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Resumo:

O protetor solar € um produto extremamente importante para proteger a pele
da radiacao ultravioleta proveniente do sol e capaz de reduzir a incidéncia de cancer
de pele. Os filtros solares sédo divididos em organicos e inorganicos e, dentre os
inorganicos, se encontra o TiO; que atua refletindo, espalhando e absorvendo as
radiacfes UV, além de ser fotoestavel e de baixo potencial de irritabilidade dérmica.

Neste trabalho foram desenvolvidas formulacées cosméticas em forma de gel
contendo nanoparticulas de dioxido de titanio capazes de agir como fotoprotetores
fisicos e que mantem a transparéncia ao serem aplicados sobre uma superficie,
como a pele.

Foram desenvolvidos xerogéis a base de nanoparticulas de TiO, com
tamanho e superficie controlados. A partir dessas nanoparticulas foi possivel
preparar formulacdes cosméticas contendo nanoparticulas redispersas de xerogéis a
base de TiO,. Esses sistemas foram avaliados por testes de citotoxicidade e foi
obtido um resultado favoravel para a continuidade da pesquisa, sugerindo o0 uso
deste material em humanos sem causar danos.

Foram feitas as caracterizacfes fisico quimicas e estruturais. A analise de
FPS indicou amplo espectro da formulacdo, o potencial zeta mostrou que € possivel
evitar aglomeracfes das nanoparticulas em pHs utilizados para formulagdes topicas,
a reologia demonstrou que as formulagcdes apresentam comportamento de
recuperacdo da consisténcia e organizacdo do material inicial apds seu desarranjo
durante o cisalhamento. As caracterizacdes serviram para obter um conhecimento
da estrutura quimica e fisica das amostras que contém as nanoparticulas de dioxido
de titanio, para que seja possivel fazer uma analise critica e melhor qualificar o

protetor solar desenvolvido.
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1. INTRODUCAO:

1.1. Cancer de pele

A pele é considera o maior 6rgdo do corpo humano e tem a funcédo de
protecdo contra o calor, luz e infec¢des. Além disso, € também responséavel
pela regulacdo da temperatura do corpo e pela reserva de agua, vitamina D e
gordura (AMAZONAS, 2013).

O cancer de pele € o mais comum entre os canceres, correspondendo a
cerca de 25% de todos os tumores malignos registrados no Brasil. As
neoplasias cutaneas estdo relacionadas a alguns fatores de risco, como
substancias quimicas, radiacdo ionizante, processos irritativos cronicos,
genodermatoses e, principalmente, a exposi¢cdo aos raios ultravioletas do sol
(BRASIL, 2013).

As pessoas que, por atividades profissionais e de lazer, se expbéem ao
sol de forma prolongada e frequente, constituem o grupo de maior risco de
desenvolver cancer de pele, principalmente aqueles de pele clara (BRASIL,

2013)

Como a pele € um oOrgdo heterogéneo, esse tipo de cancer pode
apresentar neoplasias de diferentes linhagens. Os mais freqlentes sao:
carcinoma basocelular, responsavel por 70% dos diagndsticos de cancer de
pele, o carcinoma epiderméide, com 25% dos casos, e 0 melanoma, detectado
em 4% dos pacientes (BRASIL, 2013).

O carcinoma basocelular e o epidermdide sao canceres ndo-melanoma
e sao considerados os mais frequentes e de mais baixa mortalidade. O
carcinoma basocelular é originario da epiderme e dos apéndices cutaneos

acima da camada basal, como os pélos, por exemplo. Os carcinomas
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epiderméides tém origem no queratindcito da epiderme, podendo também
surgir no epitélio escamoso das mucosas (BRASIL, 2013)

O melanoma cutaneo € uma neoplasia maligna que tem origem nos
melandcitos (células produtoras de melanina). E o tipo mais grave devido a sua
alta possibilidade de metastase, sendo, portanto, capazes de invadir e destruir
outros tecidos (KATTEN MUCHIN ROSENMAN LLP, 2007). Apesar de sua
gravidade, nos ultimos anos, houve uma melhora significativa na sobrevida dos
pacientes com melanoma, principalmente devido a deteccdo precoce do tumor.

O melanoma se inicia quando, gradualmente, melandcitos se tornam
mutados, instaveis e se dividem sem controle ou ordem. Podem aparecer de
repente ou se desenvolver a partir ou em torno de maculas. Os tratamentos
podem ser a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, dependendo do tipo e
estagio da doenca ( SAO PAULO,2013).

1.2. Radiacéao solar

A radiacao solar pode ser classificada com base no seu comprimento de
onda em: radiacdo ultravioleta (100-400 nm), visivel (400-800 nm) e
infravermelha (780-5000 nm) (FARMER e NAYLOR, 1996; LEFFELL e BRASH,
1996; MATSUMARA e ANANTHASWAMY, 2004). Existe uma relagéo entre o
comprimento de onda da radiacdo com a capacidade de penetracdo da
mesma, assim, quanto menor o comprimento de onda, menor € a capacidade
de penetracdo da radiacdo na pele, no entanto, o poder de induzir reacdes
fotoquimicas € maior (OSTERWALDER et al., 2000).

A exposicdo a radiacdo UV proveniente do sol € uma das principais
etiologias do cancer de pele. (BRASIL, 2013). As radiacdes solares podem ser

divididas em UVA, UVB e UVC, sendo que a UVA e a UVB sao as que mais


http://www.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322
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causam preocupacao por atravessarem a camada de ozbnio (WANG et al.,
2010) e serem responsaveis pela inducdo do cancer de pele (DUALE et al.,
2010). Cerca de 95% da radiacdo que atinge a superficie terrestre € do tipo
UVA (320- 400 nm) (RUVOLO JUNIOR, 1997; STEINER, 1995; WANG et al.,
2001), que é responsavel por provocar bronzeamento da pele e é subdividida
em UVA | (faixa de comprimento de onda entre 320 — 340 nm) e UVA Il (faixa
de comprimento de onda entre 340 — 400 nm). Além de poder causar o cancer
de pele, a radiacdo UVA penetra em regides mais profundas da pele podendo
atingir a derme e promover o envelhecimento da pele, pigmentagéo e provocar
danos como diminui¢do de vasos sanguineos, colageno e alteracdes no tecido
da derme e fotosensibilizacdo da pele. A radiacdo UVB (280 — 320 nm), que
constitui aproximadamente 5% da radiacdo (RUVOLO JUNIOR, 1997,
STEINER, 1995), apresenta um menor comprimento de onda quando
comparada a UVA, e com isso, possui uma capacidade menor de penetracdo
na pele (BRULS et al.,1984; MENDONCA, 1996). Contudo, a radiacdo UVB é
responsavel pelo bronzeamento e por danos imediatos a pele, os quais
resultam em eritemas e ainda podem evoluir para queimaduras solares (JAIN e
JAIN, 2010). Diferentemente da radiacdo UVA, a radiacdo UVB é absorvida
pelo DNA (MATSUMARA e ANANTHASWAMY, 2004), o que causa mutagcdes
significativas que podem resultar na formacao do cancer de pele (STREILEIN
et al., 1994).

A radiacdo UVC (100 - 280 nm) apesar de possuir algumas propriedades
desejaveis, como atividade germicida, possui elevada energia e apresenta
efeitos carcinogénicos e mutagénicos ao homem (MENDONCA, 1996). Ha

estudos que consideram que a radiacdo UVC e parte da radiacdo UVB né&o
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alcancam a superficie da Terra em quantidade significativa, pois € bloqueada
pela camada de oz6nio. No entanto, em razdo da crescente emissao de
compostos na atmosfera que causam danos a camada de 0z6nio, como 0S
clorofluorcarbonos (CFC), a capacidade de filtrar esses raios vem reduzindo e
h& um consequente aumento na incidéncia de radiacdo UVB e UVC que
atingem a Terra, 0 que resulta em uma incidéncia maior de cancer de pele e
outros efeitos danosos ao homem (ANTONIOU et al., 2008).

Para a prevencao ndo s6 do cancer de pele como também das outras
lesbes provocadas pela radiacdo UV é necessario evitar a exposi¢cdo ao sol
sem protegdo. E preciso incentivar o uso de chapéus, guarda-séis, 6culos
escuros com protecdo UV e filtros solares durante qualquer atividade ao ar livre
e evitar a exposicdo em horarios em que a radiacdo UV é mais intensa (FLOR
et al., 2007).

O uso constante de protetor solar € o fator determinante na prevencao
do cancer de pele, porque pode bloquear efetivamente mutacées do DNA das
células da pele e prevenir fatores relacionados a formacao do mesmo (KLUG et
al., 2010).

1.3. Protetor solar

O protetor solar, além de prevenir o cancer de pele, pode ser utilizado
para atenuar e diminuir processos dermatolégicos causados pela radiacao
solar como formacao de rugas, sinais de idade, dilatacdo de vasos sanguineos,
perda de colageno e aparecimento rugas (DUALE et. al., 2010; SEITE et. al.,
2000).

O protetor solar € composto por dois componentes basicos, 0s

ingredientes ativos (filtros organicos e/ ou inorganicos que possuem atividade
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fotoprotetora) e um veiculo. Existem algumas caracteristicas que sdo exigidas
para que os protetores solares sejam comercializados, como ser quimica,
fotoquimica e termicamente inerte, ser atoxico, ndo ser sensibilizante, irritante
ou mutagénico, ndo ser absorvido pela pele, ndo manchar a pele e
vestimentas, ser incolor ao ser aplicado a pele e ser estavel em um tempo de
uso determinado (FLOR et al.,, 2007). A apresentacdo comercial do protetor
solar geralmente é na forma de gel, creme, spray ou outro produto topico (JAIN
e JAIN, 2010).

Os géis sdo veiculos obtidos através de um espessante hidrofilico
natural (gomas, alginatos) ou sintético (polimeros, copolimeros) (FLOR et al.,
2007). Neste trabalho foi utilizado o Aculyn® e o polimero do &cido
carboxivinilico, também conhecido como carbomer. A constituicdo dos
carbdmeros é de polimeros de acido acrilico de alto peso molecular com
ligagéo cruzada. Uma das maneiras de desenvolver o potencial de viscosidade
destes polimeros € pela adicdo de uma base organica ou inorganica, como por
exemplo, trietanolamina, a dispersdo aquosa do polimero (CORREA et al.,
2005). O Aculyn® age como modificador de reologia e é capaz de espessar por
dois mecanismos que tém a capacidade de atuar simultaneamente e sé&o
sinérgicos, o efeito de prolongamento da cadeia polieletrolitica com carga
induzida e por associacdo de grupos hidrofébicos. Quando bases inorganicas
ou organicas neutralizam os grupos de &acidos presentes nas moléculas
Aculyn®, eles tornam-se carregado anionicamente e solGveis em agua. O
Aculyn® age como modificador de reologia ao dissolver e intumescer devido a
reupulséo de cargas e, portanto, aumentar sua viscosidade instantaneamente.

Ao intumescer, 0s grupos hidrofébicos se tornam livres para construir



17
associacfes com outros grupos hidrofébicos disponiveis na formulacdo como
tensoativos, particulas da emulsdo, corantes e goticulas. Este fenbmeno cria
uma estrutura em rede que resulta numa acumulagdo significativa de
viscosidade (BUREIKO, et al, 2013).

Atualmente as substancias ativas que atuam como filtro solar sao
classificados em dois grupos: organicos (absorvedores quimicos) e inorganicos
(bloqueadores fisicos) de acordo com seu mecanismo de acao.

Os filtros orgénicos sao formados por moléculas organicas capazes de
absorver a radiacdo UV de alta energia e transforma-la em radiagcbes com
energias menores e inofensivas ao ser humano, agindo de trés maneiras:
sofrendo mudangas conformacionais moleculares, emitindo radiagdo em altos
comprimentos de onda ou liberando energia na forma de calor (ANTONIOU,
2008; KISS, 2008). Estas moléculas séo, geralmente, compostos aromaticos
com grupos carboxilicos. Exemplo delas s&o salicilatos, cinamatos,
benzofenonas, avobenzona, entre outras (ANTONIOU, 2008; JAIN, 2010).

Os filtros solares inorganicos séo representados, principalmente, por
dois 6xidos, 6xido de Zinco (ZnO) e didxido de titanio (TiO,). Oxido de zinco e
diéxido de titanio sdo materiais semicondutores que agem interagindo com a
radiacdo solar incidente absorvendo, refletindo ou espalhando os raios UV
(ANTONIOU, 2008). Esses compostos sdo semicondutores e a radiacdo UV
permite que os elétrons excitados da camada de valéncia migrem para a banda
de conducdo, liberando energia em comprimento de onda maior na forma de
energia térmica ou radiagdo com comprimento de onda na regido do

infravermelho (LOWE, 1997).
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Os filtros solares organicos e inorganicos tém capacidade de proteger a
pele das radiagbes UVA e UVB, no entanto os filtros organicos apresentam
algumas desvantagens em relagdo aos inorganicos. Os protetores organicos
predominam sua absorcdo na faixa UVB. Além disso, os filtros organicos, ao
absorverem os fotons da radiacdo UV, liberam radicais livres e como
consequéncia causam danos ao colageno, elastina ou DNA da pele. Deste
modo, 0 uso freqliente de protetores solares contendo filtros organicos pode
provocar reacOes adversas que devem ser levadas em consideracao (JAIN e
JAIN, 2010). Os filtros solares inorganicos apresentam algumas vantagens de
grande relevancia - sdo foto estaveis enquanto alguns filtros organicos séo
fotoldbeis, apresentam baixa taxa de alergenicidade e sensibilizacdo (WANG et
al., 2010), o que provoca menos irritacdo dérmica que os filtros organicos
(CHOI, 2011).

Atualmente os filtros inorganicos vém sendo usados com maior
frequéncia, por ndo penetrarem na pele, ndo causarem danos as células da
epiderme, além de serem fotoestaveis e seguros (ANONIOU et al., 2008;
GASPARRO et al., 1998; SHUELLER. et al.,, 2000; SCHRADER et al., 1994).
No entanto, um dos problemas destes filtros é sua aparéncia esbranquicada ao
serem aplicados sobre a pele, devido ao mecanismo de reflexdo da luz, o que
deixa o produto com um visual considerado desagradavel pelos consumidores.
A solucao deste problema estd na diminuicdo do tamanho das particulas a
dimensdes que continuem apresentando a propriedade fotoprotetora, mas que

proporcionem a transparéncia da formulacéo sobre a pele.
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1.4. Di6xido de Titanio (TiOy)

O dioxido de titanio é classificado como um protetor solar inorganico que
atua absorvendo, refletindo ou espalhando a radiagdo ultravioleta do sol,
protegendo as células da pele de danos causados por essa radiagdo. A
concentracdo de TiO, que é considerada segura tanto pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), quanto pela Farmacopéia dos EUA (USP) é
de até 25% em peso de uma formulacdo (SADRIEH et al., 2010).

O TiO, é polimorfico e pode ser encontrado em trés fases cristalinas
estaveis: rutilo, anatasio e bruquita (SADRIEH et al., 2010). Somente as fases
anatasio e rutilo sdo utilizadas para formulagbes de protetor solar (SERPONE
et al., 2007).

As particulas de TiO, apresentam uma faixa de protecdo mais ampla
gue a de ZnO. Enquanto o ZnO protege principalmente a extensao do espectro
UVA (POPOV et al., 2008) e é usado como atenuador suplementar de UVB, o
TiO, oferece protecdo de amplo espectro que se estende da regido UVA Il até
UVB ( SERPONE et al., 2007).

No mercado de protetores solares ha exigéncia de que sejam ao mesmo
tempo atenuadores de radiacdo UV, estaveis e seguros. Por isso, a industria de
pigmentos tem procurado desenvolver particulas de tamanho menores de
didxido de titanio, modificando os processos usualmente empregados a fim de
obter um material que atenue as radiacbes UVB e UVA e minimize as
interacbes com a luz visivel (ficando transparente na pele), uma vez que se tem
0 conhecimento que uma das caracteristicas nao favoraveis destes oOxidos
quando utilizados em formulagcbes para protetor solar é que eles formam um

filme branco sobre a pele. Isso se deve ao fato do tamanho de suas particulas
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refletirem a radiacdo UV- visivel devido aos altos indices de refragdo. O 6xido
de zinco e o dioxido de titanio possuem indices de refracdo substancialmente
diferentes, sendo 1,9 para o 6xido de zinco e 2,6 para o dioxido de titanio.
Deste modo o dioxido de titanio € um pigmento branco mais forte, sendo assim,
€ mais dificil tornd-lo transparente em produtos de protecdo solar quando
aplicados a pele. Com isso, muitos fabricantes estdo buscando a alternativa de
micronizar ou submicronizar (nanoparticulas) estes filtros solares inorgéanicos,
tornando-os com aspecto sensorial desejavel para aplicacdo em protetores
solares, o que facilita a incorporacdo em formulacdes cosméticas (SADRIEH,
2010; KISS, 2008; WANG, 2010; SERPONE, 2007).

Existe uma relacdo entre o comprimento de onda que o TiO; reflete em
funcdo do tamanho da superficie da particula, seguindo a lei de Mie (SADRIEH,
et al., 2010). Estudos que seguem a teoria de Monte Carlo mostraram que o
TiO, tem acao fotoprotetora melhor em comprimento de onda 290 nm (UVB)
quando esta entre 20 e 100 nm, e para comprimento de onda entre 350nm
(UVA) guando esta entre 80 e 160 nm, a 400 nm (UVA) entre 120 e 180 nm
(POPOV et al., 2008).

Uma inovacgao recente na tecnologia de filtros inorganicos criou versdes
micro-particuladas/ nanoparticuladas destes Oxidos. As particulas sédo
reduzidas, durante o processo de obtencdo, a dimensdes tais que nao
absorvam nem espalhem radiacdo visivel, mas absorvam e espalhem a
radiacdo UV. As versfes micro e nanoparticuladas representam um grande
avanco, pois nao deixam pelicula esbranquicada perceptivel sobre a pele.
Esses aspectos garantirdo maior aceitabilidade pelos usuarios e podera

permitir a facilidade do processo de fabricacdo industrial dos fotoprotetores.
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Uma das maneiras de se obter nanoparticulas de diéxido de titdnio é através
do processo sol-gel. Sol é uma disperséo coloidal, com particulas de dimenséo
entre 1 e 100 nm, em um fluido estavel e gel é uma estrutura rigida de
particulas coloidais a qual imobiliza a fase liquida em seu interior. As reacdes
de sol-gel, conhecido pelo quimicos ha mais de um século, se déo por reacdes
de hidrélise seguida de condensacdo e 0s precursores geralmente sao
alcéxidos dissolvidos em solventes organicos (BRINKER e SCHERER, 1990).
Neste trabalho as nanoparticulas foram obtidas de acordo com um método ja
desenvolvido anteriormente. Foi utilizado o isopropoxido de titanio diluido em
isopropanol e o acido para-tolueno sulfénico (PTSH) como modificador de

superficie (KAMINSKI et al., 2010).



22

2. JUSTIFICATIVA:

O aumento da incidéncia da radiagdo UV na terra tem provocando um
aumento da incidéncia do cancer de pele. Com este cenario, a importancia do
uso de protetores solares se torna muito importante e a necessidade de
desenvolvimento de produtos que atingem a eficacia de protecdo e atendam as
necessidades dos consumidores € cada vez maior.

Visando alcancar esse objetivo foram utilizadas nanoparticulas didéxido
de titanio, cujas superficies foram modificadas por acido paratolueno sulfénico
(KAMINSKI et al., 2010), e em seguida, incorporadas a bases cosméticas de
géis com a finalidade de formular um protetor solar inorganico, mais seguro,

eficiente e com aparéncia aceitavel apds ser aplicado sobre a pele.

3. OBJETIVO:

Este trabalho teve como objetivo desenvolver formulacdes cosméticas
contendo nanoparticulas de diéxido de titanio, desenvolvidas pelo processo sol-
gel, que atuem como protetores solares, prevenindo o cancer de pele e os
demais danos causados pela radiagcdo UV, de modo que figuem transparentes

ao serem aplicadas a pele.



4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
Acido para tolueno sulfénico (PTSH)
Isopropdxido de titanio (Ti(O'Pr),)
Isopropanol
Meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
Fosfato de sadio
Solucédo de Antibidtico e Antimicotico estabilizada
Kanamicina
Hepes
Bicarbonato de sddio
Soro fetal bovino (SFB)
Tripsina 0,5% EDTA
Peréxido de hidrogénio
Violeta cristal
MTT
Dodecil sulfato de sédio (SDS)
Etanol
Carbopol® 940
Aculyn® 22
Aculyn® 33
Aculyn® 88

Aculyn® 28

23
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4.2 EQUIPAMENTOS

Camara seca - Nitrogen dry Box by Plas Labs Lansing, MI, USA
Estufa

Agitador magnético — Corning PC-420 Stirrer/Hot Plate
Rotoevaporador

Ultrassom Sonics&Materials

Centrifuga

Incubadora de CO, TE-399 Tecnal

Leitor de placas

Agitador Magnético

Mufla 3P-S — EGD

Espectrofotdmetro Cary — 500 Scan

Redmetro, CarriMed, modelo CSL100;

ZetaSizer Nano ZS Zen3600;

4.3 METODOS:

4.3.1 Obtencao das nanoparticulas de dioxido de titanio

Para preparar as suspensofes coloidais de TiO; utilizou-se agua Milli-Q,
isopropéxido de titanio (Ti(O'Pr)s), acido para-tolueno sulfénico (PTSH) e
isopropanol. Primeiramente foi preparada uma solugdo aquosa de PTSH e,

posteriormente, uma solucédo de Ti(O'Pr), em isopropanol na camara seca. Sob
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agitacdo magnética verteu-se a solugdo de PTSH na solucédo de isopropéxido
de titAnio. Para obter os xerogéis (p6s), o sol foi seco em estufa a 60°C ou
100°C até que houvesse a evaporacdo de todo solvente por,
aproximadamente, 24 horas. Posteriormente, o p6 obtido foi macerado
utilizando pistilo e almofariz.

O calculo das quantidades de agua e PTSH foram feitos a partir da
razdo molar em relagdo ao Ti, 0 qual € mantido sempre a uma concentracao de
0,5 mol/L. Foram sintetizadas algumas formulacdes, que serdo descritas a
seqguir, representadas com as variagcdes das concentracdes de PTSH/Ti (P) e
H,O/Ti (H). As formulagbes P0,05H2,3; P0,2HO0,5; P0,2H3; P0,2H5 e P2H2,3
foram obtidas para a obtencdo do xerogel a fim de realizar o teste de
citotoxicidade. As formulagbes PO,2H2,3; P0,05H1; P0,2H1 e PO,5H1 foram
obtidas para a obtencao do xerogel que, posteriormente, foi incorporado ao gel
cosmeético. As suspensdes tiveram seus volumes reduzidos com a finalidade de
facilitar a incorporacdo destas nos géis cosmeticos.

A obtencdo do gel proveniente da suspenséo coloidal é feita através da
rotaevaporacéao, reduzindo o volume final de 3 a 5 vezes. Este procedimento foi
realizado para aumentar a concentracéo de TiO no gel;

Além do preparo do xerogel comum, submeteu-se o xerogel a um
tratamento térmico, mantendo-o na mufla a 450°C por um periodo de 2 horas, e
posteriormente foi resfriado a temperatura ambiente. O objetivo do tratamento
térmico € aumentar o tamanho das particulas o suficiente para otimizar seu

efeito de protecdo solar mas sem tornar os sistemas opacos.
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4.3.2 Medida do potencial Zeta

O potencial zeta é usado para prever e controlar a estabilidade da
formulagc&o. Quanto maior o potencial zeta mais provavel gue a suspensao seja
estavel, porque as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa
forca supera a tendéncia natural a agregacgao.

O teste de potencial zeta da dispersdo das nanoparticulas de TiO, foi
realizado no ZetaSizer Nano ZS Zen3600 (Malvern Instruments) no Instituto de
Quimica (UNESP-Araraquara) através de titulacdo acida-basica. As dispersdes
das formulacdes de xerogéis (PO,5H1 e PO0,05H1) foram preparadas na
concentracdo de 320 pg/mL e submetidas por cinco minutos ao banho de
ultrassom.

Uma solucdo de NaNOs; 0,05mM foi usada como eletrélito inerte. A
titulacdo foi ajustada com solugdes de HNO3; e NaOH a 0,25M dentro de uma

faixa de pH entre 2 e 12. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

4.3.3 Avaliacfes da citotoxicidade dos xerogéis

Foram escolhidas as formulacdes de xerogeis P0,05H2,3; P0,2H0,5;
P0,2H3; P0O,2H5 e P2H2,3 para realizar o teste.

Os pos foram redispersos a 15% (p/v) em agua Milli-Q com o auxilio do
ultrassom e, posteriormente, as amostras foram esterilizadas através de
energia ionizante utilizando uma dose de 20 kGy. Este procedimento foi
realizado pela empresa EMBRARAD.

As suspensoOes foram diluidas em tampéo fosfato (PBS) para o preparo
da solugcdo mée e entdo diluidas em meio de cultura DMEM a 3,125%, 6,25%,

12%, 5%, 25% e 50% de TiO, para preparar a solugao teste.
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Foram utilizadas duas linhagens de célula humana, HaCaT
(queratindcitos de pele) e MRC-5 (fibroblastos de pulmao). As células foram
cultivadas em garrafas de cultivo préprias, contendo meio de cultura DMEM
(pH 7,2 - 7,4), Hepes, bicarbonato de sodio, antibidticos, antimicoticos
(penicilina, estreptomicina, anfotericina B e kanamicina) e 10% de soro fetal
bovino (SFB). As garrafas foram mantidas durante todo o periodo do teste a
5% CO, e temperatura de 37°C na incubadora de CO,. Durante o cultivo o
meio de cultura foi periodicamente trocado, para que as células mortas fossem
retiradas. Quando se atingiu uma confluéncia de 80 a 90%, elas foram
transferidas para uma garrafa de cultivo maior.

Quando a camada celular atingiu 70% de confluéncia, as células foram
lavadas, utilizando-se solugcéo de HANKS e desprendidas da garrafa de cultivo
atraves da tripisina 0,5%. As células foram coletadas, colocadas em tubo de
centrifuga e centrifugadas a 1500 rpm durante 3 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e acrescentou-se 1 mL de meio DMEM sobre o pellet de células. A
suspensao de células foi homogeneizada e colocada na camara de newbawer
para realizar a contagem do n°® de celulas. A camara de newbawer é usada
para estabelecer o numero de células em suspensao celular.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando MTT, através do
método descrito a seguir:

Células HaCaT e MRC-5 foram cultivadas em placas de 96 poc¢os por 24
horas, contendo cerca de 2x10° células por poco e tratadas com 100 pL das
solugdes teste nas suas diferentes concentragdes por 24 horas. As solugdes
testes foram removidas e colocou-se 10 pL do corante tetrazolico MTT em cada

poco. As placas foram incubadas por quatro horas em contato com MTT a 5%



28
CO; e temperatura de 37°C. A atividade da desidrogenase mitocondrial reduziu
o MTT amarelo para um sal de formazana roxo insoltvel, o qual foi solubilizado
em isopropanol e sua absorbancia foi lida a 540 nm em leitor de placas.

Foi utilizado como controle negativo o meio de cultura utilizado, DMEM,
como controle positivo o peréxido de hidrogénio a 20 mM. Foi feito outro branco
utilizando somente a solucao teste para que fosse possivel eliminar qualquer
tipo de interferéncia da absorbancia do TiO,. As concentragdes foram testadas
em triplicata e os trés experimentos foram realizados de forma independente.

Foi realizado também o ensaio com Violeta Cristal, descrito a seguir: as
células HaCaT e MRC-5 foram cultivadas em placas de 96 pocos por 24 horas,
contendo cerca de 1x10* células por poco, e tratadas com 100 pL das solucdes
testes em diferentes concentrac¢des por 24 horas.

Foi feita a remocdo das solugcbes testes e as células foram entédo
coradas utilizando 100 pL de solugédo 0,2% violeta cristal em 2% etanol. Apds
alguns minutos o corante foi desprezado e as placas foram lavadas em agua
corrente, tomando cuidado para ndo desprender as células dos pocos.

Para leitura espectrofotométrica, o violeta cristal foi solubilizado em 200
puL de 0,5% SDS em 5% etanol. Homogeneizou-se fazendo movimentos leves
em 8 sobre a bancada durante 10 minutos. As leituras das absorbancias das
placas foram feitas a 595 nm, utilizando leitor de placas.

O corante Violeta Cristal se acumula no nucleo celular e apds ser
medido é relacionado com a quantidade de DNA nuclear, portanto o nUmero de
células vivas.

Como controle negativo foi utilizado o meio de cultura DMEM e como

controle positivo o peréxido de hidrogénio a 20 mM. Foi feito um branco
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somente com a solugéo teste para eliminar qualquer tipo de interferéncia da
absorbancia do TiO..

As concentragdes foram testadas em triplicata e trés experimentos foram
realizados de forma independente.
A viabilidade celular foi expressa em relacdo ao controle negativo, e foi

calculada como segue:

% células vidveis = (Absolucéo teste — Abs branco) x 100

(Abs controle negativo — Abs branco)

Equacéo 1

4.3.4 Desenvolvimento da formulacdo de protetor solar

Para redispersdo dos xerogéis a base de nanoparticulas de TiO, foram
testados diferentes espessantes hidrofilicos (Carbopol®, Aculyn®) para
obtencdo de géis preparados a frio, usualmente utilizados como base de
formulacBes cosméticas.

Para obter as bases cosméticas foram utilizados, separadamente,
Carbopol® 940 previamente disperso a 2%, Aculyn® 22, Aculyn® 28, Aculyn® 33
e Aculyn® 88 como polimeros, variando a sua concentracdo para obter um
melhor resultado de acordo com a quantidade de dioxido de titanio incorporada.

Os géis de protetor solar sédo formados pelo polimero, agua, agente
neutralizante (trietanolamina 50%) e o xerogel de didxido de titanio.
Primeiramente homogeneizou-se 0 polimero na &agua. Posteriormente
adicionou-se o0 xerogel de TiO, mantendo em agitacdo para a incorporacdo da
maior quantidade possivel do TiO,. Regulou-se o pH com a trietanolamina, até

gue se formasse uma consisténcia adequada para produto de aplicacao topica,
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mantendo sempre o pH em torno de 6. Foram incorporadas nanoparticulas de

TiO, com e sem tratamento térmico.

4.3.5 Analise do Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro

O fator de protecdo solar (FPS) é a razdo entre a dose minima
eritematosa (DME) na pele tratada por um protetor solar e a DME na mesma
pele quando desprotegida. O aumento do FPS de um fotoprotetor indica um
aumento da protecdo a queimaduras solares. Foi realizado neste trabalho um
teste in vitro utilizando o Labsphere UV-2000S, utilizado usualmente como
teste prévio ao teste in vivo pelos fabricantes de protetor solar. O aparelho

Labsphere UV-2000 calcula o FPS, automaticamente, de acordo com a

relacéo:
4':19
[ E;S,d2
SPF =
[ E,S,T,d

Equacéo 2

Sendo que EA é o espectro de agao eritematosa, SA é a irradiancia solar
espectral, TA é a transmitancia espectral da amostra com a integral calculada
entre os limites de comprimento de onda de 290-400 nm.

O aparelho utilizado, analisador de transmitancia UV-2000S, da
Labsphere, apresenta a mais recente tecnologia em um sistema destinado para
uso em analises de fator de protecdo solar (FPS) in vitro e protecdo UVA
proporcionados por preparacdes cosméticas. O aparelho atende as exigéncias

da regulacéo da Colipa (The European Cosmetcs Association) e da FDA (Food
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and Drug Administration) dos Estados Unidos, assim como de varios outros
padrdes aprovados ou que aguardam por aprovacao.

Este equipamento mede a transmisséo difusa nas amostras de protetor
solar na regido de comprimento de onda UV que vai de 290 a 400 nm. Uma
fonte de luz xendnio, através de uma esfera integradora, emite um feixe de luz
difusa intensa e uniforme que ilumina a amostra, minimizando o tempo de
integracdo dos dados. Um conjunto de dois espectrometros é acoplado a fonte
de luz, por meio de um sistema de fibra dptica projetado para sistemas de luz
difusa de baixa intensidade. A amostra € posicionada em uma plataforma
mecanica que permite que a medicao se repita exatamente no mesmo ponto do
substrato.

Os experimentos seguiram a metodologia Boostar, e foi utilizada a placa
de quartzo com a fita Transpore 3M como substrato. Em cada placa foi utilizado
2mg/cm? de amostra e esperou-se 20 minutos para realizar a leitura de 9

pontos diferentes da placa.

4.3.6 Reologia

A reologia foi determinada em um redmetro tipo Cone e Placa. Foi
utilizado gap 52mm, ramp stap 0,1 a 130Hz, Cone Angle 1, 59mi, 17sec. As
analises foram determinadas nas temperaturas de 25°C, relacionada com a
temperatura ambiente, e de 32°C, relacionada com a temperatura da superficie
da pele. Todas as amostras foram armazenadas a temperatura ambiente.

As formulacdes foram colocadas no aparelho em quantidade suficiente

para cobrir o sistema e 0 excesso foi removido com cuidado.
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Os dados da andlise foram obitidos através do software Rheology

Advange Instrument Central AR.

4.3.7 Espectroscopia de Reflectancia Difusa

As amostras de géis com e sem as nanoparticulas de TiO,, tratados ou
nao termicamente, foram submetidas a medidas de reflectancia difusa no
espectrofotometro Cary com acessorio HARRICK. As formulacdes foram
colocadas no porta-amostra apropriado e tiveram sua superficie melhor
homogeneizadas com ajuda de uma lamina de vidro. As leituras foram
realizadas entre 200 e 800 nm e os resultados foram obtidos em porcentagem
de reflectancia (%R). O 6xido de magnésio (MgO) foi utilizado como referéncia

para 100% de reflectancia.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo das nanoparticulas de dioxido de titanio

Para o desenvolvimento deste trabalho foram obtidas véarias
composi¢des de xerogeéis com a variagdo da razdo molar do PTSH, modificador
de superficie, em relacdo ao Ti (P) e a razdo molar de hidrélise (H), conforme
descrito no item 4.3.1.

Através da figura 1, € possivel comparar visualmente a diferenca entre o
TiO, de uso comercial, o xerogel obtido e o xerogel apds o tratamento térmico.
Nota-se que as nanoparticulas obtidas pelo processo sol-gel (com ou sem
tratamento térmico) formam um po visualmente mais fino, o que facilita a sua
manipulacdo e a sua incorporacdo em formulacbes cosmeéticas, obtendo uma

maior estabilidade no protetor solar.
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Didxido de titanio
microparticulado
(Fabricante Sacheben Chemie)

Diéxido de titinio Dioxido de titédnio nanoparticulado
nanoparticulado com tratamento térmico

Figural — Foto do TiO, de uso comercial, do xerogel obtido através do

processo sol-gel com e sem tratamento térmico

5.2 Medida do potencial Zeta
A figura 2 representa o comportamento do potencial zeta dos xerogéis

diante da variacdo de pH e seus respectivos pontos isoelétricos (PI).
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Figura 2 — Potencial zeta dos xerogéis PgsH; e PgosH1 em funcéo do pH
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Sabendo que as formulagbes apresentam a mesma razao H,O/Ti (H), a
formulagdo que contém maior razdo de PTSH/Ti(P) é a que apresenta maior
variagdo do potencial zeta, tendo uma possivel justificativa na elevada
presenca de carga eletrbnica na superficie das nanoparticulas provenientes do
acido PTSH. E possivel também observar que os pontos isoelétricos das
formulagbes estdo ligados as razbes de P, quanto maior P, maior o PI,
enfatizando a alteracdo de superficie nas nanosparticulas de TiO, provocadas
pelo PTSH.

A estabilidade da formulacdo e a formacdo de agregados sao
determinadas pela somatéria das forcas de atracdo e repulsdo entre as
particulas individuais (OTT e FINKE 2007).

Os valores de potencial zeta altamente positivos e negativos
proporcionam as interacdes eletrostaticas de repulsdo. Geralmente em valores
de pH afastados do PI, as for¢as repulsivas sédo superiores as for¢as atrativas o
gue torna o potencial zeta mais positivo ou negativo, dificultando a agregacéo
(JANG et al, 2009). Na regido préxima do Pl a aglomeracdo das
nanoparticulas tende a aumentar, o que pode desestabilizar a formulacéo e
evidenciar a cor branca do TiO,, prejudicando o sensorial do produto.

Um sistema monodisperso € obtido na presenca de forcas repulsivas
dominantes, o que pode ser observado na figura 2 na faixa de pHentre 5 e 7,
faixa usual para produtos de aplicacdo tOpica. As forcas elestrotasticas
predominantemente repulsivas ocorrem como consequéncia do potencial zeta
da dispersdo de nanoparticulas de dioxido de titanio, que varia de valores
extremamente negativos a valores positivos na faixa de pH proximo a

neutralidade (5 a 7).
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Desta maneira, é possivel incorporar as nanoparticulas de dioxido de
tithnio na formulacdo de protetor solar tépica, evitando a irritagdo dérmica com
o pH aproximadamente neutro e ainda evitar a aglomeracdo das
nanoparticulas, o que afetaria diretamente a possibilidade de transparéncia dos

sistemas.

5.3 AvaliacOes da citotoxicidade dos xerogéis

Os ensaios de citotoxicidade foram, primeiramente, realizados pelo
método colorimétrico MTT, descrito no item 4.3.3, por ser 0 ensaio usualmente
realizado para avaliar a citotoxicidade de TiO, (FUJITA, 2009; JIN, 2008;
SAYES, 2006). Como esse ensaio ocorrre através da reagao de reducdo do sal
MTT, foi verificado se poderia ocorrer a reducdo do MTT pela solugédo teste
devido a presenca do modificador de superficie das nanoparticulas, o &cido
PTSH. Foi colocado em cada poc¢o 100uL da solucédo teste, 10uL de PBS e
também foi testado um TiO, comercial em contato com 10uL de MTT. A placa
foi incubada por quatro horas a 5% de CO, e a temperatura de 37°C.

Apds 0s ensaios observou-se que somente 0S po¢os que continham a
solucédo teste com MTT estavam reduzidos (coloragdo purpura). Essa reducao
possivelmente ocorreu através da interacdo dos elétrons do anel aromético do
PTSH com o MTT. Devido a esse resultado o ensaio utilizado para avaliar a
citotoxicidade das nanoparticulas de TiO foi 0 violeta cristal.

Os ensaios realizados pelo método de Violeta Cristal também estéo

descritos no item 4.3.3.
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Os resultados da analise foram avaliados pelo teste One-way ANOVA

com pos-teste de Tukey com nivel de significAncia de 5 %. As andlises foram
executadas através do software Graph Pad Prisma verséo 5.01, 2007.

As figura 3 e 4 apresentam os gréaficos de viabilidade celular utilizando

ensaio de violeta cristal das duas linhagens de células (HaCaT e MRC 5).

Citotoxicidade de TiO, em HaCaT
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> CP CN 3125 625 125 25 50  P0,2H2,3

Concentragao de TiO, (%) PO,2H5

Figura 3- Teste de citotoxicidade em células HaCaT, utilizando o ensaio violeta
cristal. O gréfico representa a porcentagem de células vivas apés o contato
com as formulacdes de xerogéis nas seguintes concentracfes: 3,125; 6,25;
12,5; 25; 50% (p/v). Foi realizada a média de trés experimentos independentes,

considerando o desvio padrao.
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Citotoxicidade de TiO, em MRC-5
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Figura 4-Teste de citotoxicidade em células MRC- 5, utilizando o ensaio violeta
cristal. O gréfico representa a porcentagem de células vivas apds o contato
com as formulagbes de xerogeis nas seguintes concentracdes: 3,125; 6,25;
12,5; 25; 50% (p/v). Foi realizada a média de trés experimentos independentes,

considerando o desvio padréo.

E possivel notar que nas duas linhagens celulares a viabilidade celular é
maior que 70% para todas as formulacbes de xerogéis. Foi testado
separadamente o PTSH e observou-se que ele isolado provoca uma maior
citotoxicidade, mas que nao chega a 50% de morte celular.

Portanto, é possivel afirmar com o teste de citotoxicidade realizado, que
as formulacbes de TiO, utilizadas no experimento nao apresentam
citotoxicidade para os tipos de linhagem celular testadas nas concentracdes

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50% (p/v).
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5.4 Desenvolvimento da formulagéo de protetor solar
Foram elaboradas 10 formulacées com Aculyn® e Carbopol®, sem
tratamento térmico, sendo que algumas amostras apresentaram separacao de
fases e outras ficaram mais viscosas a ponto de ndo serem caracterizadas
sensorialmente como um gel.
A Tabela 1 apresenta as formulacées desenvolvidas utilizando o Aculyn®
como polimero. Estdo demonstradas as variacbes de razdo PTSH/Ti
Porcentagem de xerogel, o tipo de Aculyn, quantidade de polimero, e a

quantidade de &gua utilizada.

Tabela 1: Amostras com o polimero Aculyn®

Formulacéao TiO> Polimero Polimero H,O
de TiO, (%) (tipo) (%) (%)
P0,05H1 2,5 Aculyn 88 5 92,5

5 Aculyn 88 10 85

2,5 Aculyn 28 5 92,5

10 Aculyn 28 10 85

2,5 Aculyn 22 5 92,5

5 Aculyn 22 10 85

PO,2H2,3 2,5 Aculyn 28 5 92,5
2,5 Aculyn 88 5 92,5
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A Tabela 2 apresenta as formula¢des desenvolvidas com o polimero

Carbopol® 940 em suas diferentes concentracées, variando as razées PTSH/Ti

e H,O/Ti, as porcentagens de xerogel, e de agua utilizadas.

Tabela 2: Amostras com o polimero Carbopol®

Formulagéo de TiO2 | TiOz (%) Carbopol H20 (%)
disperso a 2%
(%)
PO,2H2,3 1 20 79
15 40 45
15 45 40
PO,05H1 1 20 79
2,5 10 87,5
2,5 21 77,5
5 21 75
7,5 21 72,5
10 25 65
15 40 45
20 45 35
25 50 25
30 50 20
PO,2H1 2,5 20 77,5
5 20 75
10 35 55
PO,5H1 2,5 20 77,5
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10 35 55

Foi possivel observar que os géis a base de Carbopol® (tabela 2)
conseguem incorporar maiores concentracfes de TiO,. Entre as formulagcdes
de TiO,, a P0,05H1 teve um resultado melhor ao se incorporar nos geéis
cosmeéticos mantendo a transparéncia quando aplicado a alguma superficie.
Esta relacdo mostra que quanto menor a quantidade de PTSH utilizada na
formulacédo, o sistema fica mais estavel, provavelmente porque o excesso de
acido provoca desarranjo das cadeias poliméricas que compdem a estrutura do
gel. A formulacdo com PO,5H1 (tabela 2) ndo chega a formar gel, tendo
separacdo de fases, devido a grande quantidade do &cido (PTSH) que
desestabiliza o sistema.

A maior quantidade de TiO, que conseguiu-se incorporar foi de 30%,
com P0,05H1 e o Carbopol® como polimero (tabela 2).A medida que houve um
aumento de xerogel incorporado a formulacdo, houve um aumento de polimero
utilizado para que fosse possivel formar a rede polimérica, caracteristica tipica
do gel cosmético, e assim obter uma formulagéo estavel.

Foi possivel notar, com o aumento da concentracao do xerogel de TiO2,
gue a consisténcia do gel altera-se gradualmente. Com a maior quantidade de
TiO, o0 gel caracteriza-se mais amarelado e menos viscoso, mas
permanecendo o objetivo do projeto, ou seja, a transparéncia quando aplicado
sob uma superficie.

Com a finalidade de comparar visualmente o gel que contém TiO,

comercializado (Fabricante: Sachleben Chemie) e o que contém nanoparticulas
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de TiO.de superficie modificada com PTSH, foram feitas duas amostras que

estdo demonstradas nas Figura 5 e 6.

Formulagdo com TiO2 Formulagdo com TiO2

Figura 5- Formulacgdes do protetor solar contendo 10% de TiO»
(microparticulado ou nanoparticulado), 35% de Carbopol disperso a 2% e 55%

de H,O

Formulagéo com TiO2 Formulagdo com TiO2

Figura 6- Formulacbes do protetor solar, contendo 10% de TiO,
(microparticulado ou nanoparticulado), 35% de carbopol e 55% de H,O,

aplicados sob uma superficie.

E possivel observar nas figuras 5 e 6 que o gel com nanoparticulas de
TiO, apresenta uma aparéncia mais cremosa e quando aplicado sob uma

superficie torna-se transparente, diferente do TiO, comercializado que ao ser
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incorporado na mesma concentracdo e na mesma formulacdo cosmética
apresenta-se esbranquicado quando aplicado sob uma superficie.

5.5 Analise do Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro

A analise de FPS in vitro foi realizada no equipamento Labsphere UV-
2000S, em um software que realizou os estudos do protetor solar através do
método Boots Star 2008. Além do calculo de FPS este método fornece dados
referentes ao comprimento de onda critico (A), que € o comprimento de onda
para o qual a area sob a curva de densidade ética integrada que comeca em
290nm é igual a 90% da area integrada entre 290 e 400nm (BRASIL, 2010).

A figura 7 traz o grafico das absorbancias das formulagbes com base em
carbopol, com diferentes composicoes de xerogeis em diferentes
concentracdes. Além dessas formulacdes, para fins comparativos, foi feita uma
formulacdo com incorporacéo de TiO, comercial e uma formulagcdo sem TiOo,

que também estdo representadas nesta figura.

—— 10% P0,05H1
— 10% P0,2H1
0,8+ —— 15% P0,05H1
20% P0,2H1
—— TiO2 comercial
Carbopol

o
)
1

Absorbancia
o
~
1

02 -—\

0,0

T T 1
300 350 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 7- Grafico das absorbancias das formulacbes a base de carbopol

e agua contendo diferentes concentracdes e composi¢des de xerogeis
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A tabela 3 apresenta os componentes das formulagcbes analisadas, o

valor de A critico, FPS e o desvio padrao de cada amostra.

Tabela 3: Amostras com carbopol utilizadas no teste de FPS

Componentes A FPS Desvio
Carb 10% P0,05H1 383,3704 1,234895 3,420506
Carb 10% P0,2H1 382,1667 1,158164 9,211195
Carb 15% P0,05H1 384,4444 1575739 11,34597
Carb 20% P0,2H1 384,7778 2,039887 8,31488
Carbopol 387,7778 0,957334 1,759028
CarbTiO, comercial 382,8889 7,078217 17,05786

Observa-se que as formulacdes contendo os xerogéis PO0O,2H1 e
P0,05H1 na concentracédo de 10% apresentam um valor de FPS muito proximo,
indicando que a composicao do xerogel ndo tem grande influéncia no valor do
FPS. E observado, na tabela, que para a mesma composicdo de xerogel,
guanto maior a porcentagem de xerogel, maior o A critico, ou seja, maior o
espectro de protecdo contra a radiacéo UV.

O gréfico das absorbancias das formulacées (figura 7) contém diferentes
composicdes de xerogeis e em diferentes concentracdes. E possivel observar
gue os graficos com maior amplitude, ou que apresentam maiores valores de
absorbancia, sao 0s que apresentaram maior FPS.

As amostras apresentam um A critico > 370 nm e por isso s&o

consideradas de amplo espectro. Nota-se no gréafico (figura 7) dessas



44
formulagbes que ndo existe uma grande diferenca das absorbancias entre os
comprimentos de onda da regido UVA (320 a 400 nm) e UVB (290 a 320 nm).

Este comportamento de protecdo de amplo espectro ndo é comum para
o diéxido de titanio, devido sua a maior prote¢cdo na regido UVB (MANAIA,
2013), portanto o TiO, nanoparticulado, que foi obtido através do processo sol-
gel, tem mostrado uma atividade fotoprotetora diferenciada nas formulagbes

desenvolvidas e comercializadas até ao momento.

5.6 Reologia

A reologia é a ciéncia que estuda as propriedades de escoamento (fluxo)
e da deformc¢ao dos materiais que sdo submetidos a uma tensédo em condi¢cdes
termodindmicas determinadas em um periodo de tempo (LEONARDI & MAIA
CAMPQOS, 2001; ALMEIDA & BAHIA, 2003; GENNARO, 2004; TONZAR,
2006). A viscosidade consiste na resisténcia interna ao fluxo que o material
apresenta, demonstrada com a tensao aplicada, o que gera uma deformacao
temporaria ou permanente na matéria. Dessa maneira, uma substancia tem
maior resisténcia ao fluxo, quando apresentar maior viscosidade (LEONARDI &
MAIA CAMPOS, 2001; AULTON, 2005; TONZAR, 2006).

Primeiramente foram feitas analises reoldgicas com algumas amostras
preparadas com o xerogel P0O,05H1 sem o tratamento térmico, que foi
escolhido por ter uma incorporacdo mais rapida e facil na base cosmética (gel
de Carbopol®). Posteriormente foram feitas as anélises reolégicas com os
xerogéis P0,05H1; PO,2H1 e P0,2H2,3 com tratamento térmico

A tabela 4 apresenta as formulacbes com o xerogel P0O,05H1 sem

tratamento térmico que foram usadas para o experimento de reologia.
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Tabela 4: Amostras de carbopol e TiO,P0,05H1 usadas na reologia

% TiO %Carbopol %H,0
Amostra 1 (PO,05H1) 15 40 45
Amostra 2 (P0O,05H1) 20 45 35
Amostra 3(P0,05H1) 25 50 25

As formulacées analisadas foram comparadas com o gel de Carbopol®,
sem diéxido de titdnio, e com uma formulacdo com dioxido de titanio

comercializado, representadas na tabela 5.

Tabela 5: Amostras com carbopol 940® e com diéxido de titanio comercial

% TiO,  %Carbopol %H,0
Amostra 4 (Branco) - 50 50
Amostra 5 (TiO, comercial) 20 45 35

Por dltimo foram analisados os comportamentos reoldgicos das

formulagcBes com xerogéis apds o tratamento térmico, que estéo representadas

na tabela 6.

Tabela 6: Amostras com carbopol e nanoparticulas de dioxido de titanio

tratadas termicamente

% TiO, %Carbopol %H,0

Amostra 6(P0,05H1) 30 50 20

Amostra 7(P0,05H1) 35 45 20
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Amostra 8(P0,2H1) 35 45 25
Amostra 9(P0,2H2,3) 40 40 20
Amostra 10 (P0,05H1) 50 30 20

Todos os testes foram feitos em duas temperaturas, a 25°C e a 32°C,
para simular respectivamente a temperatura ambiente e a temperatura da pele.

As andlises das amostras compostas por nanoparticulas de dioxido de
titAnio sem o tratamento térmico, representadas nas figuras 8 a 12, foram feitas
trés vezes, sendo a segunda analise 15 dias depois da primeira e a terceira
analise feita 30 dias ap0s a primeira andlise, simulando dessa maneira a
influéncia do tempo sobre o produto.

A figura 8 representa curvas de tensdo de cisalhamento e viscosidades
em funcdo da taxa de cisalhamento da amostra 1. Esta formulacdo apresenta
na sua composicéo 15% de TiO,P0,05H1, 40% de Carbopol® e 45% de H-O.

Foram feitos graficos utilizando a temperatura de 25°C e 32°C com um

intervalo de 15 dias entre cada analise.
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Figura 8- Curva de fluxo da amostra 1 (25°C e 32°C)
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A figura 9 representa curvas de tensao de cisalhamento e viscosidades

em funcdo da taxa de cisalhamento da amostra 2, cuja formulagéo apresenta:

20% de TiO,P0,05H1, 45 % de Carbopol e 35 de %H-0.
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Figura 9- Amostra 2 em analise reologica, a 25°C e 32°C

A figura 10 representa curvas de tensdo de cisalhamento e viscosidade

em funcdo da taxa de cisalhamento da amostra 3, cuja formulagcédo apresenta

25% de TiO,P0,05H1, 50 % de Carbopol® e 25% de H,0.

650

550

450

350

(Pa)

250

130

Tensio de ckalhamento

50

-0

Amaostra 3 -252C

Gradiente de cisalhamento (1/s)

140

120

100

80

60

40

20

]
i
Y .
) | AN AN NN
.:A UDDUUUDODDDDDEDQ
LA pood
: hwl )
gio A hhAbdbhhsbb hbhid
. D
1] 50 100 150

(s"ed ) apepscos

Tensdo de cisalhamento

650

550

450

350

(Pa)

250

150

Amostra3-329C

r 1z
r 100
- BO
"
N - B0
soa0E0 B9

NEETTLL L - 40

H oﬂqﬂi‘i?l AAAALAARAbLL

q P
50 5._1 N F0
] 50 100 150

-50

Gradiente de cisalhamento (1/s)

(s'ed ) apepisooan

ida- 12dia
volta - 12 dia

4 ida- 15%dia

& yolta-152dia

= ida302dia

o volta-30%dia
viscosidade 12 dia
Viscosidade 152 dia

Viscosidade 302 dia

Figura 10- Amostra3 em analise reoldgica, a 25°C e 32°C

-

E possivel

notar que as formulacbes apresentam caracteristicas

plasticas, por apresentarem um limite de escoamento e se tratar de um fluido
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gue sofre diminuigéo de viscosidade quando a taxa (gradiente) de cisalhamento
aumenta. O comportamento se caracteriza com a existéncia de uma forga
prévia para iniciar o fluxo.

Além disso, as amostras apresentam comportamento tixotrépico, que
consiste na recuperacdo da consisténcia e organizacdo do material inicial
relacionado com a destruicdo durante do cisalhamento. Sendo que a curva de
volta, a descendente encontra-se deslocada em um plano inferior & curva
ascendente. Essa recuperacdo possivelmente ocorre devido a acgéo repulsiva
causada pelas cargas negativas que envolvem as nanoparticulas, detectadas
no experimento de potencial zeta, o que dificulta que as particulas se
agreguem.

A temperatura um pouco mais elevada agita por si sO as particulas das
amostras. Isso pode acarretar na diminuicdo da capacidade de deformacéo das
moléculas quando analisadas a 32°C, diferente de quando é analisada a 25°C.

Com o passar do tempo nota-se que ha aumento da deformacdo das
amostras e isso provavelmente se deve a agregacao das nanoparticulas ou a
interacdo que o didxido de titdnio tem com a cadeia polimérica do gel que
resulta na diminui¢éo da estabilidade da formulacéo.

Além disso, é possivel perceber que com o0 aumento da concentracédo de
diéxido de titdnio, entre as amostras 1, 2 e 3, existe a diminuicdo da
capacidade de deformacédo das amostras. Isso provavelmente ocorre porque a
guantidade maior de particulas no produto altera a sua estrutura acarretando
na menor capacidade de sofrer a deformacdo. Existe menor proporcao de
cadeia polimérica por nanoparticulas levando a diminuicdo da viscosidade

aparente do produto.
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A figura 11 representa curvas de tensdo de cisalhamento e viscosidades

em funcdo da taxa de cisalhamento da amostra 4, cuja formulagdo é

denominada de branco. Esta formulagcédo apresenta na sua composi¢cao 0% de
TiO,, 50% de Carbopol® e 50% de H,0.

Foram feitos gréaficos utilizando a temperatura de 25°C e 32°C com um

intervalo de 15 dias e cada analise.
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Figura 11- Amostra 4 em andlise reoldgica, a 25°C e 32°C

A amostra 4 é chamada de branco, por ndo conter nanoparticulas de
dioxido de titAnio. E uma amostra com caracteristicas plasticas por apresentar
um ponto de escoamento e diminuir a sua viscosidade com o aumento da taxa
de cisalhamento. A recuperacdo das moléculas apds a tensao de cisalhamento
ocorre praticamente sem nenhum intervalo de tempo, sendo a linha de volta
sobreposta a linha de ida, portanto a amostra ndo apresenta area de histerese.

E possivel notar que ndo ha grande variacdo entre as amostras apds o
periodo de tempo estipulado, e com a variacdo de temperatura, comprovando a
estabilidade do gel de Carbopol®.

A figura 11 representa curvas de tensao de cisalhamento e viscosidades

em funcado da taxa de cisalhamento da amostra 5, cuja formulagdo apresenta o
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diéxido de titAnio microparticulado, que é comercializado atualmente. A

formulacdo apresenta na sua composicdo: 20% de TiO, comercial, 45% de
Carbopol e 35% de H,0.

Foram feitos gréficos utilizando a temperatura de 25°C e 32°C com um

intervalo de 15 dias e cada analise.
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Figura 12- Amostra 5 em analise reoldgica, a 25°C e 32°C

Foi possivel observar com o dioxido de titdnio comercial que ndo ha uma
organizacdo molecular com a diminuicdo da Taxa de Cisalhamento. Isso
possivelmente se deve a agregacdo das particulas de titAnio como o aumento
da Taxa de Cisalhamento e essas ndo possibilitam a volta da mesma estrutura
de inicio. Diferente do titanio microparticulado comercial, o diéxido de titanio na
forma xerogel apresenta as nanoparticulas com o modificador de superficie que
dificulta a agregacéo das particulas com o aumento da Taxa de Cisalhamento
devido principalmente as forcas repulsivas que as cargas negativas, detectadas
no teste de Potencial Zeta, que envolvem as nanoparticulas proporcionam.

As formulagbes com o0s xerogeis tratados termicamente, representadas

da figura 13 a 17, foram analisadas a 25°C e a 32°C.
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A figura 13 representa as curvas de tensdo de cisalhamento e

viscosidade em fungao da taxa de cisalhamento da amostra 6. Esta formulagdo

apresenta na sua composicao 30% de TiO,P0,05H1, 50% de Carbopol® e 20%

de H,0.
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Figura 13- Amostra 6 em analise reologica, a 25°C e 32°C

A figura 14 representa as curvas de tensdo de cisalhamento e

viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento da amostra 7. Esta formulacao

apresenta na sua composicéo 35% de TiO, P0,05H1, 45% de Carbopol® e 20%

de H,O0.

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Tensdo de
chkalhamento
(Pa)

Amostra7 - 252C

20 40 60 80

Gradiente de cisalhamento (1/s)

100

- 70

- 60

r 50

40

- 30

- 20

10

(Pa.s)

viscosidade

Tensdo de

ckalhamento

(Pa)

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

o L

Amostra7 - 322C

70

60

50

40

30

20

10

20 40 60 80

Gradiente de cisalhamento [1/s)

100

viscosidade

{Pa.s)

ida

volta

viscosidade
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A figura 15 representa as curvas de tensdo de cisalhamento e

viscosidade em funcao da taxa de cisalhamento da amostra 8. Esta formulacéao

apresenta na sua composicdo 35% de TiO, P0,2H1, 45% de Carbopol® e 20%

de H,O.
Amostra 8-252C Amostra 8-322C o
200 70 200 70
180
150 60 £0
180 160
. 140 50 . 140 50
] 'R
4% w0 wd Sz 120 03 _ volta
& EE 100 Eg|8EE wo ¥
2= ; 2= 30 %
g Io® 0 2E|e : ® &
T 60 w0 *F ¢ 60 0 ®
10 40
20 10 20 10
ol 0 0 | 0 viscosidade
0 0 40 50 80 100 0 20 40 60 80 100
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Gradiente de cisalhamento (1/s)

Figura 15- Amostra 8 em andlise reoldgica, a 25°C e 32°C

A figura 16 representa as curvas de tensdo de cisalhamento e

viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento da amostra 9. Esta formulacéo

apresenta na sua composicdo 40% de TiO, P2H2,3, 40% de Carbopol® e 20%

de H-0.
Amostra8-252C Amostra9-322C ,
ida
200 70 200 70
180 60 180 50
160 160
° 140 50 ° 140 50
1 o 0§ |35 w a0 3 volta
S EE w0 g7 8EE w0 %
- 30 wE|EZET 30 28
g ] 80 .E = i 80 g =
R n F y £0 w £
40 40
0 10 20 10
0! 0 0! 0 viscosidade
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Gradiente de cisalhamento (1/s) Gradiente de cisalhamento (1/s)

Figura 16- Amostra 9 em analise reologica, a 25°C e 32°C
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A figura 17 representa as curvas de tensdo de cisalhamento e
viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento da amostra 5. Esta formulagéo
apresenta na sua composi¢cao 50% de TiO, P0.05H1, 30% de Carbopol e 20%

de H,0.
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200 70 300 70 ida

180
160 50 250 60

140 50
200 50
120

100
80 30

40 40

volta

(Pa.s)
(Pas)

30

Tensdo de
cisalhamento
iPa)
viscos idade
Tensio de
cisalhamento
(Pa)
=
tn
=]
viscosidade

60 20 [ 20

10
0 10 50 10

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 viscosidade

Gradiente de cisalhamento (1/s) Gradiente de cisalhamento (1/s)

Figura 17- Amostra 10 em analise reoldgica, a 25°C e 32°C

Foi possivel notar que as formulacdo que apresentam o xerogel de
nanoparticulas de TiO, com o tratamento térmico apresentam caracteristicas
plasticas, por apresentarem limite de escoamento, e se tratarem de um fluido
gue sofre diminuicdo de viscosidade quando a taxa (gradiente) de cisalhamento
aumenta. O comportamento se caracteriza com a existéncia de uma forca
prévia para iniciar o fluxo.

No entanto, as amostras ndo apresentam area de histerese devido a
recuperacdo das moléculas apos a tensdo de cisalhamento, que ocorre
praticamente sem nenhum intervalo de tempo, sendo a linha de volta
sobreposta a linha de ida. A ndo formacao da &rea de histerese pode ter sido

uma conseqiéncia do aumento do tamanho das nanoparticulas de diéxido de
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titnio, durante o tratamento térmico, suficiente para impedir a reorganizacao
das particulas da formulagéo ap0s sofrer a acado da tensdo de cisalhamento.

A temperatura um pouco mais elevada aumenta a movimentacao das
particulas por si sO. Isso pode acarretar na diminuicdo na capacidade de
deformacgédo das moléculas quando analisadas a 32°C, diferente de quando é
analisada a 25°C.

O aumento da concentracdo de dioxido de titanio, independente de ser
tratado termicamente ou nado, provoca a diminuicdo da capacidade de
deformacédo das amostras. Isso provavelmente ocorre porque o0 aumento da
quantidade de particulas no produto acarreta na sua menor capacidade de
sofrer a deformacdo. Existe menor proporcdo de cadeia polimérica por

nanoparticulas levando a diminui¢édo da viscosidade aparente do produto.

5.7 Espectroscopia de Reflectancia Difusa

Neste trabalho esta técnica € usada para compreender melhor a
atividade fotoprotetora das nanoparticulas de TiO,, assim como sua
transparéncia.

A figura 18 representa a porcentagem de reflectancia das formulacdes
na regido ultravioleta visivel, UVB, UVA-I e UVA- Il. Foram analisadas as
formulagc6es com base de carbopol e 2,5% de TiO,, usando o xerogel PO,05H1
e 0 PO,2H1; 5% de TiO,, usando o xerogel P0,2H1; e 10% de TiO,, usando o
xerogel PO,05H1 e o P0O,2H1. Todos os xerogeéis usados nesta analise néo
passaram pelo tratamento térmico. Para visualizar melhor as medidas de

reflectancia difusa das formula¢cdes com as nanoparticulas de diéxido de titanio
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sem o tratamento térmico, foram feitos véarios graficos em funcdo das regides

ultravioletas.
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Figura 18- Reflectancia difusa na regidao UV- visivel, UVB, UVA — | e UVA — I
de formulacBes contendo 2,5%, 5% e 10% de xerogel sem o tratamento

térmico

Na figura 18, verificando a regido UV- Visivel (faixa de comprimento de
onda entre 400- 800 nm), sabendo que quanto menor a reflectancia, maior a
transparéncia, observa-se uma diferenca na transparéncia das formulacfes
contendo 0s xerogéis na seguinte ordem: 2,5% Po.Hi> 2,5% PgosHi1> 5%
Po,osH1> 5% Po2H1> 10% PgoesH1> 10% Po.H;:. Deste modo, podemos afirmar
que com o aumento da concentracdo do xerogel de nanoparticulas de diéxido
de titdnio sem o tratamento térmico na formulagédo do gel, este se torna cada
vez menos transparente. Essa alteracdo na transparéncia € independente das

variacOes das concentracdes de PTSH/Ti e H,O/Ti.
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Para a regido UVB (faixa de comprimento de onda entre 290-320 nm), é
possivel observar que todas as formulacbes tém aproximadamente a mesma
reflectancia.

Para a regidao UVA-I (faixa de comprimento de onda entre 320-340 nm),
nota-se que amostras apresentaram reflectancia parecidas.

Para a regiao UVA-II (faixa de comprimento de onda entre 340-400 nm),
€ possivel observar que quanto maior a concentracdo do xerogel, maior a
reflectancia, independentemente da composicéo do xerogel utilizado.

Com os resultados apresentados acima pode-se perceber que a
atividade fotoprotetora dos xerogéis sintetizados ndo foi muito alta. Foi feita
uma comparag¢ao com os xerogeéis nas formulacdes que passaram previamente
por um tratamento térmico a 450°C com o intuito de aumentar o tamanho das
particulas a valores altos o suficiente para otimizar seu efeito de protecéo solar
mas nao tao altos a ponto de tornar os sistemas opacos.

Para melhor visualizagdo das medidas de reflectancia difusa das
formulagcbes com as nanoparticula de diéxido de titdnio com o tratamento
térmico a 450°C, foram feitos varios graficos em funcdo das regides
ultravioletas. A figura 19 representa a porcentagem de reflectancia das
formulacbes na regido ultravioleta visivel, UVB, UVA-l e UVA-Il. Foram
analisadas as formulagbes com 30% e 35% de TiO,, usando o xerogel
P0,05H1; 35% de TiO,, usando o xerogel P0,2H1; e 40% de TiO,, usando o
xerogel P0,2H2,3. Usou-se ainda o MgO para obter a reflectancia maxima na

analise de UV-visivel.



57

Regido UV-Visivel Regiao UVB
120 &
100 °
4 _
80 ——30%Ti02 PO,05H1  TT—————
o . ——30% 1102 PO,05H1
%R 60 ——35%Ti02 PO,05H1 %R 3
——35%Ti02 PO,05H1
40 - 35%Ti0O2 PO,2H1 2
359%Ti02 PO,2H1
20 J ——040%TiO2 PO,2H2,3 1 40%Ti02 PO,2H2,2
0 T Veo 0 : : :
200 400 600 800 290 300 310 320
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
Regiao UVAI Regiao UVAII
5 50
5 40
4 /
30
— < — Y, S
%R 3 30%T02 PO,0O5H1 %R // 30%TiO2 PO,05H1
——35%T02 PO,05H1 20 - ——35%Ti02 P0,05H1
2
35%T 02 PO,2H1 10 35%TiO2 PO,2H1
1 4
=——40%TI02 P0,2H2,3 = ——40%Ti02 P0,2H2,3
0 [0}
320 325 330 335 340 340 360 380 400
Comprimento de onda {(nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 19: Reflectancia difusa na regido UV-visivel, UVB, UVA-I e UVA-II de

formulagbes contendo 30%, 35% e 40% de xerogel apds o tratamento térmico

Para regido UV- Visivel (faixa de comprimento de onda entre 400-800

nm), observa-se uma diferenca na transparéncia das formula¢des contendo os

xerogéis na seguinte ordem: 35% PO0,2H1 > 30% P0,05H1 > 35% PO0,05H1 >

40% PO0,2H2,3. Deste modo, podemos afirmar que a maxima concentracao de

dioxido de titdnio incorporado a formulacdo, de 40%, proporciona uma menor

transparéncia, quando comparada com as outras amostras.

Como a transparéncia das nanoparticulas esta relacionada com o seu

tamanho, seria esperado um aumento da reflectancia difusa na regiéo visivel

das amostras contendo xerogéis com tratamento térmico, ja que estes devem

apresentar tamanho de particulas maiores que a dos xerogeis secos a 60 °C.
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Foi possivel observar que os xerogeis com tratamento térmico apresentaram
maior reflectancia na regido visivel do que os xerogéis sem tratamento térmico.

Para regido UVB (faixa de comprimento de onda entre 290-320 nm), é
possivel observar que apresentaram maior reflectancia das amostras contendo
maior quantidade de PTSH (P0O,2H1 > PO0,2H2,3 >P0,05H1). Ndo h& uma
relacdo entre as concentracbes de didxido de titdnio incorporadas na
formulagéo.

Para regido UVA-I (faixa de comprimento de onda entre 320-340nm),
nota-se que as amostras que apresentam a mesma concentracdo de PTSH
apresentaram reflectancia parecidas, sendo que, a formulagdo com maior
concentracdo de didxido de titanio, 40%, foi a que apresentou maior
reflectancia.

Para regido UVA-II (faixa de comprimento de onda entre 340-400nm) é
possivel observar que a maior concentracao de diéxido de titdnio incorporada
na formulagéo, 40%, apresentou a maior reflectancia.

Desta maneira, foi possivel notar que o aumento da incorporagdo dos
xerogeis que foram submetidos ao tratamento térmico, a 450°C, e o aumento
do tamanho da particula de diéxido de titanio levaram a uma maior reflectancia

na regido UV-Visivel, UVB, UVA- | e UVA-II.
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6. Conclusbes

As nanoparticulas de TiO, modificadas por PTSH e obtidas pelo
processo sol-gel formam pds macroscopicamente mais finos que o poés de
TiO, comercializado atualmente para uso em protetores solares, sendo mais
facilmente incorporados a formulagbes cosméticas a base de Carbopol® para
serem utilizadas como géis protetores solares que mantém a transparéncia ao
serem aplicados a pele.

Determinou-se a nao citotoxicidade dos xerogéis das nanoparticulas de
TiO. Foi possivel incorporar até 50% do xerogel de nanoparticula de diéxido de
titAnio, tratado termicamente a 450°C, no gel polimérico de carbopol. A analise
de FPS evidencia que as amostras apresentam amplo espectro de protegéo, o
teste de potencial zeta avaliou que formulagcbes de xerogel analisadas
apresentam cargas negativas, o0 que mostra a predominancia de forcas
repulsivas favorecendo a ndo formacao de aglomerados, houve a recuperacéo
da consisténcia e organizacdo do material inicial apds a destruicdo durante do
cisalhamento no teste reologico. O tratamento térmico nos xerogéis das
nanoparticulas de dioxido de titanio provocou um aumento da reflectancia no
UVA. Portanto, através dos dados obtidos de reflectancia observou-se que
tamanhos de particulas maiores promovem uma maior atenuacdo da radiacao
na regido UVA e UVB, o que causa um efeito de amplo espectro de protecao.

Sendo assim, foi possivel desenvolver uma formulagdo cosmética de
protetor solar, a base de nanoparticulas de didéxido de titanio com superficie
modificada, que apresenta alta concentracdo do protetor fisico, beneficiando a
sua eficacia e mantendo a caracteristica de transparéncia ao ser aplicada a

uma superficie.
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