MIOT et al., 2004;
MENDONCA et al., 2005), devido aos seus compostos bioativos (PENIDO et al., 2006b).
Por ser muito hidrofébico, o 6leo de andiroba é adequado para atuar como co-estabilizador,
reduzindo a degradacdo difusional das gotas de monomero. Por ndo ser um solvente do
polimetacrilato de metila, este 6leo também € adequado para a formulacdo de nanocépsulas.

As reacdes de polimerizacdo ocorreram em ampolas de vidro, com temperatura
controlada por um banho termostatico. Inicialmente, pesaram-se os componentes da fase
organica (MMA, lecitina, 2,2’-azobis-isobutironitrila - AIBN, 6leo de andiroba e, em
alguns casos, dimetacrilato de etilenoglicol - EGDMA), de acordo com receita adaptada de

trabalhos anteriores do mesmo grupo de pesquisa (ROMIO et al., 2007; ROMIO et al.,
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2009) e descrita na Tabela 4.1. A fase organica foi agitada por 20 minutos com agitador
magnético. Em seguida, a fase organica foi adicionada a fase aquosa (4gua) e a dispersao
foi agitada por mais 15 minutos com agitador magnético. Para o preparo da miniemulsio
foi utilizado um dispersor de ultrasom por 4 minutos a 60% de amplitude. Para minimizar o
aumento da temperatura durante a dispersdo, fato que pode favorecer a decomposi¢io do
iniciador e conseqiientemente antecipar o inicio da reacdo de polimerizacdo, foi utilizado

um banho termostatico, na temperatura de 10°C.

Tabela 4.1: Composicao dos experimentos das nanoparticulas de 6leo de andiroba.

Experimentos 1 2 3 4 5 6
Agua Destilada (g) 24,000 24,000 24,000 24,000 24,000 24,000
Oleo de Andiroba (g) 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 4,200
MMA (g) 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 1,800
Lecitina (g) 0,120 0,120 0,120 0,120 0,120 0,120
AIBN (g) 0,070 0,210 0,023 0,070 0,070 0,070
EGDMA (g) 0 0 0 0,060 0,150 0,090
Temperatura de Reagdo (°C) 70 70 70 70 70 70
Experimentos 7 8 9 10 11
Agua Destilada(g) 24,000 24,000 24,000 24,000 24,000
Oleo de Andiroba (g) 4,200 1,800 3,000 4,200 1,800
MMA (g) 1,800 4,200 3,000 1,800 4,200
Lecitina (g) 0,120 0,120 0,120 0,120 0,120
AIBN (g) 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070
EGDMA (g) 0,090 0,210 0 0 0
Temperatura de Reacao (°C) 70 70 55 55 55

MMA - metacrilato de metila; AIBN - 2,2’-azobis-isobutironitrila; EGDMA -
dimetacrilato de etilenoglicol.

A dispersdo por ultrassom, muito comum em escala laboratorial, produz ondas que
causam a oscilacdo das moléculas situadas ao redor do sonicador. As ondas de choque
produzidas e o total colapso das bolhas causam a quebra das goticulas de mondmero
(ASUA, 2002). Entretanto, como somente as gotas mais proximas do equipamento sao

diretamente afetadas pelas ondas de ultra-som, € necessario, para que ocorra a quebra,
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manter uma agitacdo adicional, que garanta que todo o fluido passe pela regido de
sonicacdo. Porém, se o volume do vaso do processo for suficientemente pequeno, é possivel
trabalhar sem agitagdo.

As reacdes de polimerizacdo foram iniciadas com o enchimento de diferentes
ampolas de vidro, com capacidade de 20 ml, com a miniemulsdo. Posteriormente, as
amostras foram imersas em um banho termostatico, a uma temperatura constante de 70 °C.
Em intervalos de 10, 15 e 30 minutos, ampolas distintas, previamente identificadas, foram
retiradas do banho para avaliacdo da cinética de reagdo. A reacdo de polimerizagdo foi
interrompida instantaneamente por meio da adicdo de 3 a 5 gotas de solugdo de

hidroquinona a 1%.

4.5 Caracterizacao das Nanoparticulas de Oleo de Andiroba
4.5.1 Analise Gravimétrica

A conversao gravimétrica pode ser definida como a razao entre a massa de polimero
presente no reator e a massa de mondmero alimentada. A massa de polimero foi calculada a
partir do residuo seco, obtido pela evaporagdo de uma amostra de litex em uma estufa
provida de ventilacdo forcada na temperatura de 60 °C por pelo menos 12 horas. Para
calcular a massa de polimero seco, foi necessario subtrair a massa de sdlidos nao
poliméricos (emulsificantes, co-estabilizadores, iniciadores) e a massa de hidroquinona,

adicionada para interromper a reagdo (Equacdo 4.1).

M =M -M,)

¢org ) Ma (Equagéo 4-1)
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sendo que: My é massa de polimero seco (contendo as massas da cdpsula e de hidroquinona
secas), M. € a massa da cdpsula, My, é a massa de hidroquinona, M, € a massa da amostra
retirada do reator de polimerizacdo € Qo € a fracdo orginica do sistema (polimero e

mondmero).

4.5.2 Diametro médio das particulas (Dp)

O tamanho médio das particulas foi obtido com auxilio da técnica de espalhamento
dindmico de luz. A amostra é iluminada por um feixe de laser e a luz espalhada pelas
particulas € captada por um cabo de fibra 6tica colocado sob um angulo especificado e
transmitida para o tubo fotomultiplicador e pulso amplificador/discriminador, onde €
transformada em um sinal elétrico. Como as particulas mudam de posi¢do no fluido e em
respeito as demais devido ao movimento Browniano, estas interferem na intensidade de luz
captada pelo detector. As particulas maiores mudam de posi¢cdo mais devagar e causam
uma lenta flutuacdo de intensidade, ao contrdrio das particulas menores, que se movem
mais rapidamente e causam rdpidas flutuagdes de intensidade. Estas flutuacdes na
intensidade contém informagdes sobre a taxa de difusdo das particulas (FLORENCE e
ATTWOOQOD, 2003).

As amostras de liatex utilizadas para a andlise do diametro médio das gotas e das
particulas foram diluidas em 4agua saturada de MMA (15 g/L) em uma propor¢do de 1 ml de
l4tex para 3 ml de dgua saturada para, desta forma, evitar a difusdo do monomero das gotas

para o meio.
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4.5.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

Para avaliacdo da morfologia e do tamanho médio das nanocdpsulas sintetizadas,
realizaram-se ensaios de microscopia eletronica de transmissao (MET) em um equipamento
pertencente ao Laboratério Central de Microscopia Eletronica — LCME, da Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC. Foram preparadas amostras dos diferentes experimentos
para andlise por MET, adotando o procedimento padrdao. Em uma grade, foi colocada uma
gota de latex diluido em 4gua destilada (1 ml de latex para 10 ml de dgua destilada).
Posteriormente, as amostras ficaram secando por 5 minutos. As grades contendo as
amostras foram recobertas com fina camada de carbono via “sputter coating”, para
aumentar a estabilidade do PMMA sob o feixe de elétrons (ROMIO et al., 2009). Em

seguida, as amostras foram analisadas no microscépio eletronico de transmissao.

4.6 Caracterizacao dos Filtros Solares
Os diferentes filtros solares selecionados para o trabalho passaram por testes de
caracterizacdo para garantir suas caracteristicas originais:
e Benzofenona-3 (BZ3): protecdo contra radiacdes UVA e UVB (SHAATH, 2007);
¢ 3-(4-metilbenzilideno) canfora (MBC): protecdo contra radiagio UVB (SHAATH,
2007);
e Butil metoxi-dibenzoilmetano ou Avobenzona (AVO): protecdo contra radiacio

UVA (SHAATH, 2007).
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4.6.1 Teste de Estabilidade Térmica

O teste de estabilidade térmica foi realizado por termogravimetria (TGA). As
amostras foram submetidas a uma faixa de temperatura de 25 a 700 °C com taxa de
aquecimento de 10 °C/min. Nestas andlises foi utilizado nitrogénio como gds de purga na

vazao de 50 mL/min.

4.6.2 Analise do espectro de absorcao na regiao ultravioleta

Utilizando o espectrofotdometro (Perkin-Elmer, Fiber Optic — UV/Vis), os espectros
no ultravioleta foram obtidos realizando a leitura em triplicata de solucdes etandlicas de
0,01 mg/ml de cada um dos filtros estudados, para determinag¢do do comprimento de onda
onde a absor¢do ¢ maxima (A max). Os parametros utilizados foram: varredura de 400 a 200

nm, fenda com 2,0 cm e intervalo de amostragem 1,0 nm.

4.7 Preparo das Nanoparticulas Poliméricas Carregadas com Filtro Solar

Os componentes iniciais e as concentragcdes empregadas para o preparo das
nanoparticulas de PMMA carregadas com filtro solar foram baseados em trabalhos
anteriores do mesmo grupo de pesquisa (BESTETI, 2011; FONSECA, 2012) e estdao
descritos na Tabela 4.2. A temperatura reacional variou de 70 °C a 90 °C. A agitacdo foi de

1000 rotagdes por minuto e o tempo total de reacdo ficou entre 2 e 4 horas.
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Tabela 4.2: Receita da polimerizacdo em miniemulsiao com filtros solares.

Componentes Funcao Massa (g)
Dispersao de lauril sulfato de tensoativo 5,0 de LSS + 50,0 de dgua
sédio (LSS) destilada
Solugdo de bicarbonato agente tamponante 0,3 de NaHCOs3 + 31,0 de 4gua
de sédio destilada
Solug¢do de persulfato iniciador 0,3 e 0,6 de K>S,05 + 31,0 de
de potassio agua destilada
Agua destilada solvente 115,0
MMA monomero 100,0
BZ3, MBC ou AVO filtro solar 5,0a50,0

MMA — metacrilato de metila; BZ3 — benzofenona-3, MBC — metilbenzilideno canfora;
AVO - avobenzona.

O primeiro procedimento a ser realizado foi o preparo das soluc¢des (LSS, NaHCOs,
K;S,03), agitadas por 20 minutos. A solucdo de LSS sofreu um ligeiro aquecimento (40
°C) para que o LSS solubilizasse completamente. Posteriormente, solubilizou-se o filtro
solar (BZ3, MBC ou AVO) no mondomero (MMA) e iniciou-se a dispersdo, com adi¢ao
posterior das solucdes de LSS e de NaHCO; e da dgua destilada. Este processo de agitagao
em placa magnética foi mantido por 30 minutos. Apés a etapa de dispersdo da mistura,
iniciou-se a etapa de preparo da miniemulsdo, realizada em homogeneizador de alta pressao
APLAB-10 / 1.000 bar da Artepecas. ApOs verter a mistura para o equipamento (Figura
4.1), procedeu-se a homogeneizag@o por 20 minutos com pressdo varidvel (600 a 100 bar),
a uma vazdo de 10.000 m*/h. Apenas na ultima etapa, que € a polimerizacao propriamente
dita, adicionou-se a solucdo de K;,S,;Os (iniciador), para impedir que o processo de
formacdo de polimeros fosse iniciado precocemente. A mistura liquida (miniemulsdo) entdo

foi adicionada ao reator (Figura 4.2) por um orificio na tampa, também utilizado para
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posicionar a haste do agitador, coletar amostras e alimentar a solu¢io de iniciador, inserir o

termdmetro, conectar o condensador e retirar aliquotas durante o processo.

Figura 4.1: Homogeneizador de alta pressao.
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Figura 4.2: Unidade Experimental.

O controle da agitacdao foi realizado por meio de um agitador mecanico modelo
RW20D2Mn, da marca IKA Labortechnik, alimentado por um motor de corrente continua
com comando digital e operando a 1000 rpm em todas as diferentes reacdes realizadas. A
temperatura do meio reacional foi mantida entre 70 °C e 90 °C, com auxilio de um banho
termostdtico. Com o intuito de evitar liberacdo do mondmero do meio reacional por

evaporacdo e arraste, um condensador resfriado a 10 °C foi conectado ao reator.
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Apbs o preparo do latex final contendo as nanoparticulas de filtro solar, o produto
formado foi seco por liofiliza¢do a uma temperatura de -50 °C e com védcuo de 0,4 mbar, ou
com utilizacdo de estufa a 50 °C. Como estas técnicas de secagem geram aglomeracao das
particulas, que podem interferir no seu desempenho posterior (FONSECA, 2012), decidiu-
se por utilizar a prépria emulsio formada como matéria-prima para o preparo das

formulacdes fotoprotetoras.

4.8 Caracterizacdo das Nanoparticulas de PMMA com Filtro Solar
4.8.1 Analise Gravimétrica

Utilizou-se a mesma técnica ja descrita para a caracterizacdo das nanocdpsulas de
6leo de andiroba. O tnico diferencial foram os equipamentos, de marcas diferentes,

utilizados com os mesmos objetivos ja citados anteriormente.

4.8.2 Cromatografia de Permeaciao em Gel (GPC)

A cromatografia de permeacdo em gel, também conhecida como cromatografia por
exclusdo de tamanho (SEC), € usada para a determinagao das massas molares médias e da
distribuicdo de massas molares de polimeros. Esta técnica separa o polimero em frac¢des
com diferentes massas molares. A medida que a solu¢o polimérica atravessa uma coluna
recheada com gel poroso, as moléculas vao sendo separadas de acordo com o seu volume
hidrodinamico, que é o tamanho efetivo em soluc@o. As moléculas maiores eluem primeiro,
ja que ndo conseguem penetrar nos poros do recheio. As particulas menores penetram em
diversos poros e demoram mais para sair da coluna (MEEHAN et al., 2003).

E fundamental que o polimero a ser analisado seja completamente solivel no

solvente selecionado (como, por exemplo, o tetrahidrofurano (THF), o tolueno ou a
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dimetilformamida). Jd4 a coluna e o seu recheio ndo devem idealmente interagir com o
polimero nem com o solvente empregado, para que a separacao ocorra exclusivamente por
conta do tamanho da molécula.

Para as andlises dos polimeros obtidos, foram pesados 0,15 mg de amostra e
dissolvidos em 3 ml de THF. Em seguida, a solucao obtida foi microfiltrada, utilizando-se
membranas de teflon com 0,45 um de didmetro de poro. Apds essa etapa, injetaram-se,
cerca de 300 pl no cromatégrafo, descrito anteriormente. As andlises foram conduzidas a

35 °C, usando-se THF como fase movel.

4.8.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Este método termoanalitico tem sido utilizado por diferentes autores com o objetivo
de avaliar a existéncia de intera¢do entre o polimero e os ativos em teste, nas diferentes
formulacdes de nanoparticulas. Com auxilio desta técnica € possivel obter informacdes
tanto sobre a morfologia do polimero cristalino como sobre o estado de dispersao s6lida ou
molecular da substancia que estd associada ao sistema polimérico (GAMISANS et al.,
1999; MAINARDES et al., 2006).

Foram pesados 3,0 mg das diferentes amostras a serem analisadas: filtros solares
(BZ-3, MBC e AVO), PMMA, nanoparticulas obtidas e misturas fisicas, obtidas por meio
da trituracdo em gral de porcelana de cada um dos filtros com o PMMA. Cada uma das
amostras pesadas foi acondicionada em cadinhos de aluminio com tampa furada e levadas
para andlise por DSC em um calorimetro, descrito na Se¢do 4.1. As amostras foram
submetidas a uma faixa de aquecimento de 25 °C a 200 °C com taxa de aquecimento de 10

°C/min. Nitrogénio foi utilizado como gés de purga numa vazao de 80 ml/min e um cadinho
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de aluminio vazio foi empregado como referéncia. Foi usada a segunda rampa de

aquecimento para eliminacdo de histéria térmica.

4.8.4 Taxa de Encapsulacao dos Filtros Solares (Doseamento)

Este ensaio teve o objetivo de determinar a quantidade de filtro solar que foi
realmente encapsulada e foi realizado com auxilio do espectrofotometro UV-Vis, utilizando
solucdes preparadas com, aproximadamente, 0.1 g de amostra em baldo volumétrico de 100
ml, completados com etanol. Ja a solu¢do padrdo foi preparada pesando-se, em torno de
0,01 g em balao volumétrico de 100 ml, completados com o mesmo solvente.
Posteriormente, retirou-se aliquota de 1 ml da solucdo padrao para balao volumétrico de 10
ml. Todas as solucdes preparadas permaneceram em banho de ultrassom por 20 minutos,
antes de serem avolumadas, com o intuito de permitir a completa solubilizacdo. As leituras

foram realizadas nos comprimentos de onda méximos de cada um dos filtros utilizados.

4.8.5 Cromatografia Gasosa (CG)
A pesquisa de mondmero residual foi realizada por cromatografia a gas de acordo

com as condi¢des cromatograficas abaixo:

o Detector: FID a 250 °C;

e (Gas de arraste: Hélio;

e Vazdo de ar comprimido: 320 mL/min;

e Vazdo de hidrogénio: 32 mL/min;

e Splite: 30 mL/min;

¢ Coluna: DB-5, 30 m X 250 um X 0,25 um;
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¢ Temperatura da coluna: 300 °C.

Todas as solucdes contendo amostra e padrao foram preparadas com adi¢do do
padrdo interno (PI), preparado pesando-se em torno de 1500 mg de octanol para baldao
volumétrico de 200 ml, utilizando etanol como diluente. Para as andlises, pesa-se,
aproximadamente, 1,0 g de amostra em baldo volumétrico de 10,0 ml, com adicdo de 1,0 ml
da solu¢@o de padrdo interno e 5 ml de etanol. Posteriormente, as amostras foram levadas
ao ultrassom por 10 minutos, sendo o volume completado com o mesmo solvente.

Para essa andlise foi preparada uma curva padrdo com seis pontos. Primeiramente,
foi feita uma solucdo-mae de MMA, pesando-se em torno de 5,0 g para baldo volumétrico
de 100 ml com etanol. Retirou-se uma aliquota de 5,0 ml para baldao volumétrico de 25 ml.
A partir desta solugdo foram feitas as seguintes dilui¢des:

o 1: 1 ml para baldo volumétrico de 100 ml com 10 ml da solucao do PI;
° 2: 1,5 ml para balao volumétrico de 50 ml com 5 ml da solucao do PI;
° 3: 1,25 ml para baldo volumétrico de 25 ml com 2,5 ml da solug¢do do PI;
° 4: 1,75 ml para balao volumétrico de 25 mL com 2,5 ml da solug¢ao do PI;
o 5: 2,25 ml para baldo volumétrico de 25 ml com 2,5 ml da soluc¢do do PI;

° 6: 2,75 ml para baldo volumétrico de 25 ml com 2,5 ml da solu¢do do PL

4.8.6 Analise Morfoldgica

Todas as nanoparticulas obtidas foram analisadas no MEV (equipamento descrito na
Secdo 4.1), para que, dessa forma, fosse possivel observar e diferenciar as morfologias e os
tamanhos de particulas obtidos. O detector empregado foi de elétrons secundarios (ETD).

Uma ponta de espdtula contendo a amostra foi adicionada a uma fita dupla face
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devidamente aderida ao suporte. Antes de expostas ao feixe de elétrons, as amostras foram
metalizadas com ouro em atmosfera de argdnio e alto vacuo. A espessura final da camada

de ouro foi de, aproximadamente 300 pum.

4.8.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho geralmente € utilizada para identificar
um composto ou investigar a composicdo de uma amostra. A técnica é baseada no fato de
que as ligagdes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibragdo especificas,
correspondentes a niveis de energia diferentes, chamados niveis vibracionais. Tais
frequéncias, com comprimentos de onda localizados entre 4000 e 41400 cm™, dependem da
forma da superficie de energia potencial da molécula, da geometria molecular e das massas
dos atomos. As frequéncias de ressonancia observadas quando amostras sdo submetidas a
incidéncia da luz infravermelha constituem uma “impressdo digital” dos grupamentos
quimicos constituintes (SILVERSTEIN et al., 2005).

Foram preparadas amostras das nanoparticulas de PMMA carregadas de filtro solar,
das nanoparticulas sem incorporacdo de filtro solar, de cada um dos filtros solares (BZ3,
AVO e MBC). O preparo destas amostras consistiu na pesagem de, aproximadamente 7 mg,
dispersas em 150 mg de KBr. Apds o preparo, as amostras foram levadas ao espectrometro
descrito na secdo 4.1, onde foi realizada varredura do espectro entre 500 e 4000 cm’ por

reflectancia difusa.

4.8.8 Diametro Médio de Particulas
A técnica de espalhamento de luz também foi utilizada para caracterizar o diametro

médio das particulas de PMMA contendo os filtros solares, assim como realizado com as
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nanoparticulas de 6leo de andiroba. As amostras foram preparadas introduzindo-se uma
gota da emulsao diretamente na cubeta de quartzo. O volume da cubeta foi preenchido com
dgua destilada. As amostras foram cuidadosamente homogeneizadas com uma pipeta

Pauster e introduzidas no equipamento para leitura.

4.9 Preparo das Formulac¢oes Fotoprotetoras

As formulagdes fotoprotetoras foram desenvolvidas sob a forma de emulsdo, pelo
processo tradicional de preparo, por meio do aquecimento da fase oleosa, a 75,0 °C e da
fase aquosa, a 80,0 °C (PRISTA et al., 1996). Posteriormente, verteu-se a fase aquosa sobre
a oleosa, para evitar a perda causada pela reten¢do dos componentes no recipiente onde foi
realizado o aquecimento e a mistura. A emulsdo cremosa foi a forma de apresentagcao
escolhida para as formulagdes antissolares propostas por ser uma forma farmacéutica
cosmética facilmente obtida e por apresentar um alto indice de aceitacdo pelos
consumidores. Na Tabela 4.3 esta descrita a composi¢ao do creme base e a funcdo de cada
um dos componentes da férmula.

Tabela 4.3: Férmula farmacéutica do creme base.

FASE OLEOSA Funcao Concentracao
(% pl/v)
Alcool Cetoestearilico Etoxilado Emulsionante 3
Acido Estedrico Agente de Consisténcia 8
Estearato de Isoctila Emoliente 7
Monoestearato de Glicerila Co-emulsionante 3
Solugdo de Metilisotiazolinona e Conservante 0,3
Fenoxietanol
FASE AQUOSA Funcao Concentracao
Aminometilpropanol — 95% Agente Alcalinizante 0,3
Glicerina Umectante 5
Fosfato de Hidroxipropilamido Agente Gelificante 1
Agua Purificada Solvente gsp 100
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Um total de quatro diferentes formulacdes foram manipuladas, sendo que duas
continham as nanoparticulas sintetizadas com os filtros solares e as outras duas, com fun¢ao
controle, foram preparadas somente com os mesmos filtros solares sob a forma livre. Todas
as formulacdes manipuladas continham o filtro solar MBC, ja que esta € a tnica das
substancias escolhidas com considerdvel protecdo UVB. Sendo assim, as amostras
continham ou MBC livre ou nanoparticulas carregadas com MBC em sua composi¢do, cuja
principal a¢ado € anti-UVB, além de BZ3 ou AVO.

Na Tabela 4.4, estao apresentadas as 4 diferentes formulagdes que foram
desenvolvidas e, posteriormente, avaliadas, com relacdo a seguranca, qualidade e eficicia.
A concentracdo de cada um dos filtros solares foi a mdxima permitida pela legislacdo em
vigor (ANVISA, 2006) — 10% de BZ3; 4% de MBC e 5% de AVO; porém € importante
destacar que durante o preparo das amostras 1 e 3, ou seja, as formulacdes contendo as
nanoparticulas, realizou-se previamente o célculo das quantidades a serem pesadas, visto
que se decidiu utilizar a suspensao ao invés das particulas secas. Sendo assim, considerou-

se para o cdlculo a alta concentragao de d4gua na preparacao.

Tabela 4.4: Composicao de filtro solar nas formulacdes fotoprotetoras.
1 2 3 4
NP BZ3 (10%) + BZ3 livre (10%) + | NP AVO (5%) + | AVO livre (5%) +
NP MBC (4%) MBC livre (4%) NP MBC (4%) MBC livre (4%)
NP = nanoparticulas de PMMA; BZ3 = benzofenona-3; AVO = avobenzona; MBC =
metilbenzilideno canfora.
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Durante a manipulacdo das formulagdes, optou-se por adicionar as nanoparticulas
carregadas com os filtros solares (amostras 1 e 3) na fase aquosa e ndo na oleosa, como
tradicionalmente é feito nas preparagdes contendo filtro livre. Este fato se justifica pela alta
concentracdo de dgua na suspensao de nanoparticulas produzidas.

Apds a manipulagdo das formulagdes antissolares, foram armazenados 50 g de cada
uma, a temperatura ambiente (25 °C) em recipientes plasticos e protegidos do calor e da

umidade.

4.10 Avaliacao dos Caracteres Organolépticos das Formulacdes Fotoprotetoras

As caracteristicas organolépticas constituem um indicativo da qualidade de uma
preparacao semi-sélida, assim como podem detectar possiveis alteracdes nesta forma
farmacéutica. O simples exame visual funciona como um sinalizador, por vezes perfeito, da
homogeneidade da preparacdo. A cor e o aroma geralmente caracterizam o estado de
conservagao da preparagdo, ja que uma mudanca nestes € um possivel indicio de alteracdo
(OLIVEIRA, 2009). As amostras armazenadas das formulagdes fotoprotetoras foram

visualmente avaliadas no momento logo apés o preparo e ap6s 30 dias de producdo.

4.11 Determinacio do pH das Formulacoes Fotoprotetoras

Em uma preparacdo para aplicacdo cutinea, a determina¢do do pH constitui um
parametro extremamente importante, uma vez que cada produto deve apresentar valor de
pH compativel a regido em que serd aplicado. O pH da superficie da pele € em torno de 4,5

e contribui nos mecanismos de defesa. Esse valor pode variar de uma regido a outra
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podendo chegar a 7,2. Assim, em aplicagdes tépicas € importante levar em conta as
variagdes do pH da pele, pois pode interferir na boa tolerancia dos produtos aplicados sobre
esta (CAMPOS e FRASSON, 2011; ANVISA, 2012).

A determinacdo potenciométrica do pH € feita pela medida da diferenca de
potencial entre dois eletrodos adequados, imersos na solucdo em andlise. Um destes
eletrodos é sensivel aos fons hidrogénio e o outro € o eletrodo de referéncia, de potencial
constante (Farm. Bras. IV, 1988).

Antes do inicio da andlise, o aparelho foi aferido com solu¢des-tampao pH 7,0 e pH
4,0 (Merck), a temperatura ambiente (25 °C £ 3 °C), que permitem linearidade nas respostas
em relacdo as alteracdes de potencial observadas. As amostras 1, 2, 3 e 4 foram analisadas

utilizando potencidmetro descrito na Secao 4.1.

4.12 Analise do Teor dos Filtros Solares nas Formulacoes Fotoprotetoras

O ensaio de teor € realizado com o objetivo de determinar a quantidade de uma
substancia numa formula¢do ou o teor de uma matéria prima. Esta técnica € conhecida
como a quantificacdo da substancia presente numa amostra.

A quantificacdo por CLAE € uma metodologia bastante versatil e pratica, podendo
ser totalmente automatizada. Além disso, tem a capacidade de realizar separacdes e andlises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em diversos tipos de
amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e
sensibilidade (GUIMARAES et al., 1997). Especificamente, na separacio e determinacio
de filtros solares existem muitos ensaios descritos por CLAE (IKEDA et al., 1989;

GAGLIARDI et al., 1989; VANQUEREP et al., 1999; RASTOGI et al., 1998; SALVADOR
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et al., 2003; CHISVERT e SALVADOR, 2002; DINUNZIO e GADDE, 1990; SCALIA,
2000; SMYRNIOTAKIS e ARCHONTAKI, 2003; RIBEIRO, 2004).

Utilizando um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjos de
fotodiodos (CLAE-DAD), os filtros solares das formulagdes foram quantificados com base
na determinacdo da curva padrao e nos sinais obtidos em cada uma das formulagdes
desenvolvidas. O método empregado para esta andlise foi baseado em trabalho anterior, do

mesmo grupo de pesquisa, e estd descrito na Tabela 4.5 abaixo (RIBEIRO, 2004).

Tabela 4.5: Condi¢des cromatograficas.

Fase Estaciondria Coluna de fase reversa Symmetry 3,9 x 150
mm CLC-ODS (Waters) — octadecil silano,

granulacdo de 5 pm.

Fase Mével CH;CN:H,0 pH=2,70 por H3PO4 (93:07)
Vazao 1,0 mL/min

Injecdo de Amostra 20 uL

A de quantificacio 304 nm e 330 nm

Temperatura do forno de coluna 30 °C

Tempo de corrida 7 minutos

As amostras foram preparadas pesando-se 40,0 mg das formula¢des contendo BZ3 e
MBC (livres ou em nanoparticulas de PMMA) e 50,0 mg das formula¢des contendo AVO e
MBC (livres ou em nanoparticulas de PMMA) para balao volumétrico de 50,0 mL. O

diluente usado foi a propria fase movel. As solu¢des padrao foram preparadas pesando-se
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5,0 mg de cada um dos filtros solares (BZ3, AVO, MBC) para baldo de 50,0 mL. A partir
destas solugdes, retiraram-se aliquotas para baldes volumétricos de 10 mL com fase médvel,
a fim de caracterizar uma curva com 5 pontos nas seguintes concentragdes: 0,100; 0,075;

0,050; 0,025; 0,010 mg/ml.

4.13 Avaliacao da Seguranca das Formulacoes Fotoprotetoras

A seguranca das formulagdes cosméticas pode ser avaliada baseada nas técnicas in
vitro, empregando um modelo bicompartimental (conhecido como célula de difusdo
vertical) e/ou pele natural (humana ou animal) (WISSING e MULLER, 2002; SIMEONI et
al., 2004; JIMENEZ et al., 2004; MARTINI e SEILLER, 2006) e técnicas in vivo, como a
irritacdo dérmica primdria e cumulativa.

O estudo do perfil de liberacdo in vitro das formulagdes desenvolvidas foi realizado
em condicdes experimentais adaptadas de Alvarez-Roman et al. (2001), Monteiro (2008),
Santis (2008), Soares (2009) e Nascimento (2011), utilizando um sistema de difusao
vertical com membrana artificial de acetato de celulose, com poros de 0,2 um, acoplada a
dois compartimentos (doador e receptor). A drea de difusdo foi de 5,73 cm” e o volume do
compartimento receptor foi de 10 mL. A solugdo receptora foi composta por meio aquoso
de tampao fosfato salino pH 7,4 (TF) contendo 1,0 % de LSS .

Inicialmente, promoveu-se a hidratacio das membranas artificiais, em trés
recipientes com 4gua destilada a 100 °C, por cinco minutos em cada. O sistema foi
constituido de um banho de dgua termostatizado a 37 °C em recipiente de vidro posicionado
sobre uma placa de agitacdo de 6 pontos. Neste banho, colocaram-se 6 béqueres de 50 mL
cada. A seguir, acoplou-se um recipiente com as membranas artificiais, de modo a separar

0s meios, receptor e doador, observando a auséncia de bolhas nas membranas.
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Com o auxilio de barras magnéticas, os meios receptores foram mantidos sob
agitacdo constante a 900 rpm, por 30 minutos, com o intuito de estabelecer o equilibrio
entre a membrana e a solugdo receptora. Posteriormente, as amostras foram aplicadas no
compartimento doador (em torno de 500 uL) com o auxilio de pipeta automadtica para semi-
solidos. A difusdo ocorreu sob condi¢do de quantidade infinita de ativo. Em intervalos de
tempo pré-estabelecidos, aliquotas de 2 mL foram retiradas do meio receptor, filtradas em
filtros cilindricos de polietileno de 10 um (membrana Millex® de 0,45 pum), conectados 2
seringa e transferidos diretamente para os vials. O passo-a-passo do ensaio de liberacdo esta
apresentado na Figura 4.3. Houve entdo a reposicdo do volume do meio aceptor com
tampao fosfato. A quantificacdo dos filtros solares liberados na solucdo receptora foi
realizada a cada 30 minutos por 3 horas. O fluxo foi definido por avaliacdo quantitativa de
ativo transportado do compartimento doador para o receptor por unidade de drea e por
unidade de tempo.

Posteriormente, as amostras foram analisadas em cromatografia liquida de alta
eficiéncia, de acordo com as condicdes estabelecidas na Secdo 4.12. A quantidade dos
ativos liberada foi dividida pela drea de exposi¢do da membrana e esses valores foram
representados como uma funcdo do tempo (ug/cm?) para visualizaco do perfil de libera¢io

do farmaco.
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R e R

Figura 4.3: Ensaio de Liberagdo in vitro. A — Visdo geral do sistema de liberagdo adaptado.
B - Sistema de difusdo vertical com membrana artificial. C — Seringas, filtros e vials,
devidamente identificados, utilizados na coleta das amostras. D — Coleta de amostra do
meio receptor. E — Amostra do meio receptor, filtrada em membrana Millex®, e transferida
diretamente para os vials.
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4.14 Testes de Irritacao Dérmica das Formulacdes Fotoprotetoras

Os testes de liberacdo, descritos na Secdo 4.13, assim como os testes de irritacdao
dérmica primdria e cumulativa, foram realizados visando a obtencdo de formulacdes
fotoprotetoras consideradas seguras. Conforme estabelecido pela ANVISA (2003). Para
este, foram selecionados coelhos albinos, de aproximadamente 1,5 kg, que tiveram sua
regido dorsal dividida em duas diferentes dreas. Cada um dos produtos anti-solares
desenvolvidos foi aplicado em uma das areas, em quatro diferentes animais, previamente
depilados, com auxilio de um tampao oclusivo, composto por gaze estéril fixada ao animal
com fita adesiva (Figura 4.4). A outra area depilada serviu de controle e também foi coberta
com o mesmo material. Apds 4 horas de contato, o produto foi retirado, com auxilio de
dgua. Passadas 24 e 72 horas da aplicacdo, foi avaliada a presencga de eritema e/ou edema.
No caso do ensaio para irritacdo dérmica cumulativa, as aplicacdes foram feitas seguindo a
mesma técnica, por um periodo de 10 dias consecutivos, com frequéncia didria. A
observacdo da integridade da pele dos animais foi realizada a cada 24 horas e apds 72 horas

da dltima aplicacdo. Ambos os testes sdo largamente empregados no desenvolvimento de

produtos cosméticos e farmacéuticos de uso tépico (LORCA et al., 2008).
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Figura 4.4: Aplicacdo das amostras - teste de irritacdo dérmica.

4.15 Avaliacao da Eficacia das Formulacoes Fotoprotetoras

A eficécia de uma formulagdo de filtro solar € comumente determinada in vivo por
meio da maior ou menor protecdo proporcionada contra a queimadura solar (eritema)
(MILESE e GUTERRES, 2002).

Cerca de um ter¢o dos consumidores de filtros solares selecionam o produto por

causa dos dizeres da embalagem (JOHNSON e LOOKINGBILL, 1984). Sendo assim, é
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imprescindivel que haja uma uniformizagao na determinacao do FPS, para que se forneca, a
classe médica e aos consumidores, informacdes confidveis a respeito do verdadeiro nivel de
protecao solar proporcionado pelo produto que estdo prescrevendo ou adquirindo
(ALLERGISA, 2012). Sendo assim, com o objetivo de garantir valores confidveis de FPS,
foram realizados testes para determinacao de FPS in vitro e in vivo das quatro formulagdes

desenvolvidas.

4.15.1 Determinacio do FPS in vitro

Para o desenvolvimento de novas formulacdes, as metodologias in vitro sao
largamente utilizadas com o intuito de selecionar a que apresenta melhor desempenho. Isto
pode ser feito de forma facilitada, com menor custo e apresentando resultados relevantes
para a escolha das preparacdes a serem utilizadas nos estudos in vivo. Estes estudos sdo
fundamentais para fins de registro e langcamento do produto no mercado cosmético,
objetivando uma eficdcia fotoprotetora comprovada (VELASCO et al., 2011).

De acordo com o método de Mansur e colaboradores (1986), cada formulagao
preparada foi submetida a uma dilui¢cdo, de modo a obter uma concentracdo final de 0,2
ul/mL em etanol P.A. Posteriormente, foi realizada a determinacdo da absorbancia desta
diluicdo frente ao solvente, em um espectrofotdmetro. Os valores de absorbancia destas
amostras foram determinados nos comprimentos de onda de 290 a 320 nm, com um
intervalo de 5 nm. Para o célculo do FPS, utilizou-se a Equagdo 2.1, que relaciona o efeito
eritematogénico e a intensidade da radiacdo em cada comprimento de onda (Tabela 2.2), ja

citada anteriormente na Secao 2.3.1.
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4.15.2 Determinacao do FPS in vivo a seco

A técnica de determinacdo do FPS in vivo é definida como a razdo entre a
quantidade de energia necessdria para produzir um grau de eritema minimo na pele
protegida com o filtro solar e a quantidade de energia que leva ao mesmo grau de eritema
na pele ndo protegida. A selecdo da amostra para testes de FPS é baseada na suscetibilidade
da pele ao eritema causado pela radiacio UVB. De acordo com esta resposta, os individuos
podem ser classificados em seis grupos, que sdo também chamados fototipos. Este é
estimado baseado na histéria pessoal de queimaduras e bronzeamento, apds a exposi¢ao por
30 a 50 minutos ao sol de meio dia, apés um periodo sem exposi¢ao.

Os fototipos tém as seguintes caracteristicas (PATHAK,1983):

FOTOTTIPO I - Sempre se queima, nunca se bronzeia. Em geral, sao pessoas de pela
branca leitosa, olhos e cabelos claros, com sardas.

FOTOTIPO 1II - Sempre se queima, com bronzeamento minimo. Em geral, sao
pessoas brancas, de cabelos e olhos claros.

FOTOTIPO 1III - Queima moderadamente e bronzeia-se gradualmente (bronzeado
leve). Corresponde ao fototipo mais frequente das pessoas brancas.

FOTOTIPO IV - Queima pouco e bronzeia sempre (bronzeado moderado). Em
geral, sdo pessoas com pele morena clara, cabelos e olhos escuros e orientais.

FOTOTIPO V - Raramente queima, bronzeia sempre e intensamente. Em geral, sdo
pessoas morenas, indigenas e mulatos.

FOTOTTIPO VI - Nunca se queimam, porque sdo profundamente pigmentados.

Para medida do FPS de um produto, determina-se a DME de cada individuo da
amostra, pela aplicacdo de radiacdes de intensidade progressiva em dreas mapeadas do

dorso. A DME corresponde ao menor tempo de exposi¢do ou a menor dose de UV capaz de
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induzir eritema minimamente perceptivel 24 horas depois da aplicacio (ALLERGISA,
2012). O teste foi realizado com 10 voluntarios, do sexo feminino, com idades entre 31 e 58
anos (média de 41 anos), de fototipos de pele previamente estabelecidos (Tabela 4.6),
seguindo o protocolo da associacdo européia The European Cosmetic, Toiletry and

Perfumery Association (COLIPA, 2006).

Tabela 4.6: Avaliacdo do fototipo da pele através do histérico (adaptado de ALLERGISA,
2012).

Fototipo Historico de resposta a exposic¢ao solar
1 Sempre queima facilmente, nunca bronzeia
II Sempre queima facilmente, bronzeia a0 minimo
III Queima moderadamente, bronzeia gradualmente

Nas costas de cada voluntario, uma determinada area € inicialmente demarcada. Um
“quadrado” € entdo selecionado e utilizado para determinacdo da DME na pele ndo tratada.
Ap6s 16 a 24 horas, a formulacdo contendo o filtro solar padrao € aplicada na regido
previamente estabelecida, enquanto a formulagdo a ser testada é aplicada no “quadrado”
adjacente. Apds 20 minutos da aplicacdo do produto, inicia-se a irradiacio com uma
lampada UV de 300 W. Todos os locais de teste sdo avaliados depois de determinado
periodo de exposicao, para determinar a resposta eritematosa minima.

Os testes in vivo foram conduzidos segundo as Normas de Boas Préticas Clinicas,
aplicdveis aos requisitos regulatérios e em conformidade com os Procedimentos
Operacionais Padrao da Allergisa, seguindo os principios da Declaracdo de Helsinski, e de
acordo com as regulamentagdes aplicdveis, inlcuindo o ICH E6: Good Clinical Practice
(ALLERGISA, 2012). A seguir, apresenta-se o cronograma de procedimento para cada

voluntario.
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* Dia 1: Obten¢do do consentimento; avaliagdo dermatoldgica; irradiacio da DME na pele
nao-protegida provisoria;

* Dia 2: Avaliagao dos eritemas da DME na pele ndo-protegida proviséria (16 a 24 h apds a
irradiagdo);

e Dia 3: Aplicacdo do produto e controle; irradiacdo do produto, controle e pele
desprotegida;

* Dia 4: Avaliacao dos eritemas (16 a 24 h ap6s a irradiagdo).

4.15.3 Determinacao de FP UVA in vitro

Inicialmente acreditava-se que a radiagdo UV A nido causasse danos a pele. Porém,
sabe-se hoje que esta radiacdo participa nos processos de fotoenvelhecimento cutianeo e
promocao de alguns tipos de tumores (CERETTA et al., 2012; CHINEM e MIOT, 2012).
Sendo assim, protetores solares que tenham alto FPS, mas baixa protecio UVA, podem
prejudicar a saide dos usudrios, na medida em que os encorajam a ficarem expostos por
mais tempo ao sol, sem bloquear os raios UVA.

O método publicado em 2007, pela Associacio Européia das Industrias de
Cosméticos, Fragrancias e Produtos de Higiene (Colipa) e revisado em 2011, foi
desenvolvido para reproduzir, o maximo possivel, as condi¢des do teste in vivo pela
metodologia da pigmentacdo persistente (PPD), de modo a obter um valor de fator de
protecdo UVA (FP-UVA) consistente com o obtido (ALLERGISA, 2012). O teste foi
realizado aplicando cada uma das quatro formulacdes testadas sobre trés placas de PMMA,
com superficie texturizada, em quantidade de aproximadamente 1,3 mg/cmZ, espalhando-os
manualmente com a ponta do dedo pré-saturado, até ser obtido um filme visualmente

uniforme. A placa com o produto permaneceu em repouso por 15 minutos, ao abrigo da luz.
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Posteriormente, trés placas de PMMA com a amostra foram expostas a uma dose
controlada de radiagdo UV, de modo a submeter o produto a condi¢des proximas as do uso
real. Foi empregado um irradiador UV Atlas modelo Suntest CPS+, equipado com filtro
UV Special Glass. A amostra foi exposta a radiacao nas faixas do UVA, UVB e visivel,
sendo a dose calculada de modo a fornecer uma quantidade de energia na faixa UVA. A
temperatura da camara de irradiacdo foi monitorada durante todo o processo, para garantir

que ficasse abaixo de 40°C.
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CAPITULO 5

Resultados e Discussao

A seguir, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas diferentes etapas
desta tese. Em uma etapa inicial, foi realizada a sintese e caracterizacdo de nanoparticulas
de PMMA carregadas com 6leo de andiroba. Na segunda etapa, foi feita a preparacdo e a
caracterizacdo de nanoparticulas de PMMA carregadas com filtros solares (BZ3, AVO e
MBC). Finalmente, foi feito o desenvolvimento e a avaliagdo de formulacdes fotoprotetoras

contendo as nanoparticulas de PMMA carregadas com filtros solares.

5.1 Estudo do Encapsulamento do Oleo de Andiroba

Baseado nas condi¢Oes de reacdo apresentadas na Tabela 4.1, no Capitulo 4, foram
feitos ensaios experimentais. Todas as emulsdes obtidas apresentaram homogeneidade, ndao
sendo verificada visualmente separacdo de fases no periodo de 90 dias posterior a
preparacdo do latex. Os diametros médios iniciais e finais encontrados nas nanoparticulas
foram em geral muito proximos, confirmando a estabilidade das preparacdes a partir da
técnica de polimerizacdo via miniemulsdo. Além disso, as faixas de tamanho variaram
pouco (entre 192 nm a 321 nm), de acordo com as condi¢des de operacdo empregadas
(concentragdo de iniciador, temperatura reacional e das propor¢des entre o 6leo de andiroba
e o mondmero de escolha). Como esperado, as nanoparticulas apresentaram tamanhos
inferiores aos das gotas e algumas reagdes por apresentarem alteracdes nas concentragoes

de 6leo de andiroba e mondmero também sofreram alteracdes nos tamanhos. Nos
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experimentos 1 a 5, as condi¢des de preparo sdo similares e os tamanhos também seguiram
este padrao de semelhanca. Ja os experimentos 8 e 11 resultaram numa maior variacao de
diametro de particulas devido a maior quantidade de MMA e maior contragao de volume.
Também foi possivel observar que o experimento 10 apresentou o maior de todos os
tamanhos de particula, fato que pode ser explicado pela alta concentracdo de 6leo de
andiroba empregado e pela temperatura de reacdo mais baixa, que resultou em menor
velocidade de reac@o e maior viscosidade. Os resultados estao apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Comparagao entre tamanho das gotas e nanoparticulas nos experimentos
da Tabela 4.1.

Experimentos Dp inicial — gotas (nm) Dp final - particulas (nm)
1 220 218
2 227 210
3 218 218
4 221 211
5 225 205
6 267 265
7 266 252
8 249 193
9 256 230
10 342 321
11 249 192

Dp — didmetro médio de particula.

5.1.1 Efeito da concentracao de iniciador
Nesta etapa, variaram-se as concentracdes de iniciador, para avaliar se velocidades
muito altas de reagdo provocariam a separacao de fases, a qual dificultaria a encapsulacao
do ¢6leo e/ou levaria a formacdo de particulas com morfologias diferenciadas (como, por
exemplo, com multiplos nicleos). Como o iniciador 2,2’-azobis-isobutironitrila (AIBN) &
solivel na fase organica, o aumento da concentracao de iniciador tende a causar o aumento
das velocidades de reacdo, embora o efeito final dependa das taxas de dessorcdo, sor¢do e

terminacao dos radicais em crescimento.
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Comparando-se as evolu¢des de didmetro médio de particulas (Dp) dos
experimentos 1, 2 e 3, realizados com diferentes concentragdes de iniciador, ndo foi
observada qualquer modificacdo considerdvel da evolu¢do dos tamanhos (ver Figura 5.1),
0 que caracteriza que as miniemulsdes formadas apresentaram tamanhos de particulas
estdveis e que o aumento da concentracdo de iniciador ndo levou a um aumento da
concentracdo de particulas pelos mecanismos de nucleagdo micelar e homogénea. Este
comportamento € perfeitamente compativel com a natureza organofilica do iniciador, que
se distribui primariamente nas gotas de monomero. Vé-se, portanto, que a distribui¢do de
tamanhos de particulas nas condi¢des avaliadas depende primariamente do sistema de

dispersdo do mondmero (desempenho do sonicador e do sistema de estabilizacdo).
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Figura 5.1: Gréfico das evolugdes dinamicas de Dp com diferentes concentragdes de
iniciador.
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A Figura 5.2 mostra a modificagdo das conversdes alcancadas, a medida que se
varia a concentracdo de iniciador utilizada. O experimento 3, com menor concentraciao de
AIBN, apresenta conversdes inferiores. Estas observacoes estdo perfeitamente compativeis
com a natureza organofilica do iniciador utilizado. Deve-se salientar que o acimulo de
iniciador nas nanogotas reduz a eficiéncia deste porque promove aumento das taxas de
terminacdo. Entretanto, numa polimerizacdo em emulsao clédssica, a conversiao independe
das quantidades de iniciador (LOVELL e EL-AASSER, 1997), como mostrado nas reagdes

conduzidas com maiores concentragdes de iniciador.
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Figura 5.2: Gréfico das evolugdes dindmicas de conversdo com diferentes concentragdes de
iniciador.
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Nas reacdes conduzidas com maior quantidade de iniciador pode ser observada a
formacao de particulas com multiplas oclusdes, além das particulas com estrutura nicleo-
casca mais tradicional (Figura 5.3). Isto provavelmente indica que o sistema evolui em
condicdes distantes do equilibrio termodinamico, quando as velocidades de reacdo sao
elevadas. E provével que as particulas formadas inicialmente no campo de cisalhamento
intenso contenham multiplas oclusdes, que coalescem para formar um tnico nucleo, a
medida que o tempo passa. No entanto, quando a velocidade de reagao aumenta, 0 aumento
de viscosidade interna e a modificacdo das propriedades do meio impedem que a

coalescéncia ocorra.
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Experimento 3: 6leo/MMA=50/50, AIBN=0,023g(lo/3), sem EGDMA,

Figura 5.3: Efeito da concentracdo de AIBN na morfologia das particulas (sem EGDMA,

6leo de andiroba/MMA = 50/50, T=70 °C).
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5.1.2 Efeito da concentracio de agente reticulante

Visando a observar se ocorreria alteracdo da estabilidade das nanocépsulas
formadas, foi usado um agente reticulante, 0o EGDMA, em concentracdes de 2% e 5% em
relacdo a massa de monomero. Comparando-se 0s experimentos realizados com e sem
agente de reticulacdo (ver Figura 5.4), observou-se que os diametros médios das
nanocdpsulas formadas sdo essencialmente constantes. A variacdo estd dentro do erro da
medida de Dp por esta técnica, confirmando, uma vez mais, que o comportamento cinético

e a estrutura interna de particulas influenciam pouco as distribuicdes de tamanho, que sao

determinadas pelos sistemas de sonicagdo e de estabilizagdo do meio.
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Figura 5.4: Gréfico das evolugdes dinamicas de Dp com diferentes concentracdes de agente
reticulante.
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Com relacdo as conversdes (ver Figura 5.5), observa-se também que a variagao de
concentracio de EGDMA nao promove grandes variacdes das conversdes nos
experimentos. Isto mostra que o EGDMA pouco afeta a velocidade de polimerizacdo nas
condicdes estudadas. Aparentemente, a morfologia das particulas também nao foi afetada
pela reticulagio com EGDMA, ja que em nenhuma destas 3 reagdes foi observada a
formacdo de particulas com multiplas oclusdes, como mostrado na Figura 5.6. Portanto, a
formacdo de multiplas oclusdes parece estar relacionada com a concentracao de iniciador (e

as taxas de iniciacdo e terminacdo) nas particulas.
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Figura 5.5: Gréfico das evolugdes de conversao em diferentes concentragdes de agente
reticulante.
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Experimento 1: 6leo/MMA=50/50, AIBN=0,07g(lo), sem EGDMA, T=70°C

L &

Figura 5.6: Efeito da concentragdo de EGDMA na morfologia das particulas (AIBN =
0,07g (TIo), 6leo de andiroba/MMA = 50/50, T=70 °C).
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5.1.3 Efeito da relacao 6leo/monomero

Experimentos foram realizados com e sem adi¢do de agente reticulante (EGDMA)
em uma temperatura inferior (55 °C). Em ambas as situa¢gdes houve modifica¢do da relacdo
6leo de andiroba / mondmero (MMA), com o intuito de avaliar se € possivel alterar a

espessura da casca das particulas por meio da modificacdo das concentragdes de 6leo.

5.1.3.1 Reacdes com 5% de EGDMA em relacao ao MMA a 70 °C

Nestas reagdes, a relacdo 6leo de andiroba / mondomero (MMA) foi modificada com
o intuito de avaliar se era possivel modificar a espessura da casca das capsulas por meio da
modificacdo das concentracdes de Sleo. As relacdes 6leo de andiroba / metacrilato de
metila avaliadas foram 70/30, 50/50 e 30/70, sempre com adi¢cdo de 5% de agente
reticulante em relacdo ao mondmero, mantendo-se a temperatura reacional em 70 °C.
Observou-se na Figura 5.7 que os diametros médios de particulas dependem da
concentragio de 6leo, podendo revelar um efeito da viscosidade da fase dispersa. A medida
que o teor de 6leo aumenta (e a viscosidade também), observou-se o deslocamento dos
didmetros médios para valores mais altos. E interessante, também, ressaltar que a reducio
do teor de dleo provocou o aparecimento de uma dinamica de fundo, indicando reducgao de
volume das particulas.

Observando a Figura 5.8, é possivel tentar relacionar a propor¢do de Oleo de
andiroba / MMA com a espessura da casca de polimero formada com a morfologia obtida.
Nas micrografias do experimento 8, com menor relagdo 6leo/mondmero, observa-se a
presenca das mais variadas morfologias, como por exemplo, nucleo-casca, multiplas

oclusoes, meia lua, esfera cheia.
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Isso provavelmente tem relacdo com a proporcdo de 6leo/mondmero empregada,
que permite a formagao de casca mais espessa e reduz as taxas de coalescéncia dos nicleos
internos, favorecendo a formacdo de morfologias mais complexas. Como a quantidade de
iniciador utilizada foi a mesma nestas trés reacdes, a reagao realizada com mais mondmero
tem relagdo Iniciador/Mondmero menor, resultando, possivelmente, em massas molares
mais altas, o que também aumenta as limitacdes difusionais. O fato de morfologias
complexas serem observadas a taxas de reacdo menores, mostra que a compreensao do
fenomeno requer a modelagem de velocidades de coalescéncia dos nucleos iniciais,

formados durante a dispersao das particulas.
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Figura 5.7: Gréfico das evolugdes dinamicas de Dp com diferentes propor¢des de 6leo de
andiroba / metacrilato de metila.
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Experimento 6:

s

6leo/MMA=70/30, AIBN=0,07g(l0), 5% EGDMA, T=70°C

Figura 5.8: Efeito da relacdo 6leo de andiroba/MMA na morfologia das particulas
( AIBN = 0,07 g (Io), 5% EGDMA, T =70 °C).
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5.1.3.2 Reacdes sem EGDMA a 55 °C

Como ndo foram observadas grandes modificagdes das propriedades morfolégicas
nem das curvas de conversao com a adicdo de EGDMA, a seqiiéncia das 3 ultimas reacdes
foi feita a uma temperatura inferior (55 °C) na auséncia de agente reticulante. Desta forma,
€ possivel avaliar a influéncia da conversao e da massa molar sobre as respostas (a presenca
de EGDMA leva a formagao de material insolivel que ndo pode ser analisado por GPC).

Os experimentos 9, 10 e 11 (Figura 5.9) foram realizados na mesma temperatura
(55 °C), na auséncia de agente reticulante, variando-se as relagdes entre 6leo de andiroba e
MMA. Comparando-se a evolu¢ao dos diametros médios, observa-se o mesmo resultado
encontrado anteriormente para os experimentos 5, 6 ¢ 8. A diminui¢do da temperatura
resultou em diadmetros mais elevados, o que parece confirmar o efeito preponderante da

viscosidade inicial sobre a evolucdo das distribui¢des de tamanho de particula.
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Figura 5.9: Gréfico das evolugdes dinamicas de Dp com diferentes proporcdes de dleo de
andiroba / metacrilato de metila, T=55 °C.
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Com relagdo a conversao, devido a menor temperatura, estas reacoes foram mais
lentas (ver Figura 5.10). Este resultado também estd de acordo com o comportamento
esperado para reagdes realizadas com iniciadores organofilicos. O efeito do teor de dleo
sobre a conversao, no entanto, € pouco claro, sugerindo que a velocidade de reagao depende

fundamentalmente da quantidade de iniciador disponivel.
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Figura 5.10: Gréfico das evolucdes dinamicas de conversdao com diferentes proporcdes de
6leo de andiroba / metacrilato de metila, T=55 °C.

Na Figura 5.11, pode ser observado que, enquanto na reacdo 10, realizada com
maior relacdo 6leo/mondmero, houve a formacgdo de muitas particulas com a morfologia de
nanocdpsulas, as micrografias dos experimentos 9 € 11 mostram muitas particulas com
morfologia nucleo-casca, algumas com mudltiplas oclusdes. O mais provédvel é que a
liberagdo ou extravasamento de 6leo tenha ocorrido durante a andlise, uma vez que a

cobertura da amostra com um filme de carbono diminui, mas ndo elimina completamente, a
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degradacio do PMMA sob o feixe de elétrons do MET. A presenca de dleo livre pode
também estar relacionada aos altos teores de mondmero residual das amostras finais. De
qualquer forma, vé-se que as baixas velocidades de reacdo ndo permitiram obter nucleos
simples de 6leo, indicando que a cinética de coalescéncia das goticulas formadas no interior
das cdpsulas (e, portanto, as propriedades fisicas do meio continuo e disperso) depende

bastante das condi¢des de reagdo e ndo pode ser interpretada de forma simplista.

5.1.4 Efeito da temperatura de reacao

Nos experimentos 1 e 9, usou-se a mesma concentracdo de reagentes, mas com
diferentes temperaturas. Quanto ao diametro médio de particulas, observou-se pequena
variagdo (Figura 5.12). A taxa de reacdo, conforme esperado, foi menor no experimento
realizado na menor temperatura (55 °C) (Figura 5.13). Comparando-se experimentos em
que foi variada a temperatura reacional (55 °C e 70 °C), com relagdo a morfologia das
capsulas obtidas, nota-se que a reacdo na temperatura menor leva a formacdo de
nanocdpsulas com multintcleos. Esta observacdo pode ser compreendida, se levarmos em
conta que durante a polimerizacdo o 6leo de andiroba é segregado do polimero formado e
que as gotas de Oleo coalescem gradativamente. A execucdo da reagdo a uma temperatura
mais baixa leva a obtencdo de um polimero com massa molar mais alta (Tabela 5.2) e uma
maior viscosidade da particula para uma mesma conversdo. Esse fendmeno também
aumenta a possibilidade de vitrificacdio da particula, devido a maior distancia da
temperatura de transi¢do vitrea do PMMA. Ou seja, estes fatores aumentam a viscosidade

das particulas e, consequentemente, diminuem a mobilidade das gotas de 6leo de andiroba,

aumentando o efeito do controle cinético sobre a morfologia das particulas (Figura 5.14).
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-| Experimento 10: 6leo/MMA=70/30, AIBN=0,07g(lo), sem EGDMA, T=55°C
e T R

Figura 5.11: Efeito da relag@o 6leo de andiroba/MMA na morfologia das particulas
(AIBN = 0,07 g (Io), 0% EGDMA, T = 55 °C).
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Figura 5.12: Gréfico das evolucdes dindmicas de Dp em diferentes temperaturas (70 °C e

55 °C).
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Figura 5.13: Gréfico das evolucdes dinamicas de conversdao em diferentes temperaturas (70

°Ce 55 °C).
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Experimento 9: 6leo/MMA=50/50, AIBN=0,07g(lo), sem EGDMA, T=55°C

Experimento 1: 6leo/MMA=50/50, AIBN=0,07g(lo), sem EGDMA, T=70°C

Figura 5.14: Efeito da temperatura reacional na morfologia das particulas
(AIBN = 0,07 g (Io), sem EGDMA, 6leo de andiroba/MMA = 50/50).

A Tabela 5.2 mostra a variacdo das massas molares médias para as diferentes
reacdes. As polimerizacdes realizadas na presenca de EGDMA produziram polimero
insoldvel, prejudicando a andlise de GPC e confirmando o efeito de reticulacdo. Nas
temperaturas mais altas, as massas molares médias aumentam com a reducdo da
concentracdo de iniciador, como jd poderia ser esperado. Os indices de polidispersdo se
mantiveram préximos de 2, indicando uma cinética trivial do tipo Flory, dominada por
efeitos de terminacdo ou transferéncia de cadeia para o mondmero. Nas temperaturas mais

altas, as massas molares aumentaram com o teor d¢ MMA (como ja poderia ser esperado,
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pelas mais altas taxas de propagagdo) e s@o mais altas que nas baixas temperaturas (como ja

poderia ser esperado, por causa das mais baixas taxas de iniciacdo). Além disso, observa-se

aumento expressivo dos indices de polidispersdo nas temperaturas mais baixas e maiores

concentracoes de mondmero, provavelmente por causa do aumento de viscosidade e do

efeito gel caracteristico das reacoes de MMA (LUCAS et al., 2001).

As andlises de GPC dos experimentos relacionados na Tabela 5.2 sd3o mostrados nas

Figuras 5.15 a 5.20.

Tabela 5.2: Efeito da temperatura reacional nas massas molares.

Experimentos Mn (g/mol) Mw (g/mol) IPD
1 116.154 296.645 2.56
2 100.774 214.616 2.13
3 125.365 303.542 2.42
9 164.368 2.504.000 15.23
10 96.053 229.313 2.39
11 162.058 885.082 5.46
IPD — indice de polidispersao.
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Figura 5.15: Cromatograma de GPC do experimento 1.
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Figura 5.16: Cromatograma de GPC do experimento 2.
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Figura 5.17: Cromatograma de GPC do experimento 3.
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Figura 5.18: Cromatograma de GPC do experimento 9.
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Figura 5.19: Cromatograma de GPC do experimento 10.
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Figura 5.20: Cromatograma de GPC do experimento 11.

5.1.5 — Conclusdes Parciais — Nanoparticulas de Oleo de Andiroba
Os dados aqui apresentados demonstraram que € possivel obter nanocédpsulas de
PMMA carregadas com 6leo de andiroba por intermédio de reagdes de polimerizacdo em

miniemulsdo, utilizando o 6leo de andiroba como ndo solvente do polimero. Mostrou-se

90



que a concentracdo de iniciador, a relacdo 6leo de andiroba/mondmero e a temperatura
reacional influenciam significativamente a morfologia final das nanocdpsulas. A depender
das condi¢des de polimerizacdo, podem ser formadas nanocdpsulas com morfologia do tipo
casca-nucleo (a morfologia mais estdvel termodinamicamente) ou com multiplos nicleos
(quando a viscosidade da particula polimérica impede a coalescéncia das gotas de 6leo de
andiroba segregadas durante a polimerizacdo). Esta observacdo abre oportunidades para o
controle da morfologia das nanocédpsulas por meio da manipulacdo das condicdes de

polimerizagao.

5.2 Caracterizacao dos Filtros Solares

Na secdo 5.1 mostrou-se que a polimerizacdo do MMA em miniemulsdo pode ser
realizada eficientemente para a producao de nanocépsulas de 6leo de andiroba. Com base
nestes resultados bem sucedidos, iniciou-se o estudo de encapsulamento de substancias com
funcdo fotoprotetora. Para isso, foi realizado inicialmente o estudo de caracterizacdo dos
filtros escolhidos neste trabalho: avobenzona, benzofenona-3 e metilbenzilideno canfora.

Os filtros solares empregados foram caracterizados quanto a estabilidade térmica e
os espectros de absor¢do na regido ultravioleta. Estes testes tiveram como objetivo atestar a
qualidade do material empregado, comparando os resultados com aqueles ja publicados, e
assegurar que as substancias em questdo poderiam ser utilizadas de forma estdvel nas

condi¢des de reacdo.

5.2.1 Teste de Estabilidade Térmica
Na literatura especifica de filtros solares (SHAATH, 2007), consta que os 3 filtros

quimicos em questdo sofrem degradacdo acima de 100 °C, fato que foi confirmado nas
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andlises termogravimétricas apresentadas nas Figuras 5.21 a 5.23. Desta forma, € possivel
afirmar que todos os filtros solares podem ser adicionados nas reagdes de polimerizagao
sem risco de degradacdo térmica, ja que as temperaturas de rea¢do nao ultrapassam 90 °C.
Observa-se que o filtro mais sensivel dentre aqueles utilizados é a benzofenona-3. A
despeito disso, a degradagdo térmica s6 parece ser significativa a temperaturas superiores a

150 °C.
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Figura 5.21: Termograma de TGA da Avobenzona.
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Figura 5.23: Termograma de TGA do Metilbenzilideno Canfora.
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5.2.2 Analise do Espectro de Absorc¢ao na Regiao do Ultravioleta

Na avaliacao dos espectros, foi possivel determinar a absor¢io maxima de cada um
dos filtros solares (BZ3 — 288 e 325 nm; AVO — 358 nm e MBC - 300 nm) e do
polimetacrilato de metila (superior a 380 nm). Estes valores sdo semelhantes aos relatados
na literatura (SHAATH, 2007). Os diferentes picos de maxima absorcdo tornam a
identificacdo de cada um dos compostos empregados mais facil, jA que nenhum dos
materiais utilizados apresenta o mesmo comprimento de onda méaximo (Figuras 5.24 a
5.27). Deve-se notar que o PMMA apresenta espectro de absor¢do de UV muito mais
simples que os demais compostos, o que justifica o uso destas cargas para formulagao de
fotoprotetores. Vé-se que as particulas de PMMA nao tém qualquer atividade significativa

de absorcao de radiagdo UV.
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Figura 5.24: Espectro de Absor¢cdo da Benzofenona-3 na regido do UV.
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Figura 5.25: Espectro de Absorcdo da Avobenzona na regiao do UV.
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Figura 5.26: Espectro de Absorcao do Metilbenzilideno Canfora na regiao do UV.
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Figura 5.27: Espectro de Absor¢cio do PMMA na regidao do UV.

5.3 Obtencao das Nanoparticulas de PMMA carregadas com Filtro Solar

As reacdes de polimerizacdo realizadas para produzir as nanoparticulas de PMMA
carregadas com filtro solar foram conduzidas seguindo os procedimentos descritos no
Capitulo 4 e estdo apresentadas na Tabela 5.3. Todas as reagdes foram realizadas em
batelada, levando um tempo méximo, englobando preparagdo e obtencdo, de 5 horas.
Apesar da variacdo das condi¢des reacionais, nunca foi observada separagdo de fases, apés
um periodo de 90 dias, a temperatura ambiente, em quaisquer das formulagdes propostas,
conforme ilustrado na Figura 5.28. A unica modificac@o relevante observada visualmente
foi a mudanca de coloracdo dos produtos obtidos, fato que pode ser explicado pelas
diferentes capacidades de absorcdo de luz das matérias-primas.

Os experimentos foram realizados de forma evolutiva € ndo seguiram um plano

experimental pré-definido. Em fung¢do dos resultados apresentados na Secdo 5.1, foi
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definido inicialmente o tempo de reacdo de 4 horas e a temperatura de reacdo em 70 °C. Em
funcdo das baixas conversdes obtidas, as temperaturas foram elevadas até 90 °C e a
concentracdo de iniciador foi fixada em 0,2% p/v. Posteriormente, a carga de filtros foi
incrementada, para maximizar o efeito fotoprotetor, e as pressdes do homogeneizador
foram reduzidas, para aumentar o didmetro médio das particulas. Finalmente, foram
introduzidas quantidades crescentes de PMMA (5 g e 10 g) na formulacdo final, para

aumentar o didmetro final das particulas e reduzir o tempo de reagao.

Tabela 5.3: Reagdes de obtencdo das nanoparticulas poliméricas carregadas com
filtro solar.

Reacdo Filtro PMMA Pressao K»S,03 Temperatura Tempo
Solar (g) (2) Homogeneizador (2) reacional reacao
(bar) 4®) (h)
1. BZ35 0 600 0,3 70 4
2. AVO S5 0 600 0,3 70 4
3. 0* 0 600 0,3 80 4
4. 0* 0 600 0,3 80 4
5. MBC 5 0 400 0,3 90 3
6. BZ35 0 400 0,6 90 3
7. BZ3 10 0 200 0,6 90 3
8. AVO 10 0 200 0,6 90 3
9. MBC 10 0 200 0,6 90 3
10. 0* 0 200 0,6 90 3
11. 0* 0 200 0,6 90 3
12.  MBC 50 0 200 0,6 90 3
13. BZ350 0 100 0,6 90 2
14. AVOS50 0 100 0,6 90 2
15. 0* 0 100 0,6 90 2
16.  BZ350 5 100 0,6 90 2
17. BZ330 5 100 0,6 90 2
18.  BZ330 10 100 0,6 90 2
19.  BZ330 10 100 0,6 90 2
20. MBC30 10 100 0,6 90 2
21.  AVO 30 10 100 0,6 90 2

* Reagoes, sem adi¢cdo de filtro solar, posteriormente empregadas como matéria-prima nas
reacoes 16 a 21.
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Figura 5.28: Comparacao visual entre reagdes (A) 1 - PMMA + BZ-3 e (B) 3 - PMMA puro
ap6s 90 dias.

5.4 Caracterizacao das Nanoparticulas de PMMA carregadas com Filtro Solar

Com objetivo de utilizar as nanoparticulas de PMMA carregadas com filtro solar
como matéria-prima em formulacdes cosméticas fotoprotetoras, foram realizados diferentes
testes de caracterizagdo e avaliac@o dos produtos das reagdes apresentadas na Tabela 5.3. A

seguir, sdo apresentados os resultados destas anélises.

5.4.1 Distribuicao do Tamanho de Particulas (DTP)

A metodologia aplicada para avaliar a distribui¢do do tamanho de particula foi
considerada satisfatoria, pois todas as réplicas foram reprodutiveis. As amostras
apresentaram sempre uma distribui¢do unimodal de tamanhos com uma estreita faixa de
distribuicao granulométrica. A andlise de tamanhos de particula também permite avaliar a
tendéncia a agregacdo das nanoparticulas dispersas em uma emulsdo em funcdo do tempo,

sendo uma ferramenta importante para anélise de estabilidade. As andlises foram realizadas
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apés o preparo e depois de 3 meses de armazenamento, sem que nenhuma alteragao
significativa fosse detectada, indicando a alta estabilidade das formula¢des propostas.
Apesar disso, os resultados iniciais (Tabela 5.4 e Figura 5.29) ndo foram
considerados satisfatérios, visto que as particulas eram muito pequenas e os didmetros
inferiores a 100 nm podem levar a absor¢do sist€émica das nanoparticulas (e,
conseqiientemente, das substancias quimicas nelas incluidas) (GARCIA, 1998; SCALIA,
1998; PERUGINI, 2002; SCALIA, 2002; YENER, 2003; JIMENEZ, 2004; MOTA, 2005;
MONTEIRO, 2008; JAIN & JAIN, 2010, NASCIMENTO, 2011). Vé-se claramente na
Figura 5.30 que o teor inicial de PMMA na mistura controla o tamanho médio final das
particulas. Quanto maior o teor d¢ PMMA na mistura inicial, maior a viscosidade da
solucdo de MMA e maior o didmetro final das particulas, por causa da quebra menos

eficiente da fase organica no homogeneizador.
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Figura 5.29: Distribui¢do final de diametros de particulas — reagdo 7.
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Tabela 5.4: Distribui¢do de tamanho das nanoparticulas obtidas nas diferentes

reacoes.

Reacdo Filtro Solar (g) PMMA (g) Pressao Tamanho PDI *

Homogeneizador médio (nm)

(bar)
1. BZ3 5 0 600 61 0,064
2. AVO 5 0 600 62 0,084
3. 0 0 600 60 0,049
4. 0 0 600 48 0,095
5. MBC 5 0 400 48 0,097
6. BZ35 0 400 59 0,113
7. BZ3 10 0 200 60 0,599
8. AVO 10 0 200 67 0,213
9. MBC 10 0 200 69 0,342
10. 0 0 200 58 0,056
11. 0 0 200 61 0,123
12. MBC 50 0 200 64 0,188
13. BZ3 50 0 100 49 0,243
14. AVO 50 0 100 48 0,118
15. 0 0 100 54 0,079
16. BZ3 50 5 100 88 0,115
17. BZ3 30 5 100 86 0,098
18. BZ3 30 10 100 120 0,156
19. BZ3 30 10 100 116 0,241
20. MBC 30 10 100 122 0,116
21. AVO 30 10 100 114 0,068

* PDI - indice de polidispersao.
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Diametro de particulas X PMMA
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Figura 5.30: Diametro de particulas X PMMA em diferentes reagoes.

Como o modo de preparo das nanoparticulas interfere diretamente no didmetro das
mesmas, a primeira medida para solucionar a questdo do pequeno tamanho de particula
formado foi diminuir a pressdao empregada no homogeneizador. Passou-se a trabalhar com
diferentes pressoes (400 bar — 100 bar); porém, estas variagdes também nao foram
suficientes para atingir tamanhos médios superiores a 100 nm (Tabela 5.4). Como ja
descrito por LANGER e colaboradores (1996) e observado na Secdo 5.1, o aumento de
iniciador no meio reacional nao deve alterar a distribuicdo granulométrica. Sendo assim, a
utilizacdo de 0,6 g de K,S;0s (reacdes 6 a 15) também ndo promoveu alteracoes
significativas no didmetro médio das particulas. Portanto, pode-se afirmar que as
distribui¢cdes de tamanho sdo controladas pela composicdo da miniemulsdo. Por isso, foi
necessdario definir novas condi¢des de produgdo das nanoparticulas de PMMA carregadas

com filtro solar, manipulando-se também a formulacao inicial. Optou-se por acrescentar a
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mistura inicial quantidades crescentes de PMMA, para manipular o tamanho das gotas.

Sabe-se que a adicdo de PMMA ao meio reacional leva ao aumento da viscosidade do meio

e a redugdo das taxas de quebra no homogeneizador. Com o valor de 10 gramas de PMMA

(10% com relagdo ao MMA), alcancou-se o diametro médio pretendido, conforme ilustrado

na Figura 5.31. Este resultado mostra que o tamanho das nanoparticulas desenvolvidas pode

ser facilmente controlado com a adi¢do de PMMA a formulagdo inicial, o que é bastante

interessante e vantajoso industrialmente. A escolha do PMMA para controle e manipulagao

da viscosidade do meio parece ser bastante natural por causa da facilidade de producao

deste polimero pela mesma técnica de miniemulsao.

Intensidade (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (nm)

Figura 5.31: Distribui¢do final de didmetro de particulas — reacao 19.
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5.4.2 Analise Gravimétrica (Conversao)

Os resultados de conversdo de mondmeros nas primeiras reagdes mostraram que a
formacdo de polimero estava abaixo do esperado (ou seja, esperava-se atingir valores de
conversdao proximos a 100%). Este fato levou a alteragdes nas condi¢des reacionais, a
comegar pelo aumento na concentracdo de iniciador e, posteriormente, aumento na
temperatura reacional (Tabela 5.5). Como observado nas reagdes 5 e 6, ao se aumentar
somente a concentracdo de iniciador, os valores de conversao ndo sao alterados, fato
justificado pela teoria cldssica de polimerizacdo em emulsdo e mostrado na Secdo 5.1, ja
que o nimero médio de radicais por particulas permanece essencialmente constante com o
aumento da concentragdo de iniciador no meio (TEO et al., 2011, FONSECA, 2012).

Importante destacar que as polimerizacdbes com MMA sdo particularmente
suscetiveis ao efeito gel (LENZI, 2002; LENZI et al., 2003; BESTETI, 2009, FONSECA,
2012). Na Figura 5.32, a ocorréncia do efeito gel pode ser facilmente observada. O efeito
gel se caracteriza pelo aumento da viscosidade e consequentemente reducdo da constante
cinética de terminagdo, que pode resultar no aumento até mesmo descontrolado da taxa de
polimerizacao (ARAIjJ 0, 1999; CHEN E SAJJADI, 2009). Observa-se nas reagdes 1 a 8 o
aumento repentino de conversdao em um curto intervalo de tempo.

Quando se adiciona PMMA a formulac@o inicial, assim como observado com
relacdo aos tamanhos médios de particula, também ocorre aumento nas taxas de reacdo por
causa do efeito gel, sendo atingidos valores maiores de conversao, como na rea¢cdo 20. Este
fato, mais uma vez, demonstra a conveniéncia de adicionar PMMA a receita de
polimerizacdo. A Tabela 5.5 mostra que, na presenca de PMMA, as conversdes atingem o

valor de 100% em cerca de 2 horas de reacao.
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Figura 5.32: Gréfico das evolucdes de conversdao em diferentes reacoes.

Tabela 5.5: Valores de conversao das diferentes reagdes de polimerizagao.

Reacdo Filtro PMMA  K;S,0g3 Temperatura Tempo Conversao

Solar (g) (2) (2) reacional reacdo (h) (%)
49

1. BZ3 5 0 0,3 70 4 48
2. AVO 5 0 0,3 70 4 53
3. 0* 0 0,3 80 4 43
4. 0* 0 0,3 80 4 59
5. MBC 5 0 0,3 90 3 79
6. BZ35 0 0,6 90 3 79
7. BZ3 10 0 0,6 90 3 81
8. AVO 10 0 0,6 90 3 80
9. MBC 10 0 0,6 90 3 78
10. 0* 0 0,6 90 3 82
11. 0* 0 0,6 90 3 84
12. MBC 50 0 0,6 90 3 81
13.  BZ350 0 0,6 90 2 77
14. AVOS50 0 0,6 90 2 79
15. 0* 0 0,6 90 2 85
16. BZ350 5 0,6 90 2 97
17.  BZ3 30 5 0,6 90 2 94
18. BZ330 10 0,6 90 2 96
19. BZ330 10 0,6 90 2 98
20. MBC 30 10 0,6 90 2 100
21. AVO 30 10 0,6 90 2 100
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5.4.3 Eficiéncia de Encapsulamento dos Filtros Solares

O cdlculo do teor de FS encapsulado foi realizado com auxilio de
espectrofotometria por UV-Vis, sempre em triplicata, baseado no total de cada um dos
ativos adicionados na reacdo, conforme descrito na Tabela 5.3. A eficiéncia de
encapsulamento encontrada foi sempre proxima a 100%, fato que € facilmente explicado
em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas dos trés filtros solares usados como
referéncia, que sao insoliveis em 4dgua e completamente soliveis no mondémero (MMA).
Como nio existe facilidade na migracao dos filtros solares do interior das particulas para a
fase aquosa, ja que os filtros sdo completamente dissolvidos na fase orgdnica (mondmero)
durante o preparo das emulsdes, os filtros permanecem no interior das nanoparticulas.Para
leitura no UV-Vis, o solvente empregado (etanol) possibilita a extracdo dos filtros solares
do interior das nanoparticulas, favorecendo a anélise. Na Tabela 5.6, estao apresentados os
resultados, em triplicata, das reacdes 19, 20 e 21, cujas nanoparticulas poliméricas
carregadas com BZ3, AVO ou MBC foram empregadas para preparacdo dos produtos

antissolares desta tese.

Tabela 5.6: Eficiéncia de encapsulamento dos filtros solares nas nanoparticulas

poliméricas.
Amostras Encapsulamento (%)
(n=3) (valores médios)
Reacdo 19 (BZ-3) 99,5+2,8
Reacdo 20 (AVO) 100,2 + 1,5
Reacdo 21 (MBC) 98,4 £1,6

105



5.4.4 Monomero Residual

Na Tabela 5.7, sao apresentados os resultados de monomero residual encontrados
nas nanoparticulas poliméricas carregadas com filtros solares empregadas no preparo das
formulacdes fotoprotetoras. Como ja apresentado anteriormente (Tabela 5.5), as reacdes 19,
20 e 21 resultaram em conversdes, praticamente totais, o que justifica os baixos teores
residuais de mondmeros encontrados pela técnica de cromatografia gasosa.

Os compéndios oficiais vigentes no Brasil classificam os solventes em trés classes:
1,2 e 3. Aclasse 1 é a mais prejudicial a saide e estd relacionada aos solventes de alta
toxicidade e com elevado potencial carcinogénico, como o benzeno. Estes solventes podem
estar presentes nas preparagdes em até 2 ppm. A classe 2 contempla solventes de toxicidade
média, mas que podem gerar danos irreversiveis ao organismo, como o metanol. Os limites
permitidos variam de 50 ppm (metilbutilcetona) a 3880 ppm (ciclohexano). Por fim, a
classe 3 € constituida por solventes que apresentam toxicidade baixa, como a acetona (USP

31, 2008).

Tabela 5.7: Concentragdo de mondmero residual nas nanoparticulas poliméricas.

Amostras Mondmero Residual
(ppm)
Reacdo 19 (BZ-3) 0,0001
Reacdo 20 (AVO) 0,0003
Reacdo 21 (MBC) 0,0000
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De acordo com os resultados e com as especificagdes vigentes, fica evidenciado que
as concentracdes de mondmero residual encontradas sdo muito baixas, na ordem de ppb,
nao sendo assim criticas para a aplicacdo pretendida. Conclui-se, entdo, que apesar de nao
existir nada especifico na literatura sobre a concentracio maxima de MMA permitida em
formulacdes farmacéuticas e cosméticas, que as nanoparticulas em questdo podem ser
empregadas em formulagdes cosméticas sem afetar sua seguranca. Resultados semelhantes
também foram obtidos por FONSECA (2012) para particulas de PMMA carregadas com

praziquantel.

5.4.5 Interacao Ativo-Polimero (DSC)

As amostras de BZ-3, AVO, PMMA, suas misturas fisicas e as nanoparticulas ja
carregadas com os filtros solares e liofilizadas (reacdes 7 e 8), foram analisadas por DSC,
conforme técnica descrita na literatura (GAMISANS et al., 1999; MAINARDES et al.,
2006). Os resultados estdo apresentados na Figura 5.33, em que € possivel observar os
picos endotérmicos dos filtros solares (1) e (3), assim como nas suas respectivas misturas
fisicas com PMMA (4) e (5). Porém, ndo se observou nenhum pico de transicdo
endotérmica nas amostras (6) e (7), referentes as reacdes de polimerizacdo, que sao
semelhantes as analises efetuadas com PMMA. Este resultado sugere que ndo ha aparente
interagdo quimica dos filtros solares com o polimero PMMA, na mistura fisica. Além disso,
como as nanoparticulas derivadas das reacdes em miniemulsdo ndo apresentam a transi¢ao
endotérmica caracteristica de BZ3 e AVO, € possivel afirmar que os filtros ndo estdo
presentes como uma fase cristalina distinta, mas sim como uma solu¢@o diluida na matriz

polimérica. Sendo assim, os filtros parecem estar distribuidos uniformemente nas
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nanoparticulas, formando nanoesferas unifdsicas, sem a presenca de cristais no seio da
solucdo polimérica. Desta forma, e por serem muito soliveis em MMA e PMMA, os filtros

ndo geram inclusdes como aquelas observadas com o 6leo de andiroba na Sec¢ao 5.1.

5.4.6 Analise Morfologica

A andlise morfolégica por micrografia constitui uma técnica importante para
confirmar a existéncia de particulas na escala nanométrica, além de constituir uma valiosa
ferramenta para ilustrar a morfologia das estruturas obtidas. Nas andlises obtidas pela
técnica de MEV, observou-se a formagao de estruturas esféricas (Figuras 5.34 a 5.36), com
regularidade nos diametros, que foram comprovadas pelas andlises independentes da

distribuicao de tamanho de particula (ver Secao 5.4.1).
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Figura 5.33: Resultado do DSC: (1) BZ-3; (2) PMMA; (3) AVO; (4) mistura fisica PMMA
+ BZ-3; (5) mistura fisica PMMA + AVO; (6) nanoparticulas PMMA + BZ-3 - reacao 7;
(7) nanoparticulas PMMA + AVO - reacdo 8.

5/25/2009‘ HV ‘ mag |spot| det | WD 4 um

11:24:11 AM |20.00 kV| 24 088 x| 2.5 |ETD|33.2 mm PAM/PEQ/COPPE

Figura 5.34: Fotomicrografia de nanoparticulas de PMMA carregadas com
avobenzona (reacao 21).
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Figura 5.35: Fotomicrografia de nanoparticulas de PMMA carregadas com metil
benzilideno canfora (reagdo 20).

5/7/2009 ‘ Hv ‘ mag |spot| det | WD 1 um

12:12:20 PM | 20.00 kV |77 632 x| 2.0 |ETD|13.0 mm PAM/PEQ/COPPE
Figura 5.36: Fotomicrografia de nanoparticulas de PMMA carregadas com benzofenona-3
(reagdo 19).
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5.4.7 Cromatografia de Permeacao Em Gel (GPC)

A andlise de GPC permite observar a distribui¢cao das massas molares dos polimeros
formados, fornecendo informagdes sobre o processo de polimerizacdo, a existéncia de
interacdes entre o polimero e o ativo e a degradagdo do polimero ao longo do tempo
(FRESTA et al., 1995; SEIJO et al., 1990; GUTERRES et al., 1995; SCHAFFAZICK et
al., 2003).

Na Tabela 5.8 estao apresentados os valores de massa molar numérica média (Mn),
massa molar ponderal média (Mw) e indice de polidispersao (IPD) dos produtos finais. O
IPD estd relacionado com a largura (ou variancia) da distribuicdo. O Mn relaciona-se
diretamente as propriedades osmoéticas do polimero, enquanto o Mw estd relacionado
principalmente com as propriedades mecanicas. Materiais que apresentam baixo indice de
polidispersdo apresentam moléculas com massas molares semelhantes (LUCAS et al.,
2001).

As reagdes 3 e 4, usadas para obtencdo de PMMA sem filtros solares incorporados e
produzidas com 0,3 g de iniciador, apresentaram altas massas molares, conforme
demonstrado por LANGER et al. (1996) e cooperado pela teoria cldssica de sistemas em
emulsdo. Todos os indices de polidispersao flutuaram em torno do valor tedrico de 2,0,
indicando que as distribuicdes de massas molares sdo do tipo Flory, como esperado pela
teoria cldssica (LENZI, 2002). Ao analisar as reacdes contendo filtros solares é possivel
observar que as massas molares sdo muito mais altas do que as encontradas nas reacdes
com PMMA puro, o que sugere efeito de reticulagdo, como observado por OLIVEIRA et al
(2012), que pode ser justificado pela natureza multifuncional das moléculas dos ativos
empregados (filtros solares). Também € nitido o efeito gel, j4 que hd um aumento

pronunciado do Mw, com alargamento das distribui¢des de massas molares.
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Ao comparar as reacdes com diferentes concentracdes de iniciador (reagdes 4 e 10),
observa-se uma redu¢do da massa molar, como esperado na teoria cldssica das emulsoes. E
nas reacOes realizadas em duplicata (reacdoes 10, 11 e 15) obteve-se uma boa
reprodutibilidade, o que garante a manutengdo das caracteristicas quando da produgdo
destas particulas em momentos distintos.

Na Figura 5.37 estdo apresentados os resultados encontrados nas reagdes 19, 20 e
21, onde se observa que os valores de Mw sdo bastante elevados e hd a formacdo de um
ombro nas distribuicdes de massas molares, comportamento caracteristico do efeito gel, que
como ja citado anteriormente, ¢ muito comum em reacdes de polimerizagdo contendo
metacrilato de metila. Os cromatogramas encontrados nas reacoes 19, 20 e 21, que deram
origem as nanoparticulas empregadas nas formulacdes fotoprotetoras, estdo apresentados
nas Figuras 5.38 a 5.40. Todos os resultados aqui apresentados, quando comparados,
indicam claramente a influéncia que os filtros solares exercem sobre as reacdes de
polimerizacdo, provavelmente, atuando como agentes reticulantes e aumentando

consideravelmente o peso molecular do polimero formado.
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Figura 5.37: Distribui¢des das massas molares — reacoes 19 (BZ3), 20 (AVO) e 21(MBC).
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Tabela 5.8: Resultados de GPC de diferentes rea¢des de polimerizagao.

Reacdo Filtro Solar PMMA K>S,0s Mnx 10° Mwx 10° IPD

(8) (g (8) (g/mol) (g/mol)
1. BZ35 0 0,3 344 924 2,68
2. AVO5 0 0,3 362 985 2,72
3. 0* 0 0,3 220 510 2,32
4, 0* 0 0,3 218 504 2,31
10. 0* 0 0,6 160 456 2,85
11. 0* 0 0,6 164 435 2,65
12. MBC 50 0 0,6 432 945 2,19
13. BZ3 50 0 0,6 387 909 2,35
14. AVO 50 0 0,6 430 897 2,09
15. 0* 0 0,6 168 453 2,69
16. BZ3 50 5 0,6 445 1.289 2,87
17. BZ3 30 5 0,6 452 1.123 2,48
18. BZ3 30 10 0,6 442 1.305 2,95
19. BZ3 30 10 0,6 436 1.206 2,77
20. MBC 30 10 0,6 463 1.290 2,79
21. AVO 30 10 0,6 359 1.096 3,06

Detector Response (mV)

IPD — indice de polidispersao.
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Figura 5.38: Cromatograma de GPC do produto da reag¢do 19 - PMMA + BZ-3.
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Figura 5.39: Cromatograma de GPC do produto da reacdo 20 - PMMA + AVO.
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Figura 5.40: Cromatograma de GPC do produto da reacdo 21 - PMMA + MBC.

5.4.8 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Nas Figuras 5.41 a 5.47 sdo apresentados os espectros de FTIR do polimero
empregado em todas as reacdes (PMMA), dos filtros solares de escolha (benzofenona-3,
avobenzona e metil benzilidenocanfora) e das nanoparticulas poliméricas carregadas com

filtro solar obtidos nas reagdes 19, 20 e 21 (preparadas com 30 g de filtro solar cada). No
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espectro do PMMA sdo observadas duas bandas caracteristicas de metila e deformacgao
axial de C = O de ésteres (geralmente, aparecem em 1740 cm™). J4 no espectro da
benzofenona-3 pura e no espectro do produto de PMMA com BZ3 (Figuras 5.42 e 5.45) sdo
identificadas deformacgdo axial da dupla C = O (banda caracteristica de cetonas deslocada
dependendo do ambiente quimico) em 1600 cm™ e deformagdo axial simétrica C-O-C em
1247 cm'l, além de, sem muita precisdo, picos entre 900 cm’! e 675 cm'l, que sio
caracteristicos de compostos arométicos. Nas Figuras 5.43 e 5.46, referentes a avobenzona
pura e ao produto de PMMA com AVO, sdo observados, mesmo que sem muita precisao,
picos entre 900 cm™' e 675 cm™, que sdo caracteristicos de compostos aromaticos. Jd no
espectro referente ao produto de PMMA com MBC (Figura 5.47) e a metilbenzilideno pura
(Figura 5.44), sao encontradas duas bandas caracteristicas de metilas, em 2962 cm’ e 2872
cm™ e deformacdo axial da dupla C = O (banda evidente de cetonas), em 1717 cm’.

Os resultados de FTIR das nanoparticulas de PMMA carregadas com os fitlros
solares demonstram claramente os picos caracteristicos dos filtros solares (BZ3, AVO e
MBC); porém nao sao observados nitidamente os picos caracteristicos do PMMA. Este fato
comprova a presenca dos filtros solares nas amostras e a interacdo mais intensa destes
produtos com a radiacdo eletromagnética. Por estarem numa concentracdo alta e serem
moléculas muito complexas, se sobressaem ao polimero (PMMA) em que estdo inclusos.

Estes resultados permitem prever a eficiéncia dos filtros para a absorcdo da radiagdo UV.
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Figura 5.41: FTIR do PMMA puro.
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Figura 5.42: FTIR da benzofenona-3 pura.
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Figura 5.44: FTIR da metilbenzilideno canfora pura.
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Figura 5.45: FTIR do produto resultante da reacdo 19 ( PMMA + BZ3).
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Figura 5.46: FTIR do produto resultante da reagdao 20 ( PMMA + AVO).

118



-
5]
x:
al:
L
i
2]
i ,;l_E C - H
3 ]
6
-
45
o] cC=0
[
= I
00N EIiC 151 2L NI 1500 =i} L]
Waserumbers jom-1

Figura 5.47: FTIR do produto resultante da reacao 21 (PMMA + MBC).

5.4.9 Conclusoes Parciais — Nanoparticulas de PMMA carregadas com filtro solar
Mostrou-se até aqui que é foi possivel obter, de forma simples e eficiente,
nanoparticulas de PMMA carregadas com filtros solares, com as caracteristicas desejadas,
como didmetro médio variando entre 100 nm e 300 nm (dificultando a absorc¢do sistémica e
facilitando a aplicacdo e o espalhamento de um fotoprotetor desenvolvido a partir desta
matéria-prima) e concentracdo elevada de filtro solar. Vale ressaltar que uma pequena
alterac@o na receita inicial (adicdo de PMMA) garantiu um incremento na conversao, além
de aumentar de forma muito satisfatoria, os diametros médios das particulas desenvolvidas.
Também € possivel concluir que a adi¢do dos filtros solares interfere diretamente no
andamento da reacdo de polimerizacdo, aumentando as massas molares médias das

nanoparticulas poliméricas geradas, como mostrado na Secdo 5.4.7. Entretanto, estas
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moléculas antissolares ndo podem ser consideradas fotoiniciadores, j& que as taxas de
reacdo nao parecem ser influenciadas significativamente pela presenga, ou aumento, da
concentracdo dos filtros solares empregados. Em contrapartida, a temperatura exerce
influéncia muito significativa sobre a conversdo, como ja esperado, pelo aumento das

constantes cinéticas da reacao.

5.6 Preparo e Avaliacdo dos Caracteres Organolépticos das Formulacoes
Fotoprotetoras

Todas as formulagdes foram preparadas a partir do creme base, descrito na Tabela
4.3 e foram identificadas como 1 (creme base + nanoparticulas de PMMA com BZ3 +
nanoparticulas de PMMA com MBC), 2 (creme base + BZ3 livre + MBC livre), 3 (creme
base + nanoparticulas de PMMA com AVO + nanoparticulas de PMMA com MBC) e 4
(creme base + AVO livre + MBC livre). Todas as amostras ficaram armazenadas, a
temperatura ambiente, durante tempo superior a 6 meses, ja que este foi o tempo necessario
para realizacao dos testes que garantem qualidade, seguranca e eficacia do produto gerado.
Durante este tempo, baseado em andlise visual, ndo se observou coalescéncia e/ou
separacdo de fases, o que leva a acreditar que o produto apresenta estabilidade fisica.
Quanto a estabilidade farmacéutica, esta foi avaliada posteriormente, como apresentado na
Secdo 5.7. A coloragdo amarelada, caracteristica da benzofenona-3, foi observada nas
preparacdes em que esta foi adicionada (amostras 1 e 2). J4 naquelas em que ndo houve
adi¢do deste filtro solar, a colora¢do observada foi branco leitosa, tal qual a grande maioria

das emulsdes fotoprotetoras, que nao recebem adi¢do de corantes a férmula.
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5.7 Determinacao do pH

De acordo com o Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos
(ANVISA, 2008), se o produto a ser analisado € um sélido ou semi-sé6lido, deve-se realizar
a medi¢do do pH em uma solugdo, dispersdo ou suspensdo aquosa da amostra em uma
concentracdo preestabelecida. Posteriormente, deve-se determinar o pH da mistura com o
eletrodo apropriado. Entretanto, como também € permitido pelo mesmo 6rgao fiscalizador
(ANVISA, 2008) que a medi¢do seja feita diretamente na amostra, no caso de dispersoes
em meios aquosos, esta foi a técnica escolhida, ja que o eletrodo empregado foi o proprio
para emulsdes. Foram realizadas medidas de pH, em triplicata, para cada uma das

formulagdes desenvolvidas e os valores encontrados estdo apresentados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9: Valores de pH das formulacdes fotoprotetoras.

Formulagao pH (n=3)
1 (NP BZ3 e NP MBC) 6,72 £ 0,10
2 (BZ3 e MBC livres) 6,94 + 0,05
3 (NP AVO e NP MBC) 6,24 + 0,20
4 (AVO e MBC livres) 6,65 + 0,10

NP = nanoparticulas de PMMA; BZ3 = benzofenona-3, AVO = avobenzona; MBC =
metilbenzilideno céanfora.

Os valores médios encontrados sdo similares e ligeiramente 4cidos, estando dentro
dos valores aceitdveis para produtos cosméticos e farmacéuticos de uso tdpico, ja que €
conhecido que produtos com pH abaixo de 4,0 causam irritacdo dérmica, assim como
geralmente, valores acima de 7,0. A comprovagao da nao-irritacdo causada pelos produtos
desenvolvidos foi confirmada na sec¢do 5.10 — irritagdo dérmica primdria e cumulativa. Vale

destacar que os valores de pH das suspensdes preparadas com nanoparticulas sao
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ligeiramente inferiores e uma possivel explicacao € a hidrdlise parcial do grupo metacrilato,

gerando grupamentos dcidos (FONSECA, 2012).

5.8 Quantificacao dos Filtros Solares

As concentracdes utilizadas no preparo das formulacdes antissolares foram as
maximas permitidas (ANVISA, 2006), ou seja, 10% p/p de benzofenona-3, 5% p/p de
avobenzona e 4% p/p de metilbenzilideno canfora. Seguindo o conceito inicial de obter
protecdao contra os raios ultravioleta A e B, ndo foi necessdrio utilizar benzofenona-3 e
avobenzona na mesma formulacdo. Os teores (em % p/p) encontrados em cada uma das
formulacdes desenvolvidas estdo apresentados na Tabela 5.10. Como observado, os valores
encontrados sdo compativeis com os valores esperados, confirmando a presenca dos filtros
solares nas nanoparticulas desenvolvidas.

Tabela 5.10: Proporg¢des de filtro solar nas formulacdes fotoprotetoras.

Teor BZ3 Teor AVO Teor MBC

Formulagdo Amostras (% plp) (% plp) (% p/p)
1 (NP ES) 1 10,52 0 4,86
2 10,99 0 5,07
3 10,65 0 4,92
Média 10,72 0 4,95
2 (FS livres) 1 10,07 0 4,43
2 10,82 0 4,83
3 10,74 0 4,79
Média 10,54 0 4,69
3 (NP ES) 1 0 5,20 3,65
2 0 5,10 3,42
3 0 5,24 3,48
Média 0 5,18 3,52
4 (FS livres) 1 0 5,37 4,60
2 0 4,97 4,47
3 0 5,24 4,55
Média 0 5,19 4,54

NP = nanoparticulas de PMMA; FS = filtro solar.

122



As Figuras 5.48 a 5.50 mostram os cromatogramas dos ativos puros (filtros solares

— BZ3, AVO e MBC) dosados a partir das nanoparticulas e o espectro de absor¢dao dos

ativos nas nanoparticulas frente ao padrao de cada um. Como pode ser observado, BZ3,

AVO e MBC apresentam o mesmo pico do padrdo e o mesmo espectro de absorcao, nao

havendo indicagdes de alteracdo do tempo de reten¢do nem o aparecimento de outros picos,

que caracterizariam possiveis produtos de degradagdo. Esses resultados garantem que as

substancias ativas continuam integras no interior das particulas poliméricas.
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Figura 5.49: Cromatograma das formulagdes contendo nanoparticulas de PMMA com
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5.9 Avaliacao do Perfil de Liberacao in vitro das Formulac¢oes Fotoprotetoras

Os ensaios de liberagdo in vitro para produtos semi-sélidos devem ser realizados
empregando células de difusao, membrana sintética e solucdo receptora (SR) adequados. A
membrana sintética serve como suporte para separar a formulacio da SR. E fundamental
que a membrana utilizada seja quimicamente inerte, ndo reagindo com a formulagdo ou
com a SR, além de ndo ser limitante da velocidade nos processos de liberacao do ativo
(U.S.FDA/CDER, 1997).

Ao analisar os resultados apresentados na Tabela 5.11, é possivel observar que os
ativos sdo liberados tanto nas formulagdes contendo os filtros solares livres, como nas
formulacdes que contém os filtros solares inclusos nas nanoparticulas poliméricas.
Entretanto, quando hd o emprego das nanoparticulas, a quantidade liberada de ativos (BZ3,
AVO e MBC) € visivelmente menor (formulacdes 1 e 3) e o inicio de liberacao nao se d4 de
forma imediata, como ocorre com a formulacdo fotoprotetora tradicional, podendo
significar menor exposi¢do dos consumidores do produto aos filtros solares. Nas Figuras
5.51 e 5.52 € possivel observar que graficos que representam as formulacdes contendo as
nanoparticulas (1 e 3) sdo caracteristicas de um processo de segunda ordem (difusdo), o que
pode ser referente a “resisténcia” que o filtro solar sofre até que seja liberado na solugdo
receptora. Este fato parece ser explicado pela funcdo de barreira desempenhada pelas
nanoparticulas poliméricas. A exce¢do diz respeito ao ativo MBC, nas formulagdes 3 e 4,
onde a liberacao final € praticamente a mesma em ambas as formulacdes, porém o inicio de
liberacdo continua sendo mais rdpido na formulacdo contendo MBC na forma livre. Pode-
se predizer que, na pele humana, a eficicia e a seguranca sejam aumentadas, pois 0s ativos
poderdo sofrer menor absor¢do sistémica e poderdo ficar mais disponiveis no local de acdo

desejado, exercendo a fun¢do de protecdo da pele humana frente a radiagdo ultravioleta.
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Sendo assim, objetivando aumentar o carater de seguranga das formulagdes desenvolvidas,
¢ aconselhdvel a execucdo de ensaios futuros para avaliar a penetracdo e/ou permeacao em

membrana natural.

5.10 Testes de Irritacao Dérmica das Formulacoes Fotoprotetoras

Nos testes de irritagio dérmica primdria e cumulativa, tanto nas formulacdes
contendo filtros solares livres como nas amostras adicionadas de nanoparticulas dopadas
com BZ3, AVO e MBC, ndo foi observado potencial irritante nas primeiras 24 horas
(irritagdo dérmica primdria) e nem ao final dos 10 dias de andlise (irritagio dérmica
cumulativa) (Tabela 5.12). Este resultado demonstra, de forma muito satisfatéria, que o
sistema nanoestruturado empregado é seguro e nao causa nenhum tipo de incompatibilidade

com a pele e nem possiveis eritemas e/ou edemas ao ser aplicado.

Ensaio de Liberacao
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Figura 5.51: Ensaios de liberacio das formulacdes 1 (nanoparticulas de PMMA com filtro
solar) e 2 (filtros solares livres).
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Figura 5.52: Ensaios de liberagdo das formulacdes 3 (nanoparticulas de PMMA com
avobenzona e metilbenzilideno cinfora) e 4 (avobenzona e metilbenzilideno canfora livres).

Tabela 5.11: Concentracdo de filtro solar na solucao receptora nos ensaios de

liberacao.
Formulacao 1 Formulacao 2
(NP BZ3 e NP MBC) BZ3 MBC | (BZ3 e MBC livres) BZ3 MBC
% % % %
liberagdo | liberacdo liberagdo |liberagdo
tempo (min) média média tempo (min) média média
0 0,00 1,24 0 26,53 35,52
30 2,91 36,54 30 46,57 45,23
60 8,43 38,95 60 61,56 60,54
90 17,57 42,56 90 71,11 66,35
120 34,69 54,36 120 77,65 78,23
150 53,31 58,57 150 84,83 89,54
180 61,80 70,12 180 92,16 97,52
Formulacao 3 Formulacao 4
(NPAVOeNPMBC) | AVO MBC | (AVO e MBClivres) | AVO MBC
% % % %
liberagdo | liberacdo liberagdo |liberagdo
tempo (min) média média tempo (min) média média
0 0,00 0,00 0 11,27 16,35
30 2,60 2,25 30 34,53 17,65
60 8,18 8,69 60 35,69 23,56
90 17,41 23,56 90 72,75 49,61
120 34,72 48,72 120 81,58 65,23
150 53,54 53,32 150 86,06 64,43
180 62,12 60,53 180 95,36 65,32

NP = nanoparticulas de PMMA; BZ3 = benzofenona-3; AVO = avobenzona; MBC =
metilbenzilideno canfora.
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Tabela 5.12: Resultados dos testes de irritacdo dérmica das formulacdes fotoprotetoras.

Irritacdo Dérmica Irritacdo Dérmica
Formulagao Priméria Cumulativa
1 (NP BZ3 e NP MBC) nao-irritante nao-irritante
2 (BZ3 e MBC livres) nao-irritante nio-irritante
3 (NP AVO e NP MBC) nao-irritante nio-irritante
4 (AVO e MBC livres) nao-irritante nio-irritante

NP = nanoparticulas de PMMA; BZ3 = benzofenona-3; AVO = avobenzona; MBC =
metilbenzilideno canfora.

5.11 Avaliacao da Eficacia

Os testes de FPS in vitro foram realizados no Laboratério de Desenvolvimento
Galénico (LADEG) - UFRJ , baseado em método ja largamente conhecido e aplicado
(MANSUR et al., 1986) e os ensaios in vivo foram realizados por empresa especializada
usando o protocolo COLIPA, CTFA SA, JCIA, CTFA, International Sun Protection Factor
Test Method, 2006. Importante destacar que os teste in vivo foram conduzidos segundo as
Normas de Boas Praticas Clinicas, aplicdveis aos requisitos regulatorios e em conformidade
com o0s Procedimentos Operacionais Padrao da Allergisa, seguindo os principios da
Declaracao de Helsinski, e de acordo com as regulamentagdes aplicdveis, inlcuindo o ICH
E6: Good Clinical Practice (ALLERGISA, 2012).

Na Tabela 5.13 sd@o apresentados resultados de FPS in vitro e in vivo de formulacdes
contendo as NP carregadas com filtros solares em questdo e formulacdes adicionadas dos

mesmos filtros solares sob a forma livre.
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A diferenca de valores de FPS encontrados nos testes in vitro e in vivo pode ser
explicada pelo fato do método de Mansur (1986) s6 poder ser empregado para filtros
solares soluveis. Isto levou a utilizacdo deste ensaio somente como andlise preliminar para
os ensaios da eficdcia in vivo. Provavelmente, o método in vitro nao foi capaz de avaliar a
presenca de sistemas protetores solares ndo-soliveis, determinando apenas o conteddo livre
contido na formulagao.

Ao comparar formulagdes contendo nanoparticulas de PMMA com AVO e
nanoparticulas de PMMA com MBC (3) com os mesmos filtros solares livres (4), observa-
se que o resultado in vitro € praticamente igual (FPS = 11), enquanto o FPS in vivo (ensaio
obrigatério e aceito pela ANVISA) apresentou valores ligeiramente superiores na
formulacdo contendo as nanoparticulas, caracterizando superior eficicia da formulagdo
desenvolvida. Na formulacdo contendo nanoparticulas de PMMA com BZ3 e
nanoparticulas de PMMA com MBC (1), apesar dos valores de FPS in vivo e in vitro terem
sido ligeiramente menores, quando comparados ao da formulacdo contendo os filtros
solares na forma livre (4), observa-se eficdcia fotoprotetora. Vale ressaltar que os valores
de FPS ainda podem ser aumentados alterando-se a manipulacdo da formulacdo

fotoprotetora final.

Tabela 5.13: Valores de FPS in vitro e in vivo das formulacdes fotoprotetoras.

Formulagao FPS in vitro FPS in vivo
1 (NP BZ3 e NP MBC) 16,5 13,8
2 (BZ3 e MBC livres) 19,3 16,2
3 (NP AVO e NP MBC) 11,7 13,8
4 (AVO e MBC livres) 11,1 12,7

NP = nanoparticulas de PMMA; BZ3 = benzofenona-3; AVO = avobenzona; MBC =
metilbenzilideno canfora.
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De acordo com uma recomendacdo feita pela Comissdo da Comunidade Européia,
em 22 de setembro de 2006 (ALLERGISA, 2012), estabeleceu-se que os protetores solares
devem apresentar um fator de protecdo UVA de, no minimo, 1/3 do FPS rotulado e um
comprimento de onda critico superior a 370 nm, a fim de caracterizar o produto como um
protetor solar de amplo espectro (UVB/UVA). Ao avaliar os dados contidos na Tabela 5.14,
observa-se que as formulagdes contendo BZ3 e MBC nao atingem o 1/3 do FPS in vivo,
nem o minimo de comprimento de onda preconizado; sendo assim, ndo poderiam ser
consideradas como protetores solares de amplo espectro. Porém, é importante destacar que
os valores de FP-UVA e comprimento de onda (A) critico da formulacdo contendo as
nanoparticulas sdo superiores, se comparados a mesma formulacdo com os filtros solares
livres. J4 nas formulacdes contendo avobenzona e metilbenzilideno canfora (3 e 4), os
resultados confirmam a possibilidade de identificar as 2 preparacdes como sendo protetores
solares de amplo espectro (UVB/UVA). O produto contendo as nanoparticulas (3)
apresentou um valor médio de FP-UV A maior do que o encontrado na formula¢do com os
mesmos filtros solares, nas mesmas concentragdes, sob a forma livre, o que caracteriza que
a formulag@o proposta apresenta maior eficicia, em se tratando de protecdo UVA do que a

formulacdo-padrao (4).

Tabela 5.14: Resultados relacionados a protecdo anti-UVA.
Formulacdo FP-UVA FPS in vivo A critico (nm)

1 (NP ES) 3,11 13,8 359
2 (FS livres) 2,08 16,2 349
3 (NP ES) 17,43 13,8 378
4 (FS livres) 9,76 12,7 378

NP = nanoparticulas de PMMA; FS = filtro solar.
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5.12 Comentarios Finais

A partir dos resultados expostos neste Capitulo, fica claro que € possivel obter
formulacdes cosméticas utilizando nanoparticulas de PMMA carregadas com filtros solares
adicionados in situ durante o processo de polimerizacdo. Este fato € interessante,
principalmente porque muitas outras preparacdes cosméticas e farmacéuticas podem ser
desenvolvidas utilizando como matéria-prima nanoparticulas de diferentes substancias
ativas. Sabendo-se que cada molécula apresenta diferentes caracteristicas fisico-quimicas,

as andlises aqui descritas precisam ser realizadas a cada novo processo de desenvolvimento

de nanoparticulas poliméricas carregadas com ativos.
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CAPITULO 6

Conclusoes e Sugestoes

Neste capitulo sdo apresentadas as conclusdes obtidas e as sugestdes para trabalhos
futuros.
6.1 Conclusoes

Diante de todos os resultados expostos, pode-se concluir que € possivel a obtencdo de
nanoparticulas poliméricas com os diferentes filtros solares inclusos, utilizando a técnica in
situ de polimeriza¢do por miniemulsdo, mesmo apds os processos de secagem empregados
(liofilizacdo e estufa). Apesar dos filtros solares utilizados como referéncia interferirem nas
reacoes de polimerizacdo, alterando, principalmente, as massas molares médias dos
polimeros formados, as suspensdes contendo as nanoparticulas sdo estdveis e podem ser
utilizadas, de forma simples e rdpida na obtenc¢ao de formulagdes fotoprotetoras.

A adicdo de polimero pré-formado, devidamente dissolvido no mondmero, antes do
inicio da polimerizagao permitiu que fossem alcangados os didmetros médios pretendidos,
entre 100 nm e 300 nm. Valores superiores a 300 nm podem acarretar em dificuldade de
manipulacdo, aplicacdo e espalhabilidade das formulagdes fotoprotetoras desenvolvidas a
partir destas nanoparticulas. As conversdes nas reagdes de polimerizagdo alcangaram os
valores esperados (100%) por meio da adicio de PMMA a formulacao inicial e aumento da
temperatura reacional (90°C). Estas alteracdes sdo simples e podem ser realizadas em uma
planta industrial, objetivando producao em maior escala (semi-industrial ou industrial).

As concentracdoes dos filtros solares adicionadas in situ, para obtencdo das

nanoparticulas poliméricas, foram suficientes para o preparo, de forma adequada, das

132



formulacdes fotoprotetoras desenvolvidas, que apresentaram estabilidade fisica e
farmacéutica, de acordo com os testes realizados.

Os testes de eficdcia realizados com as formulagdes fotoprotetoras propostas
apresentaram-se satisfatorios, de acordo com as concentragdes adicionadas de cada matéria-
prima. A formulagdo 3 (nanoparticulas de PMMA com AVO e nanoparticulas de PMMA
com MBC) apresentou valores de FPS in vivo superiores aos encontrados na formulacao 4
(AVO e MBC sob a forma livre), o que garante que a protecdo contra os raios ultravioleta é
superior no produto contendo as nanoparticulas poliméricas sintetizadas. Além disso, a
mesma formulagao 3 foi considerada de amplo espectro (UVB/UVA), nos testes FP-UVA,
cumprindo os requisitos estabelecidos pelos 6rgaos oficiais e podendo ser rotulada com esta
informacao, no caso de uma futura comercializagao.

As formulagdes com adicdo de nanoparticulas dos trés diferentes filtros solares (BZ3,
AVO e MBCO) (1 e 3) sdo consideradas nao-irritantes, de acordo com os resultados obtidos
nos testes preconizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, assim como todas
as formulagdes disponiveis, atualmente, no mercado brasileiro. Ainda objetivando uma
maior seguranca das formulagdes testadas, os ensaios de liberacdo in vitro, provavelmente
indicam que as mesmas formulagdes (1 e 3) sdo mais seguras do que as convencionais
(formulagdes 2 e 4), pois liberaram uma concentracdo menor dos filtros solares para o meio

receptor.

6.2 Sugestoes
Baseado nas conclusdes obtidas nesta tese e sabendo-se que as técnicas utilizadas ja
sdo conhecidas por este grupo de pesquisa, outros estudos podem ser realizados, buscando a

producdo de produtos cosméticos e farmacéuticos.
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Durante a producao das nanoparticulas poliméricas, a adi¢do de mais de um filtro
solar (anti-UVA e anti-UVB) durante a reac¢do de polimerizagao, facilitaria a manipulacio e
diminuiria a quantidade de material com funcdo fotoprotetora que precisa ser adicionado a
formulacdo. Também podem ser adicionados outros filtros solares, mais complexos e com
maior protecdo UVA e UVB, para avaliar a possivel ocorréncia de interacdo e aumento de
FPS.

Apesar de ser possivel a utilizacdo da suspensdo contendo as nanoparticulas
poliméricas com filtro solar, avaliar um processo de secagem mais eficiente para as
nanoparticulas € interessante, visto que os empregados nesta tese (liofilizacdo e secagem
em estufa) aumentam a agregacao das particulas e dificultam a manipulacdo desta matéria-
prima.

Outras formulagdes antissolares também podem ser pesquisadas, tais como
maquiagens, hidratantes. Além disso, a incorporacdo de outros ativos com fungdo
fotoprotetora pode incrementar o fator de protecdo solar. Até mesmo, outras formas
farmacéuticas, tais como lo¢do cremosa e gel-creme, podem ser desenvolvidas, sempre
visando a um aumento da qualidade, seguranca e eficicia, além da aceitacao do produto por
um futuro consumidor.

O desenvolvimento de produtos que alcancem uma produgdo em larga escala é
muito interessante, principalmente, se este mantiver as caracteristicas ja encontradas nas
formulacdes propostas nesta tese. Lembrando que para produgdo e comercializagdo, a nivel
industrial, sdo necessdrias outras andlises, tais como os ensaios de permeacdo e penetragao
cutanea que, entre outros, garantem uma maior seguranga das preparacdes cosméticas de

uso topico.
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