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“Senhoras e senhores,

Filtro Solar!

Nunca deixem de usar filtro solar
Se eu pudesse dar uma s6 dica
sobre o futuro, seria esta:

use filtro solar.

Os beneficios a longo prazo
do uso de filtro solar
estao provados e comprovados

pela ciéncia;

ja o resto dos meus conselhos

nao tem outra base confiavel
além de minha prépria
experiéncia errante.”

Mary Schmich



RESUMO

PREPARACAO DE FILTROS SOL~ARES EM NANOSISTEMA VISANDO A MAIOR
ACAO PROTETORA
Vinicius Machado Santos

Orientadora: Profa. Dra. Sheila Garcia

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagao em
Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio
de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

A benzofenona-3 (BZ-3) € um dos filtros solares mais utilizados nos EUA e no
Brasil. Pode causar sérios problemas dermatolégicos e algumas pesquisas tém
levantado a hipotese de ter atividade hormonal, porém outras pesquisas indicam que
tais acbes nao ocorrem nas concentracbes de BZ-3 liberadas para uso. Os
lipossomas sao vesiculas formadas por uma membrana fosfolipidica. O uso de
preparacdes lipossomais esta associado a uma concentracdo maior de ativos na
pele e a uma absorcao sistémica menor que as formulagdes convencionais. Esse
trabalho tem como objetivos: caracterizar a inclusdo da BZ-3 em lipossomas e
desenvolver uma formulagao fotoprotetora utilizando a BZ-3 inclusa em lipossomas
com fator de protecédo solar (FPS) 20. Dessa forma, foram comparados dois métodos
de preparo dos lipossomas. Para obter vesiculas de mesmo tamanho, as
suspensdes lipossomais foram filtradas sob pressdao e o material ndo incluso foi
separado. Os lipossomas foram analisados quanto ao teor dos constituintes e
analise estrutural. Para obter uma formulacdo com FPS 20 foi necessaria a presenca
de mais um filtro solar, o p-metoxicinamato de octila (MCO), que ja teve sua inclusédo
em lipossomas descrita. Os geles preparados continham MCO e BZ-3, inclusos ou
nao em lipossomas e para todos os geles foram determinados o FPS por método in
vitro e in vivo. A melhor inclusdo da BZ-3 foi com o método de hidratagao de filme
fosfolipidico com 96h de hidratagdo e 7,0 mM de BZ-3. O gel com a BZ-3 e o MCO,
inclusos nos lipossomas, obteve resultados semelhantes a formulagéo contendo os
filtros e os fosfolipidios dispersos e ambas se mostraram superior a formulagao
contendo apenas os filtros, por ndo apresentarem degradac¢ao dos filtros durante o
armazenamento.

Palavras-chave: Filtros solares, lipossomas, benzofenona-3



ABSTRACT

PREPARATION OF SUNSCREENS ON NANOSYSTEM AIMING AT BETTER
PROTECTION ACTION

Vinicius Machado Santos

Orientadora: Profa. Dra. Sheila Garcia

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacéo
em Quimica Bioldgica, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo
de Mestre em Quimica Bioldgica.

Benzophenone-3 (BZ-3) is one of the most used sunscreens in USA and
Brazil. It may cause severe dermatologic damages and some researches indicate
that BZ-3 could have a hormonal activity, but others insist that these actions couldn’t
happen using legal concentrations of BZ-3. Liposomes are vesicles composed by a
phospholipids bilayer. The use of lipossomal preparations is associated to higher
concentrations of the active substance on epidermis and dermis and a lower
systemic absorption compared to conventional formulations. Objectives:
characterization of the encapsulation process and liposomes containing BZ-3 and
development of a sunscreen formulation containing BZ-3 encapsulated with high sun
protection factor (SPF). Two methods were used to prepare the liposomes. The
lipossomal suspensions were filtered under pressure to normalize particle size and
then, the material not encapsulated was discarded. Liposomes were analyzed to
determine the concentration of the components and structural analysis. To obtain a
SPF 20 was necessary to use another sunscreen octyl methoxycinnamate (MCO)
whose encapsulation process had already described. The best conditions to the
encapsulation process of BZ-3 were hydratation of phospholipid method by 96h and
7,0mM BZ-3. The product containing BZ-3 and MCO included on the liposomes and
the formulation containing the sunscreens and dispersed phospholipids had similar
performances and much better than product containing only the sunscreens,
because it wasn’'t observed any degradation of the sunscreen combination. This

protection probably is due to the phospholipids presence.

Kew-words: Liposomes, sunscreens, benzophenone-3
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1 INTRODUCAO

Devido a constatacédo dos efeitos danosos causados pela radiacio ultravioleta
(UV) emitida pelo Sol, a fotoprotegdo tem se tornado um topico essencial no dia a
dia das pessoas. As formulagdes protetoras solares sao utilizadas regularmente por
milhdes de pessoas. Considerando o uso frequente e a longo prazo, tem se dado
atengdo particular a eficiéncia e seguranga destas moléculas (MULLER; WISSING,
2002). Muitos produtos contem filtros como a benzofenona-3 (BZ-3) e seus
derivados (KODA et al., 2005). Alguns estudos tém indicado que a BZ-3 aplicada na
pele pode ter uma absorgcao sistémica indesejavel (LEWERENZ et al., 1972; NTP,
1991; OKEREKE et al., 1995; HAYDEN et al., 1997; NEDOROST, 2003; JANJUA et
al., 2004; KODA et al., 2005; SUZUKI et al., 2005).

Diversos estudos utilizaram os lipossomas como veiculos para filtros solares
tendo diversos beneficios como o aumento da permanéncia do filtro no estrato
cérneo (WOLF et al., 1995; GARCIA, 1998; TRAN et al., 2002). Os lipossomas s&o
vesiculas nas quais um volume aquoso esta totalmente envolto por uma membrana
fosfolipidica. Um ponto importante € a possibilidade dos lipossomas serem
compostos naturais conferindo grande similaridade com as membranas celulares,
tornando-os um veiculo eficaz e seguro (NEW, 1997).

Este trabalho propde-se a determinar os parametros necessarios para a
inclusdo da BZ-3, filtro anti-UVA, em lipossomas. Desenvolver uma formulagao
fotoprotetora associando lipossomas contendo p-metoxicinamato de octila (MCO),
filtro anti-UVB, em uma formulagdo em gel com objetivo de aumentar a protegéo
dada pelo filtro, conferindo resisténcia a agua e evitando uma possivel absorgéo

sistémica indesejavel.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 RADIACAO SOLAR

O Sol emite um amplo espectro de radiagado eletromagnética que € desviado
ou atenuado pelas camadas atmosféricas da Terra (ROY et al., 1998). As radiagdes

que chegam a superficie sdo classificadas como nao-ionizantes (FIGURA 1) e

subdivididas em infravermelho, visivel e ultravioleta (UV) (KIRCHOFF, 1995).
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FIGURA 1: Classificagao da radiacao solar ndo-ionizante




A exposicdo excessiva aos raios solares pode desencadear diversos
processos patolégicos nos seres humanos. Tais efeitos sdo atribuidos a radiagédo UV
emitida pelo Sol (GASPARRO, 2000; ARMSTRONG; KRICKER, 2001).

Os efeitos danosos dos raios UV ao ser humano incluem queimadura solar,
conjuntivite, cancer de pele, envelhecimento precoce, entre outros. Em contraste, o
processo de sintese de vitamina K e vitamina D nos seres humanos e o fenbmeno
vital da fotossintese nos vegetais, sdo exemplos dos efeitos benéficos dos raios
solares (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005).

A radiacdo UV pode ser subdividida de acordo com o comprimento de onda
(1), sendo seus efeitos abaixo apresentados:

a) UVA: comprimento de onda de 320 a 400 nm.

- Bronzeamento direto, porém seu acumulo, ao longo dos anos, provoca efeitos
cronicos como: alteragbes das fibras colagenas e elasticas, favorecendo o
envelhecimento precoce (BILLHIMER, 1989), imunossupresséo e carcinogénese
(HAYWOOD, 2006).

b) UVB: comprimento de onda de 280 a 320 nm.

- Eritematosa, sendo uma reacdo de defesa do organismo que aumenta a
formagdo de melanina bronzeando a pele (RIEGER, 1989), causa inflamagao
cutanea e possui capacidade carcinogénica (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005).

c) UVC: comprimento de onda de 200 a 280 nm.

- Germicida, por sua agao esterilizante, é prejudicial ao tecido cutaneo sendo,

porém bloqueada pela camada de ozbénio (KIRCHOFF, 1995).

A quantidade de radiagado UV que atinge a superficie terrestre é alterada pela

latitude, altitude, estagcdo do ano, hora do dia (QUADRO 1), nuvens e pela camada



de ozdénio. A maior irradiagao ocorre na linha do equador em elevadas altitudes. Na
superficie a proporcao entre UVA e UVB é de 20:1. A radiacdo UVB é mais forte
entre 10:00 h e 16:00 h. Como a radiacdo UVA possui maior comprimento de onda,
€ menos afetada pela altitude e condicbes atmosféricas (KULLAVANIJAYA; LIM,
2005).

QUADRO 1: Percentual aproximado de radiacdo UV ambiente recebida

durante um dia claro de verdo das latitudes tropicais (20°) até temperadas (60°)
(DIFFEY, 2002).

Intervalo do dia Radiagao UV (%)
Antes de 8:30 6
8:30 até 9:30 8
9:30 até 10:30 12

10:30 até 11:30 15
11:30 até 12:30 17
12:30 até 13:30 15
13:30 até 14:30 12
14:30 até 15:30 8
15:30 até 16:30 4
16:30 até 17:30 2
Apos 17:30 1

Nos seres humanos, a absorgdo de fétons por moléculas enddgenas
fotosensibilizantes acarreta reagées subsequentes com o oxigénio resultando na
formagdo de diferentes espécies de oxigénio reativas incluindo o radical anion
superoxido (O,*), o peréxido de hidrogénio (H2O;), o radical hidroxil (HO®) e o
oxigénio singlete ('0,). Altos niveis dessas espécies reativas no organismo, através
de um estresse oxidativo elevado nas células da pele, resultardo em danos
genéticos temporarios e permanentes e na ativagdo de processos citoplasmaticos
referentes ao crescimento, diferenciagéo, replicagdo sem controle e degradagéo do

tecido conectivo (PODDA et al., 1998; MANCEK; PECAR, 2001).



2.1.1 Efeitos da radiacao ultravioleta sobre o ser humano

2.1.1.1 Pele

Os efeitos agudos na pele ocorrem principalmente devido a radiagdo UVB e
incluem o eritema, edemas e o0 escurecimento dos pigmentos seguidos de
bronzeamento (mais relacionado a radiagado UVA) e espessamento da epiderme e
da derme (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005).

A exposicdo excessiva a radiacdo UV resulta em inumeras alteracdes
crénicas na pele. Essas alteracdes incluem varios tipos de cancer de pele entre eles
o0 melanoma, tido como o mais agressivo. O Programa das Nag¢des Unidas para o
meio ambiente (UNEP) estima que mais de 2 milhdes de casos de cancer de pele
nao-melanoma e 200 mil casos melanomas malignos ocorrem no mundo a cada
ano. Um decréscimo de 10% da camada de ozdnio estratosférica levaria a mais 300
mil casos de cancer ndo-melanoma e 4,5 mil de melanomas por ano. A ocorréncia
mundial de melanomas malignos esta fortemente relacionada a exposi¢do ao sol
durante o lazer e ao histérico de queimaduras solares. Existem ainda algumas
evidéncias de que o risco de desenvolvimento de melanoma esta relacionado
também a exposicado intermitente aos raios UV especialmente durante a infancia

(WHO, 2002).

2.1.1.2 Olhos

A exposicao dos olhos a radicacdo UV depende de varios fatores: reflexdo do

solo, a claridade do céu e o uso de 6culos. Os efeitos agudos dos raios UV incluem



o desenvolvimento de fotoceratite e fotoconjuntivite. Embora dolorosos, eles séo
reversiveis, facilmente prevenidos pelo uso de 6culos escuros. Os efeitos crénicos
incluem o desenvolvimento de pterigio, cancer das células da conjuntiva e catarata

(WHO, 2002).

2.1.1.3 Sistema imunoldgico

A maioria dos efeitos imunossupressores causados pela radiacdo UV foi
associada a radiacdo UVB. Estudos recentes indicaram que a radiacdo UVA é muito
mais imunossupressora que a UVB (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005).

A radiacado UV parece alterar a resposta imunolégica através da modificagao
da atividade e da distribuicdo das células responsaveis por organizar tais respostas

(WHO, 2002).

2.2 PELE

A pele (FIGURA 2) é essencialmente composta de duas camadas principais:
a epiderme, camada externa e n&o vascularizada, e a derme, camada interna muito
vascularizada, com terminagdes nervosas, glandulas sudoriparas e sebaceas e

foliculos capilares, tendo a estrutura mantida por tecido conectivo (ODLAND, 1983).
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FIGURA 2: Estrutura da pele (BEAR et al., 2002).

A epiderme pode ainda ser dividida em diversas camadas anatbmicas
(FIGURA 3) que representam diferentes estagios da diferenciacdo das células

(SUHONEN et al, 1999).
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FIGURA 3: Camadas anatdmicas da epiderme (LEPORI, 2002).



2.2.1 Estrato corneo

A camada mais superficial da epiderme é o estagio final da diferenciagao
celular, denominada de estrato cérneo (EC). E uma camada formada por células
mortas conectadas por uma matriz lipidica. Na avaliagdo do peso seco do EC, 75%
a 80% é composto de proteinas, sendo a a-queratina a mais abundante e tendo uma
por¢cao menor de B-queratina (SUHONEN et al., 1999).

A funcdo de barreira da pele é atribuida ao EC. Este possui uma
permeabilidade a agua aproximadamente 1000 vezes menor que a maioria das
outras membranas bioldgicas o que é atribuido a composigéao lipidica unica do EC e
ao arranjo estrutural da matriz lipidica intercelular (POTTS; FRANCOCEUR, 1991;
SQUIER et al., 1991).

A composicao lipidica do EC é formada por 41% de fosfolipidios, 27% de
colesterol, 10% de ésteres de colesterol, 9% de acidos graxos e 2% de sulfatos de
colesterol (WERTZ; DOWNING, 1989). O grande conteudo de fosfolipidios com
cadeias alifaticas saturadas longas e sem ramificagdes € ideal para a organizagao
de membranas impermeaveis e resistentes a variacao de temperatura, exposicao a
radiacdo UV e oxidacéao pelo ar (SCHURER; ELIAS, 1991).

Os lipidios extracelulares do EC sao organizados em estruturas lamelares
formando fases lipidicas continuas que ocupam aproximadamente 20% do volume
total do EC (ELIAS et al.,, 1977; ELIAS; LEVENTHAL, 1979). A estrutura lamelar
também é mantida pela presenca de compostos anfipaticos no EC como os sulfatos

de colesterol (WILLIAMS; ELIAS, 1987).



2.3 SISTEMAS NATURAIS DE PROTECAO A RADIAGCAO UV

A evolugdo dos seres humanos permitiu que pudéssemos contar com
sistemas proprios de protegcao contra os raios UV.

A barreira formada pelo EC (FIGURA 4) também impede a penetracdo da
radiacéo e de 5 a 10% da luz é refletida. As areas em que o EC €& mais fino sao

muito mais susceptiveis e se lesionam mais faciimente (LEPORI, 2002).

EFiec:‘les ultravioleta
| 5 2
FIGURA 4: Fungcdo barreira do estrato corneo. A — estrato coérneo, B -

Transformagao: mitose induzida por radiagdo UV (LEPORI, 2002).

A secrecdo sudoripara possui um componente capaz de absorver a radiagao
UV, o acido urocanico (acido 4-imidazoilacrilico) (FIGURA 5) que tem maxima
absor¢cao em 277 nm (BARTH, 2000). Com a absorc¢ao de fétons, o acido trans-
urocanico € isomerizado a cis-urocanico, que esta envolvido com os efeitos

imunossupressor e carcinogénico (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005).



FIGURA 5: Estrutura do acido urocénico.

A melanina (eumelanina) é o pigmento natural presente nos seres humanos.
E capaz de absorver em uma ampla faixa de comprimento de onda, desde o
ultravioleta até o infravermelho proximo. Ela é capaz de neutralizar radicais livres
presentes nas células, sendo finalmente desprendida com o EC. Nas células, a
melanina tende a cobrir o nucleo para proteger o DNA celular do dano que possa ser

causado pela radiacdo UV (LEPORI, 2002).

2.4 FILTROS SOLARES

2.4.1 Historico

Em 1891, Hammer publicou uma revisdo em que ele descreve a influéncia da
luz sobre a pele. Ele reuniu diversas evidéncias de que a queimadura solar era
devida a radiacdo UV e foi o primeiro a recomendar o uso de filtros solares quimicos:
“Materiais que impedem a radiagcao UV de atingir a pele protegendo-a contra os
eritemas solares” (URBACH, 2001).

O primeiro uso popular de filtros solares no mundo ocorreu em 1928, nos

Estados Unidos, com o uso comercial de uma emulsdo contendo dois compostos



capazes de absorver a energia da radiagao UV, o salicilato de benzila e o cinamato
de benzila (SHAATH, 1997).

O protetor solar mais famoso do inicio do século XX foi o “Ambre Solaire”
langado em 1935 por Eugene Schueller, contendo o salicilato de benzila como filtro
UV em um veiculo oleoso. A partir dai Schueller fundou a companhia atualmente
conhecida como L’Oreal (URBACH, 2001).

O acido p-aminobenzodico (PABA) (FIGURA 6) foi o primeiro filtro a ser
patenteado, em 1943, abrindo caminho para utilizacdo de diversos derivados do
PABA. Durante a 2% Guerra Mundial o exército norte-americano desenvolveu
algumas formulagbes com protetores solar para utilizagdo em suas tropas, o que

trouxe bastante desenvolvimento para a area de fotoprotegcao (SHAATH, 1997).

FIGURA 6: Estrutura de ressonéncia do acido p-aminobenzéico (SHAATH, 1997).

Em 1958, Knox e colaboradores introduziram o uso da benzofenona (acido 3-
benzil-4-hidroxi-6-methoxi-benzenosulfénico) que absorve fortemente na regiao UVA
(KNOX et al., 1958). Com o aumento das evidéncias de que a radiagao UVA pode
causar danos crbnicos a pele, as pesquisas de novos compostos capazes de
absorver na regiao UVA foram muito aceleradas (URBACH, 2001).

Atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
Administracdo de Drogas e Alimentos “Food and Druq Administration” (FDA) e o

Comité das Associagbes Européias das Industrias de Perfumaria, Cosméticos e



produtos de Toucador “Comitte de la Liaison des Associations Europeans de
L'Industries de la Parfumerie, de Produits Cosmetiques et de Toilette” (COLIPA)
possuem listagens das substancias quimicas organicas e inorganicas que podem
ser utilizadas como filtros solares (URBACH, 2001; KULLAVANIJAYA; LIM 2005;

ANVISA, 2006).

2.4.2 Classificacéao

Os primeiros filtros solares a serem utilizados protegiam a pele da radiagao
UVB, capaz de causar os eritemas. Com os avangos na area da bioquimica e
fotobiologia observou-se a necessidade da utilizagdo de compostos capazes de
absorver na regidao do UVA. As formulagdes utilizadas atualmente contém
combinagdes de filtros para aumentar o espectro de absorgdo (ROSEN, 2003).

Além da divisdo pela faixa de absorgao, os filtros solares também sao
classificados em dois grandes grupos: filtros quimicos e filtros fisicos. Os filtros
quimicos atuam absorvendo a radiagdo UV e emitindo-a geralmente na regido do
infravermelho dando a sensacdo de calor. Os filtros fisicos sdao compostos
inorganicos capazes de refletir ou absorver a radiagdo UV. Atualmente na categoria
de filtros fisicos existem dois representantes: o didxido de titanio e o 6xido de zinco,
ambos sendo fabricados em particulas microfinas para que possam ser utilizados
com boa aceitagdo dos consumidores (SHAATH, 1997; ROSEN, 2003).

A classe dos filtros quimicos é formada por inumeros compostos reunidos em
familias de acordo com suas naturezas quimicas. O QUADRO 2 apresenta as
familias com seus representantes mais comuns e regides de absorgéo

correspondentes.



QUADRO 2: Classes de filtros solares quimicos e seus representantes (Adaptado de
ROSEN, 2003).

Derivados do PABA
Octil dimetil PABA (UVB)

Cinamatos
p-Metoxicinamato de octila (UVB)
Octocrileno (UVA/UVB)

Salicilatos
Salicilato de octila (UVB)

Antranilatos
Antranilato de Metila (UVA)

Benzofenonas
Benzofenona-3 (UVA/UVB)

Dibenzoilmetanos
Avobenzona (UVA)

Derivados da Benzilideno canfora
Acido tereftalideno dicanfora sulfénico (UVA)
Trisiloxano de drometrizol (UVA/UVB)

Outros
Metileno-bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol (Tinosorb M) (UVA/UVB)
Bis-etilhexiloxifenol metoxifenil (Anizotriazina) (UVA/UVB)

A maioria dos filtros solares orgéanicos € formada por compostos aromaticos
dissubstituidos que apresentam um grupamento carbonila, cetona ou éster, e um
substituinte com par de elétrons livres (amina ou metoxila) doadores de elétrons
(FIGURA 7), usualmente em posigdo orto ou para ao grupamento carbonila

(SHAATH, 1997).
O Q1
R R
Y

Y = OH, OCH3, NHQ, N(CH3)2
X = nenhum substituinte ou —CH=CH—

R = C3H4, OH, OR' (R' = metil, octil, amil. mentil, homentil)

FIGURA 7: Estrutura geral dos filtros solares orgéanicos (Adaptado de SHAATH,
1987).



2.4.3 Mecanismo de acdao dos filtros solares

Calculos de mecanica quantica demonstraram que a energia contida nas
radiacbes UVA e UVB sdo da mesma magnitude da energia de ressonéncia para
deslocalizagdo de elétrons. Portanto, a energia absorvida da radiagdo UV
corresponde a energia necessaria a excitagao fotoquimica. Ou seja, a radiagao UV
absorvida corresponde a energia necessaria para transigdo eletrénica (passagem
dos elétrons do orbital molecular do estado fundamental = para o orbital molecular
no estado excitado n*). A seguir, a molécula excitada retorna ao seu estado
fundamental através da emissao de radiacdo com comprimento de onda maior e
energia mais baixa que a absorvida (RIEGER, 1997).

A radiacdo de comprimento de onda maior pode ser emitida de varias
maneiras. Se a perda de energia for grande o suficiente para o seu comprimento de
onda recair na regido do infravermelho, ela sera percebida como uma radiagéo
calorifica na pele, imperceptivel diante do calor recebido pela exposi¢cao ao sol. Se a
energia emitida recair na regido do visivel, ela podera ser percebida através do
efeito fluorescente ou fosforescente. Em alguns casos, a radiagdo emitida pode ser
tdo energética, que provocara reagdes fotoquimicas na molécula do filtro solar,

levando a isomerizagdes ou degradagdes (BARTH, 2000).

2.4 4 Efeitos bioldgicos da acéo dos filtros solares

Em estudos utilizando camundongos sem pélo, o uso de filtros solares reduziu
significativamente a incidéncia de casos de cancer induzidos pela radiacdo UV e
preveniu eritemas, edemas e alteragbes cronicas da pele (KLIGMAN et al., 1982;

PLASTOW et al., 1988). A formagao de dimeros de pirimidina-ciclobutano no DNA



de células da pele diminui, assim como, o0 numero de mutagdes p53 em
camundongos tratados com filtros solares antes da exposi¢ao a radiagédo UV (WOLF
et al., 1993; ANANTHASWAMY et al., 1997).

Pesquisa em humanos indicou que o uso de filtros solares levou a uma
diminuicdo de casos de queratoses actinicas (NAYLOR et al., 1995). Um estudo
controlado randomizado com humanos indicou uma redugao de 46% de carcinomas
de células escamosas em pessoas que utilizaram filtros solares por 4 anos e 6
meses (GREEN et al., 1999). Outro estudo controlado randomizado demonstrou que
o uso de formulacgdes protetoras solares com amplo espectro de absor¢ao diminuiu o
numero de casos de nevus em criangas brancas (GALLAGHER et al., 2000). O uso
de filtros solares também diminuiu 0 numero de casos de reativacdo de herpes labial
ativada pelo Sol (ROONEY et al., 1991). A possivel agao dos filtros solares na
prevengdo da supressado imunolégica induzida pela radiacdo UV ainda nao esta

esclarecida (ROSEN, 2003).

2.4.5 Eficacia das formulacfes protetoras solares

As formulagbes com filtros solares geralmente sédo aplicadas superficialmente
em grandes areas da pele. A eficacia ira depender da adesao dos filtros solares na
pele formando um filme protetor. Os filiros solares sdo desenvolvidos para
permanecerem nas camadas mais externas da pele tendo uma grande afinidade
pelo EC. Uma formulagdo fotoprotetora ideal deve permitir grande acumulo dos
filtros solares na pele com uma permeagdo minima para a corrente sanglinea

(JIMENEZ et al., 2004).



Um dos fatores mais importantes para uma boa agao dos protetores solares é
a quantidade aplicada na pele. Atualmente, a maioria das pessoas aplica uma
quantidade menor que a utilizada nos testes (2,0 mg/cm?) (KULLAVANIJAYA; LIM,
2005).

A técnica de aplicacao das formulagdes ira afetar na uniformidade da camada
protetora, dessa forma algumas areas serdo menos protegidas que outras levando a
uma perda de eficacia (LOTT, 2003).

A composicao das formulagdes também é um fator muito importante. Se o
produto é considerado cosmeticamente inaceitavel pelos consumidores, ele ficara na
embalagem. A polaridade e pH poderao interferir na capacidade de absorgao dos
fitros (ROSEN, 2003). Além disso, pode-se prever, através de estudos de
estabilidade, quais interagdes podem ocorrer entre os componentes ativos e os
demais constituintes de forma a garantir a eficacia e seguranga do produto.

As formulacbes fotoprotetoras devem ser desenvolvidas para serem
resistentes permanecendo na pele sob condicbes desfavoraveis. Atualmente, a
maioria das formulagbes comerciais sdo resistentes a agua enquanto algumas ja
anunciam resisténcia a areia (DIFFEY, 2002). A ANVISA n&o descreve um método
para determinacado de “Resisténcia a agua” ou “Muito resistente a agua” mas indica
o método que deve ser seguido: Federal Register - Norma FDA - Department of
Health and Human Services- Wednesday May 12, 1993 - Sunscreen Drug Products
for Over the Counter Human Use; Final Monograph; Final Rule - Subparte D Testing
Procedure , segao 352.76 (ANVISA, 2002).

A reaplicagao da formulacdo ira contribuir para a eficiéncia da protecédo. As
razdes para a reaplicacdo sao: compensar a aplicagao inicial geralmente inferior ao

ideal, mantendo uma prote¢gao mais regular durante a exposi¢cao ao Sol e aumentar



a quantidade de filtros solares que podem ser removidos pela agua, suor, toalhas,
roupas, friccdo ou areia (DIFFEY, 2002). Um modelo matematico sugere que a
reaplicacdo a cada 20 minutos durante um periodo de 6 horas de exposi¢ao ao sol,
resulta em uma exposicdo menor a radiagdo que uma reaplicacdo a cada 2 ou 4
horas (ROSEN, 2003).

Um filtro solar ideal deve ter estabilidade fotoquimica. Quanto mais labil for
um filtro, mais rapidamente ele é degradado pela radiagédo UV. A fotoestabilidade de
uma formulagao ira depender dos filtros solares que a compdem e dos excipientes.
Todos os filtros solares sao fotolabeis, uns mais que outros. Como exemplo, o p-
metoxicinamato de octila (MCO) e a avobenzona sao muito labeis enquanto filtros
como, o octocrileno e os salicilatos sao utilizados para aumentar a fotoestabilidade
da formulagao final (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005). Outra razdo para desenvolver
filtros solares fotoestaveis € que os produtos de degradacgéo dos filtros entram em
contato direto com a pele e podem se tornar foto-oxidantes, ou promover
fototoxicidade ou dermatite de contato fotoalérgica. A interacdo de produtos de
fotodegradagdo com os demais excipientes ou com componentes da pele pode levar
a formagdo de novas moléculas com propriedades toxicoldgicas desconhecidas

(GASPAR; MAIA CAMPOS, 2006).

2.4.5.1 Eficacia contra a radiagao UVB — o fator de protecao solar (FPS)

O fator de protecéo solar € uma medida da capacidade de um filtro solar de
proteger contra o eritema que é causado principalmente pela radiacdo UVB, sendo
entdo uma medida de eficacia do filtro contra a radiagao UVB. Diversas agéncias

reguladoras estao envolvidas na normatizagéo sobre filtros solares, como a FDA e o



COLIPA. Nos Estados Unidos (EUA), a FDA publicou, em 1999, sua ultima
monografia sobre os filtros solares. Nela, os filtros solares sdo enquadrados na
categoria de drogas OTC (over the counter, denominagdo para medicamentos de
venda livre) (ROSEN, 2003).

No Brasil, a ANVISA considera os filtros solares como cosméticos e enquadra
os produtos para protecao solar nas categorias apresentadas (QUADRO 3).

QUADRO 3: Categorias em que se enquadram os produtos para protegao solar
(ANVISA, 2002).

Fotipos de Pele Comportamento da Pele a Protecao FPS

Radiacao Solar Recomendada | Recomendado
Pouco Sensivel |Raramente Apresenta Eritema Baixa >2<6
Sensivel Ocasionalmente Apresenta Eritema Moderada >6<12
Muito Sensivel FreqlUentemente Apresenta Eritema Alta >12<20
Extremamente Sempre Apresenta Eritema Muito Alta > 20
Sensivel

A ANVISA define fator de protecédo solar como sendo a razao entre a dose
minima eritematosa (DME) na pele protegida, dividida pela dose minima eritematosa
na pele ndo protegida (EQUACAO 1). A DME é definida como a dose minima de
radiacdo ultravioleta requerida para produzir a primeira reacao eritematosa
perceptivel com bordas claramente definidas, observadas entre 16 e 24 horas (h)
apos a exposicao a radiagao ultravioleta (ANVISA, 2002).

FPS = DME (pele protegida)
DME (pele nao protegida)

EQUACAOQ 1: Fator de Protegdo Solar (ANVISA, 2002).

A ANVISA n&o descreve um método para determinacdo do FPS, mas indica
que devera ser realizada pela aplicagédo estrita de uma das seguintes normas de
testes in vivo: (a) Federal Register - Norma FDA- Department of Health and Human

Services - Wednesday May 12, 1993 - Sunscreen Drug Product for Over the Counter




Human Use; Final Monograph; Final Rule; Subparte D Testing Procedure, segao
352.70 a 352.73, (b) Norma Colipa- Colipa Sun Protection Factor Test Method- The
European Cosmetic Toiletry and Perfumary Association ref. 94/289 October 1994

(ANVISA, 2002).

2.4.5.1.1 Métodos in vivo de determinacao do FPS

Em linhas gerais, os métodos de determinagdo de FPS in vivo utilizam 20
individuos sadios, homens e mulheres com sensibilidade mediana a radiagdo UV. E
demarcada uma area nas costas do voluntario (0,3 m x 0,3 m) aplica-se a amostra
formando um filme de 2,0 mg/cm? e mantém-se uma regido desprotegida que &
separada por uma fita de 1,0 cm de largura. A irradiacdo é realizada com uma
ldmpada UV de 300 W, 20 minutos apés a aplicagdo do produto. Mede-se o tempo
de formacao de eritema e através dos calculos determina-se o FPS (JANOUSEK,
1997). O padrao utilizado pela FDA é uma formulagao contendo 8,0% de homosalato

que resulta em um FPS de 4,47 (RIBEIRO, 2004).

2.4.5.1.2 Métodos in vitro de determinacao do FPS

Como alternativa aos métodos in vivo, existem métodos in vitro que foram
desenvolvidos com o objetivo de acelerar o resultado e diminuir o custo dos testes in
vivo. Atualmente, estes métodos podem ser utilizados para avaliar o FPS durante o
desenvolvimento de novas formulagdes e para o controle de qualidade de rotina, lote

a lote (RIBEIRO et al., 2004).



Os principais empregam solug¢des diluidas dos produtos testados que sao
levadas para leitura por espectrofotometria no UV. Os métodos podem explorar a
absorbancia (MANSUR et al., 1986) ou a reflectancia (DIFFEY, 1997) dos filtros
solares.

O método descrito por Mansur (MANSUR et al., 1986) é o mais difundido. E
um método simples no qual é preparada uma solugdo com solvente apropriado para
a formulagao e filtro solar a ser avaliado, com concentracdo conhecida, para que
possa ser avaliada por espectrofotometria no ultravioleta. Mede-se a absorbancia
(Abs.) em comprimentos de onda definidos e através da formula matematica
desenvolvida (EQUACAO 2) e de valores para corregdo (TABELA 3), é possivel
relacionar os valores de absorbancia obtidos com o FPS da amostra (SANTOS et al.,

1999).

290
FPS =FC . X35 . EE; . ;. Abs;  (conc. = 0,2uL/mL ou 0,2mg/mL)

EQUACAO 2: Calculo do FPS segundo Mansur (MANSUR et al., 1986).

Onde,

FC = fator de corregao (igual a 10).

EE, = efeito eritematogénico da radiagdo de comprimento de onda definido pelo

QUADRO 4.

l,, = intensidade da luz solar no comprimento de onda definido pelo QUADRO 4.

Abs, = absorbancia da solugdo no comprimento de onda definido pelo QUADRO 4.



QUADRO 4: Relacgéo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiagdo em
cada comprimento de onda (MANSUR et al., 1986).

A (nm) EE(M) x1(A)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

1,0000

2.4.5.2 Eficacia contra a radiagao UVA

Atualmente, ndo existem métodos padronizados aceitos para a medida da
protecao UVA. A ANVISA apenas indica que a quantificagcdo da protecdo UVA
devera ser realizada através de métodos reconhecidos devidamente validados
(ANVISA, 2002). Uma vez que a radiacao UVA é 1000 vezes menos eritematosa
que a UVB, usar o eritema como marcador nos testes, torna-se inviavel pelo tempo
muito longo em que os voluntarios deveriam permanecer iméveis. Os métodos in
Vivo mais comuns sao os baseados em: pigmentacdo imediata, pigmentacao
persistente e fator de protegcdo no UVA. Este ultimo ndo € mais utilizado, pois é
necessaria a aplicagcao topica de psoralen seguida pela exposicao UVA, possuindo
um potencial carcinogénico. Entre os métodos in vivo, o de pigmentagao persistente
€ 0 mais empregado porque a pigmentagcao permanece estavel entre 2 e 24 horas e
€ sensivel a todos os filtros UVA permitidos. A protecdo UVA pode ser medida por
espectrofotometria onde é determinado o comprimento de onda principal que é
definido como sendo o comprimento de onda, entre 290nm e 400nm, em que ocorre

pelo menos 90% da absorgéo do filtro. Os consumidores devem ser orientados a



procurar nos rotulos dos produtos comerciais as expressdes: amplo espectro de
protecao e/ou protecao UVA e UVB, e verificar a presencga de filtros anti-UVA na lista

de composicdo (KULLAVANAJAYA; LIM, 2005; ROSEN, 2003).

2.5 BENZOFENONA-3

As benzofenonas comegaram a ser utilizadas como filtros solares no final da
década de 50. A benzofenona-3 (BZ-3) (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona) ou
oxibenzona, um composto lipofilico, € o mais utilizado dessa categoria nos Estados
Unidos (NEDOROST, 2003). A BZ-3 (FIGURA 8) € um congénere monometoxilado
da 2-hidroxibenzofenona que é encontrada em pigmentos de plantas. Ela pode ser
sintetizada pela reacdo entre o 2-hidroxianisol e cloreto de benzoila (STECHER,

1958).

FIGURA 8: Estrutura da benzofenona-3 (SHAATH, 1997).

As hidroxibenzofenonas e seus derivados tém a habilidade de absorver e
dissipar a radiagcdo UVA, porém absorvendo em menor intensidade, na regiao UVB
(SUZUKI et al., 2004). As benzofenonas sao a unica classe de filtros solares
formada por cetonas aromaticas. A deslocalizacido por ressonancia é acrescida pela
presenca de um grupamento doador de elétrons nas posi¢cdes orto e/ou para. O

grupamento carbonila participa deste processo, sendo o grupamento receptor de



elétrons (SHAATH, 1997). A BZ-3 possui dois picos de absor¢do com A maximos em
288 nm e 325nm, é fotolabil e pode ser oxidada rapidamente (KULLAVANIJAYA;
LIM, 2005).

Quando comparadas a outros filtros, as benzofenonas fazem ressonancia
mais facilmente requerendo menor energia quantica para a transicdo eletrdnica
(FIGURA 9). E como a energia € inversamente proporcional ao comprimento de
onda (E = hc/A), os compostos desta classe absorverdo a energia com valores
correspondentes de comprimento de onda acima de 320 nm (SKOOG; LEARY,

1992; SHAATH, 1997).
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FIGURA 9: Estruturas de ressonancia das benzofenonas (SHAATH, 1997).

A FDA aprova o uso da BZ-3 como filtro solar e nas funcbes de aditivo
alimentar indireto (componente das embalagens) e fotoestabilizante em filmes
usados na agricultura e em tintas (OKEREKE et al, 1995). A ANVISA aprova o uso
da BZ-3 como filtro solar em produtos para higiene pessoal, cosméticos e perfumes
na concentragdo maxima de 10% e ressalta que para concentragdes maiores que
0,5% deve-se incluir a seguinte adverténcia na rotulagem: contém oxibenzona
(ANVISA, 2006).

Estudo de farmacocinética da BZ-3 apdés administracdo dérmica em ratos
apontou um modelo de eliminagao bicompartimental. A eliminacido ocorre através de
um padrao bifasico a e 3, com meias-vidas de 1,3 h e 15,1 h, respectivamente. A

absorc¢ao dérmica foi muito rapida com meia-vida de 0,87 h (OKEREKE et al., 1994).



Além disso, a BZ-3 nao possui potencial téxico agudo (DLsy > 12,8g/Kg em ratos)
(LEWERENZ et al., 1972).

A metabolizacdo da BZ-3 produz compostos, através de reagdes catalisadas
pelo sistema enzimatico do citocromo P-450, que também sao utilizados como filtros
solares. A BZ-3 produz trés metabdlitos: 2,4-dihidroxibenzofenona, 2,3,4-
trinidroxibenzofenona e 2,2 -dihidroxi-4-metoxibenzofenona (OKEREKE et al., 1993).

Embora seja um filtro amplamente utilizado, a BZ-3 pode causar reagoes
adversas. A BZ-3 pode causar eritemas faciais em pessoas alérgicas a este
composto (NEDOROST, 2003), podendo causar também urticaria logo apos
aplicagcao e uma dermatite tardia (COLLINS; FERGUSON, 1994).

Além dos problemas dermatolégicos associados a BZ-3, algumas pesquisas
tém levantado a possibilidade de acbes adversas sistémicas da BZ-3. Hayden e
colaboradores quantificaram a absorgao sistémica da BZ-3 em voluntarios humanos.
Apds 12 horas de ensaio, 1% a 2%, da quantidade de BZ-3 aplicada na pele, foi
detectado na urina. Nesta pesquisa foram utilizadas quantidades de filtro seis vezes
maiores que as utilizadas para determinacao do fator de prote¢ao solar (HAYDEN et
al., 1997).

Em um estudo de seguranga da BZ-3, apds administragao dérmica em ratos,
a BZ-3 formulada em uma base oleosa foi aplicada na dose de 100 mg/Kg de peso
corporeo, duas vezes ao dia, por quatro semanas. Baseando-se nos seus resultados
bioquimicos, hematoldgicos e patoldgicos sugeriu que a BZ-3 ndo é toxica nas
condigdes da pesquisa (OKEREKE et al., 1995).

Um estudo de mutagenicidade em bactérias teve resultado positivo para a
2,2 -dihidroxi-4-metoxibenzofenona, metabdlito da BZ-3 (MORTELMANS et al.,

1986). A BZ-3 obteve resultado positivo como uterotréfico em ensaio utilizando ratas



jovens (NAKAGAWA; TAYAMA, 2001). Ma e colaboradores indicou que a BZ-3 é
um antagonista fraco para o receptor de horménios androgénicos no ensaio com
células MDA-kb2 (MA et al., 2003).

Outro estudo sobre a atividade estrogénica de derivados da BZ-3 utilizou o
ensaio para uterotroficos com ratas ovarioctomizadas. Como resultado, a 2,4-
dihidroxibenzofenona (metabdlito da BZ-3) foi indicada como composto estrogénico
fraco (KODA et al., 2005).

Suzuki e colaboradores avaliaram as atividades estrogénicas e
antiandrogénicas de 17 derivados da benzofenona. Neste estudo, as benzofenonas
hidroxiladas, como a BZ-3, mostraram atividade estrogénica em células MCF-7 de
cancer de mama humanas. Alguns derivados também mostraram efeitos inibitérios
significantes na atividade androgénica da dihidrotestosterona em células NIH3T3 de
fibroblastos de ratos. Como conclusdo, indicaram que o grupamento hidroxil na
posicao quatro do anel fenilico dos derivados, € essencial para atividades hormonais
elevadas (SUZUKI et al., 2005). A atividade estrogénica da BZ-3, utilizando células

MCEF-7, foi confirmada por Schlumpf e colaboradores (SCHLUMPF et al., 2004).

2.6 p-METOXICINAMATO DE OCTILA

O p-metoxicinamato de octila (MCO) (octinoxato, p-metoxicinamato de
etilhexila) (FIGURA 10) é capaz de absorver a radiagao na regiao UVB, pertence a
classe dos cinamatos, sendo esta uma das classes mais utilizadas na protecao da
porcdo UVB do espectro eletromagnético (SHAATH, 1997). E atualmente o filtro

anti-UVB mais utilizado nos Estados Unidos (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005). A



concentragdo maxima de uso do MCO é 10% na Europa e 7,5% nos EUA (HUONG,
2006). A ANVISA aprova o uso do MCO como filtro solar em produtos para higiene

pessoal, cosméticos e perfumes na concentragdo maxima de 10% (ANVISA, 2006).
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FIGURA 10: Estrutura do p-metoxicinamato de octila (SHAATH, 1997).

Na estrutura molecular dos cinamatos ha uma insaturacdo extra conjugada
com o anel aromatico e o grupamento carbonila que permite a maior distribuicdo
eletrbnica. A energia capaz de gerar essa transi¢ao eletrbnica corresponde ao
comprimento de onda nas proximidades de 305nm. A presenga do grupamento 2-
etilhexil no carbono 8 do MCO diminui drasticamente sua solubilidade em agua
aumentando a resisténcia das formulagbes fotoprotetoras que o contem (SHAATH,
1997).

Estudos com modelos animais mostraram que o MCO nao é tdéxico por
administracao oral (DLsy > 5g/Kg em ratos), nao irrita a pele e mucosas, ndo causa
sensibilizagdo e ndo é mutagénico pelo teste de Ames (SCHNEIDER et al., 2005).

O primeiro problema relacionado ao uso do MCO ¢é sua capacidade de sofrer
fotoisomerizagédo, quando o isbmero E (utilizado como filtro solar) € irradiado sofre
degradagao por dimerizagédo da estrutura molecular do cinamato, levando a perda de
acao. Como esse fendbmeno ocorre rapidamente, pode-se sugerir que ocorra na
superficie da pele o que diminuiria a protecdo dada pelo MCO. A extensao dessa
perda ira depender dos outros constituintes da formulagdo e do ambiente em que o

MCO sera posto. A taxa minima de isomerizagao, se for de 20%, ira acarretar numa



diminuicdo de aproximadamente 10% do FPS. Para uma taxa de isomerizacao de
60% a queda no FPS pode variar entre 29% e 38% (HUONG, 2006).

Em relagédo a a¢des hormonais, o MCO apresentou atividade antiandrogénica
nas concentragdes de 1,0 nM até 10,0 uM, quando testados em receptores de
células MDA-kb2 de carcinoma de mama humana (MA et al., 2003). Outro estudo
demonstrou o aumento da producdo de vitelogenina, um marcador classico de
atividade estrogénica, em peixes Medaka machos (INUI et al., 2003). O MCO foi
capaz de estimular a proliferagdo in vitro de células MCF-7 (células sensiveis a
estrogénio) e apresentou atividade estrogénica no teste uterotréfico com ratas Long-
Evans jovens (SCHLUMPF et al., 2004). Quando este mesmo teste foi realizado com
ratas Wistar jovens, o MCO teve resultado negativo com doses semelhantes aquelas
ja utilizadas. Além disso, ndo foi observada ligagao in vitro do MCO a receptores
estrogénicos de uteros de porcos ou a proteinas recombinantes REa e REP. Nao
houve indicagao de atividade antiandrogénica no teste de Hershberger usando ratos
castrados e nao houve evidéncias da influéncia do MCO, administrado por via oral,

na reproducao de ratos Wistar (SCHNEIDER et al., 2005).

2.7 LIPOSSOMAS

Os lipossomas (FIGURA 11) tém sido investigados como um sistema de
liberagao de substancias em locais especificos do corpo desde os anos 60 (ZHU et
al., 2005). Sao vesiculas nas quais um volume aquoso esta totalmente envolto por
uma membrana lipidica. Quando lipidios anfipaticos, contendo uma cabeca polar e

uma cauda hidrocarbdnica hidrofébica, sdo suspensos em um meio aquoso,



associaram-se espontaneamente, criando uma populagdo de vesiculas que podem
variar em tamanho de dezenas de nanémetros até dezenas de microns de diametro.
A estrutura basica em bicamada dos lipossomas é similar a das membranas
celulares. As vesiculas possuem uma ou mais bicamadas lipidicas que aprisionam

compartimentos aquosos (NEW, 1997; GOMEZ-HENZ; FERNANDEZ-ROMERO,
2006).
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FIGURA 11: Estrutura tridimensional dos lipossomas (Acessado em 10/12/2006 de
http://www.avantilipidis.com/images/liposomes/vesicle.jpg)

Podem ser construidos de forma a armazenar compostos hidrofilicos no

compartimento aquoso ou compostos lipofilicos na membrana lipidica (FIGURA 12).
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FIGURA 12: Localizacdo de ativos lipofilicos e hidrofilicos nos lipossomas

(http://www?2.cristalia.com.br:8080/cristalia/site/images/empresa/parceiros_unicamp_|
ipossoma.gif, acessado em 05/02/2007).



A forma e o tamanho dos lipossomas depende do método de preparagao, da

composicao lipidica, da forga ibnica do meio e do pH (ANSEL, 1999). Segundo a

estrutura podem ser classificados conforme explicitado na TABELA 1.

TABELA 1: Classificagdo dos lipossomas (Adaptado de NEW, 1997).

Vesiculas Vesiculas Vesiculas
Parametros multilamelares unilamelares unilamelares
(VML) pequenas (VUP) | grandes (VUG)
Forma
Diametro (nm) 400 - 3500 20 -50 200 - 1000
Volume Aquoso (uL/mg) 4,1 0,5 13,7
% de encapsulacao 5-15 0,5-1,0 35 -65

Um dos pontos importantes do emprego de lipossomas é a possibilidade de
serem constituidos de componentes naturais conferindo grande similaridade com as
membranas celulares, tornando-os um veiculo eficaz e seguro. Alternativamente, os
lipossomas podem ser compostos por constituintes inteiramente artificiais,
escolhidos por suas propriedades quimicas (NEW, 1997).

Dentre os diferentes lipidios que podem ser empregados na formagao dos
lipossomas podemos citar: fosfatidilcolina (de ovo e de soja), fosfatidilglicerol,
fosfatidilcolina hidrogenada, 1,2 dioleoil-glicero-3-fosfocolina, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina, diestearoilfosfatidiletanolamina, colesterol e 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina (MELO et al., 2003). O mais empregado é a
fosfatidilcolina (PC) (FIGURA 13), presente em grandes quantidades nas

membranas celulares (NACHT, 1995; IMBERT; WICKETT, 1995; NEW, 1997).
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FIGURA 13: Estrutura da fosfatidilcolina.
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As moléculas de PC se alinham em meio aquoso e formam folhas de
bicamadas planares, minimizando as interagdes desfavoraveis entre 0 meio e as
cadeias hidrofébicas. Essas interacbes sdo completamente eliminadas, quando
estas folhas fecham em si proprias formando vesiculas seladas (FIGURA 14). As
moléculas de PC podem ser obtidas de origem natural ou sintética. Elas podem ser
prontamente extraidas da soja, tendo um alto grau de polinsaturacdo nas cadeias
graxas. A PC obtida de fontes naturais € constituida por uma mistura de
fosfatidilcolinas, cada uma com cadeias de tamanhos diferentes e com varios graus

de insaturagdo (NEW, 1997).

FIGURA 14: Processo de formacao das vesiculas lipossomais.



Na formacdo dos lipossomas podem ser adicionados esterdis, como o
colesterol e agentes indutores de carga com o objetivo de facilitar a interagdo com
as bicamadas e/ou estabilizar os lipossomas, evitando processos de fusdo e
agregacao das vesiculas e o esvaziamento do material incorporado. O colesterol
(FIGURA 15) é um componente importante na maioria das membranas naturais e
sua incorporagdo nas membranas lipossomais tem o objetivo de aumentar a
estabilidade desta, tornando-a mais semelhante as membranas bioldgicas, e
contribuindo para o aumento da resisténcia pela diminui¢cao da fluidez da membrana

lipossomal (TALSMA; CROMELLIN, 1992).

FIGURA 15: Estrutura do colesterol.

A natureza e caracteristicas dos lipossomas, assim como os métodos
utilizados para sua formacao, estdo amplamente documentados na literatura. A
escolha correta do tipo de lipossoma a ser utilizado no sistema de liberagao ira
depender de alguns critérios (GOMEZ-HENS; FERNANDEZ-ROMERO, 2006):

a) caracteristicas fisico-quimicas da substéncia que sera incorporada e dos
constituintes do lipossoma;

b) natureza do meio em que o lipossoma é disperso;

Cc) a concentracdo de ativo que efetivamente € incorporada e sua toxicidade

potencial,



d) processos adicionais envolvidos na liberagao do lipossoma;

e) modificagdes nas caracteristicas dos lipossomas no sitio de agao.

Comparado a outros sistemas de liberacao, os lipossomas tem propriedades
em termos de biocompatibilidade, biodegradacéo, baixa toxicidade, facilidade de
incorporacdo de compostos, variabilidade de estruturas e caracteristicas fisico-
quimicas que os destacam. Contudo, existem alguns problemas limitantes no
desenvolvimento e industrializacdo de sistemas utilizando lipossomas: estabilidade,
irreprodutibilidade lote a lote, cuidados para esterilizacdo, baixa taxa de
incorporacao, dificuldades no controle dos tamanhos dos lipossomas e
irregularidade na produgdo em grande escala (GOMEZ-HENS; FERNANDEZ-

ROMERO, 2006).

2.7.1 Aplicacéo dos lipossomas em formulagfes de uso topico

Muitos fatores governam a liberacdo de farmacos e outros compostos na pele
a parir de formulacdes de uso topico. Estes fatores incluem o tamanho da molécula,
lipofilicidade do ativo, tipo de formulagao, presenca de promotores de penetracao e
estado do EC. Os lipossomas vém sendo usados por anos para liberarem ativos
dentro da pele. Caracteristicas como numero de lamelas, composicéo lipidica, carga
na superficie lipossomal, modo de aplicacdo e a concentracdo de lipidios total
tiveram influéncia comprovada na liberacéo de ativos pelos lipossomas nas camadas
internas da pele (VERMA et al., 2003).

Entre os primeiros estudos que indicaram o potencial dos lipossomas nas

aplicagdes toépicas na pele, existem dois realizados com coelhos que fizeram uma



comparagao entre formulagbes convencionais e lipossomais de triancinolona. Em
ambos, as aplicacbes de preparacbes lipossomais foram associadas a
concentracbes maiores de esterdide na epiderme e derme e uma absorgao
sisttmica menor que as formulagbes convencionais (FIGURA 16) (MEZEI,
GULASEKHARAM, 1980, 1982).

Formulacédo com ativo Ativo em formulacéo
incluso nos lipossomas convencional

Maior permeacao A

e menor irritag;o\ - E§trato
corneo

Maior dose de . = A

ativo presente\ Epiderme

Efeito reservatorio
naepiderme e na O oy
derme 5 Derme

Protecéo do ativo
encapsulado de
degradacdo T~
metabdlica

Corrente

REDUGAO DA = ' sanguine

ABSORCAO SISTEMICA

FIGURA 16: Comparacgao entre formulagdes lipossomais e convencionais (Adaptado
do Catalogo Lipo Chemicals INC. and Biozone Laboratories INC.).

Ja foi descrito que a maior elasticidade das vesiculas pode aumentar o
transporte de ativos pela pele em comparagdo com vesiculas de membrana rigida
(CEVC et al.,, 1998). Lipossomas com uma composi¢ao lipidica heterogénea
aumentam a penetracdo na pele dos ativos aprisionados. Supde-se que, uma vez
em contato com a pele, deva ocorrer uma eclosao do lipossoma. Isso poderia causar
uma mistura da bicamada do lipossoma com os lipidios intracelulares do EC,

levando a uma mudanca na hidratagdo e na estrutura lamelar. Tal efeito aumenta a



penetracdo de compostos lipofilicos no EC e facilita a difusdo de compostos
hidrofilicos pelos espacgos interlamelares (VERMA et al., 2003).

Por outro lado, € possivel que algumas vesiculas mais deformaveis passem
intactas pelo EC ou se acumulem em regides semelhantes a canais dependendo de
sua composi¢ao (HONEYWELL-NGUYEN, 2000).

A forma de aplicacdo dos lipossomas € outro ponto de discussao. Vesiculas
flexiveis sao mais eficientes em aplicacbes nao oclusivas. Isto seria a chave para
criar um gradiente osmotico transepidermal. Este seria a forgca motriz do transporte
dos lipossomas para dentro da pele (CEVC; BLUME, 1992).

Puglia e colaboradores realizaram testes de estimulo a agao eritematosa por
radiagbes UV com voluntarios. Aplicou-se um gel para uso topico contendo
indometacina incorporada ao lipossoma € o0 mesmo gel sem lipossoma. Os
resultados concluiram que o gel com lipossomas obteve um tempo de acgéo
prolongado e que isto estaria relacionado as interagbes das vesiculas com os
lipidios do EC (PUGLIA et al., 2004).

Um estudo de permeacdo em células de difusao de Franz utilizou mucosa
vaginal de coelhas e mostrou que ha um aumento da concentragdo do antifungico
veiculado em lipossomas no local de aplicagao (NING et al., 2005).

A N,N-dietil-m-toluamida (DEET) usada como repelente de mosquito, teve sua
agao comparada entre uma formulagdo convencional e uma formulagdo em gel no
qual tinha-se o DEET incluso em lipossomas. A inclusao nos lipossomas levou a um
aumento do tempo de agao por um periodo de 12 horas (MIRANDA, 2005).

Devido a suas propriedades lipofilicas, os filtros solares podem ser
incorporados entre os fosfolipidios das membranas dos lipossomas (TRAN et al.,

2002). Existem na literatura estudos que caracterizaram a incorporagao de filtros



solares e demonstraram um efeito reservatério na pele (WOLF et al., 1995; GARCIA,

1998).



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Desenvolver uma formulagao protetora solar contendo os filtros BZ-3 e MCO

inclusos em lipossomas visando a maior acao protetora quando comparado a uma

formulagao convencional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver um método de incorporagao da BZ-3 em lipossomas;

- Comparar o método de hidratagao do filme fosfolipidico com o de agitagéo do pré-

lipossoma para o preparo dos lipossomas;

- Realizar a avaliacio ultraestrutural dos lipossomas;

- Determinar os tamanhos dos lipossomas preparados;

- Desenvolver as seguintes formulagdes: gel contendo os filtros solares BZ-3 e MCO
livres; gel contendo os filtros solares BZ-3 e MCO inclusos nos lipossomas e gel
contendo os filtros solares BZ-3 e MCO livres e fosfolipidios dispersos. Na
formulagdo com lipossomas deverdao ser adicionados ambos os filtros solares

livres para obter o mesmo FPS das demais formulacoes;



- Determinar durante 3 meses e comparar estatisticamente o FPS de todas as

formulagdes determinado por método in vitro;

- Determinar o FPS de todas as formulacbes por método in vivo e comparar

estatisticamente com os valores obtidos in vitro;

- Comparar a permanéncia da formulagado contendo os filtros solares inclusos nos
lipossomas, frente as outras formulagdes quando aplicadas na pele, através de

testes de resisténcia a agua (in vivo) das formulagdes.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Equipamentos

Espectrofotometro UV-VIS SHIMADZU CORPORATION mod. UV-2401 PC com

software UVPC;

Espectrofotdmetro de infravermelho FTIR - 8300 PERKIN ELMER com

Hyper - IR;

Aparelho para determinacédo de ponto de fusdo BUCHI B-540;
Refratdbmetro CARL ZEISS 120540;

Potencidmetro METTLER TOLEDO MPC227;

Microscopio eletrénico de transmissdo AXIOPLANZ2 ZEICE;
Microscopio 6ptico MORGAGNI mod. 268 FEI;

Aparelho ZETASEIZER;

Agitador de tubos PHOENIX AP56;

Rota-evaporador BUCHI R-114;

Balanca analitica METTLER TOLEDO AB204;

Balanca de precisao METTLER TOLEDO PB3002;
Aparelho de ultra-som THORNTRON - 14;

Placa de aquecimento com agitacdo magnética CORNING;

Destilador QUIMIS Q. 341-210

software



4.1.2 Outros materiais

= Suporte para filtracido SWINEX® em polipropileno com 25 mm de didmetro;
» Colunas PD-10 vazias PHARMACIA BIOTECH;

= Sephadex® G-50 SIGMA-ALDRICH;

» Seringas descartaveis de 5,0 mL BECKTON & DICKSON,;

= Membranas de policarbonato ISOPORE® com poros de 0,4 pm e 0,2 pm;

4.1.3 Reagentes

= Acido ascérbico (ROCHE);

= Acido cloridrico P.A. (VETEC);

= Acido fosfotungstico (SIGMA);

= Acido sulfarico P.A. (VETEC);

= Cloroférmio P.A. (VETEC);

» Etanol P.A. (VETEC);

= Metanol P.A. (VETEC);

= Molibdato de aménio (MERCK);

» Perdxido de hidrogénio (VETEC);

» Solugdo padrao de fésforo a 20 ug P / mL (SIGMA);

» TRIS — Tris[hidroximetillJaminometano (SIGMA).



4 1.4 Filtros solares — Padrdes de trabalho

» Benzofenona-3 teor declarado: 102,7% (SPECTRUM);

= p-Metoxicinamato de octila teor declarado: 100% (SPECTRUM).

4.1.5 Matérias-primas

» Benzofenona-3 (VETEC);

= Colesterol (SIGMA);

. Eumulgin® VL 75 (lauril glucésido, poligliceril 2-dipolihidroxiestearato e
glicerina);

= Hidroxietil celulose (natrosol);

» Metilparabeno (ROCHE);

» p-Metoxicinamato de octila (MERCK);

» Phosal® 75 AS (GmbH);

* Phospholipon® 90NG (GmbH).



4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das soluc¢des utilizadas na pesquisa

4.2.1.1 Preparo da solucdo tampao TRIS pH 6,8

Pesar 2,42g de Tris[hidroximetillaminometano, transferir quantitativamente
para baldo volumétrico de 100,0 mL e completar o volume com agua destilada.
Ajustar o pH da solucéo para 6,8 utilizando HCI concentrado e monitorando com o
potencibmetro. A solugcao deve ser armazenada em frasco de vidro ambar sob

refrigeragao.

4.2.1.2 Preparo da solugao reagente de molibdato de aménio

Pesar 2,2g de molibdato de aménio, transferir quantitativamente para balao
volumétrico de 1000,0 mL, adicionar cerca de 300 mL de agua destilada. Colocar o
baldo em banho de gelo e adicionar lentamente a solugdo de HsSO4 preparada (7,0
mL de H»SO4 concentrado em 400,0 mL de agua destilada). Retirar o balado
volumétrico do gelo, aguardar o retorno a temperatura ambiente e completar o
volume do baldo com agua destilada (MORITA; ASSUMPCAOQ, 2001). A solucéo foi

armazenada em frasco de vidro ambar.



4.2.1.3 Preparo da solugao de HsSO4 10N

Em um baldo volumétrico de 100,0 mL, adicionar 50 mL de agua destilada.
Colocar o baldo em banho de gelo e adicionar lentamente 30 mL de H»SOq4
concentrado. Retirar o baldo volumétrico do gelo, aguardar o retorno a temperatura
ambiente e completar o volume do baldo com agua destilada (MORITA;

ASSUMPCAO, 2001).

4.2.1.4 Preparo da solugao de H,O2 10% (v/v)

Pipetar 3,4 mL de H,0, P.A., transferir para baldo volumétrico de 10,0 mL e

completar com agua destilada. Esta solugéo deve ser preparada no momento do uso

(MORITA; ASSUMPCAO, 2001).

4.2.1.5 Preparo da solugao de acido ascérbico 10% (p/v)

Pesar 1,0g de acido ascoérbico, transferir quantitativamente para baldo

volumétrico de 10,0 mL e completar com agua destilada. Esta solugdo deve ser

preparada no momento do uso (MORITA: ASSUMPCAO, 2001).

4.2.1.6 Preparo da solugao de fosfotungstato de potassio 2% (p/v)

Pesar 0,579 de acido fosfotungstico em um becher de 50 mL, adicionar cerca

de 5 mL de agua destilada. Neutralizar até pH 7,0 com solugdo aquosa de KOH 1 M.



Transferir a solugdo para baldo volumétrico de 10,0 mL e completar o volume com

agua destilada (MORITA; ASSUMPCAO, 2001).

4.2.2 Analise dos filtros solares utilizados como padrdes de trabalho

4.2.2.1 Determinagéo do ponto de fusado (PF) da BZ-3

Uma pequena quantidade do filtro foi colocada em um capilar de vidro
fechado em uma das pontas e este é colocado no suporte da amostra do aparelho

Blchi B-540 para a determinagao do PF.

4.2.2.2 Determinacéao do indice de refragdo do MCO

Uma gota do filtro solar MCO, liquido oleoso, foi aplicada no local apropriado
do refratbmetro Carl Zeiss 120540, este indice mede quanto ha de desvio da luz
polarizada que passa pela substancia opticamente ativa, sendo um valor Unico para

cada substancia.

4.2.2.3 Analise do espectro de absorgao na regiao ultravioleta

Utilizando o espectrofotdbmetro SHIMADZU UV-2401PC, os espectros no
ultravioleta foram obtidos realizando a leitura em triplicata de solugdes etandlicas de
5mg/L e 6mg/L, para determinagdo do comprimento de onda maximo (A max) e
calculo do coeficiente de extingdo molar (¢). Os parametros utilizados foram:

varredura de 450 a 220 nm, fenda 2,0 cm e intervalo de amostragem 1,0 nm.



4.2.2.4 Analise do espectro de absorgcao na regiao infravermelha

Foi realizada a comparacdo entre os espectros existentes na literatura e
aqueles obtidos no aparelho SHIMADZU FTIR-8300, utilizando a BZ-3 a 1% em
pastilhas de KBr. Para o MCO, uma gota foi espalhada entre placas de cristal de

cloreto de sédio.

4.2.3 Construcao da Curva de Ringbom para a BZ-3

A curva de Ringbom permite determinar qual faixa de concentragdo da BZ-3
produzira uma resposta linear em relagdo a absorbéancia (Abs.), ou seja, qual faixa
de concentragdo da BZ-3 ira responder a lei de Lambert-Beer (Ringbom, 1939;
Yakabe et al., 2005).

Para sua construcdo foram preparadas 12 solugdes com
concentragbes crescentes na faixa de 0,4ug/mL a 60,0ug/mL, etanol P.A. foi
escolhido como solvente. Foi registrado o espectro de absor¢ao na faixa de 220,0nm
a 450,0nm de cada uma das solugdes. Os valores de absor¢ao maximos serviram
de base para a determinagdao do comprimento de onda maximo (AL max) e para os
calculos dos percentuais de transmitancia que formam os valores do eixo Y no
grafico. Os valores de logaritmo das concentragdes foram calculados e fazem parte

do eixo X do grafico.



4.2.4 Construcdo da curva-padrdo para a determinacdo da equacao da reta da

BZ-3

Com as concentragdes escolhidas (05 pontos) a partir da curva de Ringbom,
foram construidas trés curvas-padrao (Abs. x Concentragéo.) para a BZ-3. Essas
analises permitiram a construcdo da curva-padrao média e o calculo da equacao da

reta com a determinagao do coeficiente de correlagao (r). (ANVISA, 2003)

4.2.5 Construcéo da curva-padrao para a determinacédo da equacédo da reta do

MCO

Para o MCO, estudos anteriores ja determinaram os valores de concentragao
que respondem linearmente a lei de Beer e 0 A max, tendo o etanol como solvente.
Utilizando esses valores, foram construidas 3 curvas padrao e calculada a equagao

da reta.

4.2.6 Preparacgao dos lipossomas contendo a Benzofenona-3

De forma a obter vesiculas multilamelares que possuem uma maior
capacidade de incorporar substancias lipofilicas, como a BZ-3, foram avaliados dois
métodos: o de hidratacdo do filme fosfolipidico (Phospholipon® 90NG) e o que utiliza
o pré-lipossoma (Phosal® 75 AS). Pesquisa anterior j4 demonstrou que para um
outro ativo sélido lipofilico o método de preparo utilizando o pré-lipossoma
demonstrou menor percentual de inclusdo, quando comparado ao da hidratacdo do

filme lipidico (HENRIQUES et al., 2005). Portanto, iniciaram-se os calculos



envolvidos para a obtencao dos lipossomas pelo método de hidratacdo do filme
lipidico.

O melhor percentual de incorporagao encontra-se entre 10 e 20% de ativo em
relacdo aos constituintes lipidicos do lipossoma (NEW, 1997). Assim sendo, foram
escolhidos os valores de 10% e 15% de BZ-3 como guias para alcangar a melhor
quantidade de BZ-3 a ser incorporada. Foi utilizada a mesma proporgcao dos
constituintes ja descritas como tendo um bom rendimento e facil manipulagao,
formada por: 42,0 mM de fosfatidilcolina (PC); 12,0mM de colesterol e 5,4 mM para
BZ-3 (10% em relagao ao total de lipidios) ou 8,1 mM para BZ-3 (15% em relagéo ao
total de lipidios).

Para os ensaios preliminares foi preparado 25 mL da suspensdo de
lipossoma. Dessa forma foram calculadas as massas dos constituintes, sendo a PC
e o colesterol pesado diretamente no baldo de fundo redondo de 1,0 litro. A BZ-3 foi
pesada separadamente e transferida quantitativamente para o baldo com o auxilio
de até 20 mL de cloroférmio P.A..

Agitou-se a mistura até completa solubilizacdo dos constituintes, quando
entdo o baldo foi levado ao evaporador rotatério, onde permaneceu sob
aquecimento até 40 °C, rotacdo lenta por 2 horas e inclinagao do baldao de forma a
obter um filme fino e homogéneo na parede interna. Para garantir que todo solvente
foi retirado, o baldo permaneceu 24 horas no dessecador a vacuo.

Apos este tempo, adicionaram-se algumas pérolas de vidro e 25 mL de
tampao TRIS pH 6,8 para realizar a hidratagcao do filme fosfolipidico. A mistura foi
levada a um agitador de tubos até observar o completo desprendimento do filme.
Com a hidratacdo do filme fosfolipidico, as vesiculas desprendidas irdo se fechar,

formando as primeiras vesiculas (FIGURA 17). Este processo € demorado, portanto



em publicagdes anteriores o baldo era deixado em repouso por 48 ou 96 horas sob
refrigeragao (4 °C) (GARCIA, 1998).

Colesterol
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25mL tampéo TRIS pH 6,8
Agitacéo
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FIGURA 17: Formacao de lipossomas por hidratagao de filme lipidico.

4.2.7 Preparacéo dos lipossomas contendo o p-Metoxinamato de octila

Por ser um filtro liquido oleoso, o MCO péde ser incorporado nos lipossomas
pelo método do pré-lipossoma. A concentragcdo de 84 mM de MCO (20% em
relacdo ao total de lipidios) foi utilizada por ja ter sido eleita a melhor em pesquisa
anterior (GARCIA, 1998). Neste procedimento, o lipossoma é formado a partir de
uma mistura comercial de PC com outros adjuvantes (Phosal® 75 AS) utilizada na
concentracdo de 42 mM. Foram calculadas as massas de Phosal® e de MCO a

serem utilizadas para obter 25 mL da suspensao lipossomal. Os dois constituintes



foram pesados diretamente em um becher de 100 mL, misturados por 15 minutos
com o auxilio de um bastao de vidro, e por fim adicionou-se 25 mL do tampao TRIS

pH 6,8. A mistura foi deixada sob agitagdo mecéanica por 2 horas (FIGURA 18).

25 mL tampao TRIS pH 6,8

| =

Agitacao com bastéo
(15 min)

FIGURA 18: Formacéao de lipossomas pelo método de agitagdo mecanica utilizando
um pré-lipossoma.

4.2.8 Normalizacao dos lipossomas

Para normalizagdo do tamanho, os lipossomas preparados foram filtrados
utilizando seringa descartavel de 5,0 mL Beckton & Dickson acoplada em suporte de
filtragao Swinex® em polipropileno com 25 mm de diametro, contendo membrana de
policarbonato (Isopore®) com poros de 0,4 um ou de 0,2 um. Apds a passagem pela
membrana de 0,2 yum, uma fracédo do lipossoma era separada para analise (FIGURA
19). A filtracdo em cada membrana deveria ser realizada duas vezes, porém como
esse processo era manual, preparacdes mais concentradas exerciam uma pressao

muito grande no sistema impedindo que se fizesse a filtragdo duas vezes.
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FIGURA 19: Processo de normalizagao do tamanho dos lipossomas.

4.2.9 Avaliacao do percentual de filtro incorporado no lipossoma

Nesta etapa final, separou-se 3,5 mL da fracdo apés filtragdo na membrana
de 0,2 ym, para que fossem passados em uma coluna PD-10 contendo Sephadex®
G-50. Desta forma, o material que nio estava incorporado no lipossoma ficaria retido
na coluna, e a fracdo que passava por toda coluna era recolhida para analise
(FIGURA 20).

Ao final de todo processo, para cada lipossoma preparado, tinham-se trés
fragcdes da suspensdo lipossomal para analise: inicial, apds filtracdo na membrana

de 0,2 um e apos passagem pela coluna Sephadex® G-50.
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FIGURA 20: Passagem dos lipossomas por coluna de gel de Sephadex® G-50.

4.2.10 Determinagdo da quantidade de filtro solar incorporado nas fracdes da

suspenséo lipossomal

Utilizando a massa de filtro inicialmente pesada para o preparo do lipossoma,
calculou-se a diluigdo necessaria das amostras para obter solugbes com
concentracdes proximas a do ponto central da curva-padréo.

Para cada fracdo eram preparadas trés diluicdes. Estas foram lidas no
espectrofotbmetro e seus valores de absorbancia determinados no A max
caracteristico de cada filtro solar. A concentracédo do filtro solar em cada fracao foi

determinado pela equacéao da reta obtida da curva-padrao correspondente.



4.2.11 Determinacao da quantidade de fosfolipidio nas fraces pelo método de

Bartlett

Foi realizada a determinacdo indireta da concentracido de fosfolipidios,
avaliando-se o conteudo de fésforo (P) em cada amostra. Por se tratar de um
método com muitas variaveis, sempre que era realizado, havia a necessidade da
construgcao de uma curva-padrao de fésforo. As amostras foram diluidas, baseando-
se na massa inicial de fosfolipidio presente, para obter as solugdes finais com
concentragdo de aproximadamente 2 ug de fosforo / mL. Foi pipetado 1,0 mL de
cada solucao diluida para um tubo de ensaio, em trés tubos foram pipetados 1,0 mL
de agua destilada que serviram de brancos e quatro tubos continham volumes
crescentes de solucio padrao de fosforo para construgcédo da curva-padrao.

Neste método (FIGURA 21), primeiro as amostras sofrem uma hidrdlise acida,
os fosfolipidios passam a fosfato inorganico. Adiciona-se solugdo de molibdato de
amoénio que reage com o fosfato inorganico formando o acido fosfomolibdico. Este
por sua vez forma um complexo azul, na presenga de acido ascorbico como agente
redutor. A intensidade da cor azul é diretamente proporcional a quantidade de
fésforo presente e é medida espectrofotometricamente (BARTLETT, 1959; GARCIA,
1998). A quantidade de fésforo encontrada € diretamente proporcional a quantidade

de PC presente na amostra (1,0 mg de P ---- 25,0 mg de PC).



Amostra diluida
2pg P/mL

Aliguota de 1,0 mL
/ \

0,4 mL H,SO4 10 N
Aquecimento 180 °C (30 min)

0,1 mL H20, 10%
Aguecimento 180 °C (30 min)

4,6 mL Molibdato de aménio

0,5 mL Ac. ascorbico 10%
Aquecimento 90 °C (20 min)
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FIGURA 21: Método de Bartlett para determinacao do teor de fosforo.

4.2.12 Visualizacdo dos lipossomas por microscopia 6ptica

As diferentes fragdes dos lipossomas preparadas com BZ-3a 54 mMe a 7,0
mM foram observadas em microscopio Optico para verificar a formacido das
vesiculas, seus tamanhos, formas e verificar a existéncia de cristais insoluveis do
filtro. Cada fracdo foi diluida no momento da visualizagdo com agua destilada,

conforme necessario. Uma gota foi colocada sobre |amina e coberta com laminula,



aplicando uma pequena pressao para imobilizar o maior numero possivel de

vesiculas e assim permitir a visualizacao.

4.2.13 Visualizacdo dos lipossomas por microscopia eletrénica de transmissao

(MET)

Amostras dos lipossomas preparados com BZ-3 a 7,0 mM foram feitas por
coloracdo negativa pelo método da gota utilizando solugdo de fosfotungstato de
potassio (PTK) a 2% como corante. O método utilizado esté representado no

esquema da FIGURA 22.

Telas com filme suporte :@

1 gota sol. Bacitracina

(2min) :@

1 gota sol. de

lipossomas (2min) :@

1 gota corante PTK 2%

(2min) :@

Secagem por 40 min ou

mais :@

Observagdo no MET

FIGURA 22: Preparo das amostras para MET.



4.2.14 Determinacdo do tamanho dos lipossomas por espalhamento da luz
laser
Amostras dos lipossomas preparados com BZ-3 a 7,0 mM. Foram preparadas
por diluigdo com agua destilada para leitura no aparelho ZETASEIZER, o método de

leitura utilizado foi o multimodal.

4.2.15 Determinacao do teor dos filtros recebidos como matérias-primas

Para a formulagao dos geles, a BZ-3 e o MCO foram doados pelo Laboratério
de Desenvolvimento Galénico (LADEG) da Faculdade de Farmacia - UFRJ. Antes de
serem utilizados, foi necessario determinar seus teores, fazendo-se a diluicido de
cada filtro na concentragdo proxima ao ponto central da curva-padrao
correspondente. As curvas-padrao utilizadas foram aquelas construidas a partir das

amostras utilizadas como padrao de trabalho.

4.2.16 Formulacao do gel contendo os filtros ndo incorporados em lipossomas

Para comparagéao dos resultados das analises do gel contendo os lipossomas,
foi necessario preparar uma formulacdo contendo os filtros solares nao inclusos, o
mais proximo possivel da formulacdo contendo os lipossomas. A formulagao
escolhida foi o gel de natrosol, por ser compativel com os lipossomas. A formulagéo

preparada encontra-se na TABELA 2.



TABELA 2: Formulagdo em gel contendo os filtros solares BZ-3 e MCO livres.

Componentes Quantidade (g)
Natrosol 1,0
Fase A Metilparabeno 0,2
Agua destilada g.s.p. -— 100
p-metoxinamato de octila 8,0
Fase B Benzofenona-3 50
Eumulgin® VL 75 * 0,5 (gotejar)

* Emulgin® VL 75: lauril glucésido, poligliceril 2-dipolihidroxiestearato e glicerina.

O metilparabeno foi dissolvido completamente na metade da quantidade de
agua previamente aquecida, adicionou-se o restante da agua fria e a seguir o
natrosol, sob agitagcdo. Separadamente, foi preparada a fase B, solubilizando a BZ-3
no MCO com o auxilio de gotas de Eumulgin® VL75. A fase A foi vertida na fase B e
mantida sob vigorosa agitacao até formacao da rede do polimero e homogeneizagao

das fases.

4.2.17 Desenvolvimento da formulagcdo em gel contendo os filtros solares

inclusos nos lipossomas

Para a formulagao, os lipossomas contendo o MCO e os lipossomas com BZ-
3 foram preparados utilizando uma concentragcao de 168mM de PC e com aumento
proporcional da concentragao dos filtros em relacdo aos fosfolipidios. Esse aumento

na concentragdo dos fosfolipidios teve por objetivo aumentar a quantidade na



formulacao de lipossomas com os filtros solares inclusos, diminuindo a necessidade
da adig¢ao de filtros solares externos aos lipossomas.

Para atingir um FPS 20, foi formulado um gel de natrosol a 1% contendo 8%
de MCO e 5% de BZ-3 (TABELA 3), onde parte desses filtros solares estavam

inclusos no lipossomas.

TABELA 3: Formulagdo em gel contendo os filtros solares BZ-3 e MCO inclusos em
lipossomas.

Componentes Quantidade
Natrosol 1,09
Fase A Metilparabeno 0,29
Agua destilada q.s.p. -— 100g
Suspenséao lipossomal
40,0 mL
com MCO a 43,2 mM
Suspensao lipossomal 40.0 mL
,0m
Fase B com BZ-3 a 28 mM
p-metoxinamato de octila 7,59
Benzofenona-3 4,759

O metilparabeno foi dissolvido completamente em 10 mL de agua
previamente aquecida, adicionou-se o restante da agua fria e depois o natrosol, sob
agitacdo. A fase B foi preparada adicionando o filtro solar ndo incluso em sua
suspensdo lipossomal correspondente e por fim misturando-se as suspensodes. A
fase A foi vertida na fase B e mantida sob vigorosa agitagdo até formacao da rede

do polimero e homogeneizagao das fases.



4.2.18 Formulacao do gel contendo os filtros ndo incorporados e com 0s

fosfolipidios dispersos

Para comparacao dos resultados principalmente nas analises in vivo do gel
contendo os lipossomas, foi necessario preparar uma formulagao contendo os filtros
solares ndo inclusos e os fosfolipidios dispersos no meio. A formulacdo preparada
encontra-se descrita na TABELA 4.

TABELA 4: Formulacdo em gel contendo os filtros solares BZ-3 e MCO livres e
fosfolipidios dispersos.

Componentes Quantidade (g)
Natrosol 1,0
Fase A Metilparabeno 0,2
Agua destilada q.s.p. -—- 100
Fosfatidilcolina 13,0
Colesterol 2,0
Fase B p-metoxinamato de octila 8,0
Benzofenona-3 50

O metilparabeno foi dissolvido completamente na metade da quantidade de
agua previamente aquecida, adicionou-se o restante da agua fria e a seguir o
natrosol, sob agitagcdo. Separadamente, foi preparada a fase B, solubilizando a BZ-3
no MCO e com a adi¢ao da fosfatidilcolina e do colesterol. A fase A foi vertida na
fase B e mantida sob vigorosa agitacdo até formacdo da rede do polimero e

homogeneizagao das fases.



4.2.19 Determinacdo in vitro do FPS das formulacdes

O FPS das formulagdes preparadas foi medido pelo método de Mansur
(MANSUR, 1986). E um método in vitro simples no qual a formulacéo foi diluida em
etanol P.A. de forma a obter uma concentragdo de 0,2 mg/mL da formulagédo e néo
do ativo, condicao esta estabelecida pelo autor de forma a criar uma correlacido com
o método in vivo. Através da férmula matematica desenvolvida com valores de
correcao, € possivel relacionar os valores de Abs. obtidos com o FPS da amostra

(MANSUR et al, 1986; SANTOS et al, 1999; RIBEIRO et al, 2004).

FPS =FC1o . 3202 . EE,, . |,.. Abs (conc = 0,2uL/mL ou 0,2mg/mL)

EQUACAO 2: Calculo do FPS segundo Mansur

4.2.20 Determinag&o do FPS in vivo das formulagdes

As formulagdes tiveram seu FPS in vivo determinados usando o protocolo da
FDA 99 DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION — Sunscreen Drug Products for Over the Counter Human Use;
Final Monograph; Final Rule; Subpart D Testing Procedure, section 352.70 a 352.72,
May 21, 1999 (FDA, 1999).

Foi realizado ensaio clinico mono-cego, aleatorizado, com controle paralelo.
Foram avaliados voluntarios, do sexo feminino, de fototipos I, Il e Ill, (TABELA 5)

com idades de 18 a 60 anos.



TABELA 5: Avaliagcado do fototipo da pele através do histérico. Adaptado de FDA,
19909.

Fototipo Histdrico de resposta a exposic¢ao solar

I Sempre queima facilmente, nunca bronzeia

Il Sempre queima facilmente, bronzeia ao minimo

1] Queima moderadamente, bronzeia gradualmente

Foram critérios de exclusado: gravidez ou aleitamento; individuos com histéria
anterior de reagdes fototoxicas ou fotoalérgicas; individuos em uso de
medicamentos passiveis de produzir resposta cutdnea anormal; presenca de
queimadura solar, bronzeado, tom de pele desigual, manchas, nevos, queratose
seborréica ou excesso de pélos no local do teste.

Os voluntarios foram submetidos a entrevista (ANEXO A) e exame
dermatolégico (ANEXO B). Todos foram esclarecidos e orientados sobre os objetivos
e métodos da pesquisa, receberam instrucdées (ANEXO C) e assinaram um termo de
consentimento de participacdo (ANEXO D) elaborado segundo a declaragado de
Helsinque e aprovado por um comité de Etica em Pesquisa (CNS, 1996).

Antes da fase de teste, a DME de cada voluntario foi determinada por uma
sequéncia de progressdo geométrica de exposigao a luz ultravioleta (DME / minuto),
sendo cada uma graduada com um aumento aproximado de 25% acima do anterior.
24 horas ap06s a irradiacdo, os locais de teste foram avaliados pelo eritema de

acordo com a TABELA 6.



TABELA 6: Determinagdo da DME na pele. Adaptado de FDA, 1999.

Reacao Resultado
0 — ausente negativo (-)
1 — eritema minimo duvidoso (+/-)
2 — eritema definido positivo (+)
3 — eritema moderado positivo (++)
4 — eritema intenso positivo (+++)

Apdés a demarcacdo de areas medindo 50 cm? no dorso (regido infra-
escapular), aplicou-se a preparagao controle (octildimetil PABA 7,0% e BZ-3 3,0%) e
a formulacdo a ser avaliada em areas adjacentes, na quantidade de 0,1g
(equivalente a 2mg/cm?), de maneira uniforme com o uso de dedeira. Apds 15
minutos da aplicagdo, iniciou-se a irradiacdo. Os tempos de exposigcao foram
calculados para cada area individualmente, baseados na DME previamente
determinada da pele nao protegida e no FPS estimado da formulagao avaliada.

O FPS foi calculado pela razdo entre o tempo necessario para produzir uma
DME na pele protegida (com a formulagado) e o tempo necessario para produzir uma
DME na pele nao protegida. Para cada um dos voluntarios foi calculado o valor do
FPS, para a amostra total dos voluntarios foi calculado o FPS médio e o desvio
padrdo. Na tabela de distribuicao de t de Student, verificou-se o valor de (t) com n-1
graus de liberdade e nivel de probabilidade p = 0,05. O intervalo de confianga de
95% para o FPS médio baseado na distribuigdo t de Student foi calculado através da
seqguinte férmula:

IC 95% FPS médio =x + A

EQUACAO 3: Calculo do intervalo de confianga de 95% para o FPS médio.



Onde,

x = valor médio do FPS

t_S
A= An
t = valor de t da tabela de distribui¢cao bilateral t de Student com p = 0,05
s = desvio padrao

n = numero de voluntarios utilizados

4.2.21 Determinacdo do FPS in vivo ap0s imersdo em agua — “Resisténcia a

agua’

Apods a irradiacao da radiacao ultravioleta nos locais de ensaio, tanto para a
formulagcao testada como para o controle, aplicou-se o produto novamente em area
intacta, aguardou-se 15 minutos e cada voluntario entrou em banheira de
hidromassagem, com agua na temperatura entre 23 °C e 32 °C por um periodo
inicial de 20 minutos de agitagdo moderada da agua. A seguir, 20 minutos de
repouso fora da banheira. Repetiu-se, a seguir o procedimento de agitacdo por mais
20 minutos. Os voluntarios foram acompanhados durante a imersado para assegurar
que as areas de testes nao fossem tocadas. Apds totalizar 40 minutos em contato
com a agua, o voluntario foi seco com secador elétrico nas areas de teste e com
toalha macia nas demais areas. Os locais de teste foram expostos a luz ultravioleta,

utilizando-se o0 mesmo método aplicado antes da imerséo.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DOS PADROES DE TRABALHO

(BZ-3 E MCO)

Amostras de BZ-3 e MCO foram doadas pela empresa SPECTRUM, com os
respectivos laudos de analise constando o teor de cada filtro solar. Como nao existe
padrao farmacopeico dos filtros solares, foi necessario comprovar a identidade e
pureza permitindo o uso das amostras como padrdes de trabalho. A seguir estdo os

testes executados para estas avaliagdes:

5.1.1 Determinacao do ponto de fuséo (PF) da BZ-3

O ponto de fusao é caracteristico para uma substancia e variacbes no seu
valor podem indicar a presenca de impurezas e/ou degradagao da amostra. A sua
determinacao foi realizada em ftriplicata e o resultado médio esta apresentado na
TABELA 7. A amostra apresentou uma faixa proxima daquela apresentada na

literatura.

TABELA 7: Valores de Ponto de Fusdo da BZ-3.

Ponto de Fuséao
Analise (n = 3) (°C) Literatura® (°C)
64,4 + 0,26 - 65,3 + 0,36 62 - 64
“(SHAAT, 1995)




5.1.2 Determinacédo do indice de refracdo do MCO

A refratometria € um método empregado para identificacédo de substancias e
detecgao de impurezas. A lei da refragcao de Snell-Descartes relaciona os indices de
refracdo de dois meios e foi empregada no refratdbmetro CARL ZEISS onde a
amostra € colocada entre os prismas que o compde. A alteragcdo do angulo de
incidéncia dos raios de luz que passam pela amostra e pelos prismas é traduzida no
indice de refragcdo. Este valor é especifico para cada substadncia. A TABELA 8
apresenta os resultados referentes ao indice de refracdo do MCO, média de trés
determinagdes. O valor encontrado para amostra ficou dentro da faixa indicada pela

literatura.

TABELA 8: Valores de indice de refracdo do MCO.

indice de refracéo

Analise Literatura*
(n=3)
1,543 + 0,001 | 1,542 - 1,548

*(SHAAT, 1995)

5.1.3 Determinacao dos parametros de absorcao na regiao ultravioleta

O espectro de absorgao na regido do UV é muito rico para a avaliagao dos
filtros solares. E possivel determinar diversos parametros que identifica a substancia
e a sua pureza. Na avaliagao de cada espectro péde-se determinar o A maximo e a
absorbancia maxima, valores que contribuem para a identificacdo dos filtros

utilizados. Também foi possivel calcular o coeficiente de extingdo molar (g), valor

indicativo do poder de absorcao da radiagcao UV pela molécula. A  TABELA 9



apresenta os parametros utilizados e os valores encontrados na analise da BZ-3 e

do MCO. Os resultados obtidos estdo em concordancia com os valores da literatura.

TABELA 9: Parametros observados na analise por ultravioleta dos filtros solares.
BZ-3 MCO
Teor 102,7% 100%
Solvente Etanol P.A | Etanol P.A
Concentragao | 4,99 mg/L 8,22 mg/L

A maximo 287 nm 311 nm

7.‘ méXimE 288 nm 311 nm

literatura

Abs. max. 0,3095 0,7033
€ 14460 24810

¢ literatura* 14000 23300

*(SHAAT, 1995)

5.1.4 Espectro da BZ-3 e MCO na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelho sao provocados pelos diferentes modos de
interacdo da radiagdo eletromagnética com a molécula (vibragdo e rotagao). Pode
ser considerado como uma “impressao digital” do composto. Nas FIGURAS 23 e 24
apresentam-se os espectros na regiao do infravermelho obtidos com as amostras de
BZ-3 e MCO, respectivamente. De cada espectro foram selecionadas as principais
bandas de absorcdo e comparadas com os valores encontrados na literatura
(TABELAS 10 e 11). Como visto, ambas amostras tiveram bandas de absor¢gao com
valores bem proximos aos seus padrbes da literatura, sendo um indicativo da
similaridade entre as estruturas quimicas de cada amostra e seus respectivos

padroes.
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FIGURA 23: Espectro no infravermelho da BZ-3 (1% em KBr)

TABELA 10: Comparagao das principais bandas de absor¢dao do espectro
infravermelho da BZ-3.

Principais bandas de absorg¢ao

Amostra Literatura (CTFA, 1990)
2950 cm™’ 2900 cm™
1636 cm”™ 1650 cm””
1595 cm” 1600 cm™
1260 cm”” 1270 cm”™
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FIGURA 24: Espectro no infravermelho do MCO (filme entre cristais de NaCl).

TABELA 11: Comparagao das principais bandas de absor¢ao do espectro
infravermelho do MCO.

Principais bandas de absorg¢ao

Amostra Literatura (BP, 2004)
1710 cm”’ 1700 cm™’
1604 cm’ 1610 cm’™”
1254 cm’ 1200 cm’”

A dificuldade em se obter padrbées farmacopeicos e a pouca literatura
existente indicando especificagdes para as caracteristicas fisico-quimicas dos filtros
solares dificulta sua padronizacdo. Contudo, a realizacdo dos testes descritos e a
analise dos resultados permitiram a utilizagcado dos filtros doados como padrbes de

trabalho nas etapas seguintes.



5.2 CONSTRUCAO DA CURVA DE RINGBOM PARA A BZ-3

A determinacéo da curva de Ringbom para uma substancia permite observar
a faixa total de concentragao que possui uma resposta linear a absorbancia. Como
nao foi encontrada tal curva na literatura para a BZ-3, mostrou-se necessaria a sua
construcdo. A faixa lida foi de 0,4 a 50 pg/mL. O uso de concentragdes menores que
0,4 pg/mL ndo era indicado pelo fabricante do aparelho espectrofotdmetro e
concentragbes acima de 60 pg/mL causaram distor¢gdes na leitura ocorrendo o
“‘estouro” dos picos de absorbancia. Para a construgdo da curva de Ringbom
(FIGURA 25) os valores de absorbancia foram utilizados para o calculo dos

0 x 100, também foram

percentuais de transmitancia (%T) pela relagao: %T = 1/1
calculados os logaritmos de cada concentracdo(logC). Os valores estéao

apresentados na TABELA 12.

TABELA 12: Valores utilizados para a constru¢ao da curva de Ringbom.

Concentracéo (ug/mL) | Absorbancia LogC % T
0,4 0,0313 -0,3979 93,0
0,8 0,0587 -0,0969 87,4
2,0 0,1391 0,3010 72,59
4,0 0,2744 0,6021 53,16
6,0 0,4086 0,7782 39,03
8,0 0,5450 0,9031 28,51
10,0 0,6803 1,000 20,88
20,0 1,3482 1,3010 4,4854
30,0 2,0271 1,4771 0,93951
40,0 2,6983 1,6021 0,20031
50,0 3,4557 1,6990 0,035019
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FIGURA 25: Curva de Ringbom para a BZ-3, eixo X: Log das concentracdes (ug/mL)
e eixo Y: % de transmitancia.

O retangulo na FIGURA 25 indica a regido onde se observa a linearidade,
correspondendo ao intervalo de 2,0 a 10 ug/mL Desta forma, escolheu-se trabalhar
com os cinco pontos a seguir: 2,0 ug/mL, 4,0 ug/mL, 6,0 ug/mL, 8,0 ug/mL e 10,0

ug/mL, que foram utilizadas para a construgao da curva-padrao da BZ-3.

5.3 CONSTRUGCAO DA CURVA-PADRAO E DETERMINACAO DA EQUAGCAO DA

RETA PARA A BZ-3

Para a analise do teor de BZ-3 presente nos lipossomas e nas formulagdes
preparadas, foi construida uma curva-padrdo em triplicata de pesadas para cada
ponto e calculada a equacédo da reta (FIGURA 26). A utilizagdo de solugdes da BZ-3
nas concentragdes estabelecidas pela curva de Ringbom permitiu a obtengcédo de
uma curva com O6tima linearidade possuindo um coeficiente de correlagdo (r) de

0,9998. O coeficiente de determinacéo (r?) de 0,9996 demonstra uma relacdo linear



para as concentragdes escolhidas e que a proposta feita foi verificada com 99,96%

de confianga (NETO et al., 2002).
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FIGURA 26: Curva-padrdao da BZ-3. Eixo X: concentragdo de BZ-3 em ug/mL; eixo
Y: Absorbancia.

5.4 CONSTRUCAO DA CURVA PADRAO E DETERMINAGAO DA EQUACAO DA

RETA PARA O MCO

Para a construgdo da curva-padrdao do MCO foram utilizadas as
concentragcdes determinadas pela curva de Ringbom do MCO em um estudo anterior
(GARCIA, 1998). As concentragdes foram: 2,0 ug/mL, 4,0 ug/mL, 6,0 pg/mL, 8,0
ug/mL e 10,0 pug/mL. Com estes valores foram construidas trés curvas-padréo e
delas resultou a curva-padrao média (FIGURA 27) da qual foi calculada a equacéao
da reta. O coeficiente de correlagéo (r) de 0,9995 indica uma 6tima linearidade. O

coeficiente de determinacéo (r’) de 0,9989 demonstra uma relagdo linear para as



concentragbes escolhidas e que a proposta feita foi verificada com 99,89% de

confianga (NETO et al., 2002).
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FIGURA 27: curva-padrdo média do MCO. Eixo X: concentracdo de MCO em ug/mL;
eixo Y: Absorbancia.

5.5 DETERMINAGAO DOS TEORES DE BZ-3 E MCO (MATERIAS-PRIMAS)

Para o preparo das formulagdes fotoprotetoras, foi necessaria a utilizagao de
grandes quantidades de filtros solares. As amostras doadas pela Spectrum que
foram padronizadas nao eram suficientes. O LADEG — UFRJ forneceu amostras de
BZ-3 e MCO para o preparo das formulagdes. Como tais amostras nao possuiam
teor declarado, a determinagado foi realizada baseando-se nas curvas-padrao ja
determinadas. As anadlises foram realizadas em triplicata, os filtros tiveram teor
proximo a 100% (TABELA 13), permitindo a utilizagdo como matérias-primas no

preparo das formulagdes.



TABELA 13: Valores de teor das amostras de BZ-3 e MCO recebidas como
matérias-primas para as formulagoes.

BZ-3 MCO

Teor 100,1% *+ 3,7 96,8% *+ 1,8

5.6 RELAGAO DOS TEORES DE BZz-3 E DE FOSFOLIPIDIOS NOS LIPOSSOMAS

COM AS QUANTIDADES INICIAIS

Os lipossomas do tipo VML possuem a capacidade de incorporagao de substancias
lipofilicas entre 5 e 20% em relagdo ao total de lipidios (NEW, 1997). O primeiro
passo foi descobrir a propor¢cdo de BZ-3 e fosfolipidios que permitisse o maior
percentual de inclusdo do filtro solar. Assim sendo, os primeiros lipossomas
preparados possuiam 8,1mM de BZ-3. Apds a retirada do material ndo encapsulado,
ocorreu uma queda em torno de 42% do total de filtro adicionado e uma queda de
15% dos fosfolipidios que indica uma perda do material de formacado das lamelas
dos lipossomas ou uma diluicdo do material recolhido da coluna (TABELA 14). A
partir dai, optou-se pelo preparo dos lipossomas com duas concentracbes de BZ-3:
54mM e 10,8mM. Analisando os lipossomas com 10,8mM de BZ-3, a queda da
quantidade de BZ-3 inicial ficou em torno de 62% e de fosfolipidios 13%. Os
resultados para a concentracao de 5,4mM de BZ-3 apontaram uma queda menor de
BZ-3 em torno de 30% e uma queda de 54% dos fosfolipidios. Estes resultados
indicaram que a quantidade ideal de BZ-3 a ser incorporada nos lipossomas estava
entre 5,4mM e 8,1mM. Assim sendo, foi preparado um lipossoma com 7,0mM de BZ-

3. Os resultados para esta preparacao indicaram uma queda de 45% na quantidade



de BZ-3 e sem alteragbes na quantidade de fosfolipidios. Comparando os
lipossomas produzidos com 5,4; 7,0 e 8,1mM, os lipossomas com 54mM de BZ-3
tiveram o maior percentual final de filtro em torno de 70% encapsulado, porém
transformando o percentual em mg de BZ-3, obtém-se uma quantidade menor de
filtro presente que a encontrada para os lipossomas preparados com 7,0mM e com

8,1mM de BZ-3.

TABELA 14: Valores de teor de BZ-3 e fosfolipidios nos lipossomas preparados com
48 h de hidratacéo do filme lipidico.

SR Fracdes BZ-3 5,4mM | BZ-3 7,0mM | BZ-3 8,1'mM | BZ-3 10,8mM
separadas | (%) (nN=3) | (%) (N=3) | (%)(n=3) (%) (n=3)
Sem filtrar 100 + 2,7 86,6 + 2,8 88,7 + 9,1 97,2 +51
Apos
Teor de membrana 86,2+ 0,6 69,5+ 0,7 61,7+ 1,4 60,8 +1,9
filtro de 0,2 um
Apobs coluna
.50 71,5+0,7 | 55,7+24 57,8 +0,9 37,6 +2,0
Sem filtrar | 87,2+ 11,7 | 110+8,7 103 +7,1 102 +7,2
Apos
Teor de membrana | 73,9+ 10,7 | 108 + 10,2 * 100+ 9,4
fosfolipidio | de 0,2 um
Apods coluna
G50 56,1 +44 103 + 5,1 86,6 + 2,9 87,2+ 3,2

*Houve perda das amostras durante a analise.

Apos obtengao dos resultados, verificou-se que os lipossomas preparados
com 8,1mM de BZ-3 apresentaram os melhores resultados seguidos pelos
preparados com 7,0mM de BZ-3. Porém, em ambos ocorreram quedas substanciais
da quantidade de BZ-3 inicial em torno de 30% em relac&o a fragdo sem filtrar. Tal

perda poderia inviabilizar a aplicagdo de lipossomas contendo a BZ-3 em novas



formulacdes. A decisao sobre qual seria a melhor concentragao da BZ-3 ocorreu na
relagdo entre tempo de hidratacdo do filme lipidico e quantidade de BZ-3
encapsulada.

Quanto aos métodos, a determinagéo do teor de BZ-3 nas diferentes fragbes
por espectrofotometria no UV e utilizando a curva-padrao preparada, foi rapido, de
facil realizacdo e apresentou boa reprodutibilidade. O método de Bartlett para
determinacdo dos fosfolipidios foi muito mais complexo e susceptivel a
contaminagdes. Cada ensaio necessitou do preparo de uma curva-padrao e de 3
amostras em branco para minimizar as variagdes das condigdes do ensaio. Além
disso, cada fracdo foi analisada em ftriplicata. Todas estas precaucdes tinham o

objetivo de tornar os resultados obtidos mais precisos e exatos.

5.7 RELAGAO ENTRE O TEMPO DE HIDRATACAO E A QUANTIDADE DE BZ-3

ENCAPSULADA

No preparo dos lipossomas pelo método de hidratagao do filme fosfolipidico, a
etapa de hidratacdo onde ocorre a formagao das vesiculas é a etapa limitante do
processo que definira a incorporacao da BZ-3. Nao foi descrita até o momento uma
comparacgao que indique qual a melhor maneira de realizar essa hidratagdo. No
presente estudo, a hidratagdo por 48 horas a 4 °C foi utilizada seguindo estudo
anterior de incorporagdo do MCO em lipossomas (GARCIA, 1998). Foi testado entéao
o aumento do tempo de hidratacdo passando para 96 horas a 4 °C. Foram
preparados lipossomas com 7,0mM e 8,1mM de BZ-3, concentracbes nas quais com

48h de hidratagao do filme lipidico, se observou uma perda da BZ-3 ja na fragdo sem



filtracdo. Os resultados indicaram um aumento significativo do percentual de filtro
encapsulado nos lipossomas preparados com 7,0mM de BZ-3, enquanto os
resultados para 8,1mM se mantiveram (TABELA 15). A perda da quantidade inicial
de BZ-3 passou para 10%, apds passagem pela coluna e com uma perda de 15%

dos fosfolipidios. A preparagao dos lipossomas com 7,0mM de BZ-3 foi realizada em

triplicata e para cada uma delas os ensaios foram realizados em friplicata.

O aumento do tempo de hidratacdo pode ter permitido uma formagao de um

maior numero de vesiculas, com liberacido de todo filme fosfolipidico aderido no

balao.

TABELA 15: Comparagao entre os valores de teor de BZ-3 e fosfolipidios nos
lipossomas preparados com 48h e 96h de hidratacédo do filme lipidico.

A Fracdes BZ-37,0mM | BZ-3 7,0mM | BZ-3 8,1mM | BZ-3 8,1mM
separadas | 48h(n=3) | 96h (n=9) | 48h (n=3) 96h (n = 3)
Sem filtrar | 86,6% +2,8 | 103% + 5,2 | 88,7% +9,1 | 99,0% + 0,7
Apos
Teorde | membrana | 69,5% +0,7 | 952% +4,8 | 61,7% +1,4 | 61,3% +0,7
filtro de 0,2 um
Apobs coluna
55,7% +2,4 | 91,6% +4,4 | 57,8% +0,9 | 54,7% + 0,7
G-50
Sem filtrar | 110% + 8,7 | 89,2% +0,9 | 103% +7,1 | 109% *+ 10,7
Apos
Teor de membrana | 108% + 10,2 | 80,3% + 0,3 * 83,9% + 10,2
fosfolipidio| de 0,2 um
Apods coluna
G50 103% +5,1 | 74,4% +3,8 | 86,6% +29 | 77,5% +0,7

*Houve perda das amostras durante a analise.



5.8 RELACAO ENTRE O METODO DE PREPARO DOS LIPOSSOMAS E A

QUANTIDADE DE BZ-3 ENCAPSULADA

O método do pré-lipossoma se mostra inferior ao de hidratagcdo do filme lipidico

guando se trabalha com uma substancia sélida lipofilica (HENRIQUES, 2005). Para

confirmar se isto se aplica também a BZ-3, foi realizada a comparacao dos dois

métodos para a incorporacdo da BZ-3. Os resultados obtidos (TABELA 16)

confirmaram a indicagdo de que substancias sélidas lipofilicas, no caso a BZ-3,

possuem uma encapsulacdo superior com o método de hidratacdo do filme

fosfolipidico do que com o método de pré-lipossoma.

TABELA 16: Comparagao entre os valores de teor de BZ-3 e fosfolipidios nos
lipossomas obtidos pelo método de hidratacdo do filme lipidico e pelo método do

pré-lipossoma.

BZ-3 7,0mM BZ-3 7,0mM
Ensaios Fracbes separadas | hidratagao do filme pré-lipossoma
lipidico (n =9) (%) (n=3) (%)
Sem filtrar 103 + 5,2 75,2+55
Apds membrana de
Teor de filtro 95,2+4,8 725+17
0,2 um
Apos coluna G-50 916 +44 65,0 +1,3
Sem filtrar 89,2+0,9 94,4 +2,6
Teor de Apds membrana de
o 80,3+0,3 89,3 +3,5
fosfolipidios 0,2 um
Apds coluna G-50 744 + 3,8 77,1+0,6




5.9 VISUALIZAGCAO DOS LIPOSSOMAS POR MICROSCOPIA OPTICA

As diferentes fragdes de lipossomas preparados com a BZ-3 a 7,0mM com
96h de hidratagao foram observadas no microscépio optico.

A fracdo sem filtrar confirmou a formacdo e apresentou vesiculas de
tamanhos variados e de facil identificagdo, o que era esperado ja que nesta fragéao
as vesiculas ainda ndo passaram por processos de normalizagdo de tamanho. Foi
evidente que as vesiculas tendem a se agrupar formando grandes aglomerados e
possuem uma grande mobilidade na lamina dificultando a visualizagdo da forma.
Nas fracbes apds membrana de 0,2 um e apds coluna G-50, ocorreu um aumento da
populacdo de vesiculas que passaram a apresentar um tamanho mais uniforme e
muito menor comparando-se a fracado sem filtrar. A diminuicdo do tamanho dos
lipossomas dificultou muito a visualizagdo pelo microscépio 6ptico mesmo em seu
maior aumento (1000x com 6leo de imersao), além disso os lipossomas passaram a
se movimentar intensamente tornando-se dificil a fixacdo na lamina e a focalizacao

das imagens.

FIGURA 28: Foto microscopia 6ptica dos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fragao
sem filtrar. Aumento 1000x, 6leo de imersao, seta vermelha indica as vesiculas.



FIGURA 29: Foto microscopia 6ptica dos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fragao
ap6s membrana de 0,2 um. Aumento 1000x, déleo de imers&o, setas vermelhas
indicam as vesiculas.

FIGURA 30: Foto microscopia 6ptica dos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fragao
apoés coluna G-50. Aumento 1000x, 6leo de imerséo, setas vermelhas indicam as
vesiculas.



5.10 VISUALIZAGCAO DOS LIPOSSOMAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE

TRANSMISSAO

Comparada a microscopia 6ptica, a MET permite aumentos muito maiores e
uma fixagdo superior do material. Essas caracteristicas tornam a MET ideal para a
visualizagdo dos lipossomas nas fragbes apds normalizagdo dos tamanhos e
passagem pela coluna G-50. O processo de preparo da amostra, pelo método da
gota e coloragao negativa usando solucao de fosfotungstato de potassio (PTK) a 2%
(p/v), foi rapido e de facil realizagdo. O principal problema encontrado foi a baixa
fixagdo das vesiculas na tela de suporte e uma aglomeragdo das vesiculas nas
bordas da tela, possivelmente devido a tenséo superficial da gota em cima da tela.
As imagens demonstraram vesiculas levemente deformadas possivelmente devido
ao processo de preparo da amostra. Os aumentos maiores propiciaram imagens que
demonstram nitidamente as vesiculas formadas e uma regularidade nos seus

tamanhos.

FIGURA 31: Micrografia eletrénica dos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fragdo apds
coluna G-50. (Aumento 80000x)



FIGURA 32: Micrografia eletrénica dos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fragado apos
coluna G-50. (Aumento: 80000x)

FIGURA 33: Micrografia eletrénica dos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fragado apds
coluna G-50. (Aumento 25000x)



5.11 DETERMINACAO DO TAMANHO DOS LIPOSSOMAS POR ESPALHAMENTO

DA LUZ LASER

Os lipossomas preparados com a BZ-3 a 7,0mM e os preparados com MCO a
10,8mM tiveram seus tamanhos determinados utilizando espalhamento da luz laser.

Avaliando os resultados para os lipossomas com a BZ-3 a 7,0mM (FIGURAS
34, 35 e 36), a fracdo sem filtrar demonstrou particulas com tamanho variando de
3512nm até 22807nm, 69,4% da populagdo com 6178,4nm + 2667,5 e 30,6% com
18390,7nm + 4198,2. Para a fragdo apos filtragdo por membrana de 0,2 um a
variagdo de diametro ficou entre 165 nm e 1070 nm, bem abaixo da encontrada
antes da filtragdo, 61,5% da populacido teve 237,2nm + 116,8 e 29,2% ficou com
447,2nm + 157,2. Estes valores indicam um bom processo de filtragado e colocam as
vesiculas dentro da faixa ideal de tamanho para lipossomas do tipo VML. Na fragao
apods coluna G-50, a variacdo de didametro ficou entre 149 nm e 942 nm. Cerca de
100% da populagdo ficou com 367,5nm + 374,7 indicando que a passagem das
vesiculas pela coluna de Sephadex® G-50 contribui para a normalizagdo do tamanho

e ndo altera de maneira indesejavel os lipossomas.
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FIGURA 34: Tamanho das particulas nos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fragao
sem filtrar.
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FIGURA 35: Tamanho das particulas nos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fragao
apos filtrar em membrana de 0,2 um.
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FIGURA 36: Tamanho das particulas nos lipossomas com BZ-3 a 7,0mM - fracao
apos coluna Sephadex® G-50

Para os lipossomas preparados com MCO a 10,8mM (FIGURAS 37, 38 e 39),
a fragao sem filtrar apresentou vesiculas com didmetro variando de 112 nm a 1124
nm, 67,2% da populagdo teve um didmetro de 183,8nm + 114,7; um valor bem
abaixo do encontrado para os lipossomas preparados com a BZ-3. Como os
lipossomas com BZ-3 foram preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico
e os lipossomas contendo MCO foram preparados pelo método do pré-lipossoma,
talvez haja uma relagdo entre o método de preparo e o tamanho dos lipossomas
obtidos. O tamanho menor dos lipossomas formados pelo método do pré-lipossoma
poderia ainda explicar o motivo pelo qual a BZ-3 que é sélida teve uma
encapsulacdo menor neste método comparado ao de hidratacdo do filme lipidico.
Novas pesquisas devem ser realizadas para elucidar esta relagdo. Na fragcdo apos
filtracdo pela membrana de 0,2 um, o didmetro variou de 146 nm a 799 nm e 64,7%

apresentou didmetro de 226,5nm + 111,4; indicando que o processo de filtragao foi



eficaz, porém nao houve uma alteragdo muito grande comparando-se a fragdo sem
filtrar, pois os lipossomas ja estavam com didmetro bem reduzido. Na fragdo apos
coluna, o diametro variou entre 146 nm e 802 nm, quase idéntico ao encontrado
para a fracdo apdés membrana, indicando que a passagem dos lipossomas pela
coluna ndo causa alteragcbes indesejaveis no formato das vesiculas, 49,1% da
populacao apresentou diametro de 222,2nm + 76,6 e 50,9% teve 426,7nm + 200,9;

demonstrando que a grande maioria da populagdo estava com diametro na faixa

esperada.
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FIGURA 37: Tamanho das particulas nos lipossomas com MCO a 10,8mM - fracao
sem filtrar.
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FIGURA 38: Tamanho das particulas nos lipossomas com MCO a 10,8mM - fracao
apos filtrar em membrana de 0,2 um.
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FIGURA 39: Tamanho das particulas nos lipossomas com MCO a 10,8mM - fracao
apos coluna Sephadex® G-50.



5.12 AVALIACAO DAS FORMULACOES PREPARADAS

A escolha de uma formulagdo em gel para incorporagao dos lipossomas nao
foi ao acaso. A trama tridimensional do gel permite uma dispersdo melhor dos
lipossomas evitando aglomeragdes. A escolha de um gel aquoso permite equilibrar a
constituicao 6leo : agua, tendo uma formulagdo com menor capacidade oclusiva da
pele e melhor espalhamento (ANSEL, 1999). Por nao utilizar lipidios além dos
fornecidos pelos lipossomas, ndo haveria interferéncias causadas por interagdo dos
lipossomas com outros componentes lipidicos. A escolha da hidroxietilcelulose
(natrosol) como polimero espessante, permitiu obter um gel n&o iénico incapaz de
interagir com os lipossomas. Durante 3 meses apds o preparo, todas as formulagoes

se demonstraram visualmente estaveis.

5.13 DETERMINACAO DO FPS in vitro DAS FORMULACOES

O FPS in vitro das formulagdes foi determinado pelo método de Mansur. Este
método se mostrou rapido, de facil execugcao e apresentou resultados com pequeno
desvio padrdo. Foi realizado um acompanhamento do FPS in vitro durante 3 meses
(TABELA 17) para avaliar se ocorria alguma variagdo no FPS que pudesse ser
relacionada com a estabilidade, principalmente relacionada ao MCO por ser muito

labil.



TABELA 17: Valores de FPS in vitro das trés formulagdes em gel preparadas.

FPS FPS FPS FPS
Formulagdes
no preparo 1 més 2 meses 3 meses
Gel + filtros livres 18,5+0,3 18,0+0,3 | 155+0,6 | 153+0,7
Gel + filtros lipossomados 19,0 + 0,02 19,2+0,9 | 189+0,1|18,7+0,5
Gel + filtros + fosfolipidios 18,5+0,2 19,0+04 | 18,8+0,8 | 19,0+ 0,3

Os valores de FPS logo apds o preparo foram iguais para os 3 geles,
demonstrando que o método empregado nao detectou diferengca entre a
incorporacao dos filtros nos lipossomas ou deixa-los livres na formulagao. Isto pode
ser explicado pelo preparo da amostra para leitura no espectrofotdmetro, em que a
amostra é diluida em etanol P.A. o que levara ao rompimento dos lipossomas. Além
disso, todos ficaram proximos de 20 que era o FPS esperado.

Apo6s 1 més do preparo ndo houve alteragcdes apreciaveis nos valores de FPS
das trés formulagdes, indicando uma manutencao da estabilidade. Apds 2 meses de
preparo foi observada uma queda no FPS do gel contendo os filtros livres de 16,2%,
queda esta que nao foi observada nas outras duas formulagdes. Apds 3 meses do
preparo, o FPS do gel contendo os filtros livres apresentou uma queda de 17,3% em
relagdo ao inicial e ndo foi observada queda nos valores de FPS das outras duas
formulagdes, indicando que a presenca dos fosfolipidios, mesmo ndo formando
lipossomas, pode contribuir na manutencao da estabilidade da combinagao de filtros
utilizada. Estes resultados foram confirmados através do Teste t de Student
(TABELA 18) utilizado para montar uma comparagéo entre o FPS no preparo e apods

3 meses de todas as formulag¢des (NETO et al., 2002).



TABELA 18: Resultados do Teste t utilizado para comparar o FPS inicial com o FPS
apos 3 meses das formulagodes.

_ t calculado | t tabelado (tab) | _. _
Formulagdes Situacao Concluséao
(tcaic) (p=0,05)
Gel + filtros livres 7,098 2,132 tcaic > ttap Ha diferenca
Gel + filtros lipossomados 0,842 2,132 tcaic < tiap | N&o ha diferenga
. L |tcalc| < ~ Lo
Gel + filtros + fosfolipidios | |-2,525] 2,776 t N&o ha diferenca
tab

5.14 DETERMINACAO DO FPS in vivo DAS FORMULAGCOES

A determinacdo do FPS in vivo das formulagdes poderia demonstrar
diferencas entre o gel com os filtros livres e aquele com os filtros inclusos nos
lipossomas. Isto porque na determinacgao in vivo do FPS, n&o ha o rompimento dos
lipossomas e pode-se verificar a interagao entre lipossomas e estrato cérneo.

Os valores de FPS a seco (TABELA 19) obtidos para os voluntarios nao
seguiram uma distribuicdo normal (p = 0,05) impedindo o uso do teste t de Student
para comparacao dos resultados. Para analise estatistica foi utilizado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney (NETO et al., 2002).

O FPS obtido para o gel com os filtros livres demonstrou ser estatisticamente
diferente do FPS para o gel com os lipossomas (p = <0,001) e também para o gel
com fosfolipidios dispersos (p = <0,001).

Os valores de FPS a seco obtidos para as formula¢des contendo fosfolipidios
ficaram proximos do valor esperado (FPS 20) e ndo indicaram diferenca estatistica
entre a presenca dos lipossomas e a simples dispersdo dos fosfolipidios na

formulacéo (p = 0,05).



TABELA 19: Valores de FPS in vivo a seco das trés formulagbes em gel preparadas.

) Intervalo de confianga
Produto FPS médio n
Superior Inferior
Gel + filtros livres 13,5+1,5 20 14,2 12,8
Gel + filtros lipossomados 20+ 24 20 21,1 18,9
Gel + filtros + fosfolipidios | 20,5+ 1,8 20 21,4 19,6

5.15 COMPARACAO DO FPS in vitro COM O FPS in vivo A SECO

O FPS in vivo a seco igual a 13,5 obtido para o gel com os filtros solares livres
demonstrou uma queda de 27% em relagdo ao FPS 18,5 obtido inicialmente pelo
método in vitro. Também representa uma queda de 11,8% em relagado ao FPS 15,3
encontrado apdés 3 meses de preparo pelo método in vitro. Tal queda pode indicar
uma degradagdo maior dos filtros no periodo entre o preparo da formulagcédo e a
realizacdo do teste in vivo (1 més e 20 dias) ou uma degradagédo causada pela
irradiacao do método in vivo.

A comparacao entre os FPS obtidos in vitro e in vivo a seco foi realizada pelo
teste de Mann-Whitney por dois motivos: os valores de FPS in vivo ndo seguem uma
distribuicdo normal de pontos e existe uma diferenga muito grande entre o tamanho
da amostra dos métodos (n = 20, in vivo e n = 3, in vitro). Os resultados (TABELA
20) indicaram diferenga significante apenas para a formulagdo com filtros livres, o
que possa ser explicado pela rapida degradagao dos filtros nesta formulagao.
Descartando a formulacdo com filtros livres, pode-se observar uma boa correlagcao
entre os demais resultados in vitro e in vivo, indicando que o método de

determinacgao de FPS in vitro descrito por Mansur (MANSUR et al., 1986) pode ser



utilizado como um ensaio preliminar evitando os complexos procedimentos e custos

mais altos do teste in vivo.

TABELA 20: Comparacao dos valores de FPS in vivo e in vitro das trés formulagoes.

FPS in vitro | FPS in vivo Teste de
Produto
3 meses a seco Mann-Whitney
Gel + filtros livres 15,3+0,7 | 13,5+1,5 Ha diferenca

Gel + filtros lipossomados 18,7 + 0,5 20+24 Nao ha diferenca
Gel + filtros + fosfolipidios 19,5+0,1 | 20,5+ 1,8 | Nao ha diferenca

5.16 DETERMINACAO DO FPS in vivo APOS IMERSAO EM AGUA

“RESISTENCIA A AGUA”

A determinagdo do FPS apods imersdo em agua (TABELA 21) é um dos
ensaios que podem demonstrar diferengas entre o gel com os filtros livres, o gel
contendo os lipossomas e o gel contendo fosfolipidios dispersos, isto porque espera-
se uma capacidade maior dos lipossomas de interagir e penetrar no estrato cérneo.

Outra informagao que pode ser obtida deste ensaio é a verificagdo de que os
lipossomas e/ou fosfolipidios aumentam a resisténcia a agua dos filtros comparando-

se a uma formulacdo convencional.



TABELA 21: Valores de FPS in vivo das trés formulagdes em gel preparadas apos
imersdo na agua.

o Intervalo de confianga
Produto FPS médio n
Superior Inferior
Gel + filtros livres 12,1+ 1,1 20 12,6 11,5
Gel + filtros lipossomados | 17,9 +1,9 20 18,8 17,0
Gel + filtros + fosfolipidios | 17,7 + 1,1 20 18,2 17,2

Fazendo a comparacao entre o FPS encontrado a seco e apds imersdo em
agua (TABELA 22), o gel com filtros livres teve uma queda de 10,4%. As
formulagdes contendo fosfolipidios também tiveram quedas préximas a este valor.
Dessa forma, nas formulacdes testadas a presenca de fosfolipidios livres ou como
lipossomas teve maior influéncia na manutencédo da estabilidade dos filtros solares
do que na resisténcia da formulagao a agua.

A analise estatistica pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney indicou uma
diferenga significante entre o FPS a seco e o FPS apds imersdao em agua nas 3
formulacdes. Este teste indica se ha ou nao diferenga, porém ndo mede esta
diferenca o que impede uma comparagao sobre qual produto seria mais resistente a

agua.

TABELA 22: Comparacgao entre o FPS in vivo a seco e apds imersao na agua para
avaliagao da resisténcia a agua.

Produto FPS a seco FPS apos imersdo | Queda (%)
Gel + filtros livres 13,5+1,5 12,1 +1,1 10,4
Gel + filtros lipossomados 20+24 17,9+1,9 10,5

Gel + filtros + fosfolipidios 20,5+ 1,8 17,7+ 11 13,6




6 CONCLUSAO

Os lipossomas preparados com BZ-3 a 7,0mM e a 8,1mM apresentaram
resultados satisfatorios e semelhantes quando preparados com 48h de hidratacao
do filme fosfolipidico. Os lipossomas preparados com BZ-3 a 7,0mM e 96h de
hidratacdo do filme fosfolipidico obtiveram os melhores resultados quando
comparados aos demais.

O meétodo de hidratacdo do filme lipidico se mostrou percentual de
encapsulacdo superior ao de agitagdo do pré-lipossoma para o preparo dos
lipossomas contendo BZ-3 a 7,0mM.

A visualizagdo microscopica dos lipossomas confirmou a formacdo das
vesiculas, demonstrou a grande diferenga de tamanho e forma das fragbes antes e
apos filtragao e indicou a auséncia de cristais insoluveis de BZ-3.

A determinacdo do tamanho dos lipossomas demonstrou que ao final dos
processos de filtragcdo e retirada do material ndo incluso, os lipossomas obtidos
estavam dentro da faixa pretendida (em torno de 300nm).

As formulagdes em gel escolhidas se mostraram compativeis com todos os
componentes utilizados ndo havendo alteracdo do aspecto visual apds 3 meses do
preparo.

A formulagdo contendo os filtros solares livres teve uma queda confirmada
estatisticamente entre o FPS in vitro inicial e o apd6s 3 meses, demonstrando uma
degradacgao dos filtros solares. Esta queda ndo ocorreu nas formulagdes contendo
fosfolipidios dispersos ou lipossomas, indicando uma agao protetora bastante eficaz
da PC contra a degradagé&o dos filtros solares utilizados. Devido a esta degradacgéo,

as comparagodes utilizando o gel com os filtros solares livres tornam-se incertas.



A comparacao estatistica entre o FPS obtido pelo método in vivo e pelo
método in vitro dos 2 produtos testados que continham fosfolipidios (dispersos ou
lipossomas) indicou uma boa correlagdo entre eles. Desta forma, o emprego do
método in vitro mostra-se muito interessante principalmente como um ensaio
preliminar do desenvolvimento galénico;

A avaliagao da resisténcia a agua (40 min de imersao) n&o indicou diferengas

estatisticamente significativas entre as formulagoes.
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