ALLERGISA

METODOS ALTERNATIVOS
PARA AVALIACAO DE EFICACIA
DE FOTOPROTETORES




REQUISITOS E METODOS

RDC 30 1° de junho de 2012

FPS (Estatico)  Minimo 6 Minimo 2

Minimo 1/3 do

FP-UVA EPS de rétulo Minimo 2
Comprimento
de onda Minimo 370nm N/A

Critico

Resisténcia a Conforme

agua metodologia N/A

FDA 2011 (in vivo)
ISO 24444: 2010 (in vivo)

ISO 24443: 2012 (in vitro)
ISO 24442: 2011 (in vivo)

Obtencao dos dados: ISO 24443: 2012
(in vitro)
Calculo: Colipa 2011

FDA 2011 (in vivo)
Colipa guideline 2005 (in vivo)



*-

FPS - FATOR DE PROTECAO SOLAR
h Protecao contra queimadura
solar (eritema) - radiacao UVB

FP-UVA- FATOR DE PROTECAO UVA

h Protecao contra radiacao UVA




FATOR DE PROTECAO
SOLAR (FPS) ESTATICO




ISO 24444 / FDA 2011

MED = MINIMAL ERYTHEMAL DOSE (MINIMA DOSE
ERITEMATOSA)

“The lowest dose of ultraviolet radiation (UVR) that produces the first
perceptible unambiguous erythema with defined borders appearing
over most of the field of UV exposure, 16h to 24h after UV exposure.”

“Minima dose de radiacao ultravioleta (UVR) capaz de produzir o primeiro
eritema perceptivel nao ambiguo com bordas definidas aparecendo na
maioria do subsitio exposto a radiacao.”



COMO DETERMINAR MEDu e MEDp?

Procedimentos do Estudo

Part|C|pante§ saudaveis, 1) Marcacao dos sitios e aplicacao dos produtos
sexo masculino ou

feminino, 18 a 70 anos,
Fototipo I a IlI 3) Leitura dos eritemas

2) Irradiacao (exposicao UV)

4) Calculo do FPS



MARCACAO DOS SITIOS E
APLICACAO DOS PRODUTOS

B Produto investigacional (Pl)
B Controle
B Pele Desprotegida




IRRADIACAO
(EXPOSICAO UV)

Emissdo de Radiacdo UVB+A Unicade: MED/ g

6 guias de luz independentes

*+ Intensidade com progressao de:
25% - MEDu e Produtos FPS < 25
12% - Produtos FPS >25 240 1,92

* Diferente para FDA . .

1,54

1,23 0,98 0,79



LEITURA DOS
ERITEMAS iy

i \ : ) I 3
. | 2\ " Sunlight spectrum -
5 g éf;f \| Erythemal action -
UVB Inflamacao g ooLf | \sectum ]
UVA (proximo) (vermelhidao) :
- 0.001 =
1 0.0001 [ - Bl [ o - [ |__

280 300 320 340 360 380

M E D Wavelength (nm)

* Primeiro eritema perceptivel
« Nao ambiguo
 Bordas definidas *

J « Maioria do subsitio 16 A 24H APOS A
* Estad sendo alterado para a préxima revisdo da ISO 24444, EX POSICAO UV




CALCULO

DO FPS
MEDp (pele protegida)
FPS = ———————
MEDu (pele desprotegida)
Produto Investigacional Controle Pele Desprotegida
B = DOSE
R

INTENSIDADE X TEMPO

*+ 1

FIXO VARIAVEL
(CONFORME (PROPORCIONAL
PROGRESSAO) AQO FPS TESTADO)

;4

MED na saida 3 (MEDp) MED na saida 3 (MEDp) MED na saida 3 (MEDu)



DIFICULDADES

« Resposta biologica da pele dos participantes
o  Aplicagao do produto
Alta variabilidade - .
« Leitura dos Eritemas

« Equipamentos

Teste invasivo — envolve exposicao de participantes a radiacao ultravioleta, é

necessario induzir a formacao de eritema para se obter uma medida valida.



DESAFIOS

Reduzir a Variabilidade do teste de FPS in vivo

ISO vem trabalhando para diminuir a variabilidade, principalmente
com relacao a interpretacao e identificacao da MED.

Métodos alternativos

Ideal: melhor precisao e exatidao (concordancia com o método
atual ISO 24444)
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UV burden

Type

Method

Sun Protection Factor

T

Erythema | | Minimal erythemal Non-erythemal

In vivo In vivo In vivo In vitro In silico
ISO 24444 Single Hybrid DRS Transmission | | Simulation
US, AUS Exposure | |+ ISO 24443 PMMA programs

Fig.3 SPF Gold standard and alternatives. Classification of assessment method
according to type.

SPF Assessment Revisited - Status and Qutlook

L. Osterwalder, R. Schitz, J. Vollhardt




SINGLE EXPOSURE
(In VivO)




AVALIA A EFICACIA DO PROTETOR
ATRAVES DE METODO PASS/FAIL

SIM - Fall 8
Exposicao UV de Houve Protetor nao Eficaz
uma unica area formacao de
no participantes Eritema? NAO - Pass

Protetor Eficaz

Nao requer o aparecimento de eritema — reduz o fardo para os participantes



Hybrid Diffuse Reflectance

Spectroscopy Method (H-DRS)
(in vivo / In vitro)




Light Source Spectrophotometer
Diffuse Reflection

Excitation/ Emission/
Monochromator Monochromator

UVB/in vitro
ISO 24443

H-DRS signal

PC control

Fig.5 Experimental setup of H-DRS measurement (in vivo DRS and in vitro ISO
24443) [9]

SPF Assessment Revisited - Status and Outlook

L. Osterwalder, R. Schitz, J. Vollhardt



MEDICAO DA PELE
DESPROTEGIDA

SENSOR

/ BVB

UVA

pele desprotegida

UVB - Sinal muito fraco pois a pele
absorve a maior parte - LIMITACAO

Esquema simplificado, na verdade ocorre reflexao difusa



APLICACAO DO PRODUTO
E MEDICAO DA PELE PROTEGIDA
SENSOR

APLICACAO: 2mg/cm’ 4 @
UVB

UVA

Calculo da transmitancia

_ I
T4 )N Io(2)

Luz passa duas
vezes pelo filme
de produto

i
",

‘A

Esquema simplificado, na verdade ocorre reflexao difusa



Absorbance (a.u.)
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MEDICAO DA ABSORBANCIA
CONFORME ISO 24443
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COMPARACAO DOS
GRAFICOS
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IN VITRO DRS




CORRECAO E
EXTRAPOLACAO-UVB
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ASSUME-SE QUE A CURVA NA REGIAO DO UVA DRS E A CORRETA, ENTAO CORRIGE-SE A

CURVA OBTIDA CONFORME ISO 24443 E EXTRAPOLA-SE PARA A REGIAO DO UVB.




CALCULO DO FPS

A =400

| B(A)I(X)dA
SPE , ated = A=4nt= =

[ EM)1(A)107"® o

A =290

E(A) = Erythemal action spectrum, I(\) = spectral irradi-
ance, A(\) = absorbance.



CORRELACAO H-DRS X 1SO24444

100 .

] m  Hybrid Model
a0 - e /nwvtroSPF

L slope=1.007
B 60-
§ -
i a
204 ¢
20
slope=0.73

n wvoSPF

Fig. 7. Shows the in vivo SPF correlation with the hybrid
model and the in vitro SPF calculation using the full in vitro
absorbance spectrum obtained in PMMA plates.

150 4

140 4 = SPFHpRs = 1.050 x SPF24444 (R = 0.973)

130 4 incl. 95% Cl
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SPF24444

Fig. 5. SPFypgs as a function of SPF; 44, in
vivo taking into account photodegradation
by using the corresponding RPD including
a linear regression analysis as well as the
95% CI for both measurements.
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II Principal Vantagem

Dose de radiacao UV durante a medicao de reflectancia <1%



TRANSMISSION
SPF (in vitro)




SPF (in vitro)

Aplicacao do produto em um substrato (VitroSkin, Placas de PMMA)
Leitura da absorbancia em um espectrofotometro




ESPECTRO DE ABSORBANCIA CALCULADO
A PARTIR DA TRANSMITANCIA

A =400
j E(A)x I(A)x dA

SPE. _ A =290

in vitro i =400
j E(A)x I(A) x 10~ 0(A) « 4z

A =290
0,0
(= (=] Q =] (=] g =] (=] o = (=] (=]
(=] [=] — [a0] (2] (T3] w M~ =) [=3] (=]
(o] (23] (23] [22] [12] o [22] (23] (23] [22] o =+
Comprimento de Onda (nm)

Depois da Exposicdo UV



DIFICULDADES

Comportamento do produto na placa é diferente da pele!

Espalhamento

Equipamentos

Variabilidade

Tipo de substrato

Tipo de Matriz

Baixa correlacao com o FPS in vivo



International Journal of
Cosmetic Science

International Journal of Cosmetic Science, 2018, 40, 263-268

1

doi: 10.1111/ics.12459

Validation of an in vitro sun protection factor (SPF) method in

blinded ring-testing — Perfect —— Lower lim
— Upperlim SPF
M. Pissavini*, C. Tricaud', G. Wiener*, A. Lauer®, M. Contier”, L. Kolbe**, C. Trullis Cabanas', F. Boyer*¥, V. Nollent®, E. Meredith'Y,
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Figure 1 Correlation between interlaboratory

Figure 3 Results from blinded ring study, showing data points laid over the
mean in vitro and in vive SPF values.

new IS0 acceptance criteria ‘funnel’ in Fig. 2.



CALCULATED SPF
(in silico)




CALCULO DO FPS BASEADO NO ESPECTRO DE
ABSORCAO DOS FILTROS DA FORMULACAO

,-'-.=-i1-DD
J E(A)x I(A)xdA

SPF, it = ————220

invitro = 2 — 400
J E(A)x I(A) x 1004 » dq
A =290

Leva em consideracao:

Concentracao dos filtros UV utilizados
Fotodegradacao
Modifica a absorcao com uma funcao

para correlacionar com o valor in vivo

Mesmo calculo proposto pela ISO
24443, com uma diferenca:

Absorbancia Absorbancia
calculada pelo medida
software (ISO)



FERRAMENTAS DISPONIVEIS

DSM SUNSCREEN OPTIMIZER BASF SUNSCREEN SIMULATOR
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Use old Sunscreen Simulator

Prediction of SPF and UVA-Metrics
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. = Add additional filters
1 BEthylhexyl dimethyl PABA 8.0% uvie

(&

O Ethylhesyl Mathaxycinnamate 1606 uve
# Ethylhexyl Salicylate 5.0% we &
oI Ethylhexyl Triazone 5.0% e
# Hamamanthyl Salicylate 10.0% e &
1 Iscamyl p-Methoxyoinnamaks 10.0% UVE
# Octoerylens 10.0%% VB (Y
sunscreen 1 Phenylbenzimidazal Sulfonic Acid 8.0% uvE [
| Polysilicsne-15 10.0%: UvB
1 4-Mathylbenzylidane Camghor 4.0% e 7
| Benzaphenone-3 6.0% uwe (7
) Benzophenone-4 5.0t uve
# Titanium Dioxide (nana) 25,00 uve 3
| Tris Biphenyl Triazine, active 10.0% uve B
# Butyl Methaxydibenzoylmethane 5.0% A [
| Disthylamine Hydrexybenzoyl Heeyl Benzoate 10.0% s
| Disodium Phenyl Dibenzimidazole Tetrasulfonate 10.0% A (o
| Teraphthalylidens Dicamphar Sulfonic Acd 10.0% wa (7
# Bis-Bthylhexyloxyphenal Methoxyphenyl Triazine 10.0% uvaE ()

UV filter selection in simulation tool [22]

Fig. 6 Principle of in silico method based on UV Filter concentration [20-23]

SPF Assessment Revisited - Status and Outlook

1. Osterwalder, R. Schitz, J. Vollhardt



VALIDACAO E AVALIACAO DO
POTENCIAL DOS METODOS




Antes de ser aceito, o método deve ser validado

7/

E necessario avaliar:

e Erros sistematicos

« Variacao dependente de do tipo de amostra

* Re P rodutibilidade fig.1 “Itis better to be roughly right than precisely wrong.” — John Maynard
Keynes. One should not be misled by high predsion. The scatter of the * roughly
S right” case can always be reduced by more data that will make it possible to
y Re petl bl l Id d d € narrowy the distance from the true value — at some extra cost, of course,

» Exatidao (resultados condizentes com o método
atual — ISO 24443) SPF Assessment Revisited - Status and Outlook

L. Osterwalder, R. Schotz, J. Vollhardt



Method | Method Name Method Characteristics, Properties, Evolution, Fate = 1SO Status

Type (number) Description
SPF SO 24444 Biological endpoint, complex method, relevant Gold
) (1S024444) for skin cancer standard
In vivo _
SPF , . Improvement on 1SO 24444, no acceptance in Not
. Confirms protection . .
Single exposure industry (too late) implemented
SPF Diffuse Reflectance Combines best of in vivo and in vitro type meth- Under
H-DRS Spectroscopy + 1SO 24443 | ods. Potential to replace all current methods review
SPF PMMA plates transmis- | Forty years of development, not universal Under
Transmission sjon (skin = plastic) review
UV filter spectra + Steady improvement over past 20 years,
SPF . lar <kin fi lar devel Not
Caleulation irregular skin film + EN ' very popular for sunscreen development, considered
17156 (HPLC) market monitoring

Tab.1 Status of Gold Standard 1SO 24444 and potential alternatives

SPF Assessment Revisited - Status and Outlook

L. Osterwalder, R. Schitz, J. Vollhardt
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ISO 24444: 2010 + COLIPA 2005

MEDp (pele protegida)

FPSs (estatico) =
s (estatico) = (pele desprotegida)

MEDpw (pele protegida)

FPSw (i A0) =
w (1mel‘SaO) MEDuw (pele desprotegida)

FPSw -1
FPSs -1

% Retencao de Resisténcia a agua (%RRA) = X 100



1) Marcacao dos sitios e aplicacao do produto e controle estaticos *
2) Irradiacao MEDu, produto e controle estatico (exposicao UV) *

3) Aplicacao do produto imersao *

4) Imersao em agua (40 ou 80 minutos)

5) Irradiacao MEDu e produto imersao (exposicao UV) *

6) Leitura dos eritemas *

7) Calculo do FPS estatico e apos imersao *

* Procedimento igual ao descrito para 1S024444




FATOR DE PROTECAO
UVA (FP-UVA)




FP—UVA =

ISO 24442: 2011 (IN VIVO)

MPPDp (pele protegida)

MPPDu (pele desprotegida)

MPPD = MINIMAL PERSISTENT PIGMENT DARKENING DOSE
(MINIMA DOSE DE PIGMENTACAO PERSISTENTE)

“Lowest Ultraviolet A (UVA) dose that produces the first perceptible
unambiguous persistent pigment darkening response with defined borders
appearing over most of the field of UVA exposure, observed between 2 h and
24 h after the end of the UVA exposure.”

“Minima dose de radiacao ultravioleta A (UVA) capaz de produzir a
primeira resposta de pigmentacgao persistente perceptivel nao ambigua
com bordas definidas aparecendo na maioria do subsitio exposto a
radiacao, 2 a 24h apds o término da exposicao.”




1. Marcacao dos sitios e aplicacao dos produtos **
2. Leitura das respostas de pigmentacao

3. Irradiacao (exposicao UV) *

4. Calculo do FP-UVA

* Semelhante a ISO 24444, porém com as diferencas mostradas a seguir
** Jgual a 15024444

Emissao somente de radiacao UVA
Intensidade com progressao de:
25% - MEDu, Controle e Produtos

Leitura das respostas

Analoga a leitura de eritemas, porém avalia-se
a pigmentacao (marcas em tom marrom)




ISO 24443: 2012 (IN VITRO)

Aplicacao dos produtos Leitura da Absorbancia Inicial

Placas de EM MA rugosas Espectrofotdmetro Labsphere UV2000S
1,3mg/cm Faixa espectral: 290-400nm




ISO 24443: 2012 (IN VITRO)

Necessario saber o FPS do produto
(rotulo ou final in vivo)

Calculo do FP-UVA inicial e dose de radiacao UVA

A- Calculo do EPS in vitro B- Calculo do Coeficiente de Ajuste C

: A ABS sofre influéncia de muitas variaveis
A partir da absorbancia do produto Coeficiente de ajuste C

Determinado iterativamente para igualar o FPS

21— 400 in vitro ao in vivo pré-determinado
J E(A)x I(A)xdA
A =290 =400
SPFFH vitro — i =400

[ E@x12)xda
J E(A)x I(A) x 10104 » d SPF .1 yitro.aq) = SPF, 3 =290

in vitro = 7 — 400
A =290 J E{ﬂ}xf(ﬂ}x‘lﬂ“@di
A=290




ISO 24443: 2012 (IN VITRO)

Calculo do FP-UVA inicial e dose Exposiciao UV
de radiacao UVA

Simulador Solar

, . e Temperatura Controlada (25 a 35°C)
C- Calculo do FP-UVA inicial e dose UVA Radi%metro para controlar a dose

Calculo do FP-UVA, (absorbancia ajustada)
Dose proporcional ao FP-UVAQ

5'.=-_1-DD
J P(A) x I(A) xdA
A=7320

A =400
j P(L) x I(1) %10 xdx’t

A =320

UVAPF, =

D = UVAPFg x 1,2 |




ISO 24443: 2012 (IN VITRO)

Leitura da Absorbancia Final Calculo do FP-UVA final e

) Comprimento de Onda Critico
Espectrofotometro Labsphere UV2000S

Faixa espectral: 290-400nm FP-UVA final

A =400

f P(A)x I(A)xdA

A =320
=400
j P(A)x I(1) x 10~ 4e(A)C » 42
A=320

UVAPF =—

lgual ao FP-UVA,, porém considerando
Absorbancia final




COMPRIMENTO
DE ONDA CRITICO




Absorbancia

ISO 24443: 2012 (IN VITRO)

CALCULO: COLIPA 2011

Obtencao da curva de absorbancia antes e apos
irradiacao conforme 1IS024443

Calculo do comprimento de onda critico

Equacao descrita pela Colipa 2011
ISO 2444 nao cita, porém permite
i Filtro de amplo espectro realizar este calculo, com dados
obtidos conforme ISO

(absorbancia final)

}.{z 378 nm

Absorbancia

TAA.CM — 0.94?14,1_6?&

e 290 290

290 300 M0 30 30 M0 IV IW IO IW IV 400 290 300 310 320 3W M0 3 I IO 3IW IV 400

Comprimento de onda/nm Comprimento de onda’nm



