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"[TACA"

"Se partires um dia rumo a itaca
faz votos de que o caminho sgja longo,
repleto de aventuras, repleto de saber.
Nem os Lestrigbes nem os Ciclopes
nem o colérico Posidon te intimidem;
eles no teu caminho jamais encontrarés
se ativo for teu pensamento, se sutil
emocao teu corpo e teu espirito tocar.
Nem Lestrigdes nem os Ciclopes
nem o bravio Posidon has de ver,

Se tu mesmo néo o levares dentro da ama,
se tua alma ndo os puser diante de ti.
Faz votos de que o caminho sgjalongo.
Numerosas seréo as manhas de verdo
nas quais, com que prazer, com que alegria,
tu hés de entrar pela primeira vez um porto
para correr as lojas dos fenicios
e belas mercancias adquirir:
madrepérolas, corais, ambares, €banos,
e perfumes sensuais de toda espécie,
guando houver, de aromas deleitosos.

A muitas cidades do Egito peregrina
para aprender, para aprender dos doutos.
Tem todo o tempo itaca na mente.
Estés predestinado a ali chegar.

Mas ndo apresses a viagem nunca
Melhor muitos anos levares de jornada
e fundeares nailha, velho enfim,
rico de quanto ganhaste no caminho,
sem esperar riquezas que [taca te desse.
Uma bela viagem deu-te itaca.

Sem ela ndo te porias a caminho.
Mais do que isso, néo |he cumpre dar-te.
itaca ndo te iludiu, se a achas pobre.
Tu te tornaste sabio, um homem de experiéncia,
e agora sabes 0 que significam Itacas."

Konstantinos Kavafis
(traducéo de José Paulo Paes)



PREVISAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR
DE FORMULAGOES COSMETICAS )
- ESTUDO DE OTIMIZACAO DE PROTOCOL O UTILIZANDO A TECNICA

FOTOACUSTICA.

RESUMO

A previsdo do fator de protecéo solar (FPS) e a investigacdo da eficacia de filtros de
ultravioleta (UV) sdo de fundamental importancia para a indlstria cosmética. O
desenvolvimento de novas metodologias in vitro eficientes nessas investigacdes €
condicdo essencial para a evolugdo da qualidade dos protetores solares. O teste mais
adequado para determinar a eficicia de um protetor solar € a determinagdo do FPS in
vivo (em humanos), seguindo diretrizes validadas e internacionalmente aceitas, como
aquelas regulamentadas pelo Food and Drug Administration (FDA) nos Estados
Unidos e pela The European Cosmetic, Toiletries and Perfurmery Association
(COLIPA) na Europa. Porém, devido a razbes como ato custo, tempo envolvido e
caracteristicas invasivas das metodologias in vivo, busca-se atualmente desenvolver e
aprimorar técnicas in vitro capazes de predizr o FPS in vivo durante o
desenvolvimento do produto, de forma rapida e barata. O estudo aqui apresentado
avaliaa @) dois diferentes substratos sintéticos comercialmente disponiveis para
utilizacdo em metodologias in vitro: a folha VitroSkinO, pele sintética que simula a
pele humana quanto a propriedades quimicas e fisicas e a placa de poli(acrilato de
metila) (PMMA), substrato que apresenta importantes vantagens para utilizagdo em
metodologias in vitro de determinacdo das propriedades Opticas de produtos e
matérias-primas absorvedores de UV; b) a correspondéncia entre os valores de FPS
obtidos por duas técnicas de medidas in vitro, a espectroscopia fotoacUstica e a
espectroscopia de absorcdo acoplada a detector com esfera de integracéo; e c) a
correlacdo entre os resultados de FPS in vitro obtidos a partir dessas duas técnicas e 0s
resultados de FPS determinados em humanos e declarados nos rétulos de quatro
produtos protetores solares de diferentes valores de FPS comercialmente disponiveis
no mercado brasileiro.

Palavras-chave: Espectroscopia fotoacUstica, protecao solar, FPS, pele sintética,
PMMA.



PREDICTING THE SOLAR PROTECTION FACTOR OF COSMETIC FORMULAS
—PROTOCOL OPTIMIZATION STUDY USING PHOTOACUSTIC TECHNIQUE.

Abstract

Predicting the solar protection factor (SPF) and investigating the efficacy of ultraviolet
(UV) filters are extremely important items for the cosmetic industry. The development
of new and efficient in vitro methodologies for these investigations is an esential
condition for the evolution of the quality of sunscreens. The most adequate test for
assessing the efficacy of sunscreens is the in vivo (in humans) SPF determination,
following validated and worldwide accepted methodologies like those regulated by the
Food and Drug Administration (FDA) in the United States and The European
Cosmetic, Toiletries and Perfurmery Association (COLIPA) in Europe. However, due
to some reasons like the high costs, time consumption and invasive characteristics of
the in vivo SPF determination, the constant development of in vitro techniques able to
predict the in vivo SPF during the product development phase with rapid and cheap
methods is very important. The study here presented evaluates. a) two different
synthetic substrates commercially available and applicable for in vitro methodologies,
the VitroSkinO sheet, a synthetic skin that mimics the humans skin regard to its
chemical and physical properties and the poli(methyl metacrylate) (PMMA) plate, a
substrate that presents important advantages for the determination of the optical
properties of products and raw materials UV absorbers; ) the correspondence between
SPF values determined by two in vitro techniques, the photoacustic spectroscopy and
the absorption spectroscopy with an integration sphere detector; and c) the correlation
between the in vitro SPF results from these two in vitro techniques and the SPF results
determined in humans and declared in the labels of four commercidly available
sunscreens of different SPF values from Brazilian market.

Keywords: Photoacoustic Spectroscopy, solar protection, SPF, synthetic skin,

PMMA.
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1. INTRODUCAO

A previsdo do fator de protecdo solar (FPS) e a investigacdo do efeito da
concentragdo e combinacdo de ingredientes absorvedores de ultravioleta (UV) sdo de
fundamental importancia para a indastria cosméticaa. O desenvolvimento de
metodologias eficientes nessas investigagcbes ndo sO auxilia a indlstria durante o
controle e desenvolvimento de formulacGes cosméticas de protetores solares como tera
papel fundamental na evolucdo da qualidade de tais produtos que, cada vez mais,

contém menores concentracdes de filtros com maior eficiéncia e estabilidade.

A forma mais universalmente aceita para avaliacéo do nivel de protecdo de um
protetor solar € sem dlvida, aguela que emprega humanos e considera respostas
biol 6gicas associadas a protegdo que se desgja medir. Dentre as normas mais divulgadas
e utilizadas para a determinacdo do FPS de um produto, estdo aquelas recomendadas
pelo Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos (FDA, 1993) pela
European Cosmetic, Toiletries and Perfumery Association (COLIPA) na Europa
(COLIPA, 1994) ou ainda pela Japan Cosmetic Industry Association (JCIA) no Japéo
(JCIA, 1991). Como alternativa de baixo custo e alta velocidade, a determinagdo in vitro
do FPS dos protetores solares vem sendo utilizada ha aproximadamente 25 anos. Uma
considerével variedade de instrumentos, substratos e diferentes técnicas de preparagdo
de amostras tém sido empregadas (COLE, 2001, STOKES; DIFFEY, 1999).

As metodologias in vitro apresentam vantagens quanto a economia e velocidade;
no entanto, sdo por vezes deficitarias na exatiddo da previsdo da amplitude da protecéo.
Como exemplo, a espectroscopia de solugdes diluidas de protetores solares € Util para a
determinacdo da qualidade da protecdo, porém, ndo raro, apresenta falha de correlagdo

com a performance do produto aplicado a pele humana (COLE, 2000)

Deve-se ainda mencionar a informacgao, ja bem difundida, de que os protetores
solares ndo obedecem a Lei de Beer-Lambert sobre a absorbancia em filmes finos,
quando aplicados sobre uma superficie ndo homogénea, como € o caso da pele humana.
Ao se determinar a absorbancia em formatos de filmes finos, por exemplo na
concentracdo de 2mg/cnt, as propriedades dpticas sdo determinadas por vérios fatores,

como a rugosidade da superficie do substrato, a extenséo da permeacdo dos filtros no
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substrato utilizado, a forca utilizada na aplicacéo durante o cisalhamento do produto
sobre o substrato e ainda o grau de interacdo dos ingredientes do produto com a
superficie do substrato em uso e como esta interacdo afeta a qualidade da uniformidade
do filme protetor formado (COLE, 2001). Todas essas variaveis contribuem para uma
alta variabilidade nas medidas absolutas da absorbancia de protetores solares, ainda que
dentro de um mesmo laboratério. A propria construgdo e configuragdo do equipamento
utilizado pode originar variabilidade nos resultados. Por essas razées, as metodologias
in vitro ainda nd sdo0 universamente aceitas como Unica forma de se quantificar a

protecao aos raios UV.

Os instrumentos acoplados com dispositivos de integracdo esféricos
imediatamente apds a amostra em teste sdo as melhores construgdes para a obtencdo de
medidas in vitro apropriadas da eficacia de um protetor solar no formato de filme fino
(AUSTRALIAN STANDARD, 1998; GERMAN STANDARD DIN, 2004).

Dentre as técnicas in vitro e in vivo ndo invasivas, a espectroscopia fotoacustica
tem se mostrado bastante promissora (BALASUBRAMANIAN; RAO, 1986; KOMEL;
SENNHENN; GIESE, 1986; SEHN et al., 2003; ANJOS et al., 2004). O efeito
fotoacUstico consiste na geragdo de ondas acusticas e efeitos termoel asticos a partir da
absorcéo de radiacdo modulada por uma amostra. A técnica fotoacUstica permite obter
informac&o sobre propriedades térmicas e Opticas dos materiais, bem como monitorar a

cinética de processos que impliguem na alteracdo dessas propriedades.

A técnica fotoacUstica congtitui uma opcao experimental com muitas aplicactes
no estudo de propriedades Opticas como absorcdo e transmissdo de radiacdo
eletromagnética. Diversos materiais bioldgicos, como membranas, amostras de 0ssos ou
estruturas de tecidos sdo dificilmente solubilizados e apresentam dificuldades para
analise por técnicas convencionais, pois sdo fortemente alterados quando submetidos a
tais processos de preparacdo, como a solubilizagdo. A técnica fotoacUstica permite a
analise de tecidos biol 6gicos intactos, tornando-se assim, uma importante ferramenta de
pesquisa na biomedicina e na biologia. Outra vantagem da fotoacUstica é permitir a
analise das propriedades dpticas de amostras que apresentam excessivo espalhamento de
luz, bem como de amostras opacas, além de ser um método ndo destrutivo que fornece

informacdo qualitativa e quantitativa sobre o material em andlise. As propriedades de



absorcdo molecular de um material sdo normalmente estudadas através dos seus
coeficientes de transmissdo ou reflexdo de determinada radiacdo, enquanto a
fotoacustica € baseada na absor¢do direta da luz incidente. Assim, a técnica fotoacUstica
pode ser empregada na caracterizacdo de materiais opacos e sistemas bioldgicos
complexos (ANJOS et al., 2004).

Com a crescente preocupacdo sobre os efeitos deletérios da exposicdo da pele
humana a radiacdo ultravioleta incidente na superficie terrestre (290 a 400nm), torna-se
vital a intensificacdo da exploragdo de técnicas in vitro capazes de caracterizar as
propriedades dos protetores solares, isoladamente ou sobre a pele humana. Dentre as
razdes para constante busca de metodol ogias eficazes na avaliagdo in vitro de protetores
solares, podemos citar: a) a crescente demanda por produtos com FPS mais altos; b) a
crescente demanda por protetores solares de amplo espectro de protecéo (UVB + UVA);
c) a necessidade de manutencéo da fotoestabilidade do produto, d) a necessidade da
reducdo da concentracdo de filtros solares organicos na composicdo dos produtos,

minimizando possiveis reacdes adversas.

A geracdo de novas técnicas in vitro para avaliagdo da qualidade da protecéo
solar encontra, assim, um vasto terreno de aplicacdo e altissmo potencial de
contribuicdo no ambito da salde publica. A contribuicdo de técnicas como a
fotoacUstica nesse campo de pesquisa permitira fornecer informagdes mais completas

sobre o produto em avaliacéo.
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A LUZ




2.ALUZ

A luz é uma radiacdo eletromagnética, ou sgja, € congtituida por campos
el étricos e magnéticos oscilantes que se propagam a velocidade de 300.000 km/s. Essa
velocidade € constante no vécuo e € representada pela letra ¢ (MATHEUS,
KUREBAY ASHI, 2002).

A luz é caracterizada pelo seu comprimento de onda | ou por sua freqiéncia f
(MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002). A intensidade da luz é proporciona ao
quadrado da amplitude da onda. O campo €elétrico da radiacdo eletromagnética oscila no
tempo e no espaco (ATKINS; JONES, 1999).

O espectro eletromagnético é dividido e classificado de acordo com o

comprimento de onda, conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo do espectro el etromagnético

Nome da Radiagao Comprimento de onda (m)* Tipo de excitagdo

Radio l1a10? Rotacdo molecular

Micro-ondas 10t a103 Rotac&o molecular
Infravermelho distante 1023 a10° Vibragdo molecular
Infravermelho proximo 10° a10® Vibrag&o molecular
Visivel 70x107a4,0x 10" Excitagdo eletronica
Ultravioleta A 40x10"a32x 10" Excitagdo eletronica
Ultravioleta B 32x107a29x 10" Excitacdo eletronica
Ultravioleta 2,9X10° a10® Excitacgo eletronica
Raios X 10° a10% Excitacéo eletronica

Raios g 102 a10™ Excitag&o nuclear

Rai0s c6smicos 108 a10 Excitacd0 nuclear

*QOs valores que delimitam as fai xas de cadatipo de radiagdo sdo aproximados.

Fonte: ATKINS, 1994.
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Pode-se notar que diferentes freqiiéncias de radiacdo sdo absorvidas ou emitidas

por diferentes tipos de movimentos eletronicos ou moleculares (ATKINS, 1994).
A relacdo entre frequéncia (f) e comprimento de onda (I ) € dada por
f=cll (Eg. 2.2)

Sendo a velocidade da luz c constante, pode-se deduzir que | e f sdo

inversamente proporcionais. Quanto menor o comprimento de onda, maior a frequéncia.
A cada valor de frequéncia esta associado um nivel de energia medido em Joule (J). A

proporcionalidade entre a energia (E) e a frequiéncia da onda é dada por:
E=hf (Eq.2.2)
onde:
h=6,63x 10°*Js (constante de Planck) (Eq.2.3)
E= energiairradiada
Das equagdes (1.1) e (1.2), obtemos:
E =hc/l (Eq.2.4)

Assim, quanto maior for a freqtiéncia (ou menor for o comprimento de onda) de

determinada radiacdo, maior sera sua energia.

Da radiagdo emitida pelo sol, as faixas de comprimento de onda de interesse
para estudos em sistemas biol 6gicos séo: aradiacdo ultravioleta (UV), aradiacéo visivel
e a radiacdo correspondente ao infravermelho (1V). O espectro solar terrestre é a soma
dessas trés faixas que chegam a superficie do planeta na proporcdo de,
aproximadamente, 50% de IV, 45% de visivel e 5% de UV.

A radiacdo naregido do infravermelho é responsavel pelo calor do sol que chega

a Terra e, quando incide sobre a matéria, provoca aumento de temperatura.

A radiagdo ultravioleta € a regido do espectro eletromagnético emitido pelo Sol

compreendida entre os comprimentos de onda de 100 e 400nm. Devido aos importantes



24

efeitos fisiologicos causados em seres vivos, esta radiacdo € de profundo interesse na
area de fotobiologia (MATHEUS; KUREBAY ASHI, 2002).

O espahamento da luz depende do comprimento de onda. Comprimentos de
onda menores sdo espalhados mais facilmente que comprimentos de onda maiores.
Apenas como exemplo, na atmosfera terrestre, a luz azul € espalhada dez vezes mais
que a luz vermelha. Em resultado disto, quando a radiagdo solar vigja através da
atmosfera para a terra, os comprimentos de onda menores séo espalhados em todas as
diregdes. A radiagdo de comprimentos de onda curtos faz com que o céu fique da cor
azul (PUGLIESE, 2001).

A maioria das moléculas organicas absorve luz UV. A &gua ndo € uma molécula
organica, mas apresenta forte absor¢céo da radiacdo UV de comprimento de onda
inferior de 150nm. A maior parte do espectro solar na regido do UV ¢é absorvida pela
camada de 0zonio presente na atmosfera (MATHEUS; KUREBAY ASHI, 2002).
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A PELE
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3.APELE

A pele € o maior 6rgdo do corpo, pesando por volta de 4 quilos e cobrindo uma
superficie de cerca de 1,5 a 2 metros quadrados (HAWK; MCGREGOR, 2001). Trata-
se do maior érgéo sensorial do corpo humano, capaz de detectar vérias sensacdes como
dor, pressdo, coceira, toque, calor, frio (PUGLIESE, 2001).

Existem dois tipos de pele no corpo humano: a pele fina, de espessura média
aproximada de 1mm e presente na maior parte do corpo; e a pele grossa; de até 4mm de
espessura, que ndo tem pélos e apresenta epiderme mais espessa, oferecendo maior
protecdo. A pele grossa é encontrada nas pamas das maos, nas plantas dos pés e nas
pontas dos dedos, areas relacionadas com o movimento de manipulacéo e que, portanto,
tém mais necessidade de resistir a abrasdo. A pele fina contém pélos, cobre o resto do
corpo e ndo possui o estrato ucido, presente na pele grossa (McCRACKEN; WALKER,
2001). A pele é constituida de duas camadas principais. a epiderme e a derme. A pele
com seus apéndices é representada de forma esquematica na figura 1 e através de uma
secdo histolégica na figura 2.

Figura 1. Representacdo esquemética das camadas da pele
Fonte: Hawk; McGregor(2001)
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Epiderme

Derme

Figura 2. Secdo histol6gica da pele
Fonte: Kollias,(2002)

3.1 A epiderme

A epiderme, mais superficial que a derme, contém véarios corpos celulares, tem
fungdo protetora contra a &gua, a luz do sol, os insetos, os germes, o calor e o frio, a
sujeira e 0s gases, e contém fluidos como o sangue e a agua. Além disso, a epiderme
mantém protegidos 0os minerais, as vitaminas, os horménios, as proteinas e o caor. A
epiderme constitui-se de uma série de camadas também denominadas estratos, dispostas
como mostra a representac@o nafigura 3. A camada mais externa € o estrato corneo (sc);
abaixo do estrato cérneo fica o estrato granuloso (g); abaixo deste esta o estrato
espinhoso (S) e, abaixo deste Ultimo, o estrato basal (b) (SHAEFER; REDELMEIER,
1996). A figura 4 apresenta uma secdo histol6gica da pele evidenciando estas camadas.
E na epiderme que se encontram os melandcitos, células que produzem a melanina,
substancia natural responsavel pela pigmentacdo da pele (WINSTON, 2004; OKUNO;
VILELA, 2005).
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Figura 3. Representacdo esquemaética das camadas da pele
Fonte: Hawk e McGregor, (2001)

Figura 4. Secéo histol 6gica da epiderme
Fonte: Kollias(2002)




O estrato corneo, camada mais externa da epiderme, tem espessura entre 15 e
150 micrémetros, possuindo em geral espessura menor que a de um fio de cabelo. Sem
essa fina, porém resistente camada, a pele pereceria. O estrato corneo € formado por
células mortas, planas e envoltas em queratina. A queratina € uma proteina em forma
helicoidal, resistente as substancias quimicas e a prova d &gua. Esse polipeptidio varia
nas diferentes partes do corpo, por isso, a pele é heterogénea quando considerada ao
longo do corpo humano. A queratina também é encontrada no cabelo e nas unhas. Como
0 estrato corneo se desgasta e € eliminado constantemente a medida que a pele se
descama, as células vivas que se encontram na camada mais profunda da epiderme, o
estrato basal, dividem-se para substituir essas células. A medida que sf0 empurradas
para a superficie através de outros estratos, vao se aplanando, enchemse de queratina e

morrem.

A producdo de proteinas € uma das fungdes mais importantes da pele. Essas
proteinas sdo formadas a partir de um outro importante componente do estrato corneo,
os lipideos. Os lipideos sdo substéancias oleosas e insolUveis em &gua e podem ser
classificados em relacéo a sua carga elétrica e a sua estrutura. Os dois principais grupos
de lipideos sd0 os lipideos polares (que possuem carga elétrica), como os fosfolipideos,
glicolipideos e o colesterol e os lipideos apolares. Os lipideos apolares ndo possuem
momento de dipolo elétrico; alguns exemplos sdo 0s esgualenos, as ceras e 0S
triglicérideos. Outras células na epiderme profunda, os melandcitos, alojados na camada
basal, sGo 0s responsaveis pela producdo e distribuicdo de granulos de melanina, que
desempenham um importante papel na protecdo contra os efeitos nocivos dos raios UV
(OKUNO; VILELA, 2005).

Diretamente abaixo do estrato corneo esta a epiderme estratificada, composta
primeiramente de 10 a 20 camadas de células de queratinizacdo epitelial. Essas camadas
S0 responsavels pela sintese do estrato corneo. A epiderme estratificada também
contém: i) melandcitos; ii) células de Langerhans, importantes para as respostas

imunoldgicas; iii) células de Merkel, que tém um papel ainda ndo totalmente explicado



na recepcdo sensorid; iv) fibras nervosas, que permeiam a epiderme e contatam 0s
corpos celulares dos queratindcitos por justaposicdo membrana a membrana; v) células
“T”, glébulos brancos responsaveis pela imunidade do corpo; e vi) neutréfilos, que
podem penetrar na epiderme durante condigdes patoldgicas como psoriasis vulgaris.
Essas células tém um papel significante e influenciador na biologia do queratinécito,
relevante para as respostas epidérmicas em varios processos patol égicos (SHAEFER,;
REDELMEIER, 1996).

Com a derme, a epiderme promove a regulacdo do calor para todo o corpo
através do controle da evaporacdo de suor e do controle do fluxo sangliineo que ocorre
na derme. Um sistema de auto-renovagdo promove a substituicdo das células mais
externas que séo perdidas para 0 meio ambiente, podendo assm livrar o corpo de
substancias téxicas (PUGLIESE, 2001).

3.2 A derme

A derme contribui com mais de 90% da massa da pele e com a maior parte da
resisténcia mecanica. A derme, mais espessa que a epiderme, € uma camada flexivel e
resistente, incrustada de fibras de colageno e elastina, que lhe déo elasticidade e
flexibilidade. Também contém terminais e receptores nervosos sensoriais, vasos
sanguiineos, glandulas sudoriparas (que produzem atranspiracéo e a eliminam através de
condutos na superficie da pele), foliculos pilosos (cavidades profundas onde crescem 0s
pélos) e as glandulas sebaceas, que segregam um liquido oleoso chamado sebo, que
guda a manter a maciez e a flexibilidade da pele e dos pélos (McCRACKEN;
WALKER, 2001).

As principais divisdes da derme sdo a camada papilar e a camada reticular. A
derme papilar é a parte mais externa da derme e fica em contato direto com a epiderme.
Essa camada é fina e contém pequenas fibras de colageno, fibras de elastina e também
0s vasos linféticos e sanglineos. A derme reticular fica abaixo da derme papilar, tem

menos células e relativamente menos vasos sangliineos, emaranhados de colégeno
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denso e rigidas fibras de elastina. Essa € a regido que mais suporta as tensdes causadas
por solicitagdes fisicas na pele (PUGLIESE, 2001).

3.3 Pigmentacéo cutanea

O pigmento da pele se origina em uma célula chamada melandcito, cujo nome
vem de melas que, em grego, quer dizer preto. Essas células encontramse na camada
basal da epiderme. Um melandcito produz melanina para cerca de 36 queratindcitos. A
associacd de um melandcito com esses queratinécitos € chamada de unidade de
melanina epidérmica. A melanina produzida nos melandcitos é transferida para os
queratinécitos em “pacotes’, chamados melanossomos. Os melanossomos sdo

transferidos aos queratinécitos pelas projecdes dendriticas dos melandcitos.

A coloragdo da pele é regulada principamente pela quantidade e tipo de
melanina sintetizada pelo melandcito epidérmico. Além desses fatores, existem outros,
como a eficiéncia da transferéncia da melanina a partir do melandcito para as
vizinhancas dos queratinocitos, bem como a distribuicio e a degradacdo dos
melanossomos transferidos pelos queratinécitos recebedores. Uma vez sintetizado no
corpo celular do melandcito epidérmico, melanossomos pigmentados sdo transferidos
para os dendritos do melandcito. Os melanossomos situados perifericamente sdo
transferidos aos queratinécitos e, uma vez incorporados a estes, sdo distribuidos
individualmente ou em clusters, agregados em direcdo ao pélo apical do nlcleo e entdo
sdo degradados, conforme o queratindcito passa pela etapa final da diferenciacdo e
descamacdo (BOISSY, 2003).

A pele humana possui tons de vermelho, amarelo, marrom ou azul. A cor
vermelha deve-se a0 pigmento do sangue chamado hemoglobina oxigenada e os
pigmentos amarel os séo chamados carotendides. A cor azul deve-se a hemoglobina nas
veias, que é chamada hemoglobina reduzida, e a cor marrom deve-se a presenca de
melanina (PUGLIESE, 2001).

A melanina é um biopolimero, uma molécula grande e complexa formada de

pequenas unidades. Sua unidade basica é a tirosina, um aminoacido. Existem dois tipos
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diferentes de melanina: eumelanina e feomelanina. A eumelanina é a melanina marrom
ou preta, que € vista na pele marrom e no cabelo preto e tem uma forma de um granulo
oblongo ou esférico de, aproximadamente, 0,9 nm de comprimento e 0,3 nm de largura.
A feomelanina possui uma cor vermelha amarelada, tem a forma de um gréanulo de
aproximadamente 0,7 nm de didmetro. Feomelanina é sintetizada a partir datirosina e
da cisteina. Essa combinagéo faz a feomelanina menos estavel a radiacdo UV, que
provoca sua fotooxidagdo. Os melandcitos possuem diferencas morfol dgicas e também
diferencas em seus arranjos nas células, de acordo com as diferencas raciais. Nos
caucasianos e mongois, 0S melanossomos ocorrem em grupos, enquanto que em
negréides e aborigines australianos, ocorrem separados (PUGLIESE, 2001).

A producéo de pigmento na pele é controlada por uma série de fatores internos e
externos ao corpo. Tanto forcas de inibicdo como forgas de estimulagdo atuam
constantemente. Existem dois componentes de pigmentacdo na pele que contribuem
para a sua cor. A cor constitutiva da pele é a melanina basica geneticamente herdada
sem nenhum efeito de radiacdo solar. A sintese da pigmentacéo constitutiva da pele pelo
melandcito é primeiramente controlada pela familia de proteinas gene tirosinase, que
regulam o tipo de melanina sintetizada. Mutagcbes que afetam essas proteinas

melanogénicas resultam em varias formas de abinismo (BOISSY, 2003).

A cor facultativa da pele é aguela que se pode induzir, é o resultado da
exposicdo solar e inclui o bronzeamento imediato e o bronzeamento tardio. Essa cor
facultativa é reversivel e diminui até o nivel da cor constitutiva da pele (PUGLIESE,
2001).

Em funco de caracteristicas fisicas e respostas da pele a irradiagdo solar,
Fitzpatrick estruturou uma classificacdo dos tipos de pele em categorias
(FITZPATRICK, 1976). Esta classificacdo considera desde individuos de pele
extremamente sensiveis ao sol até aqueles com grande tolerancia a radiagdo solar. Para
esta classificagdo, atributos como o grau de pigmentacdo da pele, a cor dos cabelos e
dos olhos e a sensibilidade da pele, sdo utilizados como parametros que permitem a
subdivisio em seis diferentes fototipos, conforme mostra a tabela 2 (KEDE;
SABATOWICH, 2004).



Tabela 2. Classificagdo dos fototipos de pele segundo Fitzpatrick (1976)

_ Cor dos . n ~
Fototipo Cabelos Cor dalris Propensao a Propensao ao
Queimadura escur ecimento
(Eritema) (Pigmentacéo)
Sempre se
I Louro Azul queima Nunca se bronzeia
facilmente
Sempre se -
. ; Bronzeia-se
[ Ruivo Azul everde queima minimamente
facilmente
1l Castanho- Castanho-claro Queima Bronzeia-se
claro moderadamente gradual mente
v Cestanho-  ~_ganho-escuro Queima-se Sempre se
escuro minimamente bronzeia bem
\% Castanho- Castanho-escuro Queima-se Bronzeia-se
escuro / Negro / Negro raramente profundamente
Vi . Profundamente
Negro Negro Nunca se queima pigmentada

Fonte: Kede e Sabatowich (2004) e FDA (1993)

Gravidez e pilulas anticoncepcionais produzem mudancas temporarias ha
pigmentacdo da pele. No caso de gravidez a mudanga ocorrera nos seios e na linha
divisoria do abdémen. No caso de ingestdo de pilulas anticoncepcionais mudanca
ocorrerd na face. A doenca de Addison que se caracteriza pela insuficiéncia da glandula
adrenal tem um efeito similar no pigmento da pele, mas no caso da doenca ocorre um
aumento mais generalizado da pigmentacéo da mesma. 1sso porgue existe uma relagdo
complexa entre hormonios, luz solar e fatores genéticos nos melanocitos que ndo €
completamente compreendida (PUGLIESE, 2001).
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4. A LUZ EAPELE

Com excecdo das células pigmentadas, as células vivas absorvem pouca luz
visivel. A radiacdo infravermelha penetra profundamente os tecidos do corpo humano.
Na fotobiologia, é importante que se estude os efeitos das radiacdes: visivel, UVA e
UVB. Esses trés tipos de radiacdo sdo 0s que mais interagem com a pele e,

consequentemente, causam maior dano ao corpo.

A matéria solida das células é constituida na sua maioria por proteinas e agua
que representa 70% ou mais da célula. As proteinas e a agua sdo o primeiro alvo de
parte daradiacdo UV entre 260 e 280nm, embora ocorra a absorcdo tanto abaixo quanto
acima dessa faixa, neste intervalo ha uma forte absor¢do. Quando a luz incide sobre a
pele, ela pode ser absorvida, espalhada ou refletida. Somente a luz absorvida produz
mudancas na molécula que a absorve. Esse ponto de absor¢do é chamado cromoforo.
Cada croméforo absorve luz numa determinada faixa de comprimento de onda e sofre
ateracOes em consequiéncia dessa absor¢do. A melanina é o principal cromoforo da pele
e absorve desde 290 até 1200nm. As ateracOes sofridas pelos cromoforos sdo
denominadas reaces fotoquimicas. S80 as reacfes fotoquimicas que desencadeiam
todas as outras reacfes biogquimicas que resultam em danos a pele. Boa parte dos efeitos
fisiol 6gicos das radiaces € consequiéncia das reacdes de carédter inflamatorio e oxidante,
desencadeadas pelas reacles fotoquimicas. Alguns exemplos de cromoforos sdo: acidos
nucléicos, que formam o &cido desoxirribonucléico (DNA); aminoécidos, que formam
as proteinas; e &cido uranico. Esses cromoforos absorvem fortemente comprimentos de
onda da radiacdo UVB (MATHEUS, KUREBAYASHI, 2002). Outras moléculas
também atuam como cromoforos — melanina, tirosing, queratina, triptofano, histidina,
porfirinas, caroteno e hemoglobina (OKUNO; VILELA, 2005).

A interagdo da radiagdo UV com o DNA é a principal causa de problemas
associados com danos causados a pele pelo sol, incluindo o cancer. De acordo com o
Instituto Nacional do Céancer, o cancer de pele ndo- melanoma representava em 2002,
18,4% dos casos de cancer da Brasil (CORREA; DUBUISSON; PLANA-FATTORI,
2003).



Como ja mencionado, a radiagdo ultravioleta é a regido do espectro
eletromagnético emitido pelo Sol, compreendida entre os comprimentos de onda de 100
a 400nm e pode ser divida em trés faixas, levando-se em conta suas caracteristicas de

propagacdo e efeitos fisiol 6gicos.

A radiagdo UVA compreende os comprimentos de onda entre 320 e 400nm. A
radiacdo que possui comprimento de onda compreendido nesse intervalo atravessa a
maior parte dos vidros comuns. Dependendo da espessura da pele, podem atingir tecidos
dérmicos, o que a torna tdo perigosa quanto a radiacdo de comprimentos de onda de
maior energia (UVB). A faixa UVA pode ser subdividida em radiacdo UVA curto ou
UVA 11, de 320 a 340nm, responsavel pela grande maioria dos efeitos fisiologicos
causados pela radiacdo UVA na pele, e radiacdo UVA longo ou UVA I, de 340 a
400nm, responsavel por ateragdes nas fibras elasticas e também é carcinogénica mesmo
em doses sub-eritematosas. O UVA | é o componente do UVA capaz de causar a
mutagdo no gene supressor de tumor p-53 (MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002;
OKUNQO; VILELA, 2005).

A radiacdo UVB compreende os comprimentos de onda que vao de 290 a
320nm. A radiac8o que possui comprimento de onda nesse intervalo ndo atravessa 0s
vidros comuns. Esse tipo de radiacdo possui pequena penetracdo na pele, mas devido a
sua alta energia, s80 0s maiores responsavels pelos danos imediatos da radiacéo solar e
por boa parte dos danos tardios. S&o responsaveis também pela transformacdo de

ergosterol epidérmico em vitaminaD.

A radiacdo UV C compreende os comprimentos de onda que vao de 100 a 290nm
e € aradiacdo com maior poder carcinogénico (OKUNO; VILELA, 2005). Felizmente,
aradiacdo que possui comprimento de onda compreendido nesse intervalo é absorvida
pelas camadas superiores da atmosfera terrestre, rica em ozénio, e praticamente néo
chegam a superficie terrestre. Alguns estudos detectaram uma destruicdo lenta na
camada de ozénio provocada pelos clorofluorocarbonetos (CFC), uma familia de gases
utilizados até ha pouco tempo como propelente em aerossdis e em refrigeracéo
(MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002).

Os comprimentos de onda acima de 1000nm sdo em grande parte absorvidos

pelo vapor de dgua e pelo gas carbbnico da atmosfera. Os comprimentos de onda de 700
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a 1500nm atravessam completamente a pele (dependendo da cor, da espessura e
caracteristicas individuais). A faixa de 1500-5000nm ¢é barrada pela epiderme e derme.

Os comprimentos de onda acima de 5000nm ndo atravessam a camada cornea.

Além de conhecer os niveis de energia dos varios intervalos da radiacdo solar, é
importante conhecer a quantidade de energia total recebida durante a exposicéo ao sol.
Essa quantidade € chamada dosagem e é calculada pelo produto da intensidade pelo
tempo de exposi ¢éo:

Dosagem (Joules) = intensidade (W/nt) x tempo (9) (Eq.4.1)

Existe também um pardmetro chamado indice Ultravioleta (IUV) criado para
definir a intensidade da radiacdo a que o0 paciente esta exposto. Foram definidos 15
niveis de intensidade (sendo que o indice 15 corresponde ao pico do verdo ao meio dia)
(KIRCHHOFF, 1995).

Para a determinacéo do 1UV, o espectro da radiacdo solar é ponderado pelo
chamado espectro de acdo eritematosa (ver figura 6), que fornece a sensibilidade
relativa da pele (determinada pela inducdo de eritema) a radiacdo UV em funcdo do
comprimento de onda incidente (INPE, 2006).

O Ingtituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), através do Centro de
Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC), monitora continuamente o IUV via
satélite. Na tabela 3, sdo apresentados os valores de |UV agrupados em categorias,
conforme recomendac&o da Organizagdo Mundia da Saide (OMS) (INPE, 2006).

Tabela 3. Categorias do indice Ultravioleta

CATEGORIA INDICE ULTRAVIOLETA
BAIXO <2
MODERADO 3ab5
ALTO 6a’
MUITOALTO 8al0
EXTREMO >11

Fonte: INPE (2006)



A tabela 4, apresentada por Kirchhoff (1995), mostra a correspondéncia entre os
indices UV de 0 a 15 e os interval os de tempo em minutos para a exposicao sem perigo
de queima, desde 0 mais sensivel a0 menos sensivel dos fototipos (KIRCHHOFF,
1995).

Tabela 4. Tempos méximos de exposi¢do solar em fungdo do indice UV

indice UV Tempo para se queimar (min)
Fototipo | Fototipo VI
0-2 30 >120
3 20 90
4 15 75
5 12 60
6 10 50
7 8,5 40
8 7,5 35
9 7 33
10 6 30
11 5,5 27
12 5 25
13 4 23
14 4 21
15 3 20

Fonte: Kirchhoff (1995)

Esta informacdo pode também ser colocada na forma gréfica, como mostra a

figurab.
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Figura 5. Tempos maximos de exposicao solar em funcéo do indice UV (KIRCHHOFF; 1995).

O fator que tem maior importancia na determinagdo da intensidade da radiacéo
UV terrestre é aaturado sol no céu (DEFINIR ALTURA DO SOL, VER INTERNET),
que depende da hora do dia, da estagcdo e da latitude. A altitude, a cobertura de nuvens,

o terreno, a quantidade de céu limpo sdo fatores de menor importancia.

A maior densidade de radiacdo UV é recebida nas quatro horas em torno do
zénite solar (isto é, quando o sol estd em seu ponto mais alto no céu), entre 11h e 15h
em um dia claro de veréo. Neste periodo, o angulo dos raios solares relativamente a
superficie da Terra é tal que a luz tem a menor distancia para atravessar a atmosfera e,
portanto, menor oportunidade de ser absorvida ou refletida. Como resultado, cerca de
um terco daradiacdo UV diaria é recebida entre 10h e 16h.

Os niveis de UVB, em particular, variam significativamente durante o dia, sendo
muito mais suscetiveis aos fatores atmosféricos do que a UVA e aluz visivel; assm, no

verdo, a intensidade de UVB aumenta e diminui muitas vezes entre 10h e 16h.



Variagcdes sazonais na intensidade de radiacdo UV, particularmente de UVB, sdo mais
pronunciadas em climas temperados como os do norte da Europa. Nessas regides a
intensidade de UVB pode variar até 25 vezes entre o inverno e o verdo. A intensidade
de UVA é mais constante sendo menos suscetivel a reflex8o, a deflexdo e ao
conseqliente enfraguecimento durante uma passagem mais curta ou mais longa pela
atmosfera. Proximo ao Equador os niveis de UV variam muito menos, sendo altos

durante o ano todo.

A radiacdo UV diminui a medida que se afasta do Equador. Por exemplo, a
meédia de exposicdo anual para uma pessoa vivendo no Havai (20°N) é
aproximadamente quatro vezes maior do que a de uma outra vivendo no norte europeu
(50°N) (HAWK; MCGREGOR, 2001).

De uma forma simplificada, quando a luz atinge a pele, parte dela é refletida e
volta a0 primeiro meio e outra parte penetra a pele em camadas mais profundas até que
a energia incidente sgja totalmente dissipada OKUNO; VILELA, 2005). Por ser a
camada mais externa da pele, o estrato corneo é responsavel pela maior parte da luz do
sol refletida, sendo que o nivel de reflexdo depende da condicdo do estrato cérneo
(PUGLIESE, 2001).

Ao dingir a pele humana, aproximadamente 4% da luz é refletida
especularmente pela interface ar/estrato cdrneo, devido a mudanca no indice de
refracdo. A radiacdo que penetra na epiderme sofre um pegqueno espalhamento, sendo
absorvida principalmente pela melanina presente. A radiacado remanescente atravessa a
camada basal atingindo a derme, onde é fortemente espalhada pelas fibras de coldgeno e
absorvida pela hemoglobina, tanto por capilares como por veias e artérias superficiais.
Da intensidade total incidente, entre 30 a 60% € espahada de volta para a superficie da
pele e € novamente atenuada pelos cromoforos que encontra (hemoglobina, melanina) e
espalhada pelas fibras de colégeno. A luz “refletida’ pela pele € congtituida de duas
componentes. uma delas, especular (4%), possui a mesma composi¢ao espectral da luz
incidente; a outra € a componente da luz incidente modificada pelas substéncias da pele
que absorvem ou espalham essa luz. As substancias que espalham a luz, dependendo de

suas dimensdes moleculares quando comparadas ao comprimento de onda da radiagdo
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incidente, podem produzir modificacdes especificas em relagdo aos comprimentos de
onda. O espalhamento é sempre mais forte no azul que no vermelho (KOLLIAS et al.,
1991).

Os raios de luz mudam de diregdo quando encontrarem diferentes meios a serem
atravessados. A luz é espahada pelos varios componentes da pele, como: células,
moléculas e fibras. Os raios de luz sofrem refracdo e penetram na pele em angulos
diferentes daqueles que atingiram o estrato cérneo. Ao penetrar na epiderme, a luz é
absorvida e/ou espalhada pelos varios componentes da célula, como proteinas, DNA,
RNA, melanina e aminoécidos (PUGLIESE, 2001).

A radiacdo UV de comprimentos de onda inferiores a 320nm é absorvida
principalmente pelo estrato coérneo e a epiderme, enquanto radiagcdes UV de
comprimentos de onda maiores atingem a derme. Entretanto, ndo devemos pensar em
valores exatos de comprimento de onda que sdo absorvidos em cada camada da pele.
Trata-se de um sistema complexo e com muitas variaveis. De um ponto de vista prético,
a pele umida e brilhante absorve mais que a pele seca e opaca, seu indice de refragdo é
mais préximo a0 do ar o que faz com que ocorra menor espalhamento e,
consegiientemente, maior penetracdo. O uso de 6leo mineral sobre a pele antes de um
banho de sol, aumenta a quantidade de radiacdo absorvida pela pele sem nenhum
beneficio de protecdo. A utilizagdo deste tipo de produto contribui com o aumento dos
efeitos deletérios da radiacéo UV (PUGLIESE, 2001).

4.1 Luz solar e pigmentacéo da pele humana

O sistema de pigmentacdo dos seres humanos deriva dos africanos, que
migraram para a Asia e Austrdlia, aproximadamente, 60.000 anos atrés. Através de
vérias geragdes, eles se adaptaram progressivamente a radiagdo solar local.
Gradualmente, seu sistema de pigmentacéo foi divergindo em subtipos geneticamente
diferentes. Os subtipos, negréide, mongdlico e caucasiano sd0 0S mais comuns ha

Africa, Asia e Eurésia, respectivamente.

H4, aproximadamente, 10.000 anos, grupos da Asia migraram para as Américas.

E interessante notar que 10.000 anos ndo foram suficientes para que houvesse a criagio
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de um novo subtipo, porque os americanos nativos ainda tém relacdo genética com o
subtipo mongdlico. Como em outras partes do mundo 0s americanos nativos adaptaram
sua producdo de melanina a exposicdo solar local. A producdo de melanina e a cor da
pele estdo relacionadas com a disposicao genética e com a radiacdo solar local (CIBA,
2004).

Como mencionado anteriormente, a melanina absorve tanto aluz visivel como a
luz ultravioleta. Trata-se de uma substéncia natural responsavel pela pigmentacéo da
pele, representando a primeira defesa fisico-quimica contra os danos da radiacéo solar
(OKUNGO; VILELA, 2005).

Quanto mais melanina a pele possui, mais luz é absorvida e mais escura sera a
aparéncia da pele. No caso de negréides ou negros que possuem muita melanina na pele,
a grande absorcéo de luz pela melanina permite que pouca luz sgja refletida pela pele.
Esta capacidade de absor¢cdo de luz pela melanina confere a pele negra alta protecéo
contra a luz ultravioleta.

Os melandcitos respondem a luz solar com um aumento nos melanossomos, um
aumento nos melandcitos e um rearranjo dos melanossomos. 1sso € essencialmente um
mecanismo de protecdo e um dos principais propositos da producdo de melanina. Entre
0s queratindcitos da epiderme, os melanossomos formam uma estrutura com a forma de
um chapéu sobre os nlcleos das cdlulas vivas. Esse €, obviamente, um arranjo protetor
para prevenir danos ao nucleo da célula, causados pelos raios UV. Alguns pesquisadores
reportaram que a pigmentacdo constitutiva € muito superior na protecdo a radiacéo UV

quando comparada a pigmentacéo facultativa.

Apbs a exposicdo solar, existe um efeito imediato nos granulos de melanina que
ocorre dentro de poucos minutos. Esse efeito € a foto-oxidacgo da melanina e pode ser
um sinal do tipo “gatilho”. Dentro de duas horas, os melanossomos se deslocam para as
ramificagbes dos melandcitos, e entdo, sdo transferidos para os queratinécitos. Dois ou
trés dias mais tarde, o efeito tardio se manifesta pelo aumento de melanogénese e um
aumento nos melandcitos e queratinécitos. A pele se torna mais escura como resultado
dessa atividade, chamada bronzeamento (PUGLIESE, 2001).



O bronzeamento pode ser divido em imediato ou tardio. O bronzeamento
imediato aparece imediatamente, mas pode desaparecer dentro de um periodo que pode
variar desde minutos até 24 horas ap0s a exposi¢ado. O bronzeamento tardio € um tipo de
pigmentacdo facultativa que ocorre quando a exposicdo ao sol é repetida. Ele pode
ocorrer tanto com a exposicdo a radiacdo UVA (320-400nm) como com a exposicao a
radiacdo UVB (290-320nm) e aparecera normamente entre 26 e 48 horas depois da

exposicao e pode permanecer por um periodo que varia de algumas semanas até meses.

Um aumento no nimero de melandécitos alojados na camada basal tem sido
reportado tanto para bronzeamentos induzidos por UVA como por UVB, mas somente
com exposi¢les repetidas. Uma Unica dose de exposicéo ao ultravioleta ird, apenas,
aumentar a atividade dos melandcitos. As mlltiplas exposi¢cdes irdo aumentar tanto o
nimero de unidades de melanina epidérmica como o nimero de melanossomos. Mas é
importante ressaltar que, de qualquer forma, a luz ultravioleta também induz a
inflamacdo da pele. Os &cidos nucléicos e as proteinas sofrem danos e os radicais livres
sdo formados em grande quantidade, membranas celulares sdo prejudicadas e ocorre
uma reacao inflamatoria generalizada (PUGLIESE, 2001).

4.2 Melanina einflamacéo da pele

Um dos primeiros sinais visiveis dos danos da radiacdo solar na pele € o eritema.
O eritema resulta da dilatacdo dos vasos sanguineos na derme como uma resposta aos
subprodutos do dano celular. Dependendo do comprimento de onda da luz, o eritema
aparece de duas a seis horas apods a radiacdo com um pico entre 12 a 20 horas mais
tarde. E possivel que o eritema permaneca por um periodo que pode durar algumas

horas ou alguns dias, esse periodo € uma funcdo da energia total recebida na exposi¢céo.

A intensidade ou grau do eritema é uma boa indicacdo da severidade do dano
infligido a pele pelo sol. Essa vermelhiddo é usada como medida da eficacia dos
protetores solares. A minima dose eritematosa (MDE) é estabelecida para cada
individuo usado em um panel de testes para protetores solares, quando FPS é

determinado. Vae lembrar ainda que, como apresentado anteriormente na tabela 2,



existem seis tipos diferentes de pele e esta é atualmente classificada pela: quantidade de

pigmentagdo, facilidade para ser queimada e resistércia ao bronzeamento.

O eritema € a alteracdo fisioldgica mais comum provocada pela exposicéo ao
sol. Na redlidade, € o resultado de uma inflamagdo da pele que por ser facilmente
induzida, serve de modelo para o estudo do mecanismo de inflamacéo nos sistemas
biol 6gicos.

O eritema é proporciona a quantidade de radiacéo que incide sobre a pele. Se o
eritema é muito intenso, sera considerado como uma queimadura solar. Por outro lado
existe uma quantidade minima de radiagéo, abaixo da qual o eritema ndo é percebido
clinicamente. A MDE depende do tipo de pele do individuo, da quantidade de melanina
na pele, do comprimento de onda e da intensidade da radiacdo incidente (MATHEUS,
KUREBAY ASHI, 2002).

O comprimento de onda mais efetivo para a producéo do eritema é o de 297nm.
Para a exposicdo a radiacdo UVA em 365nm é necessario 1800 vezes mais energia para

produzir eritema do que em 297nm.

Entre 8 e 24 horas apés a irradiacéo, as células danificadas, denominadas células
“com queimaduras de sol”, aparecem na epiderme. Como e por que essas células
aparecem € um fato desconhecido, mas células tém uma aparéncia caracteristica
gue é sintomatica de dano induzido pelo sol: sdo encolhidas com um nuicleo condensado
e o citoplasma avermelhado. Dentro da célula, filamentos emaranhados, granulos de
melanina e lisossomos intactos podem ser vistos. Nado é muito conhecido por que
somente certas células exibem o fenbmeno da “queimadura solar”. Sabe-se apenas que
células parecem ter sofrido um dano nuclear mais forte, provavelmente por causa

do aumento da sintese de DNA durante o tempo de exposi ¢éo.

Depois dairradiacdo, as células diminuem a producdo de DNA por até 12 horas,
e em seguida, esta producdo volta a atingir nivels normais depois de 24 horas. Esse
fenbmeno é seguido por uma taxa, da ordem de seis ou sete vezes mais rapida, de
sintese de DNA até 48 horas apds a exposicdo. A partir deste ponto, a taxa de mitose

aumenta e se mantém elevada por até quatro semanas.



As infeccOes e danos que sdo freglentemente associados com a hiper
pigmentacdo da pele sdo conhecidos ha muito tempo. Em pessoas de fototipo
caucasiano infeccdo causa uma protuberdncia vermelha, depois uma pustula e
finamente volta a ser uma protuberancia ou apenas uma mancha marrom amarelada. A
vermelhiddo ocorre devido a dilatacGes capilares e um real aumento do nimero de
capilares em torno da regido inflamada A cor marrom ocorre como resultado do
aumento da atividade dos melandcitos que gera uma maior producéo de melanina. Em
pessoas de fototipo negroide esse fendmeno é mais acentuado, resultando em pontos
mais profundamente pigmentados. O aumento da atividade dos melandcitos resulta de
um aumento da estimulagdo dos mediadores inflamatorios. Quando a inflamacéo
diminui, os mediadores inflamatdrios voltam a niveis normais e também a producéo de
pigmentacdo. No processo, as células hiper pigmentadas atingiréo o estrato corneo e

gradual mente serdo descamadas; a hiper pigmentacdo desaparecera.

As primeiras mudancas causadas pela radiacdo UVA e UVB sio ateracOes
bioguimicas do DNA, desordem da membrana celular, efeitos em enzimas e outras
proteinas e aminoacidos. A quebra e reparo do DNA sdo processos relativamente
rapidos, sendo completados em um dia quando a dosagem de radiacéo € baixa; porém

com altas doses de radiacdo estes processos pode sofrer umainibicao.

Em resposta a agressdo, produtos de células danificadas sdo liberados e podem
causar efeitos imediatos e de longo prazo. Esses compostos fazem parte da resposta
inflamatéria da pele e sdo muitas vezes tém papel importante no mecanismo de reparo
do tecido. Essa resposta esta associada a liberacdo de enzimas como produtos de
decomposicdo quimica celular. Essas mudancas podem ser vistas em microscopio e

ocorrem entre horas e dias apos a irradiaco.

A radiacdo UV e, especificamente, a radiacdo UVB induz o eritema, que pode
ser seguido de pigmentacdo e espessamento da espessura da epiderme. Os eventos
cutaneos induzidos pela exposicéo aradiacdo UV sdo consequiéncias diretas da absorcéo
de fétons pelo DNA celular, e pelo estresse oxidativo induzido por vérias reacOes
indiretas ligadas a absorcdo de radiagdo UV pelos cromoforos celulares. O estresse
oxidativo se deve a producdo de radicais livres e espécies de oxigénio reativo, que

levam a lipoperoxidacdo de membranas e também a produtos de fotooxidacdo dentro do



DNA. LesOes diretas e indiretas do DNA devem ser reparadas antes da divisao celular,
com o objetivo de reduzir ou abolir mutagdes (CESARINI, 2003).

4.2.1 Células com queimaduras de sol e 0 gene p53

O corpo possui um mecanismo para destruir as células que sdo ateradas pelos
raios UV se as mesmas ndo forem reparadas. O gene responsavel por essa agdo € o p53.
O método de destruicdo é a apoptose, a destruicdo sistematica do nlcleo e do cito-
esqueleto da adula. Sabe-se que a exposi¢cdo moderada aos raios UV pode danificar o
DNA e o0 gene p53 de tal forma a bloquear 0 mecanismo natural de destruicdo das
células danificadas. A radiacdo UV A pode causar a mutagdo no gene p53, que entdo ndo
conseguira mais controlar o ciclo celular e a apoptose. Sem a protecéo do gene p53,
essas células podem continuar a crescer e, eventualmente, podem se tornar malignas.
Essa é uma das principais razbes que fazem com que &eas muito expostas ao sol
desenvolvam cancer (OKUNO; VILELA, 2005).

4.3 O efeito do sol na pele em médio elongo prazo

O sol é afonte de energia paratoda a vida no planeta. A radiacdo solar gera bem
estar, ilumina, aguece, participa dos processos de fotossintese nas plantas e sintese de
vitamina D nos seres humanos. Seu poder cicatrizante € conhecido desde tempos
remotos. A luz solar é amplamente utilizada inclusive na medicina, mas isto nédo
significa que se um pouco de luz solar € bom para o corpo, mais radiacdo serd ainda
melhor. A radiacdo solar em excesso causa danos irreversiveis a pele. Entre eles o
envel hecimento precoce e cancer (OKUNO; VILELA, 2005; PUGLIESE, 2001).

Nos Estados Unidos, uma entre seis ou sete pessoas desenvolvem algum tipo de
cancer de pele (The Merck Manual apud WATCHTOWER, 2005). Mas a taxa esta,
ainda, aumentando. Estima-se que 50% das pessoas que atingirem a idade de 65 anos de
idade desenvolverdo alguma forma de cancer (LANE apud WATCHTOWER, 2005).



47

De acordo com a Academia Americana de Dermatologia, 0 melanoma maligno é causa
de cerca de 7.500 mortes por ano so nos Estados Unidos (WATCHTOWER, 2005).

Os trés tipos mais comuns de cancer de pele sdo: carcinoma de célula basal,
carcinoma de célula escamosa e 0 melanoma maligno. Os dois carcinomas comegam na
camada mais externa da pele, cuja espessura média é de apenas 1/25 de uma polegada.
Esses canceres que ndo sdo melonomas malignos parecem resultar da exposi¢do cronica
a0 sol, como no caso de pessoas que trabalham expostas a luz solar; aparecem, quase
gue exclusivamente, nas regides que ficam mais expostas como face e maos.
Melanomas malignos, que correspondem a apenas 5% de todos os tipos de cancer de
pele, também comecam na camada mais externa da pele. Um dos principais fatores que
levam ao aparecimento do melanoma parece ser a exposicao intensa e intermitente a luz
solar, como aguela recebida por pessoas gque ndo trabal ham expostas ao sol, mas passam
as férias recebendo a radiacdo. Esse tipo de cancer € mais mortal se ndo for tratado no
comeco, pois pode invadir a camada mais interna ch pele, a derme, onde 0s vasos
sanguineos e o sistema linféico estédo localizados. Depois disso, esse cancer pode
facilmente atingir a etapa de metéstase. O paradoxo do melanoma é gque ele € uma
doenca atamente curavel quando tratada no comego. Por outro lado, quando j&
metastico € relativamente resistente ao tratamento com drogas ou radiacdo
(NATHANSON apud WATCHTOWER, 2005). De fato, apenas 2 ou 3% dos pacientes

com melanoma secundério sobrevivem por cinco anos (WATCHTOWER, 2005).

Esta claramente estabelecido que os comprimentos de onda da radiacdo UV do
sol sdo carcinogénicos, contribuindo para a formacéo de canceres do tipo carcinoma e
melanoma das células basais e escamosas. Ha um consenso geral de que os carcinomas
de células basais e escamosas sdo, predominantemente, um resultado do dano direto do
DNA pela interacdo com a radiacdo UVB (LINGE, 1996 apud HAYWOOQOD et al.,
2003). Dados epidemiolégicos ligam 0 melanoma a intensa exposicdo de radiacdo solar
na infancia e promove suporte para um papel da radiacdo UVA (MOAN et a, 1999
apud HAYWOOD et al., 2003). Embora haja um consenso de que aradiagdo UV sgaa
causa, 0s comprimentos de onda precisos e 0s mecanismos envolvidos ndo estéo claros.
Setlow et al.(apud HAYWOQOD et al., 2003), mostraram a indugdo de melanoma no
peixe Xiphophorus por meio de radiacéo de comprimentos de onda de UVA, UVB e



azul; demonstrouse que existe igua efetividade de inducéo por meio de radiacéo UVA
e UVB de hiperplasia de melandcitos no roedor Monodelphis domestica; e Noonan et
al.(apud HAYWOOQD et al., 2003), usando comprimentos de onda combinados de UVB
e UVA, narazdo de 2:1, recentemente demonstraram a indu¢do do melanoma em rato
neonatal transgénicos. Berking et al..(apud HAYWOOD et al., 2003) mostraram que a
radiagdo UVB em combinagdo com fator de crescimento de fibroblasto bésico poderia

transformar melandcitos humanos.

O conhecimento do papel da radiagdo UVA no melanoma humano ainda ndo é
conclusivo (WANG et al., 2001 apud HAYWOOQOD, 2003). Enquanto acredita-se que a
radiacéo UV B interage diretamente com o DNA parainiciar mutactes nas células basais
e escamosas, acreditase que comprimentos de onda de radiacéo UVA entre 320 e
400nm interagem indiretamente, induzindo a producéo de radicais livres. Radicais livres
podem danificar indiretamente o DNA e causar danos em proteinas, o que contribui para
o envelhecimento precoce. Danos induzidos pela radiacdo UVA como producéo do gene
p53, danos ao DNA, instabilidade gendmica e imunossupressdo tém sido demonstrados
(HAYWOOD et al., 2003).

A radiagdo UV de 245 a 290nm é absorvida principalmente pelo DNA. A
radiacdo UV € capaz de induzir fotoprodutos ou lesdes no DNA cercado por pirimidinas
adjacentes que se apresentam na forma de dimeros. Estes dimeros podem ser de
ciclobutanos (CPDs) ce residuos de timina ou citosina adjacentes, e fotoprodutos de
pirimidina entre residuos adjacentes de pirimidina. Ambas lesbes ocorrem mais
freglientemente em areas em que se encontram residuos de pirimidinas agregados, que
s80 conhecidos como “pontos quertes’ de mutacdes induzidas por radiacdo UV
(MATSUMURA; ANANTHASWAMY , 2004).

O envelhecimento da pele € funcdo de fatores cronolégicos, danos de origem
actinia e influencias hormonais. A maioria das mudangas relacionadas ao
envel hecimento como rugas e sardas, se devem ao fotoenvel hecimento e séo um reflexo
da exposicdo solar cumulativa (BOLOGNIA, 1995). Esse processo de envelhecimento
precoce devido a exposicdo a radiacdo solar € cumulativo e afeta preferenciamente
individuos que possuem pele mais clara. Durante os Ultimos 10 anos, progressos

substanciais tém sido feitos para o entendimento dos mecanismos moleculares
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responsaveis pelo fotoenvelhecimento da pele humana. Um deles € que a radiacdo UV
provoca uma complexa sequiéncia de respostas mol ecul ares especificas que danificam os
tecidos conectivos da pele. Esse processo molecular deriva da habilidade da radiacéo
UV explorar o mecanismo celular que regula as respostas das células em estimulos
fisiolégicos e ambientais. O mecanismo celular que media os danos causados pela
radiacdo UV aos tecidos conectivos da pele, inclui receptores celulares superficiais,
sinais de caminhos de transducdo de proteina quinase, fatores de transcricéo, e enzimas
que sintetizam e degradam proteinas estruturais na derme, que conferem forca e
resiliénciaapele (FISHER et al., 2002).

No minimo 90% dos problemas cosméticos associados com envel hecimento,
conhecidos como fotoenvelhecimento da pele, sdo devidos a exposi¢ao excessiva ao sol.
Essas mudancas sdo o enrugamento da pele; descoloracdo e a presenca de multiplos
pontos pigmentados; atrofia ou pele fina; uma rede de vasos dilatados ou velas, e
hi popigmentacao ou auséncia de cor. Fotoenvel hecimento também pode ser chamado de
dano actinico (a paavra vem do grego aktis, que significa raio), um termo

freglientemente usado na literatura médica.

Quando a pele é examinada microscopicamente, apenas a minoria das mudangas
na epiderme, que se manifestam por uma juncdo mais achatada da derme com a
epiderme e um afinamento da camada espinhosa, é observada. Na derme, ha mudancas
mais pronunciadas. A derme papilar € fina e homogénea, vasos sangiiineos ficam
dilatados e existem é&reas fibrosas amorfas e fragmentadas, chamadas el astoses solares,
presentes por toda a extensdo da derme. Esses efeitos estdo relacionados tanto com a

severidade como com a frequiéncia de exposicao (PUGLIESE, 2001).

4.3.1 Efeitos | munol égicos

Enquanto alguns dos efeitos do sol no sistema imunoldgico estdo apenas
comecando a ser conhecidos, sabe-se que ha um efeito sobre a célula de Langerhans.
Estas células sdo dendriticas e provenientes da medula 6ssea, com funcéo macroféagica-

monocitica e atuam, entre outros, nos processos de hipersensibilidade, na protecdo as



infecgdes virais e na eliminacdo de células epidérmicas em proliferagdo. Seu nimero é
reduzido pela acdo da radiacdo UV. A atividade imunoldgica da pele é de suma
importancia e a radiacdo UV, ao reduzir o nimero de células de Langerhans, diminui a
funcdo imunoldgica cutanea (OKUNO; VILELA, 2005). Essas células especiais, apos
serem irradiadas, perdem certos marcadores de membrana que s80 essenciais para 0s
processos de informag&o. E possivel que a habilidade de reparar e detectar mudangas
anormais na epiderme segja alterada ou perdida pelas células de Langerhans. Tumores da
pele ou outras condi¢des adversas podem ser geradas como resultado dessa alteracéo. A
reacéo de hiper sensibilidade tardia em idosos acontece e certas reagdes de sensibilidade

a alergénicos conhecidos, também sio reduzidas ou eliminadas.

Muitos dos danos do fotoenvelhecimento podem ser reversivels se a exposicao
continua ao sol for interrompida. Sabe-se que o corpo pode reparar os danos no DNA. O
oxigénio singleto pode ser inativado e, consequientemente, os radicais livres ndo seriam
gerados. O coldgeno e a elastina podem ser reparados e uma nova circulacdo
restabelecida. O uso da vitamina E, beta-caroteno e vitamina A gudam na prevencdo de
danos e em certa medida, no restabelecimento da pele (PUGLIESE, 2001).

4.4 Protecao solar

No inicio do século 20 as pessoas iam mais protegidas a praia. No seu dia-a-dia,
usavam vestidos longos, chapéus, guarda sois, tendo minima exposi¢cdo ao sol, pois 0s
costumes rigidos da época ndo permitiam a exposicado do corpo. Na década de 30, o
bronzeamento ja se tornou um assunto de interesse e a liberacéo dos costumes permitiu

maior exposi¢ao do corpo.

Nos anos 50, ja se falava em bronzeamento rgpido e lento. Do meio para o final
do século 20 houve uma grande liberalizagcdo dos costumes, maior exposi¢ao ao sol e,
conseglientemente, maior valorizacdo do corpo. Com isso, a preocupacéo com a saude e

0s cuidados com a protecdo solar ganharam destaque.

A exposicdo ao sol tornouse um assunto de saide. A linha de comunicag@o

adotada pelos 6rgéos de salde, associacOes médicas e por empresas foi se alterando e o



51

assunto comegou a ser tratado com maior seriedade. O cancer de pele passou a ser tema
de artigos e 0 sol passou a ser percebido como uma condi¢éo de perigo. Assm, 0 UsO
diario de protetores solares por recomendacdo médica, transformou esses produtos em
artigos de consumo. A populacdo passou a ter acesso a informagdo e, dessa maneira,

passou a Se preocupar mais com o assunto.

Hoje, aém de se evitar aformagéo de eritemas, parte da populagéo ja relaciona o
envelhecimento aos efeitos do sol, a protecdo solar foi assim incorporada ao cotidiano
de algumas pessoas. Hoje j& se sabe que 80% dos danos causados pelo sol ocorrem

antes dos 18 anos e que o efeito do sol € cumulativo (CIBA, 2004).

O interesse do consumidor na protegdo solar contra a radiagdo UV é muito
grande e esta crescendo, principalmente por causa do cancer de pele. Mais de 1 milhdo
de americanos serdo diagnosticados como portadores de cancer de pele s6 neste ano,
metade dos quais serdo canceres novos. Cerca de 1 em 5 americanos que vivem hoje,
desenvolvera cancer de pele em algum momento de sua vida. Cerca de 1 em 87
americanos desenvolvera melanoma, o tipo mais perigoso de cancer. Quase todos 0s
tipos de canceres de pele e a maioria dos melanomas podem ser prevenidos pela
minimizagdo da exposic¢do a radiacdo solar, particularmente, nos primeiros anos de vida,
do nascimento até a idade de 20 anos. Evitar o sol, principalmente no meio do dia, fazer
uso de roupas protetoras, chapéus e protetores solares de alto FPS sdo as bases para a

prevencdo de todas as formas de canceres de pele (BERGER, 2006).

Apesar do uso extensivo de protetores solares durante as duas Ultimas décadas, a
incidéncia de cancer de pele ainda estd aumentando e o papel dos protetores solares na
prevencdo dos canceres de pele € controverso. Tem se demonstrado que o uso de
protetores solares diminui a formacdo de queratoses actinicas, relacionadas aos
carcinomas das células escamosas (THOMPSON et al., 1993; NAYLOR et al., 1995
apud HAYWOOQOD, 2003). Experimentos com animais demonstram que 0s protetores
solares diminuem a incidéncia de tumores das células basais e escamosas (SEKURA,;
SNYDER; MAY, 1975: KLIGMAN et al., 1980; FORBES et al., 1989; REVE et al.,
1990 apud HAYWOOD, 2003), os quais sdo relacionados com UVB. No entanto,
existem muitos estudos que sugerem gue o uso de protetores solares esta associado com
0 aumento do risco de melanoma (AUTIER et al., 1995; AZIZI et al., 2000; VAINIO;
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BIANCHINI, 2000 apud HAYWOOQOD, 2003). Isso pode refletir a aplicacdo
inapropriada de protetor solar (STOKES; DIFFEY, 1997; Wulf et al., 1997; GAUHAM;
PADILLA, 1998 apud HAYWOOQOD, 2003), auséncia de durabilidade da aplicacéo, a
auséncia ou inadequacdo de filtros UVA nas preparagdes de protetores solares,
combinados com banhos de sol prolongados (AUTIER et al., 1995 apud HAYWOOD,
2003); ou a fotoinstabilidade dos filtros solares dos protetores solares que resultam na
reducdo da protecdo, ou na producdo de radicais livres (FLINDT-HANSE et al., 1988;
SHAW et al., 1992; GASPARRO, 1993; KNOWLAND et al., 1993; DUNFORD et al.,
1997 apud HAYWOOD, 2003). A relacéo entre 0 uso de protetores solares e melanoma
ainda é, entretanto, debatida (HUNCHAREK; KUPELNIK, 2002; RIGEL, 2002 apud
HAYWOOQOD, 2003) e n&o esclarecida (BIGBY, 1999 apud HAYWOOQD, 2003).

As adverténcias por parte dos médicos de que a luz solar e os banhos de sol
podem ser perigosos sdo relativamente recentes. Apenas nos Ultimos 20 anos € que 0s
profissionais da area da salide comecaram a tentar desencorajar as pessoas a expor seus
corpos em demasia a luz solar (HAWK; MCGREGOR, 2001).

As primeiras logdes de bronzeamento solar eram fregquentemente simples
hidratantes, em alguns casos, com pequenas quantidades de filtros absorvedores de
radiacdo UV. Produtos de protecdo solar com filtros continham primeiramente filtros
UVB em bases relativamente simples com substantividade limitada, sem uniformidade

adequada para uma protecéo eficaz do produto ao consumidor (COLE, 2001).

Os protetores solares sdo cremes de pele, locdes ou aerossbis destinados a
diminuir os riscos de gueimaduras solares reduzindo a quantidade de radiagédo UV que
atinge a pele; se usados adequadamente, diminuem os riscos de fotoenvel hecimento e de
cancer de pele. Bloqueadores solares séo iguamente usados nesse contexto, mas se
referem a protetores mais poderosos; os bloqueadores sdo protetores que contém oxido
de zinco e titénio, os quais agem através da reflexdo da luz solar. Todos os produtos de
alta protecdo sdo relativamente eficientes se forem aplicados cuidadosamente antes ca
exposicao ao sol, se forem reaplicados a cada hora e se se entender que mesmo que

forem utilizados, a exposi¢ao ao sol deve ser minimizada.



Existem, essencialmente, trés tipos de protetores solares. 0s que contém
substancias organicas que absorvem a radiacdo UV; os que contém particulas
extremamente finas que refletem radiacéo; e uma combinagédo dos dois. A maioria
€ uma combinacdo e oferece protecdo tanto contra a UVB quanto contra a UVA,
embora em menor grau para esta Ultima. Atualmente ha concordarcia geral de que a
protecdo dupla é preferivel, embora a eficicia contra a radiagdo UVB sga a mais
importante (HAWK; MCGREGOR, 2001).

Como no caso de protetores solares, 0 uso de produtos com filtros de larga
absorcdo UVA e UVB é muito importante, mesmo em dias nublados, pois mesmo
nesses dias 85% da radiacéo de raios UV penetram as nuvens. O protetor solar de FPS
15, no minimo, é recomendado por especialistas (WATCHTOWER, 2005).

O fator de protecéo solar ou FPS tem afinalidade de indicar ao consumidor qual
0 grau de protecdo dado pelo produto. A grande variabilidade da radiacdo solar e os
diferentes tipos de pele obrigam o consumidor a conhecer a propria pele para definir

qual o FPS mais adequado ao seu uso.

Os métodos de medidas de FPS se baseiam no aparecimento de eritema na pele.
Torna-se necessario, entdo, padronizar a forma de se medir esse eritema. Com o
objetivo de se estabelecer um pardmetro de medida do eritema, a minima dose
eritematosa (MDE) é definida como a quantidade de energia requerida para produzir o
primeiro eritema perceptivel com bordas claramente definidas entre 16 e 24 horas apds
a exposicao aradiacdo UV.

O FPS corresponde a quantas MDE uma pessoa pode ficar exposta ao sol sem
desenvolver o eritema. Assim, o FPS é definido como a relagdo entre a quantidade de
energia (na regido UV) requerida para produzir uma dose eritematica na pele protegida
em relacdo a energia requerida para produzir uma dose eritemética na pele ndo
protegida

A relacdo matematica é expressa por:



___ MDE(pele _ protegida)
MDE (pele _n&o__ protegida)

(Eq.4.2)

Exemplificando: se uma pessoa pode ficar exposta ao sol por 10 minutos sem
nenhum produto na pele sem desenvolver eritema, com um protetor de FPS 15 esse
tempo pode ser prolongado para 15 vezes, isto € 150 minutos (MATHEUS,
KUREBAY ASHI, 2002).

O protetor solar deve ser usado para prevenir queimaduras de sol e outras formas
de danos a pele causados por radiacdo UV. De acordo com Urbach araz&o de danos dos
componentes da radiacdo UVA e UVB naluz do sol durante um dia € de 80% UVB e
20% UVA. Dos 20% devido aradiacdo UVA, 62% do risco de danos tém sido atribuido
a0 UVA curto (320-340nm). Diffey e Cole tém descrito uma relacdo similar de UVB
para UVA (4B:1A) para efeitos biol 6gicos induzidos por radiacéo UV na pele. Portanto,
para que se tenha protecéo tanto contra a radiacdo UV A quanto contra aradiacéo UVB,
um protetor solar deve proteger contra a razédo 80/20 da radiagdo de UVB e UVA,
respectivamente, da luz solar incidente (CTFA TASK FORCE, 2000).

Em situagdes experimentais, tem sido observado que o0 uso de protetores retarda
o inicio da fotocarcinogénese, inibe a mutacdo do gene p53 nos queratindcitos e a
incidéncia de queratose actinica em seres humanos. Entretanto, em relacdo ao
melanoma, muitos estudos epidemioldgicos tém encontrado um aumento do risco de

melanoma associado ao uso de protetores solares (WESTERDAHL et al., 2000).

Blogueadores solares devem ser usados quando se desgjar uma maior protecao.
Esses agentes espalham e refletem efetivamente a radiacdo solar, prevenindo a
penetracdo e absor¢do da luz. Possiveis ingredientes presentes nos blogueadores solares
sd0: o talco, o caulim, a argila, 0 amido, o 6xido de zinco, o didxido de titanio e o
cloreto férrico. Esses componentes tém uso limitado, pois ndo sdo muito aceitveis

cosmeticamente.



Ainda ndo estdo disponiveis agentes orais aprovados para a protecdo solar. Duas
substancias, o beta-caroteno e a aspirina, foram testadas e mostram-se efetivas contra os
efeitos deletérios da radiacdo solar; no entanto, ndo devem ser usadas sem O usO
concomitante do protetor solar topico (MATHEUS; KUREBAY ASHI, 2002).
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5. TECNICAS PARA DETERMINACAO DA FOTOPROTECAO

5.1 Metodologiasin vivo

O FPS determinado in vivo € um indicador universal da eficacia de um protetor
contra queimadura solar. O eritema induzido por UV a partir de um simulador solar é
utilizado como parametro de medida (FDA, 1978; DIN, 1984; JCIA, 1991; FDA, 1993;
COLIPA, 1994; COLIPA/JCIAICTFA-AS, 2003).

Historicamente, os primeiros estudos conhecidos que estabeleceram as bases
para o FPS ou Indice de Protecéo (IP) iniciaram-se na década de 1930, sendo publicados
na década de 1940 por H. Blum e colegas e na década de 1950 por R. Schulze
(COLIPA/JCIAICTFA-AS, 2003). Estes e outros trabalhos de grupos cientificos e de
padronizacdo levaram a definicdo historica do conceito de minima dose eritematosa
(MDE) e FPS e ao primeiro método padréo para a determinacdo do FPS e rotulagem, o
qual foi publicado pelo FDA nos EUA em 1978 (“Monografia Tentativa’, FDA, 1978).
Esta foi seguida em 1984 pela norma alema DIN67501 (DIN, 1984), aqual foi aplicada
principamente na Europa. Esses dois padrfes diferiam principalmente em relacdo ao
tipo de fonte UV utilizados (respectivamente, |ampada de arco xenbnio ou luz natura e
lampada de mercurio) e as concentragdes de produto aplicadas na pele (respectivamente,

2,0 e 1,5mg/cnt), o que causava algumas discrepancias nos valores de FPS medidos.

Todas as hormas publicadas posteriormente mantiveram a fonte artificial de arco
xenénio e a concentracdo de aplicacdo de 2,0mg/cnf. Normas similares & do FDA
foram entdo publicadas pela Sandard Association of Australia (AAS) em 1983, a qual
incluia testes de FPS e resisténcia a &gua, e pela Japan Cosmetic Industry Association
(JCIA) em 1991 (JCIA, 1991). O South African Bureau of Sandards (SABS)
apresentou um método similar em 1992, o qual foi revisado em 2002. Uma nova versao
da norma FDA (Monografia Final Tentativa) foi publicada em 1993. A implementacdo
da versdo 1999 (FDA, 1999) foi prorrogada para 2005 na expectativa de que métodos
especificos para o teste e rotulagem quanto a protecéo UV A seria introduzido, o que na



realidade, ainda ndo ocorreu. O New Zealand Sandard juntouse ao Australian
Standard para a publicacéo de uma nova versao de sua norma (AS/NZS 2604:1993) em
1993 e sua versdo revisada em 1998 (COLIPA/JCIA/CTFA-AS, 2003).

A European Cosmetic, Toiletries and Perfumery Association (COLIPA), em seu
método de teste de FPS de 1994, introduziu novas técnicas para caracterizar e
especificar o espectro de emissdo da fonte de UV e para colorimetricamente selecionar
os tipos de pele. Ao mesmo tempo, dois produtos padrdes de alto FPS foram propostos
para levarem em consideracdo o aumento nos valores de FPS praticados no mercado. A
Austrian Onorm, em 1948, e a nova norma DIN, de 1999, estavam em acordo com o
método COLIPA 1994 (COLIPA/ICIA/CTFA-AS, 2003).

Mais recentemente, a Coréia e 0 Mercosul (2002) adotaram referéncia aos
padrées FDA ou COLIPA. A Chinatambém estd em processo de ado¢éo de uma norma
para FPS (COLIPA/JCIA/CTFA-AS, 2003).

No ano 2000, a COLIPA, a JCIA e a Cosmetic, Toiletries and Fragrance
Association of South Africa (CTFA-SA) comegaram a discussdo sobre harmonizagéo
dos métodos de medidas de FPS. Em outubro de 2002, finalmente, um acordo sobre um
método de teste de FPS internacional foi alcangado (COLIPA/JCIA/CTFA-AS, 2003).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
resolucdo RDC n° 237, de 22 de Agosto de 2002, estabelece as normas para teste de
FPS e rotulagem de produtos protetores solares. A ANVISA adotou, como
procedimentos validos para medida de FPS no Brasil, as normas FDA1993 ou
COLIPA1994 (ANVISA, 2002).

Uma breve apresentacéo das metodol ogias adotadas na resolucdo ANVISA RDC
237 e da monografia Internacional COLIPA/JCIA/CTFA-SA de 2003 é apresentada a

seguir.
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5.1.1 Método FDA-1993 para a determinacdo do FPS e da resisténcia

a agua de protetores solar es

A monografia FDA-1993 foi emitida como uma proposta na forma de uma
versao final tentativa para regulamentacéo de protetores solares nos EUA. Como o FDA
€ um Orgéo regulamentador, esse documento possui caréter regulador, além do fato de
protetores solares serem considerados como OTC (over-the-counter — medicamento de

venda livre) naguele pais. A primeira versdo emitida foi em 25 de agosto de 1978.

A Metodologia apresentada contempla a inclusdo de 25 voluntarios no maximo
gerando pelo menos 20 resultados vdidos. O numero de voluntérios deve ser
previamente estabelecido a0 inicio do estudo. E necessério que esse voluntério sga
avaliado no primeiro dia do estudo para verificar atendimento a todos os critérios de
inclusdo. A norma FDA exige, ja neste primeiro dia, a determinacdo da MDE da pele
ndo protegida, esta é comumente chamada de pré-MDE. Neste dia ndo ocorre a
aplicacdo dos produtos a serem avaliados. No segundo dia, fazse a leitura da pré-MDE
e, com base nesse valor, redliza-se 0 estudo propriamente dito com a nova avaliagdo da
MDE da pele ndo protegida gjustada pela determinacdo da pré-MDE e a aplicagdo do
produto e irradiacdo dos mesmos para a determinacéo da MDE da pele protegida. No
terceiro dia, ocorre aleituraclinicafinal da MDE para a pele ndo protegida e paraa pele

protegida.

A exposicdo do volunt&rio ocorre através de vérios niveis de intensidade
energetica pré-determinados. A Norma FDA1993 especifica niveis progressivos de
intensidades energéticas em funcéo do FPS esperado. No fina do estudo, determina-se a
média e o intervalo de confianga t de student a 95% de significancia do conjunto de
valores de FPS individuais obtidos. O valor do FPS a ser declarado no rétulo do produto
€ definido como 0 maior nimero inteiro menor que a diferenca entre o valor médio do

conjunto de dados e o desvio calculado pelo intervalo de confianca.

O documento apresenta varios critérios de rotulagem gque devem ser obedecidos
e rege, inclusive, quais frases podem ou devem ser citadas no produto. O maximo valor

de FPS permitido para declaracéo em rétulo € “30”. Os produtos que apresentam FPS



superiores a 30 devem ser rotulados como “30+” ou pode-se utilizar a designacdo da

categoria do produto (DCP) conforme apresentado natabela 5 abaixo.

Tabela 5. Designacdo de categoria de produto conforme monografia FDA 1993.

Fator de Protecdo do Produto Designacao da Categoria do Produto

Produto ndo pode ser classificado como

FPS<2
protetor solar.
2=FPS<4 Protecdo minima
4=FPS<8 Protecd0 moderada
8=FPS<12 Protegfo dlta
12=FPS<20 Protecdo muito alta
FPS=20 Protecdo ultra-alta

Fonte: FDA (1993).

A monografia FDA1993 rege, também, procedimento para a determinacéo da
resisténcia a dgua do produto. Na avaliacdo de resisténcia a agua do protetor solar, o
voluntario deve permanecer imerso em égua por periodos de 20 minutos de imersdo
separados por periodos de secagem de 20 minutos fora da agua. Durante os periodos de
secagem, ndo se deve utilizar qualquer recurso para secagem da area onde o produto foi
aplicado. O numero de ciclos de imersdo e secagem varia com o beneficio que se desgja
explorar. Um produto que apresente resisténcia a um tempo total de imerséo de 40min
pode ser rotulado como “Resistente & Agua’ e se o produto apresentar resisténcia a um

tempo total de imersdo de 80min ele podera ser declarado como “Muito Resistente a

Agua’.
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Para que o produto possa ser classificado como “Resistente & Agua’ ou “Muito
Resistente & Agua’ o valor do FPS apds a imersio, seguindo os mesmos critérios
estatisticos aplicados na determinacdo do FPS a seco, deve estar na mesma DCP que o
produto apresenta na condi¢do a seco, ou sgja, antes da imersao.

Caso os critérios para rotulagem de produtos como “Resistente & Agua’ ou
“Muito Resistente a Agua’ sgjam atingidos, os produtos poderdo, também, declarar

“Resisténciaao Suor”.

5.1.2 Método COLIPA-1994 para a determinacdo do FPS de protetores

solares

A COLIPA é uma associagdo das indUstrias cosméticas e de perfumaria da
Europa que existe desde 1962. Em 1990 estabeleceu uma “forca trabalho” para definir
os métodos de determinacdo do fator de protecdo solar aceitdveis pela industria
européa. Finalmente, em outubro de 1994, houve a emissdo do documento final dessa

metodologia.

A Metodol ogia apresentada contempla a inclusdo de, no méximo, 20 voluntérios
com, pelo menos, 10 resultados vaidos. O nimero de voluntarios inicia-se com 10 e
pode ser aumentado, de acordo com a necessidade para cumprimento do critério
estatistico para aceitacéo do conjunto de dados. No primeiro dia do estudo, rediza-se a
confirmagédo da MDE para a pele ndo protegida simultaneamente & avaliagdo do FPS do
produto, ou sgja, a MDE da pele protegida. Note que esta € uma importante diferenca
em relagdo ametodologia FDA 1993, que exige a execucdo da pré&-MDE em dia anterior

aavaiacdo do produto.

A definicdo dos niveis de energia UV a que o voluntario serd exposto é baseada
na determinacdo do fototipo do voluntério. Como parémetro na definicdo do fototipo, a
COLIPA, dém da avaliacdo clinica como definida por Fitzpatrick, aplica também a
determinacdo do angulo tipoldgico individua (ITA®) conforme descrito por Chardon et
al (1990). Este parametro utiliza o espaco de cor L*a*b (CIE -1976) em sua definicéo.
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O ITA® é um parametro bastante Util na caracterizagdo do fototipo do voluntario e é

definido como segue na equagéo 5.1 abaixo:

ITA°= [Arco Tangente ((L* - 50) / b*)] 180/ p (Eq.5.1)

As categorias de cor de pele sdo, entdo, definidas como expressa a tabela abaixo.

Tabela 6. Categorias de cor da pele em funcdo do ITA®.

Categorias de Cor da Pele Valores de ITA®
Muito Clara >55°
Clara 41 a55°
Intermediaria 28 a41°
Bronzeada 10 a 28°
Marrom -30a10°
Negra <-30°

Fonte: COLIPA (2004)

No segundo dia, fazse a leitura clinica das MDE's para determinacéo do FPS
dos produtos avaliados. Os sitios de avaliacdo da MDE recebem niveis de energia UV
pelo uso do simulador solar em doses incrementais de 25%, tanto no caso da pele néo

protegida quanto daguela protegida para todos os valores de FPS avaliados.

No final do estudo, determina-se a média e o intervalo de confianca t de student
a 95% de significancia do conjunto de valores de FPS individuais obtidos. Para se
determinar o valor de FPS a ser considerado para a rotulagem, o valor médio deve ser
arredondado para baixo de acordo com o nimero mais préximo apresentado na tabela 7
abaixo (COLIPA, 2002).



Tabela 7. Classificacéo de protetores solares segundo norma COLIPA 1994

Fator de Protecéo do Produto Designacdo da Categoria do Produto
2-4-6 Baixo
8-10-12 Médio
15-20-25 Alto
30-40-50 Muito Alto
50+ Ultra

Fonte: COLIPA (2002).

O méaximo valor de FPS para rotulagem do protetor solar regido pela norma
COLIPA1994 é “50". Os produtos que apresentarem FPS superior a 60 devem ser

rotulados como “50+”. A DCP também pode ser utilizada para rotulagem dos produtos.

Por ocasido da emissdo da norma COLIPA1994, ndo havia uma comunicacéo
oficia quanto aos procedimentos para teste e rotulagem de resisténcia a agua. Porém,
era prética entre as empresas e instituicdes de pesquisas correlacionadas, a adocdo de
procedimento similar ao apresentado anteriormente pela monografia FDA1993: Na
avaliacdo de resisténcia a &gua do protetor solar, o voluntério deve permanecer imerso
em égua por periodos de 20 minutos de imersdo separados por periodos de secagem de
15 minutos fora da &gua. Durante os periodos de secagem, ndo se deve utilizar qualquer
recurso para secagem da area onde o produto foi aplicado. Novamente, assim como na
monografia FDA 1993, o nimero de ciclos de imersdo e secagem varia com o beneficio
que se desga explorar. Um produto que apresente resisténcia a um tempo total de
imers3o de 40min pode ser rotulado como “ Resistente A Agua’ e se o produto apresentar
resisténcia a um tempo total de imersdo de 80min ele podera ser declarado como “Muito

Resistente aAgua’.

Para que o produto possa ser classificado como “Resistente & Agua’ ou “Muito
Resistente 8 Agua’ o valor do FPS apds a imersio deve ser maior que 50% do valor do
FPS determinado a seco.



Apenas em 2004, este procedimento foi melhor definido e oficiamente
publicado pela COLIPA sob o titulo Guidelines for Evaluating Sun Product Water
Resistance (COLIPA, 2004).

5.1.3 Método FDA 1999 para a determinacdo do FPS e da resisténcia a agua

de protetoressolares

A monografia FDA1999 é a versdo find da monografia tentativa emitida em
1993. A diferenca principal em termos de metodol ogia de avaliacéo do FPS encontra-se
no critério para rotulagem de produtos que se declaram “ Resistente & Agua’ou “Muito
Resistente a Agua’. Segundo a monografia FDA1993, o valor do FPS rotulado pode ser
aquele obtido no teste de FPS antes da imersdo, desde que o produto mantenha um FPS
apos imersdo dentro da mesma DCP. No caso da monografia FDA1999, o valor de FPS
a ser declarado em rétulo deve ser aquele obtido apos os periodos de imersdo em agua
(FDA, 1999).

5.1.4 Meétodo Internacional COLIPA/JCIA/ICTFA-AS — 2003 para

determinacdo do FPS.

Como mencionado anteriormente, No ano 2000, a COLIPA, a JCIA e a CTFA-
SA iniciaram discussdo sobre harmonizacdo dos métodos de medidas de FPS.
Finalmente, em Outubro de 2002, um método de teste internacional para a determinacdo
do FPSfoi alcancado (COLIPA, 2003).

A metodologia consiste basicamente dos mesmos procedimentos adotados na
COLIPA-1994, porém com importantes alteracdes. Os sitios de avaliacdo da MDE
recebem niveis de energia UV pelo uso do simulador solar em doses incrementais de
25% apenas para o produto com FPS esperado menor ou igual a 25. Para o produto com

FPS esperado superior a 25, as dose incremental's sdo reduzidas para 12%.

Outra importante diferenca desta norma em relacdo a COLIPA 1994 é a alteracdo
da especificaco do espectro padréo para simulador solar (COLIPA, JCIA e CTFA-AS;



2003). A seguir, atabela 8 compara algumas das mais relevantes normas internacionais

que regulamentam procedimentos de teste e rotulagem de protetores solares.



Tabela 8. Comparacdo das Principais Metodol ogias Para Teste e Rotulagem de Protetores Solares.

PARAMETROS
DEFINIDOS

FDA 1993

COLIPA 1994

FDA 1999

Australian/New

Zealand Sandards
/ 1998

JCIA 1999

Internacional

COLIPA, JCIA e
CTFA-AS- 2003

1) Fonte de luz

recomendada

2) NUmero de

voluntarios

3) Tipos de pele

4) Regido de
aplicacdo

Simulador solar arco de
xendnio com espectro de
emissdo continuo entre 290
€400nm; similar aluz
solar, angulo zénite 10°;
<1% daenergiacom
<290nm e <5% daenergia
>400nm

Max. 25 incluindo
homens e mulheres;

n° de dados vélidos3 20

Fototiposdel alll

Dorso

Simulador solar arco de
xenbnio com espectro de
emissdo continuo de
eficiéncia eritematosa
similar ao padréo solar
(85%: de 295 a 320nm).
Espectro padré&o definido

3 10 (méx.20) incluindo

homens e mulheres

Fototiposdel alll ou

ITA®3 28

Dorso

Simulador solar arco de
xendnio com espectro de
emissao continuo entre
290 e 400nm; similar a
luz solar, &ngulo zénite
10°; <1% daenergia
<290nm e <5% da

energia>400nm

Max. 25 incluindo

homens e mulheres;

n° de dados vélidos3 20

Fototiposdel alll

Dorso

Simulador solar
preferencialmente arco
de xenénio (150 a
6000W); menos de 1%
da energia <290nm;
nenhum pico naregido
de UVB; filtros WG320
elv

10, incluindo homens e

mulheres

[alll

Dorso

Simulador solar arco de

xenbnio com espectro
continuo similar aluz

solar.

No minimo 10 e no
maximo 20, incluindo

homens e mulheres.

lalll

Dorso

Simulador solar arco de
xenbnio com espectro de
emisséo continuo de
eficiéncia eritematosa
similar ao padr&o solar - 85
a90%: de 290 a320nm e
menos que 1% <(290nm).
Espectro padréo sofreu
alteracdo emrelacéo a
1994

No minimo 10 e no
maximo 20, incluindo

homens e mul heres.

Fototiposdel alll ouITA®
3 28

Dorso
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5) Areapara

aplicagéo do produto

6) NUmero de

sublocais

7) Dimensdes dos

sublocais

8) Produto(s)

padréo(des)

3 50 cnt e aeatorizadas

No minimo 3; 5 para MDE
dapele ndo protegida; 7
paraMDE dapele
protegida

No minimo 1lcnf

Padrdo de homosalato
(HMS) a8%. FPS=4

3 35 cnt e aleatorizadas

No minimo 5

No minimo 0,5 cnf,
recomenda-se 1cnf,
separados por no
minimo 1 cm de
distancia
P1 (DIN K17N) para
FPS baixo= 2,7% de
OMC. FPS=4

Padréo P2 (CTFA/JCIA)
para FPS alto= 7% de
octil dimetil pabae 3%
de OXI. FPS=12
Padréo P3 (Bayer
C202/101) para FPS alto
(UVB eUVA) = 3% de
OMC, 0,5% deAVO e
2,78% de PBIS. FPS=15

3 50 cnt e aeatorizadas

No minimo 3; 5 para
MDE da pele ndo
protegida; 7 paraMDE
dapele protegida

No minimo lcnf

Padrédo de homosalato a
8%. FPS=4

3 20 cnf separados por

330cnfe o
] no minimo 1 cm de
aleatorizadas _ )
disténcia
Minimo de 5. -
Minimo 1 cnf
3 0.5¢nt

separados por >1 cm

Padréo de HM S a 8%. Se 2<FPS=20: Padrao
FPS= 4,47. HMS 8% - FPS=4
Padrdo P3 para FPS Se FPS>20: Padréo P3.
altos (3 15). FPS= 15.

minimo 30 cnf e méximo
60 cnf separados por no
minimo 1 cm de distancia.

Minimo de 5, separados no

minimo 0,8cm.

No minimo 0,5 cn?,
recomenda-se 1cnt.
Separados por no minimo 1
cm de distancia

Se FPS<20: Padrdes
P1(2,7% de OMC); P2, P3
ou P7 (HMS a8%)

SeFPS 3 20: P2 ou P3




2mg/cnfou2 il /cnf

9) Quantidade
(considerando gravidade

aplicada
especifica=1)

10) Periodo de
espera apos No minimo 15 min.
aplicacdo
FPS<8: 0.64X, 0.80X,
0.90X, 1.00X, 1.10X,
1.25X, 1.56X
8£FPS£15: 0.69X, 0.83X,
0.91X, 1.00X, 1.09X,
1.20X, 1.44X
FPS>15: 0.76X, 0.87X,
0.93X, 1.00X, 1.07X,
1.15X, 1.32X

X=FPS esperado

11) Progressédo das
doses de UV

Resistente aagua: 40min.

o Muito resistente a dgua:
12) Resisténcia a

agua

80min— Ciclos de 20 min
de imersédo seguidos de 20
min fora da agua

2mg/cnfou2ml /cnf

(considerando gravidade 2,0+ 0,1 mg/cnf

2,0+ 0,04 mg/cnf
especifica=1)

No minimo 15 min. e 15 230 min.

assim que possivel No minimo 15 min.
FPS<8: 0.64X, 0.80X,
0.90X, 1.00X, 1.10X,
1.25X, 1.56X
8E£FPSE15: 0.69X,
0.83X, 0.91X, 1.00X,
1.09X, 1.20X, 1.44X
FPS>15: 0.76X, 0.87X,
0.93X, 1.00X, 1.07X,

2<FPS<25: geométrica,
25%; com ponto central

Geométrica, 25%; com no FPS esperado.

ponto central no FPS

esperado FPS3 25: v1.25; com

ponto central no FPS

esperado.
1.15X, 1.32X
X= FPS esperado
Resistente a agua: 40
Resi stente a agua: min.

40min. Muito resistente
« . i Muito resistente & dgua:
adgua: 80min— Ciclos
80min— Ciclos de 20

N&o contemplado ) ]
de 20 min de imersdo

min de imerséo

seguidos de 20 min fora
seguidosde 5 min fora

daagua
daagua.

2,0mg/ cnf

Minimo de 15 min. e

assim que possivel

FPS=20: geométrica,
25%; com ponto central
no FPS esperado.
20<FPS=30:
geomeétrica, 15%; com
ponto central no FPS
esperado
FPS>30: geométrica,
10%; com ponto central

no FPS esperado

N&o abrange

metodologias e critérios

pararesisténciaaagua.

2,00 mg / cnf + 2.5%

15 a 30 min.

FPS=25: geométrica, 25%;
com ponto central no FPS

esperado.

FPS>25: geométrica, 12%;
com ponto central no FPS

esperado.

Procedimento especifico
em documentacdo
separada.
Resistente a agua: 40 min.
Muito resistente a dgua:
80min — Ciclos de 20 min

de imersao seguidos de 15

min fora da agua.
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13) Tempo para
22 a 24h apbs airradiacéo

leituradaMDE
FPS= Maior nimero inteiro
menor que amédia
aritmética dos FPS's
individuais menos o valor
14) FPSem t_student paraintervalo de
rotulagem confianca de 95%.
Para produtos resistentes a
agua: FPS apdsimersdo na
mesma DCP queo FPS a
seco (antes daimerséo)
15) Critério Regido pelo préprio
estatistico para critério de rotulagem do
aceitacdo do FPS
conjunto de dados (Ver item 14)

16 a24h ap6s a
irradiacdo

Valor médio do conjunto
dos FPS'sindividuais
deve ser arredondado
para baixo de acordo

com o nimero mais
proximo apresentado na
tabelade DCP

Intervalo de confianga
de 95% deve estar

contido no intervalo do

FPS médio + 20%.

22 a24h apésa 16 a24h aposa
irradiacdo irradiacéo
Arredondamento da

média para maior

FPS= Maior nimero ndmero inteiro menor

inteiro menor que a que amédia do

média aritmética dos conjunto de dados de
FPS' sindividuais.

Uso damédiapara

FPS's individuais menos
ovalor t_student para
intervalo de confianca de
95%.

classificagéo pela DCP.
Méx: FPS30 ou

. +
Para produtos resi stentes FPS30

aéagua: FPSderétulo FPS<4—ngo pode ser

rotulado como
deve ser aquele

determinado ap6s resistente aagua

imersdo em &gua FPS3 4 —rotulagem de

acordo com Tabela?2 da
norma

O erro padrao médio do

) o conjunto de FPS's
Regido pelo préprio o
L individuais de ser <7%.
critério de rotulagem do

Valor individual maior
FPS

ou menor que 25% do
(Veritem 14) valor médio deve ser

excluido.

16 a24h apbésa
irradiacéo

Média Aritmética FPS;
+ 1C95%
Para amostras com FPS
50: seL.l. IC 95% >

51,03 50+, caso
contrério, FPS 50

O desvio padréo deve
ser menor que 10% do
FPS médio.

16 a 24h apés airradiacéo

Valor médio do conjunto
dos FPS'sindividuais deve
ser arredondado para baixo

de acordo com o nimero
mais proximo apresentado

natabelade DCP.

Para produtos resistentes a
agua: FPS ap6s imersao
deve ser superior a50% do

valor do FPS a seco.

Intervalo de confianga de
95% deve estar contido no

intervalo do FPS médio +
17%.
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5.1.5 Meétodo IPD para a determinacéo da protecdo UVA de protetores

solares

Esta metodologia de avaliagéo in vivo da protecdo UV A utiliza como parametro
biol6gico a resposta pigmentéria imediata da pele, ou sgja, a IPD, do inglés immediate
pigment darkening. A IPD ocorre devido areacgdes de foto-oxidagcdo em que o precursor
incolor da melanina é oxidado se tornando melanina pigmentada (CHARDON, 1997).
Com a utilizacdo de pelo menos 10 voluntarios, a técnica é baseada no principio da
pigmentacdo imediata induzida na pele através da irradiacdo da mesma com somente
radiagdo UVA. Essa pigmentagdo é obtida através da irradiacdo UVA com energia
aproximada de 1,2 Jcnt, o que pode variar de acordo com o fototipo do voluntério.
Assim como na determinagdo do FPS, ocorre a irradiacdo de varios sub-locais no dorso
do voluntario em doses progressivas de energia com incrementos geomeétricos de 25%.
Apdbs 2 minutos da exposicao € redlizada a avaliacdo da resposta pigmentaria imediata
dapele, alPD. Inicialmente, verifica-se a|PD da pele desprotegida para a determinagdo
da minima dose pigmentaria da pele sem o produto (MDPsp). O procedimento €
repetido apés a aplicacdo do produto e determina-se a minima dose pigmentéria da pele
protegida (MDPp). A relacdo MDPp/MDPsp determina é o fator de protecdo UVA IPD
(KAIDBED; BARNES, 1991).

Como esse método baseia-se na resposta pigmentéria, a metodologia preconiza
voluntarios de fototipos Il a IV. Ele possui vantagens como: baixas doses de UVA
empregadas e conseqlentemente rapidez de execucdo. Entretanto, 0 método possui
limitaghes como instabilidade na resposta e, conseqientemente, grande variabilidade

nos resultados; por essa razéo, esta metodologia € pouco empregada.

5.1.6 Méodo PPD para a determinacdo da protecdo UVA de protetores

solares

Esta segunda metodologia para avaliacdo in vivo do nivel de protecdo UVA é
bastante similar a anterior, porém, neste caso o parametro biolégico utilizado é a
resposta pigmentaria persistente da pele, ou sgja a PPD (persistent pigment darkening).
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Diferente da IPD, a PPD é verificada de 2 a 4 horas ap0s a irradiagdo do voluntario e a
mesma exige doses bem mais dtas de UVA, aproximadamente 15Jcnf. Esta
metodologia €, atualmente, a mais amplamente aceita para a determinacdo da protecdo
UVA. O Japéo adotou oficialmente a PPD como parametro para a avaliagdo da protecéo
UVA (JCIA,1997; MOYAL, CHARDON e KOLLIAS, 2000).

5.2 Metodologiasin vitro

Nos Ultimos 10 anos, numerosos estudos tém sido publicados para se comparar
testes in vivo utilizando humanos com testes espectroscopicos in vitro. Estes estudos
sdo focados tanto na medida do FPS quanto na medida da protegdo UVA (FERRERO et
al., 2002).

O FPS por definicdo é determinado in vivo com a utilizacdo de humanos e
representa o acréscimo em nivel de energia requerido para inducéo de eritema, ou sgja,
um FPS 4 significa quatro vezes mais energia necesséaria para se induzir um eritema
quando da exposicéo solar (LABSPHERE, 2006)

A determinagdo in vitro das propriedades de absor¢do e/ou transmissdo dos
protetores solares tém sido amplamente praticada utilizando-se uma grande variedade de
instrumentos, substratos e técnicas de diluicdo de solugdes (COLE, 2000). Neste
trabalho, apresentamos, além da espectroscopia de transmissdo, a espectroscopia
fotoacustica como importante ferramenta auxiliar na avaliacéo in vitro das propriedades

Gticas dos protetores solares.

Dentre as técnicas in vitro para a determinacdo do FPS, a mais comumente
utilizada é a espectroscopia de transmissdo. Faremos aqui uma abordagem répida dos
conceitos fundamentais desta técnica e de como ela tem sido aplicada na avaliacdo in
vitro da protecéo UV de protetores solares, abordando sua aplicacdo tanto na previséo
do FPS quanto da protecéo aos raios UVA. Em seguida, apresentamos conceitos basicos
da espectroscopia fotoacustica, técnica empregada neste trabalho, na elaboracéo de uma
proposta de protocolo para uma metodologia in vitro para previsdo do FPS de produtos

fotoprotetores.
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5.2.1 A espectroscopia de absor ¢éo e/ou transmissao

A espectroscopia molecular, baseada nas radiaces UV, visivel e infravermelha,
é largamente utilizada para a identificagdo de uma miriade de espécies inorganicas e

organicas.

A espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) € muito utilizada
para andlises quantitativas e, provavelmente, utilizada no mundo inteiro, em
laboratdrios clinicos e quimicos, mais do que qualquer outro procedimento que néo
sgjam técnicas complementares (SKOOG; WEST; HOLLER, 1992). Na espectroscopia

UV-Vis, o comprimento de onda é usua mente expresso em nanémetros (1nm=10"m).

Quando a radiagdo interage com a matéria, inUmeros processos podem ocorrer,
incluindo reflexdo, espalhamento, absorcao, fluorescéncia/fosforescéncia (absorcéo e re-
emissdo) e reagdes fotoquimicas (absorcéo e quebra de ligacbes). Em geral, quando se

mede um espectro UV-Vis, desgja-se que somente a absorbancia ocorra.

Pelo fato de luz ser uma forma de energia, a absor¢do de luz pela matéria faz
com que a energia contida nas moléculas ou atomos aumente. A energia (E) potencia
total de uma molécula é geramente representada como a soma de sua energa
eletronica, vibraciona e rotacional.

E total = E detronica E vibraciond t E rotacional (Eq-5-2)

A quantidade de energia que uma molécula possui em cada forma ndo é um
continuum, mas uma série de valores discretos. As diferencas na energia dos diferentes

estados estéo na seguinte ordem:
E eletronica > E vibraciona = E rotacional (EQ-S-B)

Em agumas moléculas e &omos, fotons de luz UV e visivel tém energia
suficiente para provocar transicdes entre diferentes niveis eletrénicos de energia. O
comprimento de onda da luz absorvida € aquele que tem a energia requerida para mover

um elétron de um nivel de energia mais baixo para outro nivel de energia mais alto.
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Essas transices podem resultar em bandas de absor¢do muito estreitas em
comprimentos de onda altamente caracteristicos da diferenca de niveis de energia de

espécies absorvedoras. 1sso ocorre com atomos (OWEN, 1996).

A absorcdo molecular de radiagdo UV e visivel geramente ocorre em uma ou
mais bandas eletronicas de absor¢do, cada uma composta de numerosos “ pacotes’ de
linhas préximas, porém discretas. Cada linha corresponde a transicdo de um elétron, de
seu estado fundamental, para um dos estados de energia vibracional ou rotacional
associado a cada estado eletrénico excitado de energia. Pelo fato de existirem muitos
desses estados vibracionais e rotacionais e pelo fato de suas energias diferirem muito
pouco entre si, 0 nimero de linhas contido numa banda tipica € grande e a distancia

entre essas linhas é pequena.

Dois tipos de elétrons sdo responsaveis pela absorcdo de radiacdo ultravioleta e
visivel por moléculas organicas. elétrons compartilhados que participam diretamente na
formagdo da ligacéo e sdo entdo associados com mais de um &omo e elétrons externos
ndo compartilhados que sdo encontrados em aomos como 0 oxigénio, halogénios,

enxofre e nitrogénio.

Os comprimentos de onda nos quais uma molécula organica absorve, depende
do quéo proximos seus varios el étrons estdo ligados (SKOOG; WEST; HOLLER, 1992)

5.2.1.1 Transmitancia e absorbancia

Quando a luz passa através ou é refletida por uma amostra, a quantidade de luz
absorvida é a diferenca entre a radiacdo incidente (lo) e a radiacdo transmitida (I). A
quantidade de luz absorvida € expressa tanto como transmitancia como absorbancia.
Transmitancia € usualmente expressa em termos de uma fracdo de 1 ou como uma

porcentagem e é definida como:
T=1/lo0u%T=(/1,)x100 (OWEN, 1996) (Eq.5.4)

Quando a luz, monocromatica ou heterogénea, incide num meio homogéneo,
uma porcdo dessa luz é refletida, uma porcdo € absorvida dentro do meio, e a
remanescente é transmitida. Se a intensidade da luz incidente € expressa por o, Se aluz

absorvida por 15, aluz transmitida por I; e aluz e aluz refletida por I;, entéo:
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|o:|a+|t+|r (Eq.5.5)

O mérito pela investigacdo da mudanca da absor¢do da luz com a espessura do
meio é geramente atribuido a Lambert, embora ele tenha, na realidade, continuado a
trabalhar e avancar em conceitos que foram desenvolvidos originalmente por Bouguer.
Beer, mais tarde, aplicou experimentos similares a solucdes de diferentes concentracoes
e publicou seus resultados um pouco antes dagueles publicados por Bernard. Essa
histéria tdo confusa tem sido explicada por Malinin and Y oe. As duas leis separadas que
governam aabsorgédo sao conhecidas como lei de Lambert e Lei de Beer ou lel de Beer-

Lambert. Da combinacéo das duas tem-se:
log lo/ It = acll (Eq.5.6)
Onde a é a absortividade, ¢ € a concentracdo e | € o caminho oOptico (JEFFERY
BASSET; MENDHAM, 1989).
A absorbancia (A) é definida como:
A=-logT (Eq.5.7)

Para a maioria das aplicagbes, os valores de absorbancia sdo usados, pois
normalmente, a relacdo entre absorcéo e tanto concentracdo como caminho Optico €

linear.

Se um espectro é expresso como absorbancia (A) em funcéo do comprimento de

onda(l ) , as derivadas do espectro sdo:

Ordem zero: A =1(l) (Eq.5.8)

Primeiraordem: g—f‘ =f'() (Eq.5.9)
. d ZA —-— "

Segunda ordem: e () (Eq.5.10)

A derivada primeira é a taxa de mudanca da absorbancia em funcdo do
comprimento de onda. Essa derivada comeca e termina em zero, passando por zero no
mesmo comprimento de onda que é o | de méxima absor¢éo. Essa derivada tem uma

banda positiva e uma banda negativa com maximo e minimo nos mesmos comprimentos
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de onda dos pontos de inflexdo. Essa funcéo bipolar é caracteristica de todas as

derivadas de ordem impar.

A caracteristica mais distinta da derivada segunda é a banda negativa com
minimo no mesmo comprimento de onda que corresponde a0 | maximo da banda de
ordem zero. Essa derivada também mostra duas bandas positivas satélites de cada lado
da banda principal. Métodos 6pticos, eletronicos e mateméticos podem ser usados para

gerar derivadas de espectros.

Espectros no UV-Vis geramente mostram apenas algumas bandas de absorcéo.
Comparada com técnicas como espectroscopia de infravermelho, que produz varias
bandas estreitas, a espectroscopia no UV-Vis fornece uma quantidade limitada de
informacdo qualitativa. A maioria das absor¢des por compostos organicos resultam da
presenca de ligagbes p . Um croméforo é um grupo molecular que contém usua mente
uma ligacdo p. Quando inserido num hidrocarboneto saturado, que ndo exibe espectro
de absorcéo no UV-Vis, produz um composto com absorcéo entre 185 e 1000 rm. A
presenca de uma banda de absorcdo num comprimento de onda particular é,
freqUientemente, um bom indicador da presenca de um croméforo. Entretanto, a posicéo
do maximo de absorbancia ndo é fixa, mas depende parcialmente do ambiente
molecular do cromdéforo e no solvente no qual a amostra pode estar dissolvida. Outros
pardmetros, como pH e temperatura, também podem causar mudangas tanto na

intensidade quanto no comprimento de onda da absorbancia maxima.

Conjugar ligacBes duplas com ligacGes duplas adicionais provoca o aumento
tanto da intensidade como do comprimento de onda da banda de absorc&o. Para alguns
sistemas moleculares como hidrocarbonetos conjugados ou carotendides, a relacéo entre

intensidade e comprimento de onda tem sido sistematicamente investigada.

fons de metais de transicdo também tém niveis de energia eletronica que

provocam absorcéo de 400 a 700 nm naregido do visivel.

Embora o espectro UV-Vis ndo possibilite uma identificacéo absoluta de uma

espécie desconhecida, é freglentemente usado para confirmar a identidade de uma
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substancia por meio da comparacdo do espectro medido com um espectro de referéncia
(OWEN, 1996).

Numa andlise espectrofométrica uma fonte de radiacdo é usada para que se
alcance a regido ultravioleta do espectro. Comprimentos de onda definidos de radiacéo
sd0 escolhidos de tal forma que exibam largura de banda de menos de 1 nm. Esse
processo necessita do uso de um equipamento mais complicado e, consequentemente

mais caro. O instrumento empregado para esse proposito € um espectrofotdmetro.

Um espectrémetro é um instrumento com um sistema Optico que pode produzir
uma dispersdo da radiagcdo eletromagnética incidente e com o qual pode-se fazer
medidas da quantidade da radiagdo transmitida num comprimento de onda selecionado
do intervalo espectral. Um fotémetro é um dispositivo para medir a intensidade da
radiacdo transmitida. Quando combinado com um espectrofotémetro, o espectrdmetro e
o fotdmetro sdo empregados em conjunto para produzir um sinal correspondente a
diferenca entre a radiacéo transmitida de um material usado como referéncia e aguele de
uma amostra em comprimentos de onda selecionados (JEFFERY; BASSET;
MENDHAM, 1989).

5.2.2 Medida do FPS in vitro via espectroscopia de absorcédo e/ou

transmissao

A técnica in vitro mais comum para a determinacdo do FPS envolve a
transmiss&o espectral naregido do UV, de 290 a 400nm (LABSPHERE, 2006). O FPS

é, entdo calculado como se segue:

J400nm

Qoo E .S d

FPS= 2= (Eq.5.11)
O E .S T, d




onde § € a efetividade espectral eritematosa, § € airradiancia solar espectral

esperada para um dia de céu limpo ao meio dia no meio do verdo numa latitude de 40°N

e T, € a transmitancia espectral da amostra (DIFFEY, 1998; STOKES, 1999;
LABSPHERE, 2006).

As duas funcdes padrdes, E; e S; sfo ilustradas nas figuras 6 e 7 abaixo.
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Figura 6. Espectro de agéo eritematosa
Fonte: FDA (1993)
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Figura 7. Espectro de irradiancia para ssmulador solar

Fonte: COLIPA (1994)
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As duas fungbes descrevem a sensbilidade relativa de eritema para

comprimentos de onda individuais e a distribuicdo espectral de um simulador solar.

Um grafico mais revelador € o do produto X S, termos estes que aparecem
tanto no numerador quanto no denominador da equagdo 5.11. Na Figura 8, fica
evidente que o FPS é mais fortemente pesado pela transmissdo da amostra no intervalo

UVB do espectro, com maximo peso ponderal proximo a 305nm (LABSPHERE, 2006)

1,04
0,8
0,6 H

0,4

Resposta relativa

0,2

0,0

T T T T T T T T T T T 1
280 300 320 340 360 380 400

Comp. onda (nm)

Figura 8. Produto do espectro de acéo eritematosa (E;) pelairradiancia espectral (S)
Fonte: Labsphere (2006)

5.2.3 Medida da protecdo UVA in vitro via espectroscopia de absor ¢éo e/ou

transmissao.

Diferentes formas de manipulagdo de dados espectroradiométricos podem ser
aplicadas para a determinacéo da protecdo UVA in vitro. Consideraremos agui as mais

comuns.
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5.2.3.1 Fator de protecédo UVA médio

A abordagem mais simples para a definicdo do fator de protecdo (FP) UVA a
partir dos dados de transmiténcia é a média aritmética do fator de protecéo

monocromético, FPM(l ), de 320 a 400nm. Esta é expressa como a seguir:

a FPM (1)DI

FP(UVA)médio = =32 —
é 5 (Eq.5.12)

320

onde FPM(l ) é o inverso da transmiténcia T(I ) no comprimento de ondal . Este
indice considera todos os comprimentos de onda UV com pesos ponderais iguais, e a
medida em que o espectro UVA aumenta com o aumento del , o FP(UVA) médio sera

aumentado devido aos comprimentos de onda mais longos de UVA (DIFFEY, 1998).

5.2.3.2 Fator de protecdo UVA eritematoso

Embora aradiacdo UVA constitua cerca de 95 % daradiacdo UV terestre, ela
contribui apenas com cerca de 20% da queimadura solar (DIFFEY, 1992).
Conseqguientemente, € possivel definir um FP UVA eritematoso da mesma forma que
para o FPSin vitro, com excegéo ao fato de que o limite inferior daintegral passa a ser

320nm, e ndo 290nm. Assim,

\400nm
.S i

FP _UVA_ eritematoso = — -
nm

(:f" S T d (Eq5.13)

Oonm

A justificativa para a utilizacdo deste indice € o fato de que o espectro de acéo
eritematosa € um indicador substituto apropriado para outros efeitos bioldgicos, como
envel hecimento e cancer de pele. Contudo, ndo ha dados humanos quem confirmem isto
(DIFFEY, 1998).



5.2.3.3 Razédo entre absorbancia UVA e absorbancia UVB

Este indice, definido como a razéo da absorbancia UVA média pela absorbancia
UVB media, foi proposto por Boots the Chemist Limited no Reino Unido (BOOTS,

1992), razéo pela qual é muito conhecido como Boots Star Rating. E calculado como:

400nm 400nm
g/ o
~ — 320nm 320nm
RazdoUVA /UVB = oo oo
\ \
0\1 dl Ojl (Eq.5.14)
290nm 290nm

onde A € a absorbancia efetiva e relacionada com a transmitancia do protetor
solar Ty por A= - log [Ti]. A razéo da absorbancia variara entre zero para produtos que
ndo exibam qualquer protecdo contra a radiacdo UVA até 1 para produtos exibindo

absorcdo igual para todos os comprimentos de onda do espectro UV. Este método

permite a classificagdo dos produtos em categorias cono mostra a tabela 9.

Tabela 9. Classificagdo da protecdo UV A segundo sistema Boots Star Rating

Razdo UVA/UVB Classificacéo UVA
<0,2 0
30,2e£04 1
>04e£0,6 2
>0,6e£0,8 3
>0,8 4

Fonte: Diffey (1998)
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Este méodo de definicdo da protecdo UVA fornece uma indicacdo das
propriedades fisicas dos ingredientes do protetor solar e, diferentemente do FPS, é

independente da concentracao e espessura de aplicacao.

5.2.3.4 Amplitude da protecdo UVA pela determinacéo do “comprimento de

onda critico”

Uma ateracdo do método anterior foi realizada para fornecer um novo
parametro para a medida da “amplitude’ da protecdo UVA. Este método é muito
conhecido como a determinacdo do “comprimento de onda critico”. Esta técnica tem
sido avaliada e proposta tanto pela COLIPA e CTFA, bem como por companhias
individuais (COLE, 2000).

A metodologia baseia-se na utilizagdo de espectroscopia UV acoplada com
esfera de integracéo, onde inicialmente se determina a curva de absorbancia de um filme
fino do produto a ser avaliado na faixa de 290 a 400nm. A absorbancia € entdo somada,
iniciando-se em 290nm, sequiencialmente nos comprimentos de onda do UV até que se
alcance 90% da absorbancia total do protetor solar no intervalo de 290 a 400nm. O
comprimento de onda no qual a absorbéancia somada atinge 90% da absorbancia total é
definido como o comprimento de onda critico (I ¢) e é considerado como uma medida de
quao ampla é a protecdo solar fornecida pelo produto (COLE, 2000). O calculo do | ¢

pode, entdo, ser determinado com na equacéo 5.15 abaixo.

I 400nm

~ d =09 AW .dl
m (ﬁ (Eq.5.15)
290nm 290nm

onde A é a absorbancia do produto no comprimento de onda | . Este método
também permite a classificacdo dos produtos em 5 diferentes categorias como mostra a
tabela 10.
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Tabela 10. Classificacdo da protecdo UVA em funcéo do comprimento de onda critico.

| (nm)_ Classificagdo Amplo Espectro
<325 0
3325e< 335 1
3335e<350 2
3350 e <370 3
3370 4

Fonte: Diffey (1998)

Este método néo apresenta qualquer relacdo com o espectro de acdo para efeitos
fotobiol6gicos imediatos ou de longo prazo. Contudo, € um fato reconhecido que a
eficiéncia dos raios UV em induzir um dano fotobioldgico tende a decrescer com o

aumento do comprimento de onda critico do protetor (DIFFEY, 1998).

5.2.4 A espectroscopia fotoacustica

A espectroscopia fotoacustica se baseia na producéo de ondas acusticas em uma
camara fechada contendo ar em contato com o material analisado. A amostra € exposta
a uma luz monocromética com uma determinada freqiéncia de modulagdo. A absorcdo
de luz modulada gera ondas acUsticas, produzindo oscilacBes de pressdo, que sdo
responséveis pelo sina fotoacustico. A técnica fotoacustica permite que se selecione a
espessura da amostra a ser estudada, conforme a frequiéncia de modulacdo incidente.
Nos ultimos anos, essa técnica tem sido muito aplicada em diversas areas da ciéncia,
particularmente no estudo de sistemas biolégicos. Assm a pele humana pode ser
caracterizada por meio da espectroscopia fotoacUstica por se tratar de um sistema
multicamadas, obtendo-se diferentes espectros em diferentes profundidades da amostra.
A espectroscopia fotoacUstica permite caracterizar amostras de pele de diferentes
regides do corpo (ROMPE et al., 2005).



Uma das principais vantagens da espectroscopia fotoacUstica a possibilidade de
se obter espectros semelhantes aos de absor¢do Optica de varios tipos de amostras sgjam,
sdlidas ou semi-solidas, que podem ser cristalinas, ter forma de pd, podem ser amorfas
ou em forma de ga (ROSENCWAIG; GERSHO, 1975).

Técnicas fototérmicas tém sido utilizadas com fregliéncia na andlise sistemas
biol6gicos complexos como a pele humana. A espectroscopia fotoacustica apresenta
sucesso nos resultados de caracterizacdo da pele humana, bem como nos estudos de

penetracdo de f&rmacos de uso tépico.

O uso da técnica fotoacUstica na dermatologia ndo € novidade, tendo se iniciado
em 1977 com Rosencwaig. Os estudos envolvendo aplicacdo de cosméticos comegam
em 1978 e um dos temas de interesse € a andlise do fator de protecdo contra a radiacdo
ultravioleta dos protetores solares (ANJOS et al., 2004).

Em 1880 Graham Bell descobriu o efeito fotoacUstico, quando notou que a
incidéncia da luz modulada num diafragma conectado a um tubo produzia som. Graham
Bell estudou esse efeito em liquidos e gases, mostrando que a intensidade do sinal
acustico observado dependia da absorcéo daluz pelo material.

A auséncia de um detector para 0 sina fotoacUstico fez com que o interesse
nessa area declinasse, até a invencdo do microfone. Ainda assim, a pesquisa nessa area
manteve-se restrita a aplicagdes na andlise de gases até por volta de 1973, quando
Rosencwaig comegou a usar a técnica fotoaclstica em estudos espectroscopicos de
solidos e, juntamente com Gersho, desenvolveu umateoria para o efeito fotoacustico em
solidos, 0 modelo de Rosencwaig- Gersho (BARJA, 2000).

O modelo de Rosencwaig-Gersho é também chamado de “pistdo acustico”,
Nesse modelo, a luz modulada é absorvida pela amostra e convertida total ou
parcialmente em calor. O calor modulado produzido na amostra difunde-se até o gas em
contato com esta, dentro da célula fotoacUstica. O modelo Rosencwaig-Gersho assume
que, com a difusdo do calor da amostra para 0 gas adjacente, a camada de gas mais
préxima da amostra sofre expansdo e contracdo periddicas, atuando como um pistdo

vibratério no restante do gas. Numa camara fechada, as variagbes de pressdo assm



produzidas geram ondas acUsticas, que podem ser captadas por um microfone
(ROSENCWAIG; GERSHO, 1976).

Para descrever a variagdo da temperatura com o tempo, é necessario levar em
conta a conservacdo local de energia, 0 que origina a equacdo de difusdo térmica. A

equacdo de difusdo térmica unidimensional € dada por:
(Va) Tt )/t = Tt )T x? + s(xt)/ K (Eq.5.16)

onde a é a difusividade térmica (em cnt.s?), k é a condutividade térmica (em
W.cmt.K?), T é atemperatura, t € o tempo e r é a distancia de propagacdo. O Ultimo
termo da equacdo é o chamado “termo de fonte”, sendo nulo em regiGes onde ndo ha

fonte de calor.

A solucdo matemética para a variacdo de temperatura na amostra e na camada de
ar adjacente mostra que ela se comporta como uma onda evanescente espacial, 0 que
significa que ela diminui exponencialmente com a distancia relativa ao ponto de
absorcdo da luz. Isso permite definir o chamado comprimento de difusdo térmica e dois
regimes térmicos. se 0 comprimento de difusdo térmica for maior que a espessura do
material, diz-se que o regime é termicamente fino; caso contr&rio, o regime é chamado
de termicamente grosso. O comprimento de difusdo térmica depende da frequéncia de
modulacdo da luz, de tal modo que o aumento da freqiéncia de modulagdo permite

passar do regime termicamente fino ao termicamente grosso (BARJA, 1996).

Na solucdo matematica do modelo de Rosencwaig- Gersho, a expressao para a

amplitude complexa da temperatura € a seguinte:

- bl 4o &r - Db+1De™ - (r +)- De*d +2(b- e ¢
ok, Tob? -5 9§ (@ DO+DET - (g-Db-De’s 5

(Eq.5.17)

Nesta expressdo, b € o coeficiente de absor¢éo Optica da amostra analisada, 1o €
intensidade da radiacdo incidente, g € o quociente dos cal ores especificos, Py € a pressao
atmosférica, ka € a condutividade térmica e |, a espessura do material A, To é a

temperatura ambiente, s o = (1+i) ap, aa = (W / 2a4)Y? é o coeficiente de difusio térmica



do material A, b = kawksas, 9 = kgagksas e r = (1- i)(b/2a). Os indices s, g e b sdo

usados respectivamente para amostra solida, gas da camara e base da camara.

Embora esta expressdo seja bastante complexa, uma andlise das aproximagoes
utilizadas para diferentes configuracdes experimentais mostra que, para amostra opaca e
termicamente grossa, caso de interesse para o presente trabalho, o sinal € proporcional
ao coeficiente de absorcdo da amostra (b), 0 que permite obter o espectro fotoacustico
de absorcéo das amostras analisadas (ROSENCWAIG, 1980).

A deteccéo do sinal fotoacustico ocorre da seguinte maneira: a amostra absorve
a luz modulada incidente, produzindo calor e, consequientemente, ondas térmicas. De
acordo com o modelo de Rosencwaig-Gersho, essas ondas geram uma oscilagdo de

pressao gue é detectada como sinal fotoacustico.

Essa técnica apresenta algumas vantagens em relacdo a outras técnicas
espectroscopicas como: medida direta de absorcédo (a luz transmitida ou refletida ndo
interfere nas medidas), possibilita estudos em amostras opticamente opacas e em
amostras que provocam muito espalhamento de luz, que ndo podem ser analisadas por
técnicas espectroscopicas convencionais. Outra vantagem é que como a difusdo térmica
depende da freqiiéncia de modulacdo, essa técnica possibilita a analise de amostras

multicamadas em suas varias profundidades.

A célulafotoacustica aberta € um dispositivo formado por um microfone elétrico
gue usa sua prépria camara com uma célula acustica. Nesse arranjo a prépria amostra
fecha a cBmara fotoacUstica, com a gjuda de uma graxa ao redor do microfone que veda
a camara hermeticamente. Marquezini et al. apresentam a teoria da deteccéo da célula
fotoacUstica aberta considerando que, para amostras opticamente transparentes, existem
duas fontes de sinal: parte daluz € absorvida e outra € transmitida, sendo absorvida pelo
diafragma metalizado do microfone. Esses autores usam a lei de Gauss para mostrar a
equivaléncia entre um microfone eletrénico e um circuito eletrénico em paralelo com
uma fonte de corrente proporciona arazéo de mudanca da deflexdo do diafragma. Essa
razéo de mudanca é relacionada com o fluxo de calor pelo modelo de Rosencwaig

Gersho, entdo a voltagem da célula fotoacustica aberta pode ser expressa como fungdo



da flutuacdo da temperatura, obtida através da equacéo de difusdo térmica (Marquezini
et al. apud BARJA, 2000).

A espectroscopia fotoacUstica tem sido cada vez mais usada para estudar
molécul as biolégicas, organelas, células e tecidos nos Ultimos anos. Além das vantagens
citadas, pode-se citar outras como: a possibilidade se obter informacfes que réo sao
acessiveis a técnicas convencionais, como danos causados por radiagdo UV em
moléculas, transferéncia de energia inter-molecular in vivo e in vitro, interacfes inter-
moleculares in situ, caracterizacdo de componentes dentro das células, processos de
armazenamento de energia, dissipagéo foto-térmica in vivo (BALASUBRAMANIAN;
RAO, 1986).

Na érea de dermatologia, a espectroscopia fotoacustica é usada com o objetivo
de se estudar as propriedades de hidratagdo do estrato corneo e o comportamento de
distribuicdo e difusdo dos ativos dos medicamentos na pele. A maioria dos resultados
experimentais foi obtida por meio de medidas in vitro. A espectroscopia fotoacUstica
pode ser utilizada para fazer medidas in vivotambém. Para essa aplicacdo a célula deve
ser aberta em uma das extremidades. Aqui um sistema auto- isolante do volume do gas é
conseguido por meio de uma pressdo exercida pela propria pele na célula. Quando a
terminacéo da célula fotoacustica € feita por um tecido vivo e macio, geramse algumas
dificuldades experimentais como: alto ruido causado pelo deslocamento da superficie da
pele devido a pulsacdo do fluxo sangliineo através dos vasos subcutaneos e o tremor dos
musculos. Entretanto, recentes progressos na tecnologia dos detectores fotoacusticos
reduziram significativamente esse problema (GIESE; KOMEL, 1985).

A técnica fotoacUstica pode ser uma técnica de muito valor na andlise da
protecdo oferecida por alguns protetores solares comerciais (ANJOS et al., 2004).
Desde os trabalhos pioneiros de Rosencwaig e Pines, os quais foram feitos para avaliar
a penetracdo de protetores solares na pele, a espectroscopia fotoacustica tem mostrado
ser de muito valor para avaliar a penetracdo de substancias através da pele, tantoin vitro
comoin vivo (SEHN et a.l., 2003).
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6. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho € apresentar um estudo de otimizacdo de método

para a determinacdo do FPSin vitro utilizando a técnica fotoacUstica.
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7.MATERIAL E METODOS

Dois diferentes sistemas de espectroscopia foram empregados para se obter a
curva de absorcdo de quatro produtos protetores solares comercialmente disponivels,
com diferentes fatores de protegdo solar. As técnicas espectroscopicas utilizadas foram a

de absorcéo acoplada com detector de esfera de integracdo e a fotoacustica.

Na investigacdo com espectroscopia Optica de absorcdo, dois diferentes
substratos foram empregados: a placa de poli(metacrilato de metila) (PMMA) e a pele
dntética VitroSkinO. Os produtos foram aplicados em duas diferentes concentragdes
para cada um dos substratos estudados: 0,8 e 2,0mg/cnt.

Nas medidas de espectroscopia fotoacUstica, apenas o substrato de pele sintética
VitroSkinO foi empregado e os produtos também foram aplicados em duas

concentragdes; 0,8 e 2,0mg/cnt.

7.1 Produtos estudados

Quatro produtos protetores solares disponiveis no mercado brasileiro foram
empregados no estudo. Os produtos apresentam os seguintes FPS's declarados em
rétulo: 8, 15, 20 e 30. Os produtos foram escolhidos em funcédo de apresentarem em sua
congtituicio mesmo sistema emulsificante e mesmo sistema formador de filme,
conforme informado no rétulo; porém, diferentes teores de filtros UV empregados,

conforme atabela 11.
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Tabela 11. Teor de filtros UV empregados nos produtos estudados

[ 1%p/p
Filtro UV FPS8 FPS15 FPS20 FPS30
Metoxinamato de etilhexila 55 7,5 7,5 75
Bis-etilexiloxifenolmetoxifenil triazina 0,5 0,5 0,9 2,5
Didxido detitanio 0,0 15 1,0 1,0

7.2 Substratos

Dois diferentes substratos foram empregados. placa de poli(metacrilato de
metila) (PMMA) e pele sintética VitroSkinO.

A placa de PMMA empregada no estudo foi adquirida da empresa Alema
Schonberg GMBH & Co. KG. Este material apresenta caracteristicas fisicas bem
definidas, conforme norma DIN (2004): 2,5mm de espessura; um dos lados de
superficie com rugosidade padréo conferida por unidade de jato de areia carregada com
granulos de tamanho definido entre 90 e 150mm; pressdo de operacdo de 6bar e
distancia de trabalho de 30cm; transmitancia em | =400nm entre 70 e 80%. As placas

foram posteriormente cortadas em corpos de provade 5 x 5¢cm.

A pele sintética VitroSki n° é um substrato de teste produzido por IMS Inc., uma
empresa sediada nos Estados Unidos. Este material é constituido de proteina otimizada
e componentes lipidicos. Foi desenvolvido para apresentar caracteristicas fisicas e
quimicas similares a pele humana como: topografia na regido das costas, pH, tensdo
superficia critica e forca ibnica. Esse material tem sido extensivamente utilizado para
avaliagbesin vitro (IMS, 2006).
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7.3 Montagem experimental

7.3.1 Espectrofotdmetr o de absor ¢do

O espectrofotébmetro de absorcdo utilizado foi o Analisador de Transmitancia
Ultravioleta Labsphere UV-1000S, fabricado por Labsphere Inc., EUA. Este
equipamento possui 0 sistema optico de esfera de integragdo, que coleta a luz
transmitida em todas as diregBes apls a passagem desta através de um substrato
contendo a amostra a ser avaliada (LABSPHERE, 2006). As paredes internas da esfera
de integracg&o sdo revestidas com um material branco, altamente refletivo. Nafigura 9, a
luz de uma fonte externa € colimada e atinge a amostra numa incidéncia normal. O
fotodetector responderé proporcionamente a iluminagdo interna produzida nas paredes
da esfera. O defletor evita a iluminagéo direta do detector apds o espalhamento da luz
pela amostra. O fluxo de luz incidente é inicialmente gravado sem a amostra para que se

possa determinar a medida de referéncia.

amostra asfara de imbeg ragd
T
<t
Rrpads  calimader deFlato
=l
Fotodetector

Figura 9. Esquema de funcionamento de um sistema de deteccdo com esfera de integragéo.
Fonte: LABSPHERE, 2006.

A geometria mostrada na figura 9 € conhecida como normal/hemisférica, o que

se refere a condicdo iluminacdo/deteccéo. Essa geometria é freglientemente abreviada



como 0°h ou mais comumente, como geometria 0°/d (difusa). Pelo principio de
reciprocidade de Helmholtz, a perda de fluxo de luz dentro do sistema ndo sera aterada
se a direcdo de viagem da luz for reversa. Aplicando para instrumentos, o resultado néo
sera aterado se a geometria de iluminacdo e deteccdo forem aternadas. A engenharia
Gtica faz uso frequente deste principio em calculos de medidas de luz (LABSPHERE,
2006).

O UV-1000S é construido na configuracdo hemisféricalnormal, freqlientemente

abreviada como h/0° ou mais comumente d/0°, conforme ilustracdo da figura 10.

Rmpada

Figura 10. Configuragéo iluminacéo/deteccdo d/0° empregada no UV 1000S.
Fonte: Labsphere,(2006).

Pode parecer que a geometria Gtica de iluminagdo difusa ird produzir diferentes
resultados de medidas que aqueles conseguidos pela iluminacdo colimada uma vez que
muito mais raios incidentes de diferentes angulos séo transmitidos através da amostra,
mas isto de fato ndo acontece. O sistema de detecgdo colimada com iluminacéo
hemisférica aceitara apenas os raios incidentes que sdo reciprocos ao padréo de radiacéo
produzida por um feixe incidente colimado. Quando se refere a sistema de
espectrofotdmetros com rede de difracdo, a geometria d/0° oferece mais que o dobro de
eficiéncia radiométrica quando comparado ao sistema 0°/d (LABSPHERE, 2006).

O UV-1000S utiliza uma lampada de xendnio pulsada, montada dentro da esfera

de integracdo. A lampada fornece energia suficiente para o intervalo espectral de 250 a



450nm. O instrumento utiliza dois espectrégrafos de matriz de fotodiodos. Um espectro
completo é obtido usando trés pulsos e os dados sdo processados e mostrados em cinco
segundos (LABSPHERE, 2006).

7.3.2 O espectrofotdometr o fotoacustico

A montagem fotoacUstica empregada neste estudo foi composta dos seguintes
equipamentos: lampada de arco de xendnio (Oriel, mod. 6128, 1000W); modulador
mecéanico (PAR, mod. 192); monocromador (Oriel, mod 77250); amplificador sincrono
(PAR-EG&G, mod. 5210); célula fotoacustica fechada convencional (fabricada no
IFGW/ Unicamp); microfone B&K 4179 e um microcomputador para aquisicdo e

processamentos do sinal fotoacustico. A configuracdo experimental utilizada € mostrada

nafigura 11.
|ampada de .| modulador | ,| monocromador
xenbnio mecanico
y y
amplificador célula
sincrono fotoacustica
y
computador

Figura1l. llustracdo esguemética da montagem fotoacUstica.
Laboratério de Fototérmica e Ressonancia Magnética do Instituto de Fisica
Gleb Wataghin (IFGW), Universidade Estadua de Campinas (UNICAMP).

O modulador e a célula fotoacUstica sdo conectados ao amplificador sincrono,
gue é conectado através de uma interface de uso geral a um microcomputador para a

aquisicdo de dados. A constante de tempo tipica utilizada é 1s, e fornece o tempo de



9%

resposta da montagem. A frequéncia de modulacdo utilizada nas medidas fotoacUsticas
foi de 17Hz.

A lampada de arco xenbnio foi utilizada para fornecer radiacdo no intervalo
espectral de 260 a 400nm, que corresponde a maior parte da radiacéo ultravioleta solar

gue atravessa a camada de 0z6nio alcancando a superficie terrestre.

7.4 Procedimento experimental

7.4.1 Medidas com espectroscopia de absorgcdo com detector de esfera de

integr acao

O espectro de absorcdo do substrato VitroSkinO pré-condicionado na
temperaturade 22 + 2°C e umidade relativa de 50 + 4% foi inicialmente obtido como
espectro de referéncia. Uma micropipeta foi utilizada para dispensar o produto no
substrato, previamente cortado, de area circular de 5cnf. O protetor solar foi dispensado
na forma de varias pequenas gotas sobre o substrato e gentilmente espalhado com o
dedo revestido com uma dedeira de latex num movimento circular por
aproximadamente 10s até formar uma camada de produto o mais uniforme possivel.
Deixouse secar o produto por 15 minutos e apds a secagem foi obtido o espectro de
absorcdo. Para cada produto investigado, foram preparadas 4 amostras nas duas
concentracdes investigadas: 0,8 e 2,0 mg/cnt.

O procedimento acima foi repetido utilizando-se como substrato a placa de
PMMA.

7.4.2 M edidas com espectr oscopia fotoacustica

Inicialmente foi obtido o espectro fotoacustico do pé de carvao. O carvéo pode

ser considerado como um perfeito absorvedor daradiagdo UV; deste modo, seu espectro



de absor¢do serve para caracterizar o espectro de emissdo da lampada (ANJOS, 2004).
Todos os espectros subsegientes foram normalizados em relagdo ao espectro da
lGmpada. No experimento com a espectroscopia fotoacUstica, devido a restricdes
dimensionais da célula fotoacUstica, apenas o substrato VitroSkinO foi utilizado,
aplicando-se procedimento andlogo ao anteriormente mencionado. Para cada protetor
solar investigado foram preparadas 4 amostras nas duas concentragdes investigadas: 0,8

e 2,0 mg/cnt.

7.4.3 Calculos

7.4.3.1 Célculo do FPS a partir das curvas de absor ¢do

Como mencionado anteriormente, o FPS, por definicdo, é determinado in vivo e
representa o incremento no tempo de exposi¢ao necessario para ainducdo do eritema. O

FPSin vitro é calculado conforme a equacdo 6.1 :

400nm
N\

Qo E .S .d

FPS = 400nm (Eq. 7.1)
Q. E-STd

O analisador de transmitancia UV Labsphere UV-1000S executa o calculo
conforme a equacdo 1 diretamente por meio de seu software.

7.4.3.2 Célculo do FPS a partir das curvasde sinal fotoacustico

Para a determinacdo do FPS in vitro através da técnica fotoacUstica, o sinal
fotoacustico das amostras foi manipulado através do uso de uma planilha no programa

Excel através da implementacdo de um algoritmo conforme a equacéo 7.1 acima. Como
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forma de se estabel ecer um procedimento de calibracéo da medida, o produto de FPS 30
foi escolhido como referéncia de calibragdo. Assim, determinouse de forma iterativa a
constante K para o produto de FPS 30, tomado como padréo de referéncia, conforme a
equacdo 7.2 abaixo. Esta constante foi entdo aplicada no clculo do FPS de todas as
curvas obtidas por espectroscopia fotoacUstica, individualmente. Note que K € um fator
escalar aplicado a todos os comprimentos de onda do espectro de absorgéo entre 290 e
400nm.

400 nm
Q.. E, .S .d

\400 nm

Q. E .S .10°® X4

FPS =

(Eq.7.2)
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8. RESUL TADOSE DISCUSSAO

8.1 Resultados para a espectroscopia de transmissdo com substrato pele

sintética VitroSkin®

A figura 12 abaixo apresenta as curvas médias de absor¢éo para cada protetor
solar avaliado através da espectroscopia de absorcdo com o equipamento Labsphere
UV1000S na concentragdo de 0,8mg/cnt de produto aplicado sobre pele sintética
VitroSkirC.

——FPS8
---- FPS 15
2,25 - FPS 20
-——-FPS 30

2,00 —
1,75 —
1,50 —
1,25 —

1,00

Absorgéo (u.a.)

0,75 +
0,50 +

0,25 4

0,00 +

-0,25

T T T T T T T T T T T T
280 300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 12. Curva média de absorcao para substrato VitroSki n° na concentracdo de 0,8mg/cnt.

A figura 13 abaixo apresenta as curvas meédias de absorcdo para cada protetor
solar avaliado através da espectroscopia de absor¢do com o equipamento Labsphere
UV1000S na concentracdo de 2,0mg/cnt de produto aplicado sobre pele sintética
VitroSkirP.
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280 300 320 340 360
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Figura 13. Curva de absor¢éo média para substrato VitroSki n° na concentraco de 2,0mg/cnt.

Os FPS determinados a partir das curvas de absor¢do obtidas foram

automaticamente calculados pelo equipamento Labsphere UV 1000S conforme equagéo

7.1.

Os resultados de FPS in vitro encontrados para a espectroscopia de absorcéo

utilizando o substrato pele sintética VitroSkin® sdo apresentados nas tabela 12 abaixo.

Tabela 12. Resultados de FPS in vitro médio determinados por espectroscopia de

absorcao utilizando o substrato VitroSkin® nas concentracdes de 0,8 e 2,0mg/cnt.

FPS FPSin vitro (média * erro padréo)
declarado
0,8 mg/cm? 2,0 mg/cm?
8 80+ 01 156+ 0,5
15 191+ 0,2 30,2+ 0,2
20 23,1+ 05 376+ 15

30 363+ 1,2

500+ 14
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Através da utilizacdo do programa Origin 6.0 foram determinados os dados dos

gjustes lineares do FPS in vitro versus o FPS declarado em rétulo segundo a equacéo:
FPSiNviTrRo= A + B. FPSroTULO (Eq.8.1)
A tabela 13 expressa os dados do gjuste linear encontrados para a espectroscopia

de absorczo utilizando o substrato VitroSkin® nas concentragdes de 0,8 e 2,0mg/cnf.

Tabela 13. Ajuste linear para resultados de FPS in vitro médio determinados por
espectroscopia de absorcao utilizando o substrato VitroSkin® nas concentragdes de 0,8 e
2,0mg/cnt versus FPS declarado em rétulo.

Concentragao

B r’
(mg/em?)
0,8 -1,33 1,25 0,991
2,0 5,24 1,54 0,980

8.2 Resultados par a a espectr oscopia de absor ¢ao com substrato PMMA.

A figura 14 abaixo apresenta as curvas médias de absorcéo para cada protetor
solar avaliado através da espectroscopia de absor¢cdo com o equipamento Labsphere

UV 1000S na concentracdo de 0,8mg/cnt de produto aplicado sobre substrato PMMA.



Absorcéo (u.a.)

-0,25
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2,00—-
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0,00
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Figura 14. Curva de absorcio média para substrato PMMA na concentraggo de 0,8mg/cn.

A figura 15 abaixo apresenta as curvas médias de absor¢do para cada protetor

solar avaliado através da espectroscopia de absor¢éo com o equipamento Labsphere

UV 1000S na concentragdo de 2,0mg/cnt de produto aplicado sobre substrato PMMA.

Absorc¢éo (u.a.)

2,254
2,00—-
1,75—-
1,50—-
1,25—-
1,00—-
0,75—-
0,50—-
0,25—-

0,00

-0,25

——FPS 8
---- FPS 15
FPS 20

280

T T T T T T
300 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 15. Curva de absor¢io média para substrato PMMA na concentraggo de 2,0mg/cnt.
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Os resultados de FPS in vitro encontrados para a espectroscopia de absorcéo

utilizando o substrato PMMA sdo apresentados nas tabela 14 abaixo.

Tabela 14. Resultados de FPS in vitro médio determinados por espectroscopia de
absorcéo utilizando o substrato PMMA nas concentracdes de 0,8 e 2,0mg/cn.

FPSinvitro (média+ erro padrao)

FPS , ,
declarado 0,8 mg/cm 2,0 mg/cm
8 72+ 0,2 19,1+ 0,5

15 136+ 05 246+ 0,9

20 156+ 04 28,4+ 09

30 250+ 12 425+ 14

A tabela 15 abaixo expressa os dados do gjuste linear do FPS in vitro com
substrato PMMA por espectroscopia de absorcdo nas concentracdes 0,8mg/cnt e
2,0mg/cnt versus o FPS declarado em rétulo.

Tabela 15. Ajuste linear para resultados de FPS in vitro médio determinados por
espectroscopia de absor¢do utilizando o substrato PMMA nas concentragdes de 0,8 e
2,0mg/cnt versus FPS declarado em rétulo.

Concentracgao B 5
r
(mg/em?)
0,8 0,86 0,79 0,988

2,0 9,25 1,06 0,971
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8.3 Resultados par a espectr oscopia fotoacustica com substrato VitroSkinf

A figura 16 abaixo apresenta as curvas medias de absorcéo para cada protetor
solar avaliado aravés da espectroscopia fotoacUstica na concentracdo de 0,8mg/cnt de

produto aplicado sobre pele sintética VitroSki n°.

——FPS8
---- FPS 15

FPS 20
--—FPS 30

2,254
2.00—-
1,75—-
1,50—-
1,25—-
1,00—-

0,754

Amplitude fotoacustica (u.a.)

0,50+

0,254

0,00+

0,25 T T T T T T T T T T T T
280 300 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 16. Curva média de sinal fotoacUstico para substrato VitroSki n° na concentracdo de

0,8mg/cnt.

A figura 17 abaixo apresenta as curvas médias de absor¢do para cada protetor
solar avaliado através da espectroscopia fotoactstica na concentracdo de 2,0mg/cnt de

produto aplicado sobre pele sintética VitroSki °.
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Figura 17. Curva média de sinal fotoacUstico para substrato VitroSki n° na concentracdo de

2,0mg/cnt.

Os FPS determinados a partir das curvas de sina fotoacUstico obtidas foram
calculados conforme a equagdo xx, utilizando-se uma planilha de Excel e procedimento

descrito no item 3.4.3.2.

Os resultados de FPS in vitro encontrados para a espectroscopia fotoacustica

utilizando o substrato pele sintética VitroSkin® sdo apresentados nas tabela 16 abaixo.

Tabela 16. Resultados de FPS in vitro médio determinados por espectroscopia
fotoactstica utilizando o substrato VitroSkin® nas concentracdes de 0,8 e 2,0mg/cnt.

FPS FPSinvitro (média+ erro padrao)
declarado
0,8 mg/cm2 2,0 mg/cm2
8 76+ 0,1 31,2+ 21
15 193+ 25 321+ 12
20 234+ 0,3 336+ 23

30 30,0+ 1,8 30,0+ 0,6
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A tabela 17 expressa os dados do gjuste linear encontrados para a espectroscopia

fotoactstica utilizando o substrato VitroSkin® nas concentraces de 0,8 e 2,0mg/cnt.

Tabela 17. Ajuste linear para resultados de FPS in vitro médio determinados por

espectroscopia fotoacustica utilizando o substrato VitroSki ° nas concentracfes de 0,8
e 2,0mg/cnt versus FPS declarado em rotulo.

Concentracdo B )
r
(mg/em?)
0,8 1,93 0,99 0,947

2,0 32,5 -0,04 0,054
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CONCLUSOESE PERSPECTIVAS
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9. CONCLUSOESE PERSPECTIVAS

Para os produtos avaliados por espectroscopia de absor¢do utilizando o substrato
VitroSkir® e concentragBes do produto de 0,8 mg/cn? e 2,0mg/ent, foi verificado
através do gjuste linear que a melhor condic&o de teste foi a concentragdo de 0,8mg/cnt,

apresentando uma excelente aderéncia dos dados & curva ajustada, com R de 0,991.

Para os produtos avaliados por espectroscopia de absor¢do utilizando o substrato
PMMA e concentragdes do produto de 0,8 mg/cnt e 2,0mg/cnt, foi verificado através
do gjuste linear que a melhor condicdo de teste foi aguela que empregou concentracéo
de 0,8mg/cnt, apresentando maior correlagdo entre os dados com R de 0,988.

Um fato importante a ser mencionado é que, dentre os substratos utilizados, o
PMMA apresentou menor saturacdo do sinal naregido do UV, evidenciada na condicéo
VitroSkir entre 290 e 310nm. Esta saturacdo fica caracterizada no gréfico pela curva
acentuadamente ascendente entre 290 e 310nm apresentada na condicdo VitroSki n° , 0

gue ndo acontece na condicdo PMMA.

Com base nas observacBes apresentadas acima, concluimos que para a
espectroscopia de absor¢cdo com esfera de integragdo, a melhor condicdo de teste foi
aguela que empregou o PMMA como substrato e na concentracdo de aplicagéo do
produto de 0,8mg/cnt.

Para os produtos avaliados por espectroscopia fotoacUstica com o substrato
VitroSkinO, a concentracdo de 0,8mg/cn? apresentou uma 6tima correlacdo entre os
dados (R* = 0,947; B = 0,99). A condicdo de teste de 2,0mg/cn? ndo apresentou
correlacdo entre os dados (R?= 0,054; B= -0,04), ocorrendo uma forte saturacdo do sinal
na regido do UVB (290 a 320nm), que ndo permite sensibilidade da técnica nesta

condigéo.

Embora a concentracdo de produto empregada na realizagdo do FPS em
humanos seja de 2,0mg/cnf, a concentragdo de produto de 0,8mg/cn? foi a que

apresentou melhor qualidade da previsdo do FPS na metodologia in vitro, tanto na
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espectroscopia de absorcdo quanto na fotoacUstica. Através da espectroscopia de
absorcdo, verificouse qualidade Optica superior para o substrato PMMA, engquanto o

substrato VitroSkinO levou & saturagio do sinal naregido UVB.

Até onde temos conhecimento, o presente trabalho € pioneiro no uso da
fotoacustica como ferramenta auxiliar na determinacdo do fator de protecdo solar de
produtos comercialmente disponiveis. A técnica fotoacUstica empregando a pele
sintética VitroSkin® como substrato e combinada com a padronizagdo externa,
utilizando um dos produtos como referéncia e na concentragdo de 0,8mg/cnt, foi a que
apresentou a melhor correlaco direta com os valores de FPS declarados em rétulo (RP=
0,947; B=0,99).

Os resultados apresentados constituem uma forte evidéncia do grande potencial
da técnica fotoacustica que, com as adaptacdes adequadas, podera contribuir na busca
de um método de determinacdo in vivo do FPS, de forma minimamente invasiva, sem a
necessidade do emprego das altas doses de radiagdo UV atualmente empregadas para a
inducdo do eritema. Estudos in vitro adicionais via espectroscopia fotoacUstica,
envolvendo estudos de reprodutibilidade, utilizacdo de padrfes internacionais e
diferentes tipos de substratos seriam valiosos na consolidacdo da técnica aqui
apresentada. O potencial da técnica podera ainda ser explorado para inUmeros estudos
de grande importancia na area de fotoprotecdo; dentre eles podemos citar:
fotoestabilidade de protetores solares, previsdo do fator de protecdo UVA,

substantividade de produto a pele e resisténcia a agua.
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