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RESUMO

O presente trabalho prop6e o uso da espectroscopia Raman para a identificagdo dos principios
ativos de repelentes de insetos e protetores solares aplicados topicamente a pele. Atualmente
estes produtos sdo testados a partir de protocolos que sofrem criticas por, recorrentemente,
usarem seres humanos nos testes e cujos resultados, apesar de amplamente aceitos, sdo
criticados por estarem sujeitos a imprecisdes. Produtos de uso tépico como repelentes de
insetos e protetores solares dependem da presenga dos seus principios ativos na pele para
produzir a acdo de protecdo esperada. Assim a identificacdo destes principios ativos na pele
poderia servir como meio de verificacdo da eficacia destes produtos, reaproveitando testes ja
realizados em humanos para verificacdo da eficacia destes principios ativos. Neste contexto
apresenta-se a espectroscopia Raman como opcao para a identificacdo dos principios ativos
destes produtos aplicados a pele. No estudo foram obtidos espectros Raman de amostras de
duas apresentacdes de repelentes de inseto [repelente em creme (CR) e spray (SPR)] e quatro
apresentacdes de protetores solares [protetores solares de duas marcas comercialmente
disponiveis (SD e CEN)], ndo aplicados a pele, e dos mesmos produtos aplicados a pele de
voluntarios selecionados para o estudo. Também foram obtidos os espectros da pele dos
mesmos voluntarios sem aplicacdo de produto (controle). Os espectros obtidos passaram por
um pré-processamento que envolveu a retirada de outliers, a remocdo da fluorescéncia
produzida pelas amostras por um polindbmio de 72 ordem e normalizacdo pela &rea sob a
curva. Nos espectros relativos aos produtos ndo aplicados a pele foram identificados picos
Raman correspondentes aos principios ativos, conforme identificado na literatura
especializada, e nos espectros relativos aos produtos aplicados sobre a pele, foram observados
picos dos ingredientes ativos quando comparados com o espectro da pele controle. O teste de
Tukey (p < 0,05) indicou que, para repelentes de insetos, os picos 526 cm™ e 1003 cm™
(referentes ao diethyl toluamide - DEET), apresentaram significancia estatistica; ja para 0s
protetores solares, os picos 1177 e 1288 cm™ (associados ao octinoxate e ao benzophenone-3),
presentes na marca CEN, e o pico em 1605 cm™ (associado ao avobenzone), presente na
marca SD apresentaram significancia estatistica, todos versus controle o que é uma evidéncia
da presenca destes principios ativos na pele dos voluntarios. Com isso conclui-se que €
possivel a utilizacdo da espectroscopia Raman para identificacdo dos principios ativos de
repelentes de insetos e protetores solares na pele e que a sistematica aplicada pode ser
utilizada como metodologia para a identificacdo de outros produtos tdpicos com
caracteristicas similares.

Palavras-chave: espectroscopia Raman; protetor solar; repelente de insetos; deteccdo in vivo;

controle de qualidade.



ABSTRACT

This work proposes the use of Raman spectroscopy to identify the active ingredients of insect
repellents and sunscreens applied to the skin. Currently, these products are tested using
protocols that are criticized for recurring use of humans in tests and whose results, although
widely accepted, may possess inaccuracies. Topical use products, such as insect repellents and
sunscreens, depend on the presence of their active ingredients in the skin to produce the
expected protective action. Thus, the identification of these active ingredients in the skin
could serve as a means of verifying the efficacy of these products, reusing human tests that
already verified the efficacy of these active ingredients. In this context Raman spectroscopy is
presented as an option to identify the active principles of products applied to the skin. In this
study, Raman spectra were acquired from samples of two insect repellent (cream repellent
(CR) and spray (SPR) presentations and four presentations of sunscreens [sunscreens of two
commercially available brands (SD and CEN)] undiluted, and the same products applied to
the skin of volunteers selected for the study. The skin spectra of the same volunteers were also
acquired without application of the product (control). The acquired spectra underwent pre-
processing which involved the removal of outliers, removal of the fluorescence produced by
the samples using a 7*" order polynomial and normalization by the area under the curve. In the
spectra relative to the undiluted products, Raman peaks corresponding to the active
ingredients were identified accordingly to peaks presented on specialized literature, and, in
the spectra of products applied on the skin, the peaks of the active ingredients, previously
observed within undiluted products, were observed when compared with the spectrum of the
control skin. The Tukey test (p <0.05) indicated that, for insect repellents, the peaks 526 cm™
and 1003 cm™ (related to diethyl toluamide - DEET) were statistically significant; for
sunscreens, peaks 1177 and 1288 cm™ (associated with octinoxate and benzophenone-3),
present in the CEN brand, and the peak at 1605 cm™ (associated with avobenzone), present in
the SD brand, showed statistically significant difference versus control which is an evidence
that these peaks are indicators of presence of referred active ingredients on volunteer’s skin.
These findings lead to a conclusion that it is possible to use Raman spectroscopy to identify
the active ingredients of insect repellents and sunscreens in the skin and that the systematics,
followed during study, can be used as a methodology to identify other topically applied
products with similar characteristics.

Keywords: Raman spectroscopy; sunscreen; insect repellent; in vivo detection; quality

control.
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INTRODUCAO

Repelentes de insetos e protetores solares sdo produtos cosméticos que representam
solucBes préticas para a protecdo contra riscos trazidos pela acdo, potencialmente nociva, de
artrépodes e pela radiacéo solar. Os repelentes sdo substancias que, quando aplicadas sobre a
pele, roupas ou superficies, desencorajam a aproximacao de insetos. Seu uso reduz o risco de
transmissdo de doencas infecciosas e reacdes imunoalérgicas resultantes da picada desses
artrépodes. Os repelentes quimicos de uso topico que possuem como principio ativo o diethyl
toluamide (DEET) sdo os mais usados ao redor do mundo (RIBAS; CARRENO, 2010). Os
protetores solares sdo produtos destinados a minimizar a radiacdo solar e proteger as células
viaveis da pele contra efeitos potencialmente danosos da radiacdo ultravioleta (UV), como a
queimadura solar e o cancer de pele. Estes produtos fazem uso de filtros solares, que sé&o
principios ativos que podem ter acdo de absorcdo (moléculas organicas) ou de reflexdo e
dispersdo (particulas de oxidos) da radiacdo incidente (SCHALKA; REIS, 2011). Como em
outros cosméticos que tem acdo protetiva contra aspectos ambientais, € necessaria a realizacédo
de avaliacBGes sistematicas que fornecam evidéncias de que as propriedades de protecdo,
atribuidas aos produtos, efetivamente alcangam o resultado esperado.

Repelentes de insetos e protetores solares sdo classificados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como cosméticos de nivel 2 (ANVISA, 2015). De acordo
com as Resolucdes RDC no. 19/2013 e RDC no. 30/2012, ambas da ANVISA (ANVISA,
2012, 2013), os fabricantes devem apresentar estudos para comprovar a eficacia dos produtos
a partir de metodologias reconhecidas por esta agéncia. Para os repelentes de insetos, a RDC
19/2013 (ANVISA, 2013) estabelece os protocolos listados pela United States Environmental
Protection Agency ( US EPA) (US EPA, 2010) e pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(OMS, 2009). Para os protetores solares, a RDC 30/2012 (ANVISA, 2012) estabelece que 0s
protocolos de teste mais importantes sdo os listados pela United States Food and Drug
Administration (US FDA) (US FDA, 1999) e pelo European Cosmetic and Perfumery
Association (COLIPA) (COLIPA; CTFA,; JCIA, 2006). Em ambos os casos, as metodologias
sdo padronizadas a partir da exposicdo de individuos a acdo do agente agressor (insetos no
caso dos repelentes e luz solar no caso dos protetores solares), comparando-se os efeitos nos
individuos em areas com tratamento e areas sem tratamento.

As abordagens experimentais como as adotadas para repelentes e protetores solares
levantam questdes éticas em virtude do uso de seres humanos como sujeitos de pesquisa

(SARDENBERG, 1999). Observa-se como agravante a necessidade a realizacdo de novos
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ensaios a cada nova formulagdo proposta pelos fabricantes, exigindo uma rotina de exposicao
para muitos individuos.

Além destas questbes éticas, varios estudos criticam tais métodos para avaliar a
eficacia dos produtos. Com relacdo aos repelentes de insetos, Barnard (BARNARD, 2005) faz
uma discussdo sobre diferentes protocolos de avaliagdo de repelentes e destaca que essas
metodologias trazem incertezas que afetam a precisdo dos resultados devido a caracteristicas
como o aparato de testes utilizado ou o apetite dos mosquitos, por exemplo. Outras pesquisas,
gue baseiam seus protocolos de avaliagdo no comportamento dos insetos, também tratam das
dificuldades relatadas por Barnard, sem no entanto propor solugdes para diminuir estas
incertezas (RODRIGUEZ et al, 2015; CARROLL et al., 2010; LUPI; HATZ
SCHLAGENHAUF, 2013).

Com relacdo aos protetores solares, os trabalhos de Schalka e Reis (SCHALKA;
REIS, 2011) e de Zastrow et al. (ZASTROW et al., 2004) apresentam discussoes sobre as
metodologias atualmente em uso para a determinagdo do fator de protecdo solar (FPS). Os
autores criticam o uso de voluntarios nos testes e as limitacfes apresentadas nos mesmos, uma
vez que os testes produzem resultados subjetivos ou com variacbes que dependem de
interpretacdo do observador e da reacdo da pele ao estimulo da luz ou a formulacdo
(SCHALKA; REIS, 2011) e de ndo medir o efeito da radiacdo ultravioleta A (UVA)
(ZASTROW et al., 2004). Apesar de existirem evolugbes no campo de avaliagdo dos raios
UVA, com o advento de técnicas de medicdo a partir da pigmentacdo persistente (persistant
pigment darkening, PPD) como o fator de protecdo UVA (UVA protection factor, UVAPF)
(BAUMANN, 2008), principalmente as criticas trazidas por Schalka e reforcadas por Wolf et
al. (WOLF et al., 2003) sobre a falta de uma relagdo mais direta entre o eritema, no caso dos
testes para identificacdo do impacto de radiacdo ultravioleta B (UVB) ou pigmentagéo
persistente para identificagdo dos impactos de raios UVA, e 0s impacto na prevengdo de
doencas causadas pela radiacgdo solar.

Somadas as incertezas quanto a eficacia dos testes, é possivel identificar os eventuais
problemas de qualidade nos respectivos processos produtivos como fonte de variagdes das
qualidades protetivas destes produtos. Para prevenir isso, as industrias aplicam técnicas
quimiomeétricas ao controle de qualidade que, no entanto, tém limitacGes relacionadas a
natureza amostral desse procedimento e custos, e dependendo do tipo de produto, do tempo
necessario para a obtencdo dos resultados destas analises (TREVISAN MARCELLO G,
POPPI RONEI J., 2006).
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Nesse contexto, o desenvolvimento de uma técnica que possa mensurar a presenca do
produto aplicado topicamente a pele poderia agir como auxiliar aos atuais protocolos de teste,
para aproveitar os resultados de testes de eficacia ja efetuados com os agentes agressores,
testando o tempo de persisténcia do produto topicamente aplicado a pele. Uma técnica que
atende a esta caracteristica é a espectroscopia Raman.

A espectroscopia Raman apresenta-se como uma técnica de anélise Optica capaz de
identificar componentes quimicos presentes tanto em formulagbes quanto em aplicagdes
topicas na pele, com vantagens que incluem ndo invasividade, rapidez, ndo destruicdo da
amostra e especificidade molecular (HANLON et al., 2000). Esses aspectos podem propiciar
0 desenvolvimento de um protocolo de pesquisa simples, confiavel e preciso para a
determinacdo da presenca de principios ativos de protetores solares e repelentes aplicados
topicamente.

A espectroscopia Raman baseia-se no efeito Raman, que é o espalhamento ineléstico
da luz por uma molécula polarizavel (HANLON et al., 2000). Nas moléculas polarizaveis (em
geral apolares, como a maioria das moléculas organicas), a incidéncia de um féton promove a
polarizacdo da nuvem eletrdnica, criando um dipolo induzido pelo campo elétrico da radiacao
incidente e que vibra na mesma frequéncia desta radiacdo. Este dipolo induzido emite
radiagdo no mesmo comprimento de onda da radiagdo incidente (espalhamento Rayleigh).
Porém, as vibracBes moleculares podem alterar a polarizabilidade da nuvem eletrénica deste
dipolo induzido durante a vibracdo, refletindo-se em mudancas da energia dos fétons
espalhados (decorrentes da polarizacdo induzida) em funcdo da energia da vibracdo
molecular, o que caracteriza o espalhamento inelastico ou Raman. 1sso € expresso na forma de
um espectro com picos caracteristicos, coletado com um espectrometro, e que se apresenta
como uma assinatura espectral ou “impressao digital” do material em analise (HANLON et
al., 2000).

Diante dos problemas relatados relativos ao uso ostensivo de voluntarios humanos
para a realizacdo de testes de eficacia de repelentes de insetos e protetores solares e dos
potenciais problemas relacionados ao controle de qualidade destes produtos, a espectroscopia
Raman poderia servir como meio de otimizar o uso de testes de eficacia dos produtos com
voluntarios humanos ao verificar a permanéncia dos principios ativos previamente testados na
pele e, pela identificacdo in situ e mesmo in vivo que poderia ser adotada como inspecdo dos
sistemas de controle de qualidade dos fabricantes destes produtos.

Desta forma, reste trabalho tem como o objetivo a analise, através da espectroscopia

Raman, de repelentes de insetos e protetores solares disponiveis comercialmente,
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identificando os picos principais dos principios ativos nas formulacfes destes produtos. O
trabalho também objetiva a determinacdo da presenca destes produtos aplicados topicamente
em regides da pele de voluntarios comparativamente a regides de controle, visando obter uma

metodologia dptica para avaliacdo da presenca destes produtos na pele.
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CAPITULO 1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Apele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo composta por trés camadas
principais: epiderme, derme e tecido subcutaneo ou hipoderme. A Figura 1 apresenta a divisao
de camadas da pele e, em detalhe, as camadas da epiderme (BAUMANN, 2008). A camada
mais exterior, a epiderme, tem como uma de suas caracteristicas a prote¢do contra agentes
agressores e a retencdo de agua no corpo, sendo composta por:

— Estrato corneo: camada mais externa da pele, composta de células que
perderam seus nucleos e granulos e coberta por um material proteico
conhecido como envelope celular que ajuda na acédo de retencdo de 4gua e em
evitar a absorcdo de materiais indesejaveis (BAUMANN, 2008);

— Estrato IUcido: encontrado em regiGes em que a pele é mais grossa como na
palma das maos ou sola dos pés. E caracterizado por ser composto de células
preenchidos por eleidina, proteina transllcida que da o aspecto desta camada
(BETTS etal., 2013);

— Estrato granuloso: camada intermediaria, abaixo do estrato corneo e que se
notabiliza pela presenca de células com granulos. Estas células estdo
diferenciadas e substituem as células externas do estrato cérneo perdidas no
processo de descamacao;

— Estrato espinhoso: o estrato espinhoso é composto de células diferenciadas que
se notabilizam pelos prolongamentos espinhosos conhecidos como
desmossomos que agem como estruturas de adesdo celular e proteinas
importantes para o transporte celular; e

— Estrato germinativo: o estrato germinativo corresponde a camada em que as
células indiferenciadas localizam-se. E a partir desse estrato que sdo formadas
as células para os estratos acima.

Apesar destes produtos serem absorvidos pela pele ao longo do tempo, o local em
que sua acdo ocorre e que € estudado neste trabalho € o estrato corneo. No entanto, por
simplicidade, no trabalho, serdo feitas referéncias a pele como 6rgdo a partir da compreensdo
de que o estrato corneo esta contido no conjunto da pele.
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Figura 1: Camadas da pele com detalhe para as camadas da epiderme [adaptada de (BETTS et
al., 2013)]

Uma pele de aparéncia saudavel depende da sua integridade fisica e do seu nivel de
hidratacio (BAUMANN, 2008). Estas caracteristicas, promovidas a partir de uma
nutricdo/hidratacdo corporal adequada, também sdo beneficiadas pelo uso de produtos que
auxiliem na manutencéo do ciclo de renovacéo celular que ocorre na epiderme.

No caso das picadas de insetos, a pele reage tanto pelo resultado da injecdo das
substancias ativas como pela sensibilizacdo trazida pela injecdo de antigenos. A reacdo, que é
normalmente relacionada a uma reacdo alérgica, frequentemente esta associada a presenca de
parasitas que podem causar doengas (HUNTER; SAVIN; DAHL, 2002). O combate a esse
agente agressor tem como uma das principais frentes o uso sistematico de repelentes contra
insetos (HUNTER; SAVIN; DAHL, 2002; LUPI; HATZ, SCHLAGENHAUF, 2013;
RODRIGUEZ et al., 2015).

Ja a radiacdo solar pode provocar danos a pele de diferentes maneiras sendo 0s
principais agentes desses efeitos danosos as variagcOes na faixa das radiacbes UVA, UVB
ultravioleta C (UVC) (HUNTER; SAVIN; DAHL, 2002). Essas radiacGes podem levar ao
aparecimento de tumores malignos na pele, queimaduras solares, aceleragdo do
envelhecimento da pele, etc. Para a protecdo contra raios UVA e UVB € aconselhavel o uso
de filtros solares de mecanismo fisico (fabricados a partir de éxidos metalicos) ou protetores
solares elaborados a partir de substancias denominadas filtros solares de mecanismo quimico,

capazes de absorver os raios UVA e UVB, responsaveis por grande parte dos danos a saude



22

em potencial trazidos pelos raios solares (BAUMANN, 2008; DUTRA et al., 2004;
HUNTER; SAVIN; DAHL, 2002).

Assim como para outras doencas e ameacas a salde da pele, tanto no caso dos
potenciais danos causados por picadas de insetos como aqueles causados pela incidéncia de
radiacdo solar, beneficiam-se do fato da pele ser um 6rgdo exposto o que possibilita a
aplicacdo topica de medicamento destinados a efetivar o tratamento pretendido
(BERTH - JONES, 2016).

1.2 Produtos de uso tdpico para tratamentos localizados na pele

Diversas condicdes que afetam a pele podem ser tratadas de forma efetiva por
medicamentos de uso tépico (BERTH - JONES, 2016). A determinacdo das caracteristicas do
medicamento a ser utilizado depende, fundamentalmente, do efeito pretendido e da condicéao
da pele no momento da aplicacéo.

A avaliacdo sobre o efeito pretendido considera aspectos relacionados a composicao
do produto a ser aplicado, a dosagem necessaria a ser aplicada e a area sobre a qual o produto
serd aplicado (BERTH - JONES, 2016; WIECHERS, 2007). J& a condi¢do da pele no
momento da aplicacdo € o direcionador para a definicdo sobre o veiculo de aplicacdo dos
produtos a serem utilizados (BERTH - JONES, 2016).

Neste trabalho abordaram-se os repelentes contra insetos e protetores solares. O
primeiro tipo de produto foi estudado em duas apresentagdes distintas: spray e creme. O
protetor solar foi estudado apenas na forma de creme.

As apresentacfes em creme caracterizam-se por serem emulsdes semissélidas
contendo 6leos e agua. Cremes do tipo agua/6leo sdo imisciveis em agua, tornando-os dificeis
de serem lavados, mas, por outro lado, conferindo resisténcia ao suor e a contatos ocasionais
com a 4gua (BERTH - JONES, 2016).

As apresentagdes em spray tratam-se, de fato, de logOes que se caracterizam por
serem solugdes do principio ativo com solventes como &gua, alcool, etc. (BERTH - JONES,
2016).

A seguir serdo explicadas, em maior detalhe, as caracteristicas dos repelentes de
insetos e protetores solares. Na explicacdo serdo apresentadas figuras contendo as estruturas
moleculares de agentes ativos utilizados nestes produtos. Estas estruturas moleculares séo

livremente disponiveis a partir do website da Royal Chemical Society (RSC) em
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http://www.chemspider.com. Estes principios ativos também serdo descritos a partir de nomes
de uso comum e das nomenclaturas conforme a International Nomenclature of Cosmetic
Ingredients (INCI) e International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).
Compostos quimicos naturalmente presentes no corpo humano como as proteinas fenilalanina,
tirosina, actina, etc. serdo apresentadas por nomes comumente apresentados na literatura

especializada.

1.2.1 Repelentes de insetos

Repelentes de insetos sdo produtos de uso topico que trazem protecdo contra uma
diversidade de artropodes através de substancias quimicas que induzem estes artropodes a
evitarem a fonte destas substancias volateis (LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013). Estes
animais sentem-se atraidos pelos humanos como fonte de alimento a partir de estimulos
visuais e olfativos. Sabe-se que pessoas trajando roupas escuras sd0 mais atraentes aos
artropodes (LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013) e substancias como o &cido latico e o
diéxido de carbono expelidos pelos seres humanos durante seu metabolismo natural tem a
capacidade de atrair estes animais (GOUGE, 2011; LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013).

De forma geral, os repelentes agem a partir da formacdo de uma barreira de gases
formada pela volatilizacdo dos principios ativos identificados nos repelentes. Esta barreira
usualmente estende-se por alguns centimetros da pele e é formada logo em seguida a
aplicacdo do repelente. Isso acaba requerendo que o produto seja aplicado uniformemente nas
areas descobertas da pele (LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013). Desta forma, a eficacia
destes produtos depende da temperatura de ebulicdo do principio ativo, da temperatura do ar,
unidade e velocidade do vento do ambiente (LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013).
Observa-se que conforme o produto perde eficécia, inicialmente os artropodes comecam a
vencer a barreira de gas formada pelo repelente para, quando encerra-se a eficacia do produto,
comecarem a picar o individuo (LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013).

1.2.1.1 Perigos a saude trazidos por insetos e outros artropodes e mecanismos de

repeléncia aos insetos

Artropodes sdo os vetores de diversas doencas infecciosas como a maléria, dengue,
febre Chikungunya, etc. A utilizagdo de repelentes de insetos pode evitar de forma efetiva a

aproximacao destes animais e disseminacdo de doencas associadas a eles (KATZ; MILLER,;
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HEBERT, 2008; STEEN; CARBONARO; SCHWARTZ, 2004). Além de serem potenciais
vetores de doencas, as picadas dos insetos causam danos a pele além da possibilidade de
causar reacdes alérgicas como a urticaria papular (MOREIRA; ROSMANINHO; SILVA,
2014; STEEN; CARBONARO; SCHWARTZ, 2004). A Tabela 1 resume as doencas
associadas a picadas de artropodes. Outra potencial ameaca trazida pelas picadas de
artrépodes é a instalacdo de agentes patolégicos que aproveitam-se da quebra da barreira
natura fornecida pela pele (BAUMANN, 2008) e possibilitando a instalacdo de diversos tipos

de bactérias e virus no organismo (STEEN; CARBONARO; SCHWARTZ, 2004).

Tabela 1: Relacdo de doengas associadas com picadas de artropodes (STEEN; CARBONARO;
SCHWARTZ, 2004)

Artropodes Exemplos de doencas associadas
Insetos Piolho Tifo, febre das trincheiras, febre recorrente

Pulga* Peste bubdnica, tifo e tungiase (bicho-de-pé)

Percevejos* Papulas purulentas, transmissdo do virus da
hepatite B (HBV)

Moscas e mosquitos* Miiase cutanea, maléaria, febre amarela,
dengue, encefalite viral, oncocercose, lepra,
doenca do sono, febre do Nilo

Abelhas, vespas e formigas  Reacdes locais, anafilaxia

Insetos Reduviidae Doenca de Chagas, reacdes papulobulosas,
anafilaxia

Aracnideos Aranhas Necrose, paralisia

Escorpides Danos locais ao tecido, neurotoxinas, colapso
cardiorrespiratorio

Carrapatos Formacdo de granuloma, Doenca de Lyme,
febre maculosa, paralisia por carrapatos, febre
do carrapato do Colorado, babesiose,
erliquiose, febre Q, tularemia

Acaros* Dermatite com hipersensibilidade da pele,
sarna, possivel participacdo na rosacea

Outros Centopeias e diplépodes Danos locais ao tecido

(*) comumente causam urticaria papular

Existem diversas teorias a respeito dos mecanismos de repeléncia que os repelentes
de insetos tém sobre os artropodes de maneira geral, mas um grande nimero de autores

aponta como causa da aversdo dos insetos as regides protegidas, uma reacdo dos sensores
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olfativos e gustativos aos principios ativos volatilizados dos repelentes (KATZ; MILLER,;
HEBERT, 2008; NAUCKE et al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2015). Uma das teorias sugere
que os repelentes mascaram ou impedem a acgdo atrativa causada pelos alvos dos mosquitos
(DICKENS; BOHBOT, 2013). Isso seria suportado por resultados de estudos que indicam
uma diminuicdo da sensibilidade ao acido latico nos sensores olfativos de artrdpodes
estudados (DICKENS; BOHBOT, 2013). Esta hipdtese € criticada por Syed et al. que indica a
ocorréncia de estudos que identificaram que nestes casos, de fato, houve a alteracdo da
proporcéo de agentes de atracdo com a introducdo de DEET no experimento (SYED, 2014).
Outra teoria afirma que os repelentes acionariam um receptor olfativo especifico que
promoveria 0 comportamento de repulsa do artrépode (DICKENS; BOHBOT, 2013). Esta
proposta é suportada por Syed et al. (SYED, 2014). Dickens e Bohbot apresentam um
experimento realizado com o Aedes aegypti em que é mostrada a diferenca da resposta de
sensores gustativos a diversas substancias e a diversos repelentes (DEET, Icaridina e IR3535,
etc.) indicando que os repelentes foram identificados a partir de uma estrutura diferente da
utilizada para outras substancias (DICKENS; BOHBOT, 2013). Destaca-se que a fémea do A.
aegypti é uma das espécies mais utilizadas nos protocolos de teste adotados para determinacéo
da eficécia dos repelentes de insetos (BARNARD, 2005).

1.2.1.2 Principais principios ativos para repelentes de insetos

Os seguintes principios ativos para repelentes de insetos séo utilizados em estudos
comparativos identificados na literatura especializada (ANTWI; SHAMA; PETERSON,
2008; BEEVER, 2006; CARROLL et al., 2010; LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013). A
nomenclatura utilizada segue a INCI seguida por uma denominagdo de uso comum entre
parénteses. Nas se¢des a seguir, quando cada um dos principios ativos for detalhado, sera
apresentada também a nomenclatura conforme IUPAC.

— diethyl toluamide (DEET);
— ethyl butylacetylaminopropionate (Insect Repellent IR 3535);
— hydroxyethyl isobutyl piperidine carboxylate (icaridina).

Estudos comparando a eficacia dos principios ativos mostrou que para carrapatos, 0s
trés principios ativos conseguiram manter sua acao repelente por pelo menos 12 h
(CARROLL et al., 2010). Um estudo realizado por Lupi et al., realizado com diversas
espécies de mosquito, mostrou que o DEET, o IR 3535 e a Icaridina proporcionaram na média
um tempo protecdo equivalente (LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013).
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O DEET (nomenclatura INCI: diethyl toluamide, nomenclatura ITUPAC: N,N-
diethyl-3-methylbenzamide) é o principio ativo mais usado e considerado com mais amplo
alcance e eficacia dentre outros principios ativos de repelentes de insetos (BEEVER, 2006;
CARROLL et al., 2010). A cada ano estima-se que 1/3 da populacdo dos EUA utilize o DEET

para protecdo contra picadas de artropodes (US EPA, 2017). A Figura 2 mostra a estrutura

molecular do DEET.
\—CH3
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Figura 2: Estrutura da molécula de DEET (RSC, 2015a)

O DEET pode ser utilizado em diversas formas como cremes, sprays € materiais
impregnados com concentraces variando de 5 a 99%. Desde o seu desenvolvimento pelo
exército dos EUA em 1946, o DEET tem sido reconhecido como um produto eficaz e seguro
(US EPA, 2017). A US EPA, que é responsavel pela regulamentacdo desses produtos, e
motivados por criticas a respeito do uso do DEET, realizou avaliagbes sobre os riscos do
DEET a saude nos anos de 2008 e 2014, mas ndo identificou preocupacdes relevantes quanto
ao uso deste principio ativo (US EPA, 2017).

Apesar de contar com um historico de anos de uso considerado seguro pelos 6rgéos
reguladores (RIBAS; CARRENO, 2010; US EPA, 2017), estudo conduzido por Antwi et al.
tém apontado que o uso continuado do DEET pode provocar contaminagdo do organismo
maneira considerada inaceitavel (ANTWI; SHAMA; PETERSON, 2008), mas 0s casos
reportados de contaminacao consideram casos agudos, e que normalmente estdo associados ao
uso inadequado do produto, incluindo sua ingestdo (KATZ; MILLER; HEBERT, 2008; LUPI,
HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013).

Em estudos para a determinacdo da eficacia de repelentes, considerando o histérico
de uso seguro e sua eficacia, o DEET é considerado o padrdo para repelentes de insetos, sendo
utilizado para a comparacdo de resultados (BEEVER, 2006; LUPI; HATZ,
SCHLAGENHAUF, 2013; NAUCKE et al., 2007). Esta predominancia motivou que o estudo

aqui descrito adotasse esse principio ativo como representante dos repelentes de insetos.
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O IR 3535 (nomenclatura INCI: ethyl butylacetylaminopropionate, nomenclatura
IUPAC: ethyl 3-[acetyl(butyl)amino]propanoate) foi desenvolvido na década de 1970 e é
estruturalmente baseado no aminoacido B-alanina (NAUCKE et al., 2007). Tem sido utilizado
na Europa desde a década de 1980 com grande sucesso. E um componente incolor e quase
inodoro que tem mostrado eficacia comparavel ao DEET e icaridina (CARROLL et al., 2010;
KATZ; MILLER; HEBERT, 2008; LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013). A Figura 3

mostra a estrutura molecular do IR 3535.
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Figura 3: Estrutura da molécula do IR 3535 (RSC, 2015b)

Estudos realizados para a avaliacdo de principios ativos indicou que o IR 3535 é um
produto seguro para 0 uso humano. O estudo investigou diversas formas de intoxicacao
através de experiéncias com animais e considerou que a maior parte do produto acaba sendo
rapidamente eliminado pela urina, sem causar efeitos de acumulacdo no médio prazo. O
relatorio alerta apenas que a exposi¢do deste produto aos olhos causa irritagdo (EUROPEAN
CHEMICAL AGENCY, 2014).

A icaridina (nomenclatura INCI: hydroxyethyl isobutyl piperidine carboxylate,
nomenclatura IUPAC: 2-(2-hydroxyethyl)-1-piperidinecarboxylic acid 1-methylpropyl ester),
tambem conhecida como picaridina, € um composto sintetizado inicialmente na década de
1980, e que é reconhecida pela sua capacidade de repelir insetos, carrapatos e acaros
(GERVAIS, J. Aetal., 2009).

A icaridina foi elaborada para parecer-se com 0 composto natural piperina,

encontrado no grupo de plantas destinados a producao de pimenta-do-reino (GERVAIS, J. A
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et al., 2009). A icaridina é usada na Europa e Australia ha anos. No Brasil ha registro de
produtos que usam a icaridina como principio ativo desde 2005 (ANVISA, 2005). A Figura 4

mostra a estrutura molecular da icaridina.
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Figura 4: Estrutura da molécula de icaridina (RSC, 2015c)

A icaridina foi considerada como tendo um grau de toxicidade baixo considerando o
contato com a pele, ingestdo por via oral e inalagdo do produto mas apresentando alguma
reacao de irritacdo associado ao contato com olhos e mucosa bucal (US EPA, 2005). Antwi et
al. realizou um estudo em que compara a toxicidade da icaridina (referida como picaridin) e
do DEET em que conclui que ambos os produtos, mesmo colocados em superdosagens em
contato com voluntérios, ndo excederam os niveis de seguranca estabelecidos pela agéncia
canadense de vigilancia sanitaria (ANTWI; SHAMA; PETERSON, 2008).

1.2.1.3 Criticas aos protocolos de teste para a verificagdo da eficicia de repelentes de

insetos

Metodologias para testes de repelentes de insetos normalmente envolvem bioensaios
contando com a exposi¢cdo de voluntarios humanos a diversos artropodes em ambientes
controlados ou ndo (BARNARD, 2005; LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013). Barnard
fez uma reviséo dos principais protocolos de teste em uso atualmente (BARNARD, 2005).

O primeiro protocolo trazido por Barnard, é definido pela American Society for
Testing and Materials (ASTM) através da norma ASTM E951-94 (BARNARD, 2005). Uma
proposta alternativa a esta foi realizada por Klun e Debboun (KLUN; DEBBOUN, 2000).
Neste experimento, receptaculos contendo mosquitos A. aegypti fémeas [somente mosquitos
fémeas sdo hemat6fagos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994)], que podem ser substituido por
outras especies, sao colocados sobre o braco de voluntarios (0 mddulo de Klun e Debboun é

preferencialmente utilizado nas pernas) e sao realizadas medigcdes de tempo relativas a
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quantidade e instante em que 0s insetos pousam sobre a pele e quando picam. Barnard levanta
criticas sobre a possibilidade de confusdo na observacdo dos resultados devido a efeitos de
borda conforme descritos por Southwood e Henderson apud (BARNARD, 2005) e também
pela dificuldade em comparar-se os efeitos dos repelentes em pessoas diferentes dado que
existe grande variagdo no comportamento de voluntario para voluntario (BARNARD, 2005).
Outro protocolo avaliado é o recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (OMS, 2009). Neste método, largamente utilizado, uma protecdo (como uma luva de
borracha, por exemplo) é colocada de forma a manter uma area determinada da pele exposta.
Sobre esta area sdo aplicadas solu¢des do principio ativo repelente ou DEET (utilizado como
controle positivo) ou também etanol (controle negativo). O brago com o tratamento é
introduzido em uma gaiola com ndmero determinado de mosquitos, preferencialmente A.
aegypti fémeas e o nimero de mosquitos que picam o braco em um intervalo de 5 minutos é
registrado busca-se, assim, neste método, determinar o tempo até a primeira picada
confirmada (correspondente ao instante em que o individuo é picado pela segunda vez) e
calcular o tempo de protecdo completa. Este protocolo é criticado, pois ao calcular o tempo de
protecdo completa observa-se o extremo superior da tolerancia aos repelentes ao invés de uma
resposta média (BARNARD, 2005). Curtis apud Barnard (BARNARD, 2005) também critica
a confusdo feita entre variagdo da atividade do repelente com a taxa de volatilizacdo de

repelente da pele.

1.2.2 Protetores solares

Protetores solares sdo produtos desenvolvidos para minimizar a incidéncia da
radiacdo solar na pele, protegendo as células viaveis da pele contra os efeitos potencialmente
nocivos da radiacdo solar como queimaduras de sol e principalmente céncer de pele
(SCHALKA; REIS, 2011). Estes efeitos nocivos da radiacdo solar sdo predominantemente
causados pela faixa espectral correspondente ao ultravioleta nas faixas UVA, correspondentes
a comprimentos de onda de 320 a 400 nm e UVB, correspondendo a faixa de 290 e 320 nm
(DUTRA et al.,, 2004). Ha ainda a faixa de radiacdo UVC que, apesar do potencial
carcinogeénico, ndo é discutida uma vez que esta € filtrada pela atmosfera antes de chegar até o
solo (DUTRA et al., 2004).

Protetores solares funcionam a partir de mecanismos de reflex&o da radiacdo solar

através de principios ativos de acgdo fisica, principalmente formados por 6xidos metélicos, e
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pela absor¢do da radiacdo ultravioleta através de principios ativos denominados filtros solares
de acdo quimica (SCHALKA; REIS, 2011).

Diversos autores apontam que o uso correto de protetores solares como meio de
proteger a pele da agressdo causada pela radiacdo solar € um meio seguro para evitar 0s riscos
associados a essa radiacdo (BAUMANN, 2008; BERTH - JONES, 2016). Também ¢é
destacado que, idealmente, os protetores solares devem garantir uma cobertura adequada, que
proteja a pele da radiacdo ultravioleta, mas que também seja cosmeticamente aceitavel e
agradavel ao uso (BERTH - JONES, 2016). Também deve promover uma protecdo duravel,
considerando o uso padrdo que envolve atividades fisicas com o contato com agua ou com

atividades esportivas (pelo suor) ou mesmo através da natacdo (BERTH - JONES, 2016).

1.2.2.1 Riscos a saude provocados pela radiacdo solar e mecanismos de protecdo dos

protetores solares

A exposicdo a radiacdo ultravioleta proveniente do sol é causa direta de cancer de
pele, além de contribuir para o envelhecimento precoce da pele, formacdo de rugas e
pigmentacéo irregular (BAUMANN, 2008; HUNTER; SAVIN; DAHL, 2002). A agdo da luz
sobre a pele varia conforme a frequéncia de radiacdo UV a qual a pele é exposta, A Tabela 2
traz a relacdo entre os riscos a saude causados pela radiacdo e a faixa do espectro UV

associada a esse risco.

Tabela 2: Relacdo entre os riscos a saude da pele e frequencia de radiacdo UV associada (HUNTER;
SAVIN; DAHL, 2002)

Risco a satde da pele Radiacéo associada
Queimadura UVvB

Alteracdo da pigmentacao UVA e UVB

Cancer de pele UVA, UVB e UVC*
Envelhecimento da pele UVA e UVB

(*) ndo incide sobre a superficie da Terra com intensidade relevante

Os protetores solares podem ser classificados em duas categorias: protetores fisicos e
protetores quimicos (BERTH - JONES, 2016; SCHALKA; REIS, 2011). Apesar de existir

essa classificacdo, os fabricantes buscam desenvolver produtos que sejam cosmeticamente
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aceitaveis e agradaveis ao uso, o que acaba levando ao desenvolvimento de solugdes que
conjuguem principios ativos de ambas as categorias supracitadas (BERTH - JONES, 2016).

Os principios ativos caracterizados como de acdo fisica sdo, basicamente, produtos
baseados em oOxidos metalicos que realizam a fotoprotecdo através de um mecanismo de
reflexdo da radiagdo UV principalmente (SCHALKA,; REIS, 2011). Pela sua acéo simples e
eficaz esse tipo de protetor foi muito utilizado no passado mas, devido ao seu aspecto quando
aplicado a pele (esbranquicado), houve a tendéncia de preferir-se a utilizacdo de protetores
solares quimicos (MORE, 2007). Com o advento de filtros solares micronizados de acéo
fisica, que sdo praticamente invisiveis quando aplicados, esse tipo de principio ativo voltou a
ser utilizado em conjunto com filtros solares de a¢do quimica (MORE, 2007).

Os filtros solares de acdo fisica contendo 6xidos metalicos micronizados podem ser
erroneamente considerados como inertes na pele uma vez que nao haveriam rea¢6es no nivel
quimico (WOLF et al., 2003). No entanto, 0 mecanismo de funcionamento destes protetores
solares de acdo fisica envolve também a excitacdo dos 6xidos metélicos em niveis energéticos
mais altos e subsequente liberacdo da energia na forma de ondas de comprimento mais longo
(MORE, 2007), o que poderia justificar algumas das criticas feitas aos filtros solares de forma
geral; mas, de fato, estes 6xidos acabam ndo sendo absorvidos pela pele e, dessa maneira ndo
passam pelo estrato corneo, sendo por esse motivo, considerados seguros (WOLF et al.,
2003).

Os filtros solares de acdo quimica funcionam a partir da reacdo entre a molécula do
principio ativo quimico e o foton incidente, que é absorvido pela molécula e que passa a um
estado excitado. Quando esta molécula retorna ao seu estado fundamental, a energia absorvida
é liberada na forma de uma onda de comprimento mais longo, tanto na forma de fluorescéncia
como na forma de calor (SCHALKA,; REIS, 2011). Ha autores que, no entanto, veem com
preocupacao esse mecanismo uma vez que essa mecanica é suscetivel a geracdo de radicais

livres potencialmente prejudiciais a pele (WOLF et al., 2003).

1.2.2.2 Principios ativos para protecdo contra radiacdo solar

Protetores solares utilizam principios ativos que agem por mecanismos fisicos e
quimicos para realizar a protecao contra a radiacdo solar UVA ou UVB. A ANVISA aprovou
até o momento 16 substancias como filtros solares disponiveis para uso como fotoprotetores
(SCHALKA; REIS, 2011). Nesta secdo serdo comentados 0s principios ativos presentes nos

produtos estudados. A nomenclatura utilizada segue a nomenclatura INCI seguida por uma
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denominacdo de uso mais comum (caso a nomenclatura INCI ndo seja a de uso mais comum)
entre parénteses:

— ethylhexyl methoxycinnamate (octinoxate);

— benzophenone-3;

— octocrylene;

— butyl methoxydibenzoylmethane (avobenzone).

Deve-se considerar ainda que, de forma geral, os estudos realizados indicam que 0s
filtros quimicos, em graus variados, sdo absorvidos pela pele, circulando no organismo pela
corrente sanguinea, causando diferentes reacGes sistémicas, e que tém a caracteristica de
acumular-se no organismo a partir de sua lipofilicidade (RUSZKIEWICZ et al., 2017).

O octinoxate (nomenclatura INCI: ethylhexyl methoxycinnamate, nomenclatura
IUPAC: (RS)-2-ethylhexyl (2E)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-enoate), é parte de uma familia
de filtros solares denominadas como cinamatos (BAUMANN, 2008). E uma molécula
organica capaz de absorver radiacdo solar na faixa UVB (BERTH - JONES, 2016) e ¢
caracterizada pela baixa solubilidade em agua, o que acaba colaborando para sua utilizacédo
em protetores solares com propriedade de resisténcia a &gua (BAUMANN, 2008). A Figura 5

mostra a estrutura molecular do octinoxate.

H;C HC
3N 03

x
0 CH,

Figura 5: Estrutura da molécula de octinoxate (RSC, 2015d)

Diversos estudos indicam que esse principio ativo interage com o sistema enddcrino,
produzindo efeitos disruptivos em horménios nos sistemas reprodutivo € nervoso
(RUSZKIEWICZ et al., 2017).

O benzophenone-3 (nomenclatura INCI: benzophenone-3, nomenclatura IUPAC:
(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)-phenylmethanone), também conhecido como BP-3 ou

oxybenzone, é parte da familia de filtro solares denominada benzofenonas (BAUMANN,
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2008). E um filtro solar de amplo espectro pois age tanto na faixa UVA como UVB
(BERTH - JONES, 2016). E considerado como um dos melhores filtros UVA, especialmente

para comprimentos de onda mais curtos (BAUMANN, 2008). A Figura 6 mostra a estrutura

molecular do benzophenone-3.
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Figura 6: Estrutura da molécula de benzophenone-3 (RSC, 2015¢)

Estudos realizados a partir de observacdes clinicas em humanos indicam que o
benzophenone-3 é um principio ativo que facilmente é absorvido pelo organismo, sendo que o
uso com repelentes de insetos baseados em DEET aumenta a sua penetracdo. Uma vez
absorvido, esse principio ativo vai para a corrente sanguinea (RUSZKIEWICZ et al., 2017).
Estudos com animais, especialmente peixes, indicam que este principio ativo pode agir no
nivel dos horménios que agem no sistema nervoso (RUSZKIEWICZ et al., 2017). Existem
casos comprovados de dermatite de contato provocadas pelo benzophenone-3, ndo sendo este
principio ativo recomendado para uso em criancas (BAUMANN, 2008).

O octocrylene (nomenclatura INCI: octocrylene, nomenclatura IUPAC: 2-ethylhexyl
2-cyano-3,3-diphenyl-2-propenoate) € um principio ativo, parte da familia dos cinamatos
(RUSZKIEWICZ et al., 2017) que esta presente em protetores solares. Sua agdo como filtro €
na faixa UVB (BERTH - JONES, 2016) e, como outros representantes desta familia,
caracterizada por ser hidrofobica também é utilizada em formulagdes com caracteristica de
resisténcia a agua (BAUMANN, 2008). A Figura 7 mostra a estrutura molecular do

octocrylene.



34

CH,

CH,

Figura 7: Estrutura da molécula de octocrylene (RSC, 2015f)

O octocrylene é considerado um principio ativo de eficacia limitada e usualmente
combinado com outros principios ativos. Os estudos encontrados ndo foram capazes de
indicar reacOes adversas ao uso do octocrylene em humanos, mas apontaram para acumulagéo
sisttmica em animais (RUSZKIEWICZ et al., 2017). Estudos relacionados a reacdes alérgicas
do produto indicaram que os casos reportados na realidade estavam associados a outros
principios ativos utilizados em conjunto nas formulagdes disponiveis, sendo citado que a
substancia acaba agindo como agente fotoestabilizador do avobenzone que é um dos melhores
agentes para protecdo contra raios UVA disponiveis no mercado (DE GROOT; ROBERTS,
2014).

O avobenzone (nomenclatura INCI: butyl methoxydibenzoylmethane, nomenclatura
IUPAC: 1-(4-methoxyphenyl)-3-(4-tert-butylphenyl)propane-1,3-dione), é atualmente um dos
filtros solares UVA mais utilizados no mercado (BAUMANN, 2008; BERTH - JONES,
2016). Sua comercializagéo no inicio foi caracterizada por problemas de fotoestabilidade, mas
a partir da combinagcdo com outras substancias como o octocrylene, esta caracteristica foi
melhorada (BAUMANN, 2008; DE GROOT; ROBERTS, 2014). A Figura 8 mostra a

estrutura molecular do avobenzone.



35

CH;

CHs
CH,

Figura 8: Estrutura da molécula de avobenzone (RSC, 2015g)

Estudos criticaram a fotoinstabilidade do avobenzone indicando que a exposicao ao
sol promoveria a producdo de compostos benzilicos e arilglioxais que estdo associados a
potencial acdo fotoalérgica, além do avobenzone perder até 60% das suas propriedades
fotoprotetivas (GILBERT et al., 2013).

1.2.2.3 Meios para medir-se o0 grau de protecdo contra a radiacdo solar: fator de
protecdo solar (FPS) e fator de protecdo UVA (UVAPF)

O FPS pode ser definido como o valor numérico da razdo entre a dose eritematosa
minima (DEM) da pele protegida por um protetor solar em teste, considerando uma cobertura
de 2,0 mg/cm? e a DEM da pele ndo protegida (SCHALKA; REIS, 2011). Esta definicéo é

expressa pela equacéo a seguir:

DEM';JQIQ protegida

FPS =
DEMpeIe nido protegida

Os protocolos para determinacdo do FPS foram inicialmente desenvolvidos pela
FDA (EUA em 1978) sendo acompanhados por outros paises como a Alemanha, que, a partir
desta base, elaboraram métodos préprios (SCHALKA,; REIS, 2011).

Em 2003, foi proposto o International Sun Protection Factor Test Method (ISPF),
por representantes da Europa, Japdo e Africa do Sul, baseado em metodologia europeia
desenvolvida pela COLIPA (associacdo europeia de industrias cosméticas) (MODDARESI,
2017). Atualmente a metodologia norte-americana (US FDA) e internacional (ISPF, mas
comumente referenciada como COLIPA) sdo consideradas o padrdo para determinacdo do
FPS (SCHALKA; REIS, 2011). Os métodos apresentam diferencas metodologicas mas que,
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de modo geral, retornam resultados semelhantes e de significado equivalente (SCHALKA,
REIS, 2011).

Em linhas gerais, a metodologia retém a esséncia do primeiro padrdo de 1978, no
qual um grupo de voluntarios com peles de fototipo entre | e 11l (FITZPATRICK, 1988)
recebe doses incrementais de radiacdo UV emitida por uma fonte artificial, em &reas
protegidas com o protetor solar em teste (2,0 mg/cm? de produto) e areas sem protetor
(controle) (SCHALKA,; REIS, 2011). A Figura 9 ilustra as etapas do teste para determinacéo
do FPS a partir da avaliacdo da DEM.

Preparago >> )?gtl:llgc;%?u%a >> Avaliag&o da DEM

+ Oindividuo & preparado + Oindividuo recebe doses * Entre 16 e 24h apos a
para receber a radiagao progressivamente maiores exposigao, a critério de um
pela delimitagao de areas de radiagdo UV em uma examinador experiente,

Nno corpo com a area tratada e uma nao identifica-se a qual dose
delimitagéo de areas tratada. corresponde a dose
tratadas e nao tratadas eritematosa minima.

Figura 9: Esquema mostrando o fluxo de atividades utilizados na avaliagdo da DEM

A metodologia para determinacdo do FPS adotada pelo US FDA e COLIPA
conforme apresentado na secdo anterior ndo é capaz de determinar a protecdo contra os raios
UVA dada por estes produtos (ZASTROW et al., 2004).

A primeira metodologia empregada para determinar a acdo dos raios UVA foi a PPD,
desenvolvida pela industria japonesa e adaptada pela autoridade francesa de vigilancia
sanitaria (MODDARESI, 2017). Este protocolo era similar ao protocolo para determinacdo do
FPS mas buscava identificar a dose minima para a producdo de pigmentagdo persistente,
resultado da ac¢do dos raios UVA (BAUMANN, 2008).

Atualmente ha duas normas da International Organization for Standardization (ISO)
referentes ao teste de protetores solares: a EN 1SO 24444:2010, relacionada ao teste in vivo do
FPS e que substituiu a norma desenvolvida pela COLIPA, e a EN ISO 24442:2011, que
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substituiu a norma adotada pela autoridade francesa e traz a metodologia atual para
determinacdo do PPD (MODDARESI, 2017).

1.2.2.4 Criticas aos métodos aplicados a medicao da protecéo solar

Sobre esta metodologia, Shalka e Reis fazem criticas sobre a quantidade de protetor
solar utilizada no teste, considerada excessiva tomando em conta o padrdo de utilizacdo da
populacdo em geral e a dificuldade de verificar-se a DEM com repetibilidade (SCHALKA,;
REIS, 2011). Zastrow et al. complementa a critica ao destacar que a metodologia empregada
para determinacdo do FPS ndo traz informacao sobre a protecdo contra a radiacao ultravioleta
na faixa UVA (ZASTROW et al., 2004).

Como complemento as criticas da metodologia em si, o proprio valor do FPS é
passivel de questionamento. Wolf et al. destaca que a diferenca entre um produto com FPS 30
e outro com FPS 40, em termos da capacidade de bloguear radiacdo ultravioleta, é da ordem
de apenas 1% (WOLF et al., 2003). Na mesma linha, Shalka e Reis coloca que o FPS apenas
indica protecdo contra queimaduras, ndo sendo possivel fazer qualquer afirmacdo acerca da
protecdo efetiva que este produz com respeito a, por exemplo, cancer de pele (SCHALKA,
REIS, 2011).

Sobre a determinacdo do fator de protecdo UVAFP também séo formuladas criticas.
Rezende et al. levanta que na determinacdo do UVAFP a partir do PPD procura-se avaliar um
efeito (PPD) em que se necessita de 18 a 24 h de exposicdo a radia¢do, enquanto que para o
aparecimento da DEM esse tempo é de 2 a 4 h (REZENDE et al., 2014). Isso faz com que a
poténcia de radiacdo UVA utilizada no teste seja aumentada o que acaba sendo uma distor¢ao
do método com respeito a situacdo que se pretende simular. E neste sentido que diversos
autores propdem e apontam que no futuro a avaliacdo de eficacia para protecdo solar deve ser
realizada in vitro (REZENDE et al., 2014).

Na industria, o controle de qualidade dos protetores solares utiliza técnicas variadas e
concentra-se na identificacdo dos principios ativos e dos aditivos utilizados nos produtos. Sdo
exemplos de técnicas em uso: espectroscopia de massa (GROSS, 2014), espectroscopia no
infravermelho proximo (LUYPAERT; MASSART; VANDER HEYDEN, 2007) e

determinacéo eletroanalitica de substancias (JUNIOR et al., 2011).
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1.3  Espectroscopia Raman

1.3.1 Efeito Raman

Em 1928, pesquisadores da India e da RUssia, entre eles C. V. Raman (que acabaria
sendo homenageado pela denominagéo do efeito descrito), trouxeram o conhecimento de que,
a partir da incidéncia de um feixe de luz monocromatica em um material, poderia ocorrer
espalhamento de dois tipos:

— Espalhamento de natureza eléstica: neste caso o foton espalhado tem
frequéncia correspondente a frequéncia do feixe de luz incidente, conhecido
como espalhamento Rayleigh;

— Espalhamento de natureza inelastica: neste caso o foton espalhado tem
frequéncia diferente da frequéncia do feixe de luz incidente.

Este efeito € conhecido como efeito Raman, e o espalhamento resultante corresponde ao
espalhamento Raman (HANLON et al., 2000; JAMES J. BOHNING; T. N. MISRA; M.
CHOUDHURY, 1998).

O espalhamento de natureza inelastica tem sua frequéncia determinada a partir da
interacdo entre a fonte luminosa e 0 meio sobre o qual incide o raio luminoso. E possivel
observar que a diferenca da frequéncia da radiacdo espalhada, modificada apos a incidéncia
da luz, é dependente do material do meio sobre o qual incidiu a radia¢do luminosa (SMITH;
DENT, 2013). Assim, diferentemente do espalhamento Rayleigh, no espalhamento Raman
esta interacdo entre a fonte luminosa e 0 meio produz informacéo sobre a estrutura molecular,
consequentemente a composicdo, deste meio. Esta informagdo sobre a estrutura molecular
pode ser captada como um espectro, que fornece uma “impressdo digital” do material em
analise (HANLON et al., 2000; SMITH; DENT, 2013). A Figura 10 compara a agdo dos
espalhamentos Rayleigh e Raman em funcdo da radiacdo incidente na molécula e ilustra como

o espalhamento Raman é expresso no espectro Raman.
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Figura 10: Figura esquematica mostrando o efeito Raman e como o espalhamento Raman
repercute no espectro coletado; no esquema as setas ascendentes que vao do estado de energia
fundamental ao estado de energia virtual correspondem a energia absorvida pela incidéncia do

féton e as setas descendentes correspondem a liberacdo de energia decorrente da emissdo do
foton espalhado

As interacOes, entre a luz incidente e o material que produzem o efeito Raman, tém
como resultado um espalhamento cuja frequéncia € funcdo da composicdo estrutural da
molécula. Assim, quando o feixe de luz monocromatica do laser interage com o material, este
produzira uma diversidade de bandas com picos correspondentes aos niveis de energia
vibracional que o material, pela sua estrutura molecular, possui, e que, em conjunto, formam o
espectro Raman. Assim, um espectro Raman € a representacdo da intensidade da radiacéo
espalhada Raman (em unidades arbitrarias — u.a.) em relacdo ao deslocamento Raman, ou a
diferenca da energia da vibragdo molecular (em cm™) com relacdo a frequéncia da luz
incidente (SMITH; DENT, 2013).



40

Como ja dito, o espectro Raman ¢ como uma “impressdo digital” da molécula
analisada. Pelo espectro Raman identificam-se:

— diferencas nas proporgdes entre elementos de uma molécula;
— diferencas nas estruturas moleculares espaciais;
— diferencas entre fases cristalinas.

Devido a isso, o espectro vibracional Raman é unico para cada material. Esta
representacdo permite visualizar bandas espectrais (denominadas bandas Raman) centradas
nas frequéncias Raman caracteristicas de cada material. Em um espectro Raman a informacéo
é principalmente sobre a posi¢éo de cada uma das bandas que identificam inequivocamente o
material em anélise (HANLON et al., 2000).

1.3.2 Aplicacdo da espectroscopia Raman a materiais organicos

A espectroscopia Raman encontra seu uso em areas tao diversas como biomedicina,
ciéncias ambientais, geologia, exploracdo espacial, arqueologia e arte, entre muitas outras
(CIOBOTA et al., 2014; JAMES J. BOHNING; T. N. MISRA; M. CHOUDHURY, 1998;
KUSIC et al., 2014; SMITH; DENT, 2013; VANDENABEELE; EDWARDS; MOENS,
2007; VASILIU et al., 2014).

Para a analise necessaria ao presente trabalho, ou seja, a identificacdo de diferentes
agentes quimicos na pele, a espectroscopia Raman faz uso da discriminacéo realizada entre 0s
diferentes materiais quanto a sua estrutura quimica (SMITH; DENT, 2013).

Normalmente, a identificacdo de um material pela espectroscopia Raman baseia-se
na comparacdo do espectro Raman com um conjunto de espectros Raman de referéncia
previamente armazenados. Essa metodologia, embora seja simples e intuitiva, pode ser um
processo longo e pode ter implicito o raciocinio subjetivo baseado na experiéncia do analista
(SMITH; DENT, 2013). Além disso, pode ser uma tarefa trabalhosa, que requer um
observador experiente, que, em sua experiéncia e conhecimento, realize a comparagéo e,

portanto, a identificacéo.
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1.3.3 Pre-processamento do espectro Raman

1.3.3.1 Remocéo de outliers

A identificacdo de pontos do espectro que podem ser outliers, isto é, pontos
destacados do espectro porém originados de erros de leitura do equipamento, como por
exemplo a incidéncia de raios cdsmicos, € uma etapa fundamental para a obtencdo de um
espectro fiel a realidade. Para alcancar este objetivo, Sdo necessarios meios, ndo somente para
identifica-los, mas também elimina-los. Pontos marginais, com erros sistematicos grandes,
podem ser diretamente eliminadas, mas, aqueles em que o erro é aleatorio podem ser retidos
durante o ajuste do espectro.

A identificacdo de um outlier pode envolver aspectos subjetivos de julgamento uma
vez que ndo existem definicbes matematicas rigidas que indiquem se um ponto pertence ou
ndo aos dados (LASCH, 2012). Na maior parte das vezes 0s pontos mais extremos sao
outliers, mas € preciso ter atencdo para que ndo sejam eliminados os pontos que realmente
pertencem a amostra, tais como picos bem intensos e de largura de banda bem estreita.

Como uma regra geral, toma-se cada valor de deslocamento Raman de um conjunto
de espectros como um vetor com as intensidades de todos espectros em estudo. Para cada um
destes vetores, a intensidade Raman do outlier correspondera a um valor que difere em mais
do que trés vezes o desvio padrdo da média das intensidades dos respectivos deslocamentos

Raman.

1.3.3.2 Correcao da linha de base

A espectroscopia Raman aplicada em tecidos e materiais organicos tem como desafio
a fluorescéncia inerentemente produzida por diversas moléculas biologicas. Esta fluorescéncia
pode ter intensidade diversas ordens de grandeza maior que o fraco sinal do espalhamento
Raman. Uma estratégia para a reducdo da fluorescéncia de fundo (background) é o uso de
excitacdo Raman na regido do infravermelho proximo.

Devido a grande de quantidade de dados envolvidos na coleta de espectros Raman, é
necessaria a ado¢do de um algoritmo de correcao de linha de base automatizado (linha de base
esta decorrente da fluorescéncia). Neste trabalho, a correcdo de linha de base foi realizada a
partir do ajuste do espectro por um polindmio de ordem “n” (LIEBER; MAHADEVAN-

JANSEN, 2003). Para cada espectro, o procedimento a seguir é aplicado, sendo o espectro
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Raman caracterizado por uma funcdo y — intensidade do sinal coletado pelo espectrometro ¢
X — deslocamento Raman:
— elimina-se a regido do espectro com informacao néo Util (faixa espectral Gtil:
entre 400 e 1800 cmY);
— ajusta um polindmio de ordem definida (“n’") ao espectro (y = f(x), sendo f(x) a
func¢do polinomial de ordem “n”);
— calcula o valor da intensidade do polindmio (valor de y estimado pelo
polindbmio) para cada valor de deslocamento Raman (x);
— subtrai o valor de y do polinémio do valor de y do espectro.

O espectro corrigido pela linha de base é obtido a partir da subtracdo a do polindmio
resultante do espectro a ser corrigido. A ordem utilizada para o polindmio € um parametro
definido empiricamente para que ocorra um bom ajuste visual do espectro. A correcéo por
ajuste do espectro a um polindmio tem como vantagens a retencdo dos contornos espectrais
Raman, evitando a perda de informacdo dada pelos contornos que ndo chegam a caracterizar-
se como picos (linhas larga que em geral decorrem de emissao fluorescente), e a retencdo da
proporcéo entre os valores de intensidade dos picos presentes no espectro original (LIEBER,;
MAHADEVAN-JANSEN, 2003).

1.3.3.3 Normalizacéo

A normalizacdo ¢ um método de pré-processamento no qual os valores sdo
escalonados para a manutencdo da consisténcia entre espectros tomados em diferentes
condicBes experimentais (tempo de coleta, fluorescéncia de background, poténcia do laser,
amostras, etc.). Frequentemente é utilizada como um dos passos do pre-processamento para
uma biblioteca de identificacdo qualitativa (BOCKLITZ et al., 2011).

Espectros padroes de elementos com diferentes concentracfes ou composi¢oes
podem ser gerados para confirmar a posi¢éo dos picos Raman, bem como sua intensidade em
avaliacOes quantitativas. A altura do pico pode ser usada para determinar a concentracao de
substancias, dado que a concentragdo do material é proporcional a intensidade do pico Raman
relacionado a este material (THE EUROPEAN DIRECTORATE FOR THE QUALITY OF
MEDICINES & HEALTHCARE, 2016).

Existem diversos métodos de normalizacéo. A seguir sdo apresentados dois dos mais

utilizados: normalizacdo por maximo (pico de maior intensidade) e normalizacdo por area sob
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a curva. Para o método de normalizacdo pelo pico de maior intensidade, o valor de
intensidade méaxima de cada espectro € identificado e entdo cada ponto do espectro é dividido

por esse valor maximo, conforme a equacao a seguir:

Vi

NY,=—2L__
' max()

onde NY; é a intensidade Raman normalizada para o ponto i, yi, € a intensidade Raman para o

ponto i e max(¥) ¢ o valor maximo considerando todas as intensidades Raman do espectro.

Na normalizacdo pela area sob a curva (também conhecida como normaliza¢do 1-
norm), primeiramente € feita a centralizacdo dos dados pela média, e em seguida, o
escalonamento das intensidades do espectro é feito de modo que a soma dos valores absolutos

sejaigual a 1 (LASCH, 2012). Isso pode ser expresso conforme a equacao abaixo:

onde NY; é a intensidade Raman normalizada para o ponto i, yi, € a intensidade Raman para o

¥

ponto i e é a soma das intensidades Raman do espectro.

1.3.4 Potencial da espectroscopia Raman como método de avaliacdo de produtos de uso

tépico

O uso de voluntarios humanos para a avaliacdo de cosméticos de uso topico é
problematico pelas questBes éticas tratadas por Sardenberg (SARDENBERG, 1999) e pelas
dificuldades que este tipo de estudo acaba impondo. Estas dificuldades podem ser resumidas
como:

— as variagOes existentes entre os voluntarios, que resultam em dificuldades
como a repetibilidade dos resultados;
— dificuldade em reproduzir as situa¢@es de uso comum em laboratorio.

Como consequéncia, estas dificuldades podem implicar em um teste que sofre

criticas por ndo ser suficientemente representativo. Como exemplo destas criticas pode ser

citada a determinagdo do FPS pela determinacdo do DEM in vivo, na qual os resultados da
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metodologia, conforme criticado por alguns autores citados neste estudo (SCHALKA,; REIS,
2011; WOLF et al., 2003), tem pontos de critica sobre a validade da aplicacdo dos seus
resultados. Rezende et al. (REZENDE et al., 2014) coloca que, no sentido de evitar estes
dificuldades, existe a tendéncia de que a determinacdo dos fatores de protecdo solar (UVA e
UVB) passem a ser realizados a partir de testes in vitro, tendo sido propostas novas
metodologias para avaliacdo da eficacia de protetores solares in vitro (DUTRA et al., 2004;
ZASTROW et al., 2004). Também ja foi desenvolvida uma norma que aborda a realizacao de
testes in vitro para determinacdo do UVAFP (EN ISO 24443:2012).

A espectroscopia Raman, com suas caracteristicas de avaliagdo in vivo de maneira
rapida (HANLON et al., 2000), pode ser til no sentido de associar-se as técnicas em uso pela
industria para determinar a eficacia dos principios ativos presentes nas formulacGes em teste.
Isso pode acontecer pela avaliacdo da continua disponibilidade das moléculas em estudo nas
formulagdes aplicadas a pele. Esta abordagem seria Gtil ndo somente para protetores solares e
repelentes de insetos, mas também outros produtos cosméticos ou farmacéuticos como
hidratantes, antibioticos de acdo topica, etc. Uma proposta de como isso poderia acontecer

pode ser observada no esquema apresentado na Figura 11.

Avaliagio de eficacia | *Aplicagao de protocolo
do principio ativo padrao paraavalia¢ao da
eficacia do principio ativo

+Avalia¢ao quantitativa

Analise quantitativa com espectroscopia
comespectroscopia Raman paraidentificar a
Raman quantidade de principio

ativo presente na pele

Correlagao entre a *Acompanhar a evolucao
eficacia verificada do P §

principio ativo e a quantitativa do principio
analise quantitativa ativo, a partir de leituras
do principio ativo em

comespectroscopia ; /
F'!,aman P intervalos definidos

Figura 11: Esquema mostrando como a espectroscopia Raman poderia ser agregada na avaliacdo
de produtos de uso topico

A capacidade de avaliacdo quantitativa da espectroscopia Raman pode ser utilizada

para medir a quantidade de principio ativo presente na pele em um determinado momento e,
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passado algum tempo, medir novamente a quantidade do principio ativo e fazer uma

correlacdo com a manutencédo da sua eficécia.
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CAPITULO 2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Sujeitos de pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Anhembi Morumbi (Processo no. CAEE 69573917.9.0000.5492) conforme a Resolucgédo
466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 2012).
Os voluntérios que concordaram em participar assinaram um Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido — TCLE.

Participaram da pesquisa 15 voluntarios (6 homens e 9 mulheres) para aplicacdo das
formulacGes de repelentes e 14 voluntarios (7 homens e 7 mulheres) para a aplicacdo das
formulacGes de protetores solares. Estas pessoas apresentavam fototipo variando entre | e IV
conforme a escala de Fitzpatrick (FITZPATRICK, 1988), Tabela 3). Os critérios de inclusdo
foram: voluntarios sadios, com idade entre 18 e 60 anos, sem lesbes de pele, benignas ou
malignas, e a auséncia de reacdes alérgicas conhecidas a componentes dos produtos apos
anamnese. Os critérios de exclusdo foram reacdes alérgicas aos produtos durante a realizagdo

do experimento e sensibilidade dolorosa a poténcia do laser.

Tabela 3: Escala de Fitzpatrick (FITZPATRICK, 1988)

Fototipo Descricdo Efeito
I Pele clara Sempre queima e nunca bronzeia
] Pele clara Sempre queima e bronzeia muito pouco
i Pele morena clara Queima (moderadamente) e bronzeia
(moderadamente)
v Pele morena Queima pouco e sempre bronzeia
moderada
\Y/ Pele morena escura Queima raramente e sempre bronzeia
VI Pele negra Nunca queima ja é totalmente pigmentada

2.2 Amostras

Foram utilizados no estudo repelentes de insetos comercialmente disponiveis, nas
apresentacdes spray e creme (identificado como SPR e CR) e protetores solares de duas

marcas comercialmente disponiveis (identificados com o CEN e SD), ambos com FPS 15 e
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30. Os repelentes de insetos, utilizados no estudo possuiam composicdo quimica conforme
Tabela 4 e os protetores solares conforme Tabela 5.

Tabela 4: Componentes dos repelentes de insetos considerados no estudo conforme informacdes

do rétulo

Repelente — componentes** Presenca na formula
SPR CR

DEET* Sim (6,65%) Sim (7,125%)
Agua Nao Sim
Polyacrylic acid Néo Sim
Stearate-2 Né&o Sim
Stearyl alcohol glyceryl stearate N&o Sim
PEG-100 stearate Né&o Sim
Methylparaben Néo Sim
Triethanolamine Né&o Sim
Parfum Sim Sim
Aloe barbadensis flower extract Sim Sim
Benzyl salicylate Sim Sim
Coumarin Sim Sim
Hydroxycitronellal Sim Sim
Limonene Sim Sim
Linalool Sim Sim
Butylphenyl methylpropional Sim Sim
Alcohol benzyl methylpropional N&o Sim

(*) principio ativo do produto
(**) os componentes indicados tém nomenclatura conforme a INCI

Tabela 5: Componentes dos protetores solares considerados no estudo conforme informagdes do

Protetor Solar — componentes*r”(ztUIo Presenca na formula ***
Marca CEN Marca SD
(FPS15e30) (FPS15e30)
Ethylhexyl methoxycinnamate* Sim N&o
Benzophenone-3* Sim Néo
Octocrylene* Sim Sim

Ethylhexyl triazone* Nao Sim



48

Protetor Solar — componentes**

Presenca na férmula ***

Marca CEN Marca SD
(FPS15e30) (FPS15e30)
Bis-ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl triazine* Sim Sim
Agua Sim Sim
Titanium dioxide Sim Sim
Phenethyl benzoate Sim Né&o
Isocetyl stearoyl stearate Sim Néo
Glyceryl stearate Sim Né&o
Laureth-23 Sim Né&o
Diisopropyl adipate Sim Né&o
Propylene glycol Sim Néo
VP/Eicosene copolymer Sim Né&o
Cyclomethicone Sim Néo
Trilaureth-4 phosphate Sim Né&o
Sodium polyacrylate Sim Néo
Decarboxy carnosine HCI Sim Né&o
Laureth-2 Sim Né&o
DMDM hydantoin Sim Né&o
Methylparaben Sim Néo
Dimethicone Sim Sim
Tocopherol Sim Néo
lodopropynyl butylcarbamate Sim Né&o
Parfum Sim Sim
Daucus carota seed oil Sim Né&o
Disodium EDTA Sim Sim
2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol Sim Né&o
Hexyl cinnamal Sim Nao
d-limonene Sim Néo
Linalool Sim Né&o
C12-15 alkyl benzoate Nao Sim
Butylene glycol Nao Sim
Butyl methoxydibenzoylmethane* Nao Sim
Potassium cetyl phosphate Nao Sim
Triacontanyl PVP Nao Sim
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Protetor Solar — componentes** Presenca na férmula ***
Marca CEN Marca SD
(FPS15e30) (FPS15e30)

Aluminum starch octenylsuccinate Nao Sim
Silica Né&o Sim
Benzyl alcohol Nao Sim
Phenoxyethanol Nao Sim
Triethanolamine Né&o Sim
Cetyl palmitate Néo Sim
Tribehenin Né&o Sim
Stearyl alcohol Néo Sim
Caprylyl methicone Nao Sim
Carbomer Né&o Sim
Acrylates/C10-30 alkyl acrylate crosspolymer Nao Sim
Tocopheryl acetate N&o Sim

(*) principio ativo do produto

(**) os componentes indicados tém nomenclatura conforme a INCI

(***)A regulamentagdo da ANVISA sobre rotulagem de protetores solares ndo obriga ao fabricante a
quantificar os principios ativos (ANVISA, 2012)

2.3  Aplicagédo dos produtos

Inicialmente, tanto para a aplicacdo do repelente de insetos como para a aplicacdo do
protetor solar, os locais em que ocorreria a aplicagdo foram higienizados com o auxilio de um
tecido embebido em alcool 96 °GL para a remocdo de contaminantes quimicos e
microbioldgicos.

Para a aplicacdo dos repelentes de insetos, o individuo foi considerado em posi¢édo
anatdmica (BETTS et al., 2013), os produtos foram aplicados topicamente na regido antero-
medial dos antebracos de cada individuo. A aplicacdo ocorreu em 2 marcagfes circulares com
25 mm de didametro, identificados conforme mostra a Figura 12 e uma terceira marcagdo que
ndo recebeu produto (regido de controle, identificada como CTR). O repelente de insetos em
spray foi aplicado na regido do antebraco direito de modo a evitar contaminacdo com as
outras regides e o repelente de insetos em creme foi aplicado na regido localizada no
antebraco esquerdo. A aplicacdo do repelente de insetos em spray foi feita diretamente na pele

do individuo, através de uma Unica borrifada a uma distancia de 15 cm da superficie da pele e
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a aplicacdo do repelente de insetos em creme foi feita inicialmente medindo-se uma
quantidade padronizada (10 mg) com auxilio de uma microespéatula, e espalhando-se o
produto pela area com esta mesma microespatula. No estudo foram usadas quantidades
compativeis com as instrugdes contidas nos rétulos dos produtos utilizados uma vez que as
metodologias de teste recomendadas pela ANVISA ndo sdo baseadas na avaliagdo dos
produtos, mas do principio ativo diluido em etanol (OMS, 2009).

Os protetores solares, também considerando a posicdo anatdmica, foram aplicados
topicamente na regido antero-medial do antebraco direito de cada individuo. A aplicacédo
ocorreu em 4 marcacdes circulares com 25 mm de didmetro, identificados conforme mostra a
Figura 12, e uma quinta marcacao nao recebeu produto (regido de controle, identificada como
CT). Nas regibes 1 e 2 foram aplicados os protetores solares da marca CEN com FPS 15 e 30,
respectivamente, nas regides 3 e 4 foram aplicados os protetores da marca SD com FPS 15 e
30, respectivamente. Nas regides em que houve aplicacdo dos produtos, foi administrada com
auxilio de uma microespatula uma quantidade padronizada e compativel com a recomendacao
da ANVISA para testes relacionados a determinacdo do FPS, que corresponde a uma
cobertura de 2,0 mg/cm? (COLIPA; CTFA; JCIA, 2006), obtida através da aplicacdo de
aproximadamente 10 mg de protetor solar.

A aplicagdo nestes locais procurou facilitar a descontaminagdo do local e evitar a
presenca de pelos que pudessem dificultar as leituras. Considerando que os produtos agem
preferencialmente sobre o estrato corneo da pele, ndo é esperada diferenga significativa em

resultados tomados em outras por¢des do brago.

Figura 12: Marcacdes no antebraco dos voluntarios para a aplicacdo dos produtos: A) aplicacdo
dos repelentes e B) aplicacdo dos protetores solares
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Ambos os produtos foram aplicados na pele dos voluntérios, aguardando-se pelo
menos 30 minutos antes da realizac&o da coleta dos espectros Raman.

2.4  Obtencdo dos espectros Raman

Primeiramente foram obtidos o0s espectros Raman dos produtos conforme
comercialmente distribuidos, aplicando-se uma pequena por¢do diretamente do frasco sobre
um porta-amostra em aluminio. Estes espectros foram identificados como: grupos REF_SPR e
REF_CR para os repelentes spray e creme, e grupos REF_CEN15, REF_CEN30, REF_SD15
e REF_SD30 para os protetores solares das marcas CEN e SD, respectivamente, com FPS 15
e 30. Em seguida, foram obtidos os espectros referentes aos locais em que houve aplicacdo
dos produtos na pele e das regides de controle. Estes espectros foram agrupados nas
respectivas regides conforme a Tabela 6.

Foram obtidos espectros Raman em cada regido utilizando um espectrometro Raman
dispersivo (modelo Dimension P-1, Lambda Solutions Inc., MA, EUA), com cabo de fibras
Opticas Raman probe (modelo Vector Probe, Lambda Solutions Inc., MA, EUA) mostrado na
Figura 13. O espectrometro utiliza um laser de diodo multimodo estabilizado, sintonizado em
830 nm, com poténcia maxima de 350 mW. A ponta do Raman probe foi colocado em contato
com a pele, no momento da coleta dos dados, sendo utilizada uma ponteira conica de aluminio
a fim de padronizar a distancia focal entre o probe e a pele. O uso do Raman probe permite
repetibilidade da geometria de excitacdo e coleta do espectro. O ajuste do equipamento e
metodologia para coleta seguiram detalhes adotados por Silveira et al. (SILVEIRA et al.,
2015). Em cada regido foram obtidos 3 espectros, sendo utilizado o tempo de leitura de 20 s

(2s, 10 acumulag6es) e poténcia do laser de 250 mW na extremidade do probe.



Tabela 6: Regibes de aplicacdo dos produtos, nimero de coletas espectrais e nomenclatura dos

agrupamentos na pele dos voluntarios
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Regido de Aplicagdo Numero de coletas Grupo
Repelente de Insetos  Spray 42 SPR
creme 39 CR
CT 43 CTR
Protetor Solar 1 42 CEN15
2 37 CEN30
33 SD15
4 30 SD30
CT 42 CTR

Raman Probe

L
- g\v
<

Microcomputador PC

Figura 13: Diagrama esquematico do sistema Raman dispersivo que foi utilizado na coleta dos

dados espectrais

A luz espalhada pela amostra € coletada pelo probe, dispersada pelo espectrografo e

direcionada ao detetor tipo cdmera CCD (charge-coupled device) (cAmera CCD back thinned,

deep-depletion, 1340x100 pixels, refrigerada por elemento Peltier) com temperatura de

trabalho de -75 °C. O elemento dispersor de luz, integrado ao espectrometro, possui resolucéo

de 4 cm™ na faixa espectral Gtil compreendida entre 400 e 1800 cm™.
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A aquisicdo e o0 armazenamento dos espectros sdo realizados por um
microcomputador PC utilizando o software RamanSoft (Lambda Solutions, Inc., MA, EUA),
que controla o tempo de exposicdo do detector e 0 numero de aquisicGes por amostra, € 0
armazenamento dos espectros para posterior analise e interpretacdo. O tempo de exposicdo
para a obtencdo dos espectros foi de 2 s e 10 acumulagdes.

A calibracdo do espectrometro foi verificada por comparacdo das bandas Raman
principais do naftaleno, que possui picos na regido espectral de 500 a 1700 cm™. A calibragio
da resposta espectral (calibragdo em intensidade) foi realizada pelo fornecedor do
equipamento e consiste na coleta do espectro de uma lampada de filamento de tungsténio com
espectro rastreado pelo National Institute of Standards and Technology (NIST).

2.5  Pré-processamento dos espectros e analise estatistica

Os espectros Raman provenientes dos produtos aplicados sobre o porta amostra e
sobre a pele foram pré-processados em conjunto e da mesma maneira conforme detalhado por
Silveira et al. (SILVEIRA et al., 2015). Primeiramente foram retirados os raios cosmicos a
partir da identificacdo de pontos com alta intensidade e que ndo sdo caracteristicos de picos,
foi feita a retirada da fluorescéncia de fundo (background) a partir do ajuste e subtracdo de
um polindémio de ordem 7 a linha de base de cada espectro, e foi feita a normalizacdo de cada
espectro pela area sob a curva (1-norm). Ap6s o pré-processamento, foi calculado o espectro
médio de cada um dos grupos considerados.

Com o auxilio da literatura Raman de compostos quimicos, foram identificados picos
correspondentes aos espectros Raman dos principios ativos discriminados nos rétulos dos
repelentes e protetores solares (Tabela 4 e Tabela 5 respectivamente) nos espectros dos
produtos ndo aplicados a pele. Foi entéo realizada a identificacdo destes picos nos espectros
Raman da pele, nos respectivos grupos de repelentes e protetores. Estes picos foram
submetidos a anélise estatistica a fim de verificar a significancia da presenca dos produtos
sobre a pele comparativamente as regides de controle. A analise estatistica considerada foi o
teste ANOVA (andlise de variancia.

Primeiramente, realizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar se as
intensidades dos picos dos principios ativos nos espectros da pele com os produtos eram
compativeis com uma distribuicdo normal. Verificada esta condicdo, foi aplicado o teste
ANOVA pareado com pos-teste de Tukey-Kramer para obtencdo da significancia estatistica,

considerando nivel de significancia de 5% (p < 0,05) como valor limite para a rejeicdo da
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hipotese nula (WEAVER et al., 2017). A hip6tese considerada é de que a aplicacdo do
produto sobre a pele resulta em um espectro com picos que apresentam diferenca significativa

na intensidade em comparagdo a um espectro obtido na pele sem o produto.
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CAPITULO 3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo organizados de modo a reproduzir a ordem pela qual os dados
foram produzidos conforme a metodologia apresentada. Inicialmente sdo apresentados os
espectros referentes aos produtos aplicados sobre o porta amostra seguido de uma tabela
mostrando o relacionamento entre os principios ativos das férmulas, identificados nas Tabela
4 e 5, e os picos identificados pela pesquisa na literatura Raman, seguido de uma avaliagédo
sobre se é possivel identificar os picos relacionados nos espectros dos produtos. Em seguida
sdo apresentados os espectros da pele com os produtos aplicados e da pele sem produto
(controle), com o destaque dos picos dos principios ativos identificados na literatura.
Finalmente sdo apresentados graficos da média e desvio padrdo das intensidades dos picos dos
principios ativos da pele e a identificacdo da diferenca estatisticamente significativa entre os

picos da pele e aqueles das regides de controle.

3.1  Observacoes sobre os espectros dos repelentes de insetos e protetores solares

Durante a preparacdo do trabalho, a partir dos espectros obtidos dos repelentes de
insetos e protetores solares, tanto na forma aplicada somente sobre porta amostra de aluminio
como aplicado sobre a pele e da pele sem tratamento (controle), foram gerados dados que
resultaram do pré-processamento explicitado no capitulo de Materiais e Métodos e explicados
no capitulo de Revisdo Bibliografica. A partir destes dados intermediarios do pré-
processamento dos espectros foi possivel a producdo de figuras que representam os espectros
nos pontos respectivos de pré-processamento. Estas figuras sdo interessantes no sentido de
ilustrar melhor como o espectro bruto, coletado a partir do espectrébmetro Raman, é
transformado através das etapas de pré-processamento até o resultado conforme utilizado no
trabalho.



56

Inicialmente apresenta-se na Figura 14 e na Figura 15 os espectros brutos, conforme
coletados dos espectrometros, dos repelentes de insetos. Estes espectros caracterizam-se por
ter uma linha de base desalinhada com o eixo horizontal. Isso deve-se a diferenca de
intensidade dos picos Raman associados a fluorescéncia gerada pela leitura do espectrometro
Raman como referenciado na sec¢do 1.3.3.2. Observa-se que na Figura 15, comparada com a
Figura 14, este efeito € mais intenso. Esta diferenca é produzida pela fluorescéncia
caracteristica da pele, presente nos espectros representados na Figura 15, mas claramente
mostrado pelo espectro correspondente a pele sem aplicacdo de produto (controle), linha
CTR.
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Figura 14: Média dos espectros Raman dos produtos, aplicados sobre o porta amostras de
aluminio (REF_SPR - spray e REF_CR - creme) — espectros sem pré-processamento
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Figura 15: Média dos espectros Raman adquiridos dos produtos aplicados na pele (SPR - spray
e CR - creme) e da pele sem produto (CTR-controle) — espectros sem pré-processamento



57

As Figura 16 e Figura 17 representam o espectro dos repelentes de insetos, aplicados
sobre o porta amostra de aluminio e aplicados sobre a pele, respectivamente, com a correcao
da linha de base mas sem a normalizacdo da intensidade. Nesse ponto é possivel que os
espectros representados em ambas as figuras ja encontram-se alinhadas com o eixo horizontal.

A normalizagdo realizada ajuda a suavizar o sinal do espectro facilitando a
identificacdo dos picos, mas diminui a diferenga entre as intensidades das substancias em
analise. Assim, ao observar-se 0 espectro ndo-normalizado, especialmente o espectro dos
repelentes de insetos aplicados sobre o porta amostra, é possivel identificar claramente a
diferenca de intensidade entre os picos indicados para o principio ativo DEET entre os
espectros REF_CR e REF_SPR. Essa diferenca é resultado da diferenca de concentracdo do
principio ativo entre as formulacGes creme (REF_CR) e spray (REF_SPR), conforme

observado na Tabela 4.

3 18000 8
5 = REF_CR
® 16000 REF_SPR
s
£ 14000
o
(o2
12000 5 ©
5 -
10000 4 [
8000 1 a
6000 1
4000 1
2000 1 .
0 L — T B B— | T T |
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Raman Shift (cm-)
Figura 16: Média dos espectros Raman dos produtos, aplicados sobre o porta amostras de
aluminio (REF_SPR - spray e REF_CR - creme) — espectros com remog&o da fluorescéncia de
fundo, ndo normalizados
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Figura 17: Média dos espectros Raman adquiridos dos produtos aplicados na pele (SPR - spray

e CR - creme) e da pele sem produto (CTR-controle) — espectros com remocéo da fluorescéncia
de fundo, ndo normalizados
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Com respeito aos protetores solares, de modo similar, apresenta-se na Figura 18 e na
Figura 19 os espectros brutos dos protetores solares conforme coletados dos espectrometros.
De forma similar aos repelentes, os espectros caracterizam-se por ter uma linha de base
desalinhada com o eixo horizontal devendo-se a isso, da mesma maneira, a diferenca de
intensidade dos picos Raman associados a fluorescéncia gerada pela leitura do espectrémetro
Raman como referenciado na sec¢do 1.3.3.2. Assim como no caso dos repelentes, na Figura 19,
comparada com na Figura 18, este efeito é mais intenso. Como ja explicado, a diferenca é
produzida pela fluorescéncia caracteristica da pele, explicitada claramente na Figura 18 em
que é mostrado o espectro correspondente a pele sem aplicagdo de produto (controle), linha
CTR.
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Figura 18: Média dos espectros Raman dos produtos, aplicados sobre o porta amostras de
aluminio (REF_CEN15-Marca CEN FPS 15, REF_SD15-Marca CEN FPS 30, REF_SD15-
Marca SD FPS15 e REF_SD30-Marca SD FPS30) — espectros sem pré-processamento
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Figura 19: Média dos espectros Raman adquiridos dos produtos aplicados na pele (CEN15-
Marca CEN FPS 15, SD15-Marca CEN FPS 30, SD15-Marca SD FPS15 e SD30-Marca SD
FPS30) e da pele sem produto (CTR-controle) — espectros sem pré-processamento



59

A Figura 20 e a Figura 21 representam o espectro dos protetores solares, aplicados
sobre o porta amostra de aluminio e aplicados sobre a pele, respectivamente, com a correcao
da linha de base mas sem a normalizacdo da intensidade. Nesse ponto é possivel que os
espectros representados em ambas as figuras ja encontram-se alinhadas com o eixo horizontal.

Como explicado para o caso dos repelentes de insetos, a normalizagédo suaviza o sinal
do espectro e diminui a diferenca entre as intensidades das substancias em anélise. Assim,
especialmente para o espectro dos protetores solares aplicados sobre o porta amostra, €
possivel identificar claramente a diferenca de intensidade entre os picos observaveis entre 0s
espectros. Essa diferenga é resultado da diferenca de concentragdo dos principios ativos
presentes entre as formulacdes das marcas SD e CEN. Enquanto para os produtos SD FPS 15
(REF_SD15) e SD FPS 30 (REF_SD30) o espectro apresenta picos com geometria similar,
observa-se que os picos de REF_SD30 sdo mais intensos que os picos de REF_SD15. De
maneira similar, para a marca CEN FPS 15 e 30 (REF_CEN15 e REF_CEN30,
respectivamente) o espectro tem geometria similar mas picos mais intensos.

Apesar dos rotulos ndo apresentarem a propor¢do de cada agente ativo presente nos
produtos, o aumento dos fatores de protecdo solar sdo obtidos pelo aumento da concentracao
dos principios ativos (WOLF et al., 2003). A partir disso, pode-se constatar que, de fato, para
um aumento de 15 pontos no FPS (aumento de 100%), os picos aumentam sua intensidade em
até 270% (pico em 1288 cm™) para a marca SD e 134% (pico em 1605 cm™).
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Figura 20: Média dos espectros Raman dos produtos, aplicados sobre o porta amostras de
aluminio (REF_CEN15-Marca CEN FPS 15, REF_SD15-Marca CEN FPS 30, REF_SD15-
Marca SD FPS15 e REF_SD30-Marca SD FPS30) — espectros com remocéo da fluorescéncia de

fundo, ndo normalizados
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Figura 21: Média dos espectros Raman adquiridos dos produtos aplicados na pele (CEN15-
Marca CEN FPS 15, SD15-Marca CEN FPS 30, SD15-Marca SD FPS15 e SD30-Marca SD
FPS30) e da pele sem produto (CTR-controle) — espectros com remocao da fluorescéncia de
fundo, ndo normalizados

Inten

3.2  Repelentes de insetos

3.2.1 Espectros Raman dos produtos ndo aplicados a pele e picos mais significativos

A Figura 22 apresenta 0s espectros Raman dos repelentes em formulagdes creme e
spray sobre o porta amostra (grupos de espectros CR e SPR), onde destacam-se 0s picos em
526, 690, 1003, 1295, 1458 e 1608 cm™ nas duas formulacBes. A Tabela 7 relaciona o
principio ativo indicado no rétulo do produto, os picos Raman identificados na literatura, e a
indicacdo se estes picos estdo presentes nos espectros das formulagdes. Pode ser observado
que estes picos correspondem ao principio ativo DEET presente na formulacéo dos repelentes.
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Figura 22: Espectros Raman dos repelentes nas formulages creme (REF_CR) e spray
(REF_SPR). Os picos indicados representam o principio ativo DEET

Tabela 7: Picos Raman caracteristicos do principio ativo nas amostras dos repelentes creme e
spray conforme identificados em literatura

Principio ativo (*) Presenca no rotulo Picos Raman caracteristicos (cm™)
SPR CR Da literatura Da Figura 22
DEET Sim Sim 524, 690, 1003, 526, 690, 1003,
1297, 1460 e 1606 1295, 1458 e 1608
(BORIO;
FERNANDES;
SILVEIRA JR.,
2016)

Na Figura 23 séo apresentados os espectros Raman medios de pele com repelente nas
apresentacdes spray (SPR) e creme (CR) e de pele sem aplicacdo de repelente (CTR). Os
picos Raman indicados na Figura 23A sdo os principais do principio ativo DEET. Nas Figuras
23B, 23C e 23D estdo destacados os picos em 527, 690 e 1003 cm™, que evidenciam
sobreposicdo entre os picos Raman da pele e do DEET. Em 527 cm™ hé a sobreposi¢do com o
pico em torno de 540 cm™ da pele normal, atribuido & vibragdo de estiramento da ponte
disulfeto S-S em proteinas da pele (actina, colageno e elastina) (SILVEIRA JR. et al., 2012),
em 609 cm™ o pico do DEET estd em um “vale” entre picos da pele em 640 e 720 cm™,
também atribuidos a proteinas (C-C twisting da fenilalanina e tirosina e C-S stretching das

proteinas, respectivamente, com contribuicdo da vibracdo C-N da colina de fosfolipidios para
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0 pico em 720 cm™) (SILVEIRA JR. et al., 2012), e em 1003 cm™ ha sobreposicdo com o

pico atribuido a proteinas em 1004 cm™ (vibragdo do anel aromético da fenilalanina e

tirosina).
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Figura 23: A) Espectros Raman médios de pele com repelente nas apresentagdes spray (SPR) e
creme (CR) e de pele sem aplicagdo de repelente (CTR-controle); B), C) e D) apresentam
plotagem dos picos em 527, 690 e 1003 cm, respectivamente, com ampliagdo que permite
observar a sobreposicao dos espectros referentes a SPR, CR e CTR nos picos comuns & pele e a
diferenca na intensidade dos picos referentes ao DEET

3.2.2 Analise estatistica dos picos dos repelentes identificados na pele

A Figura 24 apresenta a média e o desvio padrédo das intensidades dos picos Raman
do DEET encontrados no espectro da pele nos 3 grupos da Figura 23. O teste de Tukey-
Kramer identificou significancia estatistica dos grupos com aplicacdo dos repelentes relativa
ao grupo controle conforme também mostrado na Figura 24. Em funcdo da diferenga
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significativa, principalmente dos picos em 527 e 1003 cm™, é possivel afirmar que estes picos
indicaram a presenca do DEET na pele dos voluntérios.
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Figura 24: Plotagem das intensidades médias e desvios padrdo dos picos Raman do principio
ativo DEET encontrados nos espectros da pele. As letras (a) e (b) indicam significancia
estatistica dos grupos SPR vs CTR (a) e CR vs CTR (b) pelo teste ANOVA/Tukey (p < 0,05)

Na regifo dos picos em 527 cm™ e 1003 cm™ (Figura 23 B e D, respectivamente),
onde héa a sobreposicdo dos picos da pele [540 e 1004 cm™ — proteinas (ponte dissulfeto e
fenilalanina/tirosina)] com o do DEET, a aplicacdo do teste estatistico pareado é importante
devido a esta sobreposicdo, haja vista que a regido de controle € no mesmo individuo e que
testes pareados sdo capazes de identificar diferencas estatisticas entre os valores das
intensidades dos picos quando os individuos sdo os mesmos antes e depois da aplicacdo dos

produtos, o que torna possivel a associacdo destes picos ao principio ativo dos produtos.

3.3 Protetores solares

3.3.1 Espectros Raman dos produtos ndo aplicados a pele e picos mais significativos

A Figura 25 apresenta os espectros Raman dos protetores solares dos grupos CEN15,
CEN30, SD15 e SD30 colocados em porta amostra, que apresentaram picos em: 1003, 1177,
1288, 1310, 1564, 1605 e 1611 cm™. A correspondéncia entre os picos e principios ativos
identificados nos produtos testados esta indicada na Tabela 8. Observa-se que o0s produtos,
apesar de apresentarem picos nas mesmas posicoes, diferem quanto a intensidade dos picos. A
diferenca é relacionada a concentracdo dos diferentes compostos quimicos correspondentes
aos picos e indica a diferenca da composicao entre os produtos, tanto com relagdo as marcas
quanto com relagéo ao FPS.
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Figura 25: Espectros Raman dos protetores solares nos grupos CEN15, CEN30, SD15 e SD30.

Os picos marcados representam os picos identificados nos produtos aplicados em porta amostra
de aluminio. A identificacdo dos picos faz relagdo aos principios ativos indicados na Tabela 8

Tabela 8: Picos Raman caracteristicos de principios ativos de protetores solares conforme
identificados na literatura

Principio ativo Presenca no rotulo Picos Raman Caracteristicos (cm™)
CEN15 SD15 Da literatura Da Figura 25
CEN30 SD30
Octinoxate Sim Né&o 1170 e 1613 1177 e 1605
(SOHN;
BUEHLER;
IMANIDIS, 2016)
Benzophenone-3 Sim Né&o 1000 e 1280 1003 e 1288
(BIO-RAD
LABORATORIES,
INC., 2013)
Octocrylene Sim Sim 1560 1564
(BEYERE;
YARASI;
LOPPNOW, 2003)
Bemotrizinol Sim Sim * -

Ethylhexyl triazone Né&o Sim * -



65

Principio ativo Presenca no rétulo Picos Raman Caracteristicos (cm™)
CEN15 SD15 Da literatura Da Figura 25
CEN30 SD30
Avobenzone Né&o Sim 1605 1611
(BIO-RAD
LABORATORIES,
INC., 2012)

(*) ndo foi possivel obter o espectro da substancia na literatura

Na Figura 26A sdo apresentados 0s espectros Raman médios dos grupos com
aplicagdo dos protetores solares na pele: CTR, CEN15, CEN30, SD15 e SD30. Os picos
Raman evidenciados nesta figura, em 1003, 1177, 1288 e 1611 cm™, sdo aqueles identificados
nos protetores solares e que correspondem aos dos principios ativos relacionados na Tabela 8.
Nas Figura 26B, 18C, 18D e 18E sdo observados detalhes dos picos de interesse,
respectivamente. Os espectros apresentados na Figura 26A ndo apresenta uma indicacéo clara
de pico em 1564 cm™, relacionado ao octocrylene, como ocorreu nos espectros do produto
ndo aplicados a pele. A Figura 26F mostra que nesta regido ha uma sobreposicdo do espectro
da pele, possivelmente associada a presenca dos picos relacionados a &cidos nucleicos e
hemoglobina presentes na pele (SILVEIRA JR. et al., 2012), além da proximidade com o pico
de 1611 cm™, de grande intensidade, que ¢é associado & fenilalanina (SILVEIRA JR. et al.,
2012), o que prejudica a identificacdo deste pico e sua utilizacdo como referéncia para a
identificacdo deste principio ativo. Em relagéo ao pico em 1003 cm™, ha a sobreposicdo deste
com o pico atribuido a proteinas em 1004 cm™ (vibragdo do anel aromatico da fenilalanina e
tirosina), como ocorreu com o repelente.

O Apéndice A apresenta uma avaliacdo considerando os dados dos picos néao
normalizados dos espectros dos protetores solares, aplicados sobre o porta amostra de
aluminio, em que sdo feitas consideracdes a respeito da diferenca de intensidade Raman
comparada com a diferenca de FPS entre os protetores solares de mesma marca. No caso da
marca CEN, a maior diferenca de intensidade foi registrada para o pico 1288 cm™ (aumento
da intensidade Raman: 270%) que, conforme a Tabela 8, corresponde ao principio ativo
benzophenone-3. Para a marca SD, a maior diferenca de intensidade registrada entre os
protetores solares de FPS 15 e 30 foi no pico 1605 cm™ (aumento da intensidade Raman:

134%) que, conforme a Tabela 8, corresponde ao principio ativo avobenzone.
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Figura 26: A) Espectros Raman médios dos grupos CTR, CEN15, CEN30, SD15 e SD30; B),
C), D), E) e F) apresentam plotagem dos picos em 1003, 1177, 1288, 1611 e 1564 cm*,
respectivamente, com ampliacdo que permite observar a sobreposicao dos espectros referentes a

CTR, CEN15, CEN30, SD15 e SD30

3.3.2 Analise estatistica dos picos dos protetores solares identificados na pele

A Figura 27 apresenta a média e desvio padrdo das intensidades dos picos Raman

dos protetores solares no espectro da pele nas quatro formulagdes destacadas na Figura 26. O

teste de Tukey-Kramer identificou significancia estatistica dos grupos com aplicagdo dos
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protetores comparados ao grupo controle conforme também mostrado na Figura 26. Dada a
diferenca significativa, principalmente nos picos em 1003, 1177, 1288 e 1611 cm, ¢ possivel
afirmar gque estes picos indicaram a presenca dos principios ativos, correspondentes a Tabela

8 dos protetores na pele dos voluntarios.
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Figura 27: Plotagem das intensidades médias e desvios padrdo dos picos Raman dos principios
ativos dos protetores solares encontrados nos espectros da pele. As letras (a), (b), (c) e (d)
indicam significancia estatistica dos grupos CEN15 vs CTR (a), CEN30 vs CTR (b), SD15 vs
CTR (c) e SD30 vs CTR (d) pelo teste ANOVA/Tukey (p < 0,05)

3.4  Identificacdo pela técnica Raman dos principios ativos na pele

A utilizacdo dos picos em 527 e 1003 cm™, ambos do principio ativo DEET, para
identificar a presenca do repelente, desperta interesse pois o0 primeiro ndo esta sobreposto a
picos Raman da pele, enquanto que o segundo, mesmo estando sobreposto, possui posicao
(Raman shift) diferente do que é encontrado na pele, atribuido a vibragdo do anel aromatico
(fenilalanina e tirosina) em 1004 cm™. Mesmo sobrepostos, a diferenca de intensidade entre
0s picos do DEET e do anel aromatico das proteinas da pele permitem uma diferenciacdo para
0 SPR e CR vs CTR. Os demais picos do DEET nédo apresentam significancia devido a
sobreposicao destes com os picos da pele.

Uma aplicacdo interessante é a detecgdo de eventuais degradagdes do DEET sob luz
solar, uma vez que estudo realizado por Bério et al. (BORIO; FERNANDES; SILVEIRA JR.,

2016) mostrou que os picos em 527 e 1003 cm™ sfo instaveis quando o repelente é irradiado
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por luz ultravioleta (UVA e UVB) por 8 h, o que poderia potencialmente reduzir sua eficacia
apos exposicdo solar prolongada. O estudo pode também ser aplicado na avaliacdo da
quantidade necessaria de produto para promover o efeito repelente desejado, pois o espectro
Raman pode detectar quantitativamente a presenca do principio ativo através da intensidade
do pico.

A avaliacdo dos protetores solares indicou que a espectroscopia Raman foi capaz de
identificar a diferenca na composi¢do dos produtos em teste. Os picos em 1003 e 1177 cm™
apresentaram diferenca estatisticamente significativa para as comparacdes entre o controle
(CTR) e os grupos CN15, CN30, SD15 e SD30, enquanto que o0s picos 1177 e 1288 cm™
apresentaram diferenca estatisticamente significativa na comparagdo com o controle para 0s
grupos CEN15, CEN30 e SD30. De acordo com a Tabela 8, os picos 1177 e 1288 cm™ podem
ser associados a octinoxate e a benzophenone-3 que sdo principios ativos presentes nos
protetores solares da marca CEN mas ndo presentes na marca SD. Observa-se também que a
diferencga na intensidade dos picos entre os grupos € indicativo da diferenca da quantidade do
principio ativo em cada produto. Por exemplo, o pico em 1003 cm?, associado a
benzophenone-3, apresenta intensidade maior para os espectros da marca CEN, enquanto para
a marca SD a intensidade é reduzida. Isso indica que este pico corresponde ao principio ativo
presente no primeiro produto, mas ndo no outro. Essa observacdo é possivel pela capacidade
quantitativa da analise pela espectroscopia Raman. Considerando a composi¢do de cada
protetor solar indicada na Tabela 8 e os picos encontrados nos espectros de cada formulacao,
a presenca dos picos em 1003, 1288 e 1611 cm™ nos protetores da marca CEN, e 0 pico em
1605 cm™ para os protetores da marca SD, constituem-se em marcadores da presenca destes
produtos na pele.

A espectroscopia Raman traz informagdes quantitativas relacionadas ao material
analisado e que podem ser Uteis aos fabricantes, podendo impactar no controle de qualidade
do processo produtivo. Como a proporcao dos principios ativos e excipientes é conhecida, €
possivel observar, em nivel quantitativo, a presenca de cada um dos principios ativos na pele
ap6s um protocolo de aplicagdo, ou mesmo realizando ensaio de degradacdo em funcéo de
condigdes ambientais ou situa¢Oes simuladas de uso.

Os resultados apresentados mostraram picos que podem ser utilizados como
indicadores da presenca dos produtos estudados na pele. A espectroscopia Raman, como
técnica ndo invasiva e que pode ser aplicada in situ e in vivo, ndo provoca alteracdo no
material em estudo, mostra-se como meio versatil e rapido para a identificagdo destes

produtos na pele.



69

Com estas caracteristicas é possivel vislumbrar a aplicacdo da espectroscopia Raman
como um coadjuvante no processo de determinacdo de eficacia de protetores solares e
repelentes de insetos. E possivel elaborar um contexto em que, como parte do protocolo de
testes de protetores solares e repelentes, verifique-se que 0s principios ativos presentes na
pele, com o tempo, mantém-se presentes. Outra possibilidade, em protetores solares ou
repelentes de insetos, seria a verificacdo e eficacia de um produto a partir da confirmagéo da
sua presenca na pele a partir de uma leitura com o espectrometro Raman da leitura da pele
tratada.

A partir dos resultados foi possivel concluir que os procedimentos adotados durante
o trabalho para a aquisicdo, coleta e analise dos espectros, constituem-se em metodologia que
pode ser adotada para a avaliacdo de produtos que, como protetores solares e repelentes,
sejam de uso topico cuja eficacia dependa da presenca dos principios ativos na pele.

Destaca-se que existe espaco para o desenvolvimento de outros trabalhos. Um dos
caminhos a serem trilhados esta relacionado aos principios ativos cujos picos ndo foram
localizados na literatura, sendo oportunidades abertas ndo somente a prépria caracterizagdo
deles por espectroscopia Raman como também a identificacdo de seus picos nos produtos
testados neste estudo. Outro campo aberto é o desenvolvimento de metodologia que faca a
associacao entre as metodologias de verificacdo de eficacia em produtos de uso tépico, como
protetores solares e repelentes de insetos, e a verificacdo quantitativa utilizando-se a

espectroscopia Raman.

3.5  Aplicacgdes in vivo e no controle de qualidade de identificacdo de substéancias pela

espectroscopia Raman

O trabalho de Chrit et al. (CHRIT et al., 2007) fez uma investigacdo sobre o efeito do
polimero pMPC (nomenclatura INCI: methacryloyloxethyl phosphorylcholine, nomenclatura
IUPAC: 2-methacryloyloxethyl phosphorylcholine), um principio ativo de hidratacdo que age
sobre o0 estrato corneo da pele, utilizando espectroscopia Raman confocal. Neste trabalho foi
possivel verificar como, com 0 uso da espectroscopia Raman, foi possivel estabelecer uma
relagdo entre a acao do principio ativo e o aumento do nivel de hidratacdo da pele pela relacéo
observada entre o pico associado ao OH (&gua) e o pico relacionado ao CHz (proteina). Desta
relacdo, os autores avaliaram o impacto do efeito de hidratagdo quando foi agregado o &cido
hialuronico (nomenclatura INCI: hyaluronic acid) com o uso do pMPC. Os autores

concluiram que a espectroscopia Raman é uma maneira efetiva de identificar a acdo do
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principio ativo e seu efeito da hidratagdo na pele, o que pode ajudar no desenvolvimento de
novos produtos.

O trabalho de Mélot et al. (MELOT et al., 2009) investigou, com o auxilio da
espectroscopia Raman confocal, como o uso de melhoradores de penetracdo na pele como o
propilenoglicol (nomenclatura INCI: propylene glycol, nomenclatura IUPAC: propane-1,2-
diol) e o triglicerideo de acido céprico/caprilico (nomenclatura INCI: caprylic/capric
triglyceride, nomenclatura ITUPAC: decanoic acid, ester with 1,2,3-propanetriol octanoate;
glycerides, mixed) agiram de forma a promover, com maior eficiéncia, o transporte de retinol
até camadas da pele abaixo do estrato corneo. No trabalho foi mostrado como, a partir da
evolugdo da concentragdo do retinol observado pela a variagdo da intensidade de picos
identificados pela espectroscopia Raman relacionado a este composto, foi afetada a
penetracdo a partir da associacdo do uso dos melhoradores de penetracdo dedicados a facilitar
a passagem do retinol pelo estrato corneo. O trabalho concluiu que a espectroscopia Raman é
uma técnica comprovadamente efetiva para identificar a eficacia de formulacdes projetadas
para auxiliar no transporte de moléculas através da pele.

O trabalho de Tippavajhala et al. (TIPPAVAJHALA; MENDES; MARTIN, 2018)
investigou a penetracdo de protetores solares na pele a partir da espectroscopia Raman
confocal. No trabalho foi observado que, num periodo de teste de 2 h, a acdo do protetor solar
foi restrita ao estrato cérneo da pele, sendo desta forma possivel concluir que os protetores
solares sdo produtos que podem ser considerados seguros. A conclusdo do trabalho também
observou que a espectroscopia Raman mostrou-se como meio efetivo e simples de verificar a
questéo levantada no estudo.

Os trabalhos relacionados nos paragrafos anteriores tém como ponto comum a
constatacdo de que a espectroscopia Raman é um meio eficaz para identificar a efetiva acéo
de substancias com acdo tdpica, da mesma maneira que os resultados do presente trabalho
apontam para a mesma conclus@o. Nos casos aqui descritos, foi possivel estabelecer, a partir
do conhecimento prévio da acdo de uma substancia (agentes hidratantes para o primeiro
estudo, substancias promotoras do transporte do retinol pela pele no segundo estudo e agdo de
repelentes de insetos e protetores solares no presente estudo), uma pesquisa em que a eficacia
do produto foi verificada a partir da identificacdo de picos dos produtos em estudo na pele.

Outro campo explorado na literatura tratou de verificar a existéncia de picos
relacionados a determinados produto. O trabalho de Jentzsch et al. (JENTZSCH; RAMOS;
CIOBOTA, 2015) faz uma avaliagio da espectroscopia Raman aplicada na identificagio de

oOleos essenciais, muito utilizados na industria cosmetica em formulacgdes de produtos topicos,
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e aponta para a eficacia desta técnica para a realizagdo de verificacbes pelo controle de
qualidade de fabricantes destes produtos. De maneira similar, Davis et al. (DAVIS;
KEMPER; LEWIS, 2007) indicam que, apesar de resisténcias iniciais na industria
farmacéutica para adocdo de técnicas de espectroscopia vibracional em funcdo do receio de
que oOrgdos reguladores ndo viessem a aceitar a adocao delas técnicas, a espectroscopia Raman
vem encontrando espago para aplicagdo com sucesso com ferramenta analitica de controle

processo.
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CONCLUSAO

Esta pesquisa apresentou uma metodologia baseada na espectroscopia Raman para a
determinacdo da presenca de repelentes de insetos e protetores solares aplicados na pele de
voluntarios, o que possibilitou a observacdo dos picos relacionados aos principios ativos dos
produtos em teste, utilizando-se as intensidades dos picos dos principios ativos de cada
produto, e a identificacdo dos picos referentes a estes principios ativos pela pesquisa dos
espectros dos compostos quimicos na literatura especializada. Através de analise estatistica
(ANOVA e teste de Tukey-Kramer, p < 0,05), foi possivel estabelecer a existéncia de uma
diferenca estatisticamente significativa dos picos em 527 e 1003 cm™ (relacionados ao DEET)
para o repelente de insetos, e 1003 e 1288 cm™ (relacionado ao benzophenone-3) para 0s
protetores solares das duas marcas, e 1177 e 1611 cm™ (relacionado ao octinoxate) para a
marca de protetor solar CEN e 1605 cm™ (relacionado ao avobenzone) para a marca de
protetor solar SD, quando comparada a pele tratada com os produtos comparativamente com a
pele ndo tratada (controle), o que € indicativo da presenca destes produtos na pele dos
voluntarios. Os picos dos principios ativos em 1003 cm™ estdo na mesma posicdo do picos da
pele em 1004 cm™ (atribuido a fenilalanina), e mesmo assim foi possivel a diferenciagio
estatistica da pele tratada da ndo tratada. Com relacdo aos protetores solares, foi possivel
identificar a diferenca na intensidade dos picos dos ingredientes ativos, sugerindo diferentes
concentracdes, sendo maior para os protetores solares com FPS 30, principalmente os
principios ativos benzophenone-3 para o protetor solar da marca CEN e avobenzone para o
protetor da marca SD. Este resultado sugere que a diferenca do FPS pode ser determinada

pelos picos Raman.
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