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Alergénicos por MS
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As técnicas utilizadas para avaliacao dos ingredientes conservantes alergénicos em

formulacées cosméticas apresentam baixa reprodutibilidade e especificidade, sao
demoradas e muitas vezes incluem testes em animais. Neste trabalho, propomos o uso
da técnica de espectrometria de massas (MS) para identificar diversos componentes

alergénicos em formulagées cosmeéticas.

e | as técnicas corrientes para evaluar los conservantes ingredientes alergénicos los

& cosmeéticos tienen una baja reproducibilidad y especificidad, requieren mucho tiempo y

con frecuencia incluyen la experimentacion con animales. En este trabajo, proponemos
lo empleo de la técnica espectrometria de masas (MS) para identificar una amplia
variedad de componentes en formulaciones cosméticas.

The techniques commonly used for the analyses of allergenic ingredients in
cosmetic products are usually laborious, time consuming, display low accuracy
and reproducibility, and require animal tests. Herein we propose the use of a mass
spectrometry (MS) technique to characterize several cosmetics formulations.

onservantes sdo substancias qui-

micas também conhecidas como

preservantes, cuja fungdo € inibir
o crescimento de microrganismos, con-
servando o produto que os contém livre de
deterioragdes causadas por bactérias, fun-
gos e leveduras. No Brasil, a lista de con-
servantes permitidos parauso em produtos
dehigiene pessoal, cosméticos e perfumes
éregulada pela Anvisa, por meio da RDC
N°.29, de 1°de junho de2012.'? A utiliza-
cdode sistemas conservantes adequados e
validados, assim como o cumprimento das
normas de Boas Praticas de Fabricacido
(BPFeC) para produtos de higiene pesso-
al, cosméticos e perfumes, estabelecidas
pela Portaria do Ministério da Satde N°.
48, de 25 de outubro de 2013, sdo impor-
tantes paraa conservacdo adequada desses
insumos.? Entre os conservantes permiti-
dos, os mais empregados em formulacdes
cosméticas sdo os ésteres do acido p—hi-
droxibenzoico (isolados ou uma mistura
deles: metil, etil, propil, butil, isopropil e
benzil parabenos), hidroquinona, alcool
benzilico, salicilato de benzila, benzoato
de benzila, diazolidinil ureia, metildibro-
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mo glutaronitrila, formaldeido e fenoxie-
tanol, cujas concentra¢des podem variar
em umaampla faixa de concentragdes que
se iniciaem 15 partes por milhdo (ppm) e
pode chegar a 1%, dependendo do con-
servante e de suas caracteristicas (Figura
1). Embora necessarios, os conservantes
podem ser toxicos para os seres humanos,
mesmo nas concentragdes consideradas
seguras pelaRDCN°.29 de 1°de junho de
2012,' e areag@o mais comum é a derma-
tite de contato alérgica. Os conservantes
que apresentam maior probabilidade de
causar essa dermatite sdio: MDBGN-PE
(14,5%) > quaternium-15 (8,1%) > time-
rosal (7,5%)>MCI-MI (7,35%) > formal-
deido (6,75%)> diazolidinil ureia(5,11%)
> imidazolidinil ureia (3,17%) > mistura
de parabenos (1,65%).** Emborano Brasil
ndo sejam citados pelaRDC N°. 48, de 16
de margo de 2006,° mas sejam permitidos
pelaRDCN°.29,de 1°de junhode 2012,
esses conservantes ja estdo proibidos na
Europa desde 2009 pelo regulamento CE
Ne. 1.223/2009, do Parlamento Europeu e
do Conselho, de 30 de novembro de 2009.°

Torna-se imprescindivel, portanto,
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que esses preservantes sejam devidamen-
te especificados nosrétulos e devidamen-
te identificados na matéria-prima, afim de
alertar o consumidor de forma corretae de
preveni-lo sobre a possibilidade de ocor-
rerem reacdes de hipersensibilidade ou
outros problemas de satde, necessidade
que foi normatizada pela RDC N°. 7, de
10 de fevereiro de 2015.7 Dessa forma, o
desenvolvimento de métodos analiticos
sensiveis e seletivos para detectar e quan-
tificar esses conservantes em diferentes
matrizes é de grande interesse.

A espectrometria de massas - do in-
glés mass spectrometry (MS) - é uma
técnica analitica poderosa, utilizada para
diversos fins de caracterizagdo quimica,
como identificar compostos desconheci-
dos, quantificar compostos conhecidos e
auxiliar na elucidag@o estrutural de subs-
tancias quimicas diversas. A MS requer
usualmente quantidades bem reduzidas
(picogramas) da amostra e, devido a sua
alta sensibilidade e seletividade, detecta
concentragdes bem baixas (da ordem de
ppt oumenos), em misturas quimicamen-
te complexas.® Recentemente, devido ao
desenvolvimento de uma ampla série de
técnicas brandas de ionizag&o e processos
de dessorgdo direto da amostra intacta, a
MS tem sido utilizada como um método
de screening rapido, direto e eficiente,
capaz de detectar componentes especi-
ficos com potencial toxico presentes em
misturas complexas, como as de batons,
esmaltes e lapis de olhos.*!°

Resumidamente, a MS caracteriza
moléculas pelamedida darelagdo massa/
carga (m/z) de seus ions. O requisito basi-
co parauma analise por MS ¢, portanto, a
formagéo eficiente de ions livres em fase
gasosa. Diversas técnicas de ionizagdo
tém sido desenvolvidas, e, nos ultimos
anos, surgiram técnicas que se iniciam
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Figura 1. Estrutura quimica de alguns dos

conservantes alergénicos analisados por
espectrometria de massas
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com adessorg¢do do analito, realizada diretamente de superficies,
seguida de ionizagdo ambiente. Sdo técnicas que exigem pouco
ou nenhum preparo de amostra.

Essas técnicas tém eliminado também a necessidade de
separagdo prévia, por exemplo, por cromatografia, e assim apre-
sentam tempos de andlise de cerca de 30 segundos ou menos.
Além dessas caracteristicas vantajosas, essas técnicas tém custo
relativamente baixo. Entre elas, destaca-se aionizagdo ambiente
por sonic-spray (EASI-MS, do inglés easy ambient sonic-spray
ionization mass spectrometry),"""* na qual os analitos sdo detecta-
dos basicamente por meio de suas moléculas protonadas [M + HJ*

e/ou cationizadas [M +Na/K/NH, ], no modo de ions positivos,
oumoléculas desprotonadas [M - H]-, no modo de ions negativos,
com pouca ou nenhuma fragmentagdo. Essas caracteristicas
facilitam muito a interpretag@o do espectro de massas, uma vez
que, em geral, cada composto € detectado por meio de um tinico
ionestavel. Atécnica EASI-MS tem sido empregada com sucesso
na analise de componentes em cosméticos, identificando seus
principais componentes.'*!3 Nesse trabalho, estudou-se a viabi-
lidade douso datécnica EASI-MS no screening de conservantes
alergénicos em formulagdes cosméticas.

Material e Métodos

Amostras

O grupo amostral analisado compreendeu 25 formulagdes cos-
méticas na forma de emulsdes e cremes hidratantes (faciais e
corporais), incluindo protetores solares, que foram identificados
como (F). Padrdes grau PA (Sigma-Aldrich) dos ingredientes
alergénicos butilparapeno (MM 194), hidroquinona (MM 110),
alcool benzilico (MM 108), salicilato de benzila (MM 228),
benzoato de benzila (MM 212), diazolidinil ureia (MM 278),
formaldeido (MM 30), fenoxietanol (MM 138) e metildibromo
glutaronitrila— MDBG (MM 263) (Figura 1) foram analisados
por EASI-MS eutilizados parafins de comparag@o. Nenhum des-
ses ingredientes alergénicos mencionados constava nos rotulos
das formulagdes analisadas.

A técnica EASI-MS

Afonte de ionizagdo EASI'? foi acoplada a um espectrémetro de
massas de alta resolucdo e exatiddo (Orbitrap O-Exactive Mass
Spectrometer, Thermo Fisher Scientific, Alemanha). O spray
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Figura 2. EASI(+)-MS parea amostras nas quais

conservantes alergénicos foram detectados

Figura 3. Distribuigcao das formulagoes positivas (A)
e negativas (B) quanto a componentes alergéncicos

Ingredientes Formula [M + Na]* [M-H]
alergénicos molecular m/z m/z
Butilparabeno C,.H,0, 217,08 193,15
Hidroquinona CH.0, - 108,05
Salicilato de

benzila C,H,.0, - 227,15
Benzoato de

benzila C,H,0, 235,07 -
Diazolidinil

ureia C,H,N,O, 301,08 -
MDBG C.H.Br,N, 286,88 -

sonico foi gerado empregando-se metanol como solvente em
uma vazio de 20 pul min‘', e o nitrogénio foi utilizado como gas
de nebulizagdo N, em uma vazéo de 3 I min™'. Para as analises,
amostras de 2 pl foram dissolvidas em metanol e uma gota dessa
solugdo foi depositada subsequentemente sobre a superficie de
um envelope de papel pardo, que foi exposto ao spray de metanol,
em um angulo de entrada para o espectrometro de massas de ca
30°, por 30 segundos. As amostras foram analisadas na faixa de
m/z 100-500 nos dois modos de fons negativos e positivos. As
amostras foram analisadas em triplicata e mostraram desvio-
-padréo de +10%.

Técnica GC-FID
Os ingredientes alergénicos volateis foram caracterizados pelo
Agilent 6850 Series GC, sistema de cromatografia gasosa capilar
que possui um cromatografo Agilent DB-17HT (122-1811), em
coluna capilar (com 50% de fenil-metil-polisiloxano, 10 m de
didmetro x 0,25 mm de comprimento e contendo filmes de 0,15
pm).

Asanalises foram realizadas no modo split, narazdo de 1:100,
e com a temperatura de 250°C, da coluna, com taxa de aqueci-
mento programada até 350°C a 5°C/min. O hélio foi usado como
gas de arraste, a 1,0 ml/min. O injector foi mantido a 360°C e o
detector (FID) em 375°C. Amostras de 1,0 pl foram diluidas em
tetra-hidrofurano (10 mg/ml) e subsequentemente injetadas, para
analise exploratoria. Os padrdes de fenoxietanol e de formaldei-
deo foram identificados por uma projecao de software e foram
comparados os tempos de retengdo, assim como as formulagdes
cosmeéticas, para a identificac@o desses dois ingredientes.

Resultados e Discussao

Conforme mostraa Figura 2, butilparabeno, hidroquinona e
salicilato de benzila foram detectados no modo de ions negati-
vos como moléculas desprotonadas [M- H], enquanto butilpa-
rabeno, benzoato de benzila, diazolidinil ureia e metildibromo
glutaronitrila foram detectados no modo de ions positivos como
moléculas sodiadas [M + Na]*. Os ingredientes formaldeido e
fenoxietanol foram detectados somente por GC-FID, devido as
suas caracteristicas de volatilidade e baixa polaridade. O alcool
benzilico foi analisado por EASI(-)-MS, porém néo pode ser
detectado por essa técnica.
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nao especificados nos seus rétulos.

[J Formulagdes positivas

[J Formulagées negativas
64%

A)

4% 4%

»

Nesse estudo, foram analisadas 25 formulagdes cosméticas
empregando-se as técnicas EASI (-/+)-MS e GC-FID para de-
teccdo de conservantes alergénicos. A Figura 2 mostra espectros
de massas representativos das formulagdes nas quais foram
detectados os conservantes alergénicos. Embora os espectros
apresentem inumeros outros ions relativos a outros ingredientes
presentes na amostra, o que era esperado, por se tratar de uma
analise direta sem separagdo cromatografica prévia de misturas
complexas, nota-se claramente a presenga dos ions relativos
aos compostos alergénicos. O formaldeido e o fenoxietanol ndo
foram identificados nas amostras analisadas por GC-FID.

O gréfico da Figura 3A mostra a distribui¢@o das formula-
¢des que apresentaram (positivas) e das que ndo apresentaram
(negativas) componentes alergénicos ndo especificados em seus
rotulos (n=25). Dentro do nimero amostral analisado (n=25),
64% das formulagdes foram positivas) e 36% negativas. Nas 16
formulag¢des que apresentaram componentes alergénicos, em
51% delas foi detectado butilparabeno tanto no modo de ion po-
sitivo quanto no de ion negativo, através dos ions de m/z217,08
e 193,14, respectivamente. Em 41% das amostras, foi detectada
apresenga de hidroquinona, através do ion de m/z 108,05; em 4%
ade MDBG, através do ion de m/z286,88; e em 4% a de salicilato
de benzila, através do ion dem/z 227,15. Esses resultados estfo
resumidos no grafico da Figura 3B.

Eles mostram que dois ter¢os das amostras apresentaram
um ingrediente alergénico, dentro do universo restrito aqui
pesquisado, comprovando a urgente necessidade do emprego de
técnicas rapidas, simples e sensiveis, como a que investigamos
no controle de qualidade de produtos cosméticos e da matéria-
-prima utilizada. Muitos ingredientes alergénicos encontrados
em formulag¢des cosméticas e ndo identificados no rétulo podem
vir da matéria-prima usada, e ndo estar sendo detectados por
causa de limitacdes das técnicas convencionais aplicadas no seu
controle de qualidade. A disponibilidade daumatécnica sensivel
eseletiva, e que pesquisa de forma abrangente a presenca de com-
ponentes extras, como a técnica de EASI-MS aqui empregada,
possibilitaria maior controle e racionalizagéo do uso de conser-

[ Butilparabeno
[J Hidroquinona
B MDBG

B Butil salicilato
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vantes, maior controle de suas toxicidades e a garantia de maior
seguranga aos consumidores. No s6 o produto final poderia ser
inspecionado, mas, na produgéo, realizar o controle da qualidade
damatéria-prima seria importante paraevitar contaminagdes nao
intencionais e para contribuir com os critérios normatizados na
RDC no. 7, de 10 de fevereiro de 2015.

Conclusao

Atécnica EASI-MS aparenta possibilitar um screening am-
plo, sensivel, direto, rapido e eficaz de ingredientes alergénicos
presentes em formulagdes cosméticas e em suas matérias-primas.
Essatécnica pode substituir testes em animais atualmente preco-
nizados para esse fim, que sdo bem mais demorados, laboriosos e/
oumenos precisos. Dessa forma, atécnica EASI-MS oferece uma
alternativa inovadora e atraente que pode contribuir paraamaior
seguranca e eficacia desses insumos, cada vezmais consumidos
pelapopulagdo. Esses insumos, independentemente da classifica-
¢doas quais pertencem (se sdo de grau 1 ou 2), podem apresentam
riscos a satide dos consumidores. Esses riscos sdo corroborados
pela necessidade, apontada pela RDC N°. 7, de 10 de fevereiro
de 2015, de que ¢ imprescindivel que esses ingredientes sejam,
de forma devida, especificados nos rotulos e identificados na
matéria-prima, a fim de prevenir rea¢des de hipersensibilidade,
entre outros problemas de saude relacionados, em especial, a
utilizagdo continuada de cosméticos.
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