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RESUMO

FIGUEIREDO, S. A. Desenvolvimento e validacio de ensaios in vitro usando culturas de
células imortalizadas e primarias para avaliacio da eficacia fotoprotetora de protetores
solares empregando como parametros de medida as altera¢des induzidas na pele pelas
radiacées UVA e UVB. 2016. 120 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A eficacia de protetores solares ¢ determinada por métodos in vivo, que utilizam humanos,
tais como: Fator de Protecdo Solar (FPS), Immediate Pigment Darkening (IPD), Persistent
Pigment Darkening (PPD) e Fator de Protecao UVA (FP-UVA). No entanto, esses parametros
nao refletem os efeitos danosos reais induzidos pela radiacdo solar sobre as estruturas e
componentes celulares, como o DNA, lipideos e proteinas. O objetivo deste estudo foi
desenvolver ensaios in vitro com culturas de células para avaliar o potencial fotoprotetor de
protetores solares empregando parametros biologicos que sdo alterados pela radiacdo UV. A
primeira etapa deste estudo consistiu em selecionar a linhagem de células da pele (L929 ou
HaCaT) que fornecesse a melhor relagao entre dose de UVA ou UVB e o efeito danoso
induzido. Este efeito foi quantificado pela medida da viabilidade celular, peroxidagdo lipidica
e geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs). O melhor modelo de cultura celular foi
tratado com protetores solares de duas marcas diferentes com FPSs de 15 a 60, obtidos no
mercado local. Amostras dos fotoprotetores foram aplicadas em uma placa de quartzo
colocada no topo de uma microplaca preenchida por células. A viabilidade celular e a
peroxidacgdo lipidica, medidas em fibroblastos 1929, foram os pardmetros mais promissores
para avaliar a eficacia de protetores solares expostos a UVB e permitiram discriminar o
potencial fotoprotetor de formulagdes com diferentes FPSs. Por outro lado, a formagao de
EROs, expressa em queratindcitos HaCaT, provou ser um parametro bioldgico promissor para
discriminar a eficacia de protetores solares com diferentes FPSs ou FPSs/PPDs, expostos a
UVA. Atualmente, as empresas estdo adicionando aos protetores solares filtros organicos que
absorvem na regido do UV A, principalmente na faixa do UVA-1. Alguns pesquisadores t€ém
demonstrado que o proteoma ¢ o alvo para as EROs induzidas por UVA. Essas EROs
diminuem a atividade da calcineurina (Cn), enzima conhecida pelo seu papel no recrutamento
de células T. A liberacdo do anion fosfato do substrato, pela acdo da enzima, reduz com o
aumento da exposi¢do da Cn a radiagdo UVA-1. Desta forma, um método foi desenvolvido
com c¢lulas primarias HDFn para a avaliacdao da eficacia fotoprotetora de protetores solares
na faixa de UVA-1, empregando a medida da atividade da Cn. Os resultados mostraram que a
redugdo da atividade da Cn s6 foi proporcional a dose de UVA-1 quando o homogeneizado de
cé¢lulas HDFn, contendo 417,55 + 8,79 ng/mL de proteinas, foi exposto a diferentes doses de
UVA-1. Quando as culturas de células foram irradiadas por diferentes doses de UVA-1, nao
foi observado diminui¢do da atividade da enzima. Em adi¢do, para maior precisao na medida
da atividade enzimatica, os homogeneizados, expostos ou nao a luz UVA-1 e protegidos ou
nao por diferentes protetores solares, tiveram que ser diluidos na proporcao de 1:2 em tampao
ensaio 2x (1:1, v/v), antes da quantificagdo do fosfato por verde de malaquita. A medida da
atividade da Cn mostrou ser um ensaio eficiente para diferenciar fotoprotetores adicionados
de filtros organicos especificos para faixa de UVA-1 (marca B) daqueles ndo adicionados
desses filtros (marca A). Como também, o ensaio foi capaz de diferenciar os protetores
solares da marca B, com diferentes valores de PPD: fotoprotetor com PPD-15 nao foi capaz
de evitar a redugdo da atividade enzimatica, semelhante ao homogeneizado exposto a luz
UVA-1 sem protecao, mas diferenciou dos demais PPDs; PPDs 25 e 41 protegeram a
atividade da Cn em 34,53 £ 4,15% e 38,19 + 5,50%, respectivamente. Assim, 0s parametros
biologicos testados neste estudo podem atuar como alternativas complementares para
avaliacdo da eficacia de fotoprotetores.

Palavras-chave: Eficacia, Protetores solares, Técnicas de Cultura de células, Métodos in
vitro, Radiagdo Ultravioleta.
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1.1. Efeitos da radiacao solar sobre a pele

A radiagdo solar compreende um tipo de energia renovavel que impulsiona processos
quimicos, fisicos e bioldgicos na Terra (MANZANO et al., 2015). E constituida por um
espectro continuo de radiacao eletromagnética dividida em trés regides principais, segundo
seu intervalo de comprimento de onda (A): radiacdo ultravioleta (UV) (100-400 nm), luz
visivel (400-780 nm) e radiagdo infravermelha (> 780 nm), cujos percentuais de incidéncia
sobre a superficie terrestre correspondem a 5%, 39% e 56%, respectivamente

(MATSUMURA, ANANTHASWAMY, 2004; BALOGH et al., 2011).

Uma convengdo dermo-fotobioldgica internacional dividiu a fragdo UV da radiagdo
solar em trés faixas. A radiagdo UVC (100-280 nm) ¢ extremamente lesiva aos seres humanos
por ser bastante energética, mas ¢ absorvida pela camada de ozonio e ndo atinge a superficie
da Terra (MANCEBO et al., 2014; DAMIANI, ULLRICH, 2016). Os raios UVB (280-320
nm) apresentam menor comprimento de onda e sdo considerados mais energéticos que os
raios UVA; possuem baixo poder de penetracdo na pele e por isso, atingem a camada mais
superior denominada de epiderme, onde causa o eritema (queimadura solar); sdo responsaveis
por danos diretos ao DNA e correspondem a 5% da radiacdo UV que atinge a Terra

(SAMBANDAM, RATNER, 2011; COSTA et al., 2015).

A fragdo UVA (320-400 nm), que posteriormente foi subdividida em UVA-1 (340-
400 nm) e UVA-2 (320-340 nm), ¢ a radiagdo que penetra profundamente na pele, atingindo a
camada dérmica. Ela estimula o bronzeamento e a pigmentacdo, esta relacionada ao
envelhecimento da pele e, frequentemente, ndo causa eritema. Esta radiacdo ¢ considerada a
mais abundante na superficie da Terra e corresponde a 95% da radiacdo UV do espectro solar
(BALOGH et al., 2011; PESCIA et al., 2012; SAMBANDAM, RATNER, 2011; VENDITTI
etal., 2011).

Na epiderme e derme, os raios UVB e principalmente, a radiagdo UVA sao
absorvidos por cromoforos celulares como o DNA, RNA, porfirinas, acido urocanico,
aminoacidos aromaticos (tirosina, triptofano), melaninas e seus precursores, entre outros, €
promovem reagdes fotoquimicas e interagdes secundarias que geram as espécies reativas de
oxigénio (EROs). Estas EROs podem iniciar os efeitos danosos induzidos pela radiacao solar
a pele (TOSATO et al.,, 2015; BALOGH et al.,, 2011; ROMANHOLE et al., 2016;
MANCEBO et al., 2014).
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Os efeitos deletérios estdo relacionados ao desequilibrio entre o aumento na
producdo das EROs induzida por UV e os mecanismos de defesa antioxidantes endogenos
(enzimaticos e ndo enzimaticos) da pele humana que resultam no estresse oxidativo e,
consequentemente, em fotodanos ao DNA, proteinas ¢ membranas (SAITOH et al., 2011;

ARIMON et al., 2015).

A exposicdo cronica a radiagdo UVB intensa pode lesar diretamente o DNA
(SAMBANDAM, RATNER, 2011; MANCEBO et al.,, 2014). Estas lesdes destorcem
amplamente a estrutura do DNA e sdo produzidas pela interagao direta da radiagdo UVB com
a molécula de 4cido desoxirribonucleico. Tais modificagdes podem ser do tipo: dimeros de
pirimidina cicloabutano (DPCs), formados por duas bases pirimidinicas (timina e citosina)
sucessivas ou espacialmente proximas; os fotoprodutos 6,4-pirimidina-pirimidona (6,4-PPs)
que sao formados por uma ligacdo covalente entre os carbonos 6 ¢ 4 de duas pirimidinas
vizinhas; a ruptura das fitas de DNA e a formagao de ligacdes cruzadas entre essas fitas. Estas
modificagdes podem ser reparadas pela via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER).
Caso isto ndo acontega, esses erros podem perpetuar na forma de mutagdes sendo
incorporadas ao DNA das células filhas. A acumulagdo sequencial de mutagdes responsaveis
pelo controle da proliferacao celular, da morte celular programada e da manutencdo da
integridade do genoma, culmina na expansao clonal dessas células filhas modificadas, seguida
pela fase de progressdo irreversivel, em que o processo evolui até o aparecimento das
primeiras manifestacdes clinicas do cancer de pele (ARORA et al., 2015; TOSATO et al.,
2015; DING et al., 2008; DAMIANI, ULLRICH, 2016).

As membranas celulares também sio alvo da acdo da radiacido UVB e de modo
consequente, da atividade das EROs, acarretando com isso, em danos oxidativos denominados
de peroxidagao lipidica (HIDRATA, SATO, SANTOS, 2004). O processo de lipoperoxidagao
consiste em uma cascata de eventos bioquimicos gerando perdxidos lipidicos e derivados (L,
LO’, LOO") que promovem alteragdes na permeabilidade das membranas, faléncia dos
mecanismos de troca de metabolitos (perda da seletividade), alteracdes no DNA e até mesmo
a morte celular (LIMA, ABDALLA, 2001; POLTE, TYRRELL, 2004). A desorganizagdo na
membrana celular também resulta na liberacao de fosfolipideos que atuam sinergicamente,
contribuindo para o aumento da atividade da fosfolipase citosdlica A, (cPLA;) e da
ciclooxigenase 2 (COX-2), ambas induzidas pela radiacdo UV, ocasionando na formagao de
leucotrienos e prostaglandinas (PG), com destaque para a prostaglandina E, (PGE,), que

contribui para a inflamagao da pele (HALLIDAY, 2005; COSTA, 2015).
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A incidéncia de radiacdo UVB sobre a pele também causa um processo inflamatorio,
em resposta a um dano tecidual ocorrido no local. Este processo engloba uma cascata de
eventos que inicia-se com a vasodilagdo arteriolar que resulta em um aumento no fluxo
sanguineo ¢ na permeabilidade vascular com migragdo de leucocitos (neutrofilos e
macrofagos) da circulagdo sanguinea para o tecido lesionado. A dilatagdo acontece devido a
acao da PGE,; associada ao 6xido nitrico (NO - produzido pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) expressada apos exposicao continua a radiacdo UV) e em presenca de histaminas. A
migracao leucocitaria ¢ decorrente da presenga de substancias quimiotaticas como por
exemplo as quimiocinas no sitio inflamatério. Em seguida, ocorre a ativagcdo de multiplas vias
de sinalizacdo acionadas pela acdo das EROs e de danos diretos provenientes de UVB. As
vias quinase reguladora por sinal (ERK), quinase c-Jun N-terminal (JNK) e p38MARK
ativam a transcricdo de fatores de ativagao de proteina 1 (AP-1) e fator nuclear kappa beta
(NFx-B). Este processo induz a regulagdo de citocinas pro-inflamatorias e fatores de
crescimento (factor de necrose tumoral alfa — TNF-q, interleucina 1 beta - IL-1f, fator de
crescimento transformante beta - TGF-f e interferon gama — INF-y), envolvidos na regulagao
de diferentes processos celulares, incluindo proliferacao, diferenciacdo, adaptagdo ao estresse
oxidativo e apoptose. A fase final consiste na restauragdo da satide do tecido com a redugao
do recrutamento de granuldcitos, a vasodila¢do e a reversao da permeabilidade vascular, além
do processo de fagocitose das células mortas (KIM, HE, 2014; FIGUEIREDO et al., 2014;
COSTA, 2015; DAMIANI, ULLRICH, 2016).

Cerca de 95% da radiagcdo UV, que incide sobre a pele humana, corresponde a fracado
UVA, cuja exposicao repetitiva e prolongada ¢ responséavel por efeitos cronicos que também
sdo decorrentes do estresse fotooxidativo mediado por EROs. Sendo que, esses efeitos sdo
responsaveis por alteragdes estruturais e funcionais em lipideos, dcidos nucleicos e proteinas,
modulagdo de proteinas estruturais (actina, coldgeno, elastina), de enzimas (p38MAPK,
calcineurina, MMPs) e de fatores de transcricdio (AP-1, AP-2, NF-xf) (LAMORE,
WONDRAK, 2013) que contribuem para a fotocarcinogénese. E também, pela formagdo de
rugas com perda da elasticidade dos tecidos (reducao das fibras colagenas e elasticas) e de
suas propriedades mecanicas, pelo espessamento da camada espinhosa resultando na
aparéncia irregular e por alteracdes histoquimicas, fendmenos estes responsaveis pelo
fotoenvelhecimento/envelhecimento precoce da pele (BALOGH et al.,, 2011; HIDRATA,
SATO, SANTOS, 2004).
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A radiagdo UV (RUV) tem também a capacidade de inibir rea¢cdes imunes locais
apos ser absorvida pelos fotorreceptores epidérmicos, podendo também afetar o sistema
imunologico geral apds incidéncia em altas doses (SCHWARZ, SCHWARZ, 2011; TOSATO
et al., 2015). Essa radiagao atua de modo antigeno-especifico por meio da geracdo de células
T reguladoras, promove a deplecdo das células de Langerhans epidérmicas (responsaveis pela
apresentacdo de antigenos a células T), o acimulo de células dendriticas nos nodulos
linfaticos, o influxo de células dendriticas e macrofagos na derme e a produgao de mediadores
imunologicos na pele, como as prostaglandinas, a histamina, o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), as interleucinas (IL) -1 e -10 (mediador soluvel que entra na circulagdo podendo
causar imunossupressdo sistémica). Com isso, a imunossupressdo oriunda da RUV
desempenha papel crucial na indu¢do de cancer de pele sendo o tipo de cancer que mais
cresce no mundo (NORVAL, EL-GHORR, 1998; KATIYAR, 2007, CONNOLLY et al.,
2014; SCHWARZ, SCHWARZ, 2011).

A calcineurina, uma fosfatase serina/treonina dependente de Ca**/calmodulina, é
conhecida como controladora central da resposta imune por atuar na imunidade adquirida com
a apresentacao de antigenos a células T reguladoras (SMIT et al., 2008; MUSSON et al.,
2011). Esta enzima esta relacionada a ativagdo de células T, a sinalizagdo transcricional, ao
crescimento e desenvolvimento muscular, aos mecanismos de apoptose e de reparo do DNA,
a saude cardiaca e neuronal, a formacao de ossos, além de atuarem em células B-pancreaticas

e na pele (MUSSON, SMIT, 2011; LI, RAO, HOGAN, 2011; ZHAO et al., 2014).

A calcineurina (Cn) ¢ um heterodimero dividido em subunidade catalitica ligada a
calmodulina de 60 KDa, calcineurina A (CnA), e subunidade reguladora constituida de uma
proteina de 19 KDa ligada ao Ca®’, calcineurina B (CnB). A CnA possui um dominio
catalitico N-terminal, um segmento helicoidal de ligacdo a CnB, um segmento de ligagao a
calmodulina e um peptideo auto-inibitorio, sendo que as trés ultimas regides compdem a
regido reguladora da subunidade (Figura 1A) (YE et al., 2013; CEN et al., 2015; ZHAO et al.,
2016).

A ativagdao da Cn envolve a participagao de duas maos-EF distintas, compostas de
uma subunidade para a CnB, fortemente associado com a CnA, e de uma subunidade para a
calmodulina que ¢ dependente de Ca*". A CnB tem quatro méos-EF que se ligam a quatro
fons Ca*" (Figura 1B). Os sitios de ligagdo 1 e 2 no 16bulo N-terminal sdo de baixa afinidade,
com Kgs (constantes de dissociagdo ou concentra¢des de Ca®" necessarias para metade da

~ . . . +
ocupagcio) na escala de micromolar. Esses locais funcionam como sensores de Ca>" com papel
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regulador, pois sua ocupagio ¢ dependente da elevagio de Ca®" intracelular. Enquanto que, os
sitios de ligacdo 3 e 4, localizados no l6bulo de ligacdo C-terminal, apresentam alta afinidade
para o Ca’™ (Kgs na escala de nanomolares), atuam como estabilizadores da estrutura
heterodimérica da calcineurina (locais estruturais) e nao podem ser facilmente
descalcificados. A ocupacdo desses sitios resulta na estimulacdo parcial da atividade da
calcineurina e o mais importante, permite a sua ligacdo a calmodulina no sitio alvo de

regulagao, de modo dependente de Ca* (LI, RAO, HOGAN, 2011; YE et al., 2013).

. N A
Calcineurina Humana Aa Regizo Reguladora

- - ——
" 342 348 370 391 414 457 482
Dominio Catalitico Regidode Regidode  peptideo
ligacio da ligacioda 4,4 inibitorio
CnB Calmodulina

Calcineurina Humana B

22 50 54 82 9 19 132 160
Maio EF #1 M:o EF #2 Mao EF #3 Maio EF #4

Figura 1 - Representagdo do dominio organizacional da enzima calcineurina, sendo (A): a
subunidade catalitica (CnA) e (B): a subunidade reguladora (CnB). Retirado de Li, Rao,
Hogan (2011).

Para a ativa¢do da enzima Cn ¢ necessario que ocorra um aumento na concentragao
intracelular de ions calcio e a sua ligacdo nos locais de baixa afinidade na CnB (enzima
parcialmente ativa), induzindo uma alteragdo conformacional no dominio regulador da CnA
resultando na exposi¢ao do dominio de ligagao a calmodulina. A elevagdo dos niveis de célcio
também promove sua ligacao a proteina calmodulina (etapas I, II e III — Figura 2). Como
resultado, a calmodulina liga-se reversivelmente a CnA promovendo o deslocamento do
peptideo auto-inibitorio (obstaculo estérico) altamente flexivel e limitador ao acesso de
substratos, localizado préximo a entrada do sitio ativo. Essa mudanca conformacional resulta
na ativagdo completa da Cn (etapa IV — Figura 2) (MARTINEZ-MARTINEZ, REDONDO,
2004; LI, RAO, HOGAN, 2011; YE et al., 2013).
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Cilcio alto

Inativa | Il Parcialmente ativa

Completamente ativa

Figura 2 - Representacdo do mecanismo de ativacdo da enzima calcineurina. A etapa |
consiste em baixa concentracdo de calcio e na inativagdo da enzima. A ocupagao de ions Ca*"
nos locais de baixa afinidade na subunidade CnB causa uma dissocia¢do da regido de ligagao
a calmodulina e possibilita a transi¢ao da etapa I para a etapa II, facilitando a ligacdo da
calmodulina (etapa III). A ligacdo da calmodulina provoca o deslocamento do peptideo
autoinibitdrio e completa a ativacdo da calcineurina (etapa IV). Retirado de Li, Rao, Hogan
(2011).

A calcineurina ativada promove a desfosforilagdo de uma série de substratos,
incluindo o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), permitindo sua entrada no nucleo da
célula. O NFAT nuclear ¢ um componente chave para a estimulagdo de citocinas, em especial
a interleucina 2 (IL-2) que interage com receptores de superficie celular, estimulando assim a

proliferagdo clonal de linfécitos T e outras c€lulas do sistema imune (MULERO et al., 2009).

A sequéncia de eventos moleculares que culmina na transcricdo de citocinas de
ativacdo ¢ apresentada na Figura 3. O processo inicia-se com a apresentacdo de um antigeno
ao receptor de células T, localizado na membrana plasmatica, ativando-a. A célula T ativada
resulta na liberagdao dos segundos mensageiros diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3). O IP3 promove a abertura dos canais de Ca*" no reticulo endoplasmatico resultando no
aumento da concentragdo intracelular com a liberagdo do estoque de Ca®’, essencial para a

ativagdo da calmodulina. O complexo Ca’’/Calmodulina ativa a enzima calcineurina. Esta,
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por sua vez, promove a desfosforilagdo da subunidade citoplasmatica do NFAT, ou seja,
desmascara a sequéncia de localizagdo nuclear do NFAT, que ¢ entdo translocado para o
nucleo celular. O DAG promove a atividade da proteina quinase C (CPK), a qual resulta na
sintese do fator Proteina Ativadora-1 (AP-1). Para a transcri¢do 6tima de uma série de genes,
o NFAT nuclear liga-se cooperativamente a AP-1, resultando na transcri¢do de citocinas de
ativacdo, tais como IL-2, IL-4, IFN-y, TNF, dentre outras (COPE, 2002; NGHIEM,
PEARSON, LANGLEY, 2002; PRESCOTT et al., 2012).

Ca? Ca?+

Receptor Ca? Ca?
de célula T

SISt 0 | 00
ik i PR st
W v Pésy

Citosol
IP3

* Entrada de cdlcio
deplegdo do

estoque de

o Y
A Ca *[Cah']i- . ®®® ®
g A 0 €5
J inativo ®
ONEYORS,

calcineurina

949875767
)
Lpb95T
o5
? ) m
20

IL-2, IL-4, IFNy
. c TNF
ZX D

Transcricdo de genes

Figura 3 - Representacdo esquemdtica da via de sinalizagdo da calcineurina. PLC-y —
fosfolipase C; IP3 — inositol 1,4,5-trifosfato; CaM — calmodulina; DAG — diacilglicerol; CPK
— proteina quinase C; NFAT — fator nuclear de células T ativadas; AP-1 - Proteina ativadora
1; IL-2 — interleucina-2; IL-4 — interleucina-4; IFN-y — interferon-gama; TNF — fator de
necrose tumoral. Retirado e adaptado de Cope (2002).

Trabalhos da literatura demonstram que doses clinicamente relevantes de radiagdo
UVA-1 suprimem drasticamente ¢ de modo dose-dependente a atividade da calcineurina cuja
acdo assemelha-se a inibidores de Cn (Cnl), como o inibidor ciclosporina A. A inativacao da
Cn, proporcionada pela radiagdo UVA-1, mostrou seletividade uma vez que, os efeitos
inibitorios foram muito mais proeminentes para a Cn que para a lactato desidrogenase (LDH).
Essa inibi¢do da Cn pode resultar em: 1) danos oxidativos para a propria enzima (alteragdes no
centro ativo, nas demais regides e residuos, acompanhada de mudancgas conformacionais), ii)

imparidade em grandes nimeros de processos celulares sendo que muitos sdo plausiveis
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contribuidores para o surgimento de tumores (MUSSON et al., 2011; SMIT et al., 2010;
MUSSON, MULLENDERS, SMIT, 2012).

A acdo conjunta de todos esses processos relacionados a RUV resulta nos efeitos
biologicos fotocarcinogénese, fotoimunosupressao, fotoenvelhecimento, queimaduras

solares/eritema e fotoalergia (TOSATO et al., 2015).

Diante dos efeitos prejudiciais a pele humana e a excessiva exposicdo a RUV, as
medidas de prevengdo recomendadas incluem evitar a exposi¢cdo ao sol, especialmente nos
horario de maior incidéncia de radiacdo UV (entre 10h e 16h); fazer uso de roupas e
acessorios adequados, tais como chapéus de abas largas, bonés, camisas de mangas compridas
e Oculos de sol e, principalmente, utilizar protetores solares de amplo espectro com
reaplicacdo (WHO, 1994; MAHE et al., 2011; PESCIA et al., 2012; MARTO et al., 2016).
Sendo que o uso de protetor solar tem sido fortemente recomendado por organizagdes de
satide como a Organizagdo Mundial de Satide (OMS) e comunidades cientificas (OLIVEIRA
etal., 2015).

Os protetores solares sao formulagdes de uso topico, constituidas de filtros UV que
precisam ser quimica e fotoquimicamente estaveis. Caso ndo sejam, sob acdo da radiacao
solar, as suas ligacdes quimicas podem ser rearranjadas levando a formacdo de novas
moléculas, com menor poder de absor¢do da radiacdo UV, ou mesmo com absor¢do anulada,
e suas propriedades toxicologicas podem ser alteradas, diminuindo a seguranga destes
produtos. Os protetores solares sdo constituidos de uma mistura de filtros organicos que
absorvem as radiacdes UVA e UVB em todo o seu espectro e de filtros inorganicos que atuam
por reflexdo, absor¢do e/ou dispersdo da luz solar. Os filtros orgénicos sdo moléculas com
estrutura aromadtica simples ou multipla, comumente conjugadas com diferentes grupos
quimicos (carbonila, ligagdes duplas, etc). Os filtros inorganicos sdo representados pelos
oxidos, ZnO e Ti0O,, e sdo apresentados na forma de nanoparticulas ultrafinas ou micronizadas
garantido a melhor dispersibilidade da RUV e maior transparéncia sobre a pele. O
espalhamento e a absorcdo da radiacdo sdo determinados pelo indice de refracdo, pelo
tamanho da particula, pela dispersdao na emulsdo e pela espessura do filme que se forma na
pele. Os filtros UV sdo compostos amplamente utilizados em produtos cosméticos como
cremes faciais para o dia, produtos pds-barba, maquiagens, batons, xampus e em materiais de
embalagens plasticas (SERPONE, DONDI, ALBINI, 2007; KOCKLER et al., 2012;
MILLINGTON, OSMOND, McCALL, 2014; VELA-SORIA et al., 2014)
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Os primeiros fotoprotetores foram comercializados em 1928, nos Estados Unidos e
eram constituidos de uma combinagao de salicilato de benzila e cinamato de benzila. Na
segunda Guerra Mundial, os soldados utilizaram petrolatum vermelho como medida protetora
padrao. Em 1943, o PABA (4cido 4-aminobenzoico) foi oficialmente reconhecido como o
primeiro filtro solar com o depoésito da patente. Na década de 70, cresceu a utilizagdo de
filtros UVB em formulagdes cosméticas. Os filtros de absor¢do UVA foram introduzidos em
1979. No entanto, somente com a incorporacao das particulas inorganicas dioxido de titanio
(1989) e oxido de zinco (1992) que houve maior eficacia dos protetores contra a radiagdo

UVA (BALOGH et al., 2011; SCHALKA, dos REIS, 2011).

Atualmente, os filtros UV organicos e inorganicos permitidos para uso em protetores
solares na Unido Europeia (Regulation (EC) n°. 1223/2009), nos Estados Unidos
(MANCEBO, HU, WANG, 2014), na Australia (ARGS, 2012) e no Brasil (RESOLUCAO-
RDC n°® 69, 2016) estdo descritos na Tabela 1. Suas concentragdes maximas empregadas
variam de 0,1% a 15,0% (p/p) para filtros organicos e para filtros inorganicos, as

concentragdes maximas podem atingir até 25,0%.
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Tabela 1 - Lista de filtros UV orgénicos e inorganicos permitidos para uso em protetores
solares de acordo com a regulamenta¢ao de cada um dos paises citados na tabela.

Filtros UV — INCI Uniao Estados Australia Brasil
Europeia Unidos
3-Benzylidene camphor 2% 2%
4-Metylbenzylidene camphor 4% 4% 4%
Benzophenone-3 10% 6% 10% 10%
Benzophenone-4 5% * 10% 10% 10% *
Benzophenone-5 5% * 10% 5% *
Benzophenone-8 10% 3% 3% 3%
Benzylidene camphor sulfonic acid 6% * 6% 6% *
Bis-ethylhexyloxyphenol 10% 10%
methoxyphenol triazine
Butyl methoxy dibenzoylmethane 5% 3% 5% 5%
Camphor benzalkonium 6% 6% 6%
methosulfate
Cinoxate 3% 6% 3%
Diethylamino hydroxybenzoyl hexyl 10% 10% 10%
benzoate
Diethylhexyl butamido triazone 10% 10%
Disodium phenyl dibenzimidazole 10% * 10% 10% *
tetrasulfonate
Drometrizole trisiloxane 15% 15% 15%
Ethylhexyl dimethyl PABA 8% 8% 8% 8%
Ethylhexyl methoxycinnamate 10% 7,5% 10% 10%
Ethylhexyl salicylate 5% 5% 5% 5%
Ethylhexyl triazone 5% 5% 5%
Homosalate 10% 15% 15% 15%
Isoamyl p-methoxycinnamate 10% 10% 10%
Menthyl anthranilate 5% 5% 5%
Methylene bis-benzotriazolyl 10% 10% 10%
tetramethylbutylphenol
Octocrylene 10% * 10% 10% 10% *
PABA 5% 15% 15%
PEG-25 PABA 10% 10% 10%
Phenylbenzimidazole sulfonic acid 8% * 4% 4% 8% *
Polyacrylamisomethyl benzylidene 6% 6%
camphor
Polysilicone-15 10% 10% 10%
TEA-salicylate 12% 12% 12%
Terephthalylidene dicamphor 10% * 10% 10% *
sulfonic acid
Titanium dioxide** 25% 25% 25% 25%



15

Introducdo
Zinc oxide** 25% Nao tem 25%
limite
TOTAL DE FILTROS UV 28 16 29 33

INCI: International Nomenclature Cosmetic Ingredient
*Expresso como acido
**Filtros fisicos/inorganicos

O protetor solar ideal deve ser fotoestavel; deve possibilitar a dissipacdo da energia
absorvida de modo eficiente por vias fotofisicas e fotoquimicas evitando a formacao de
oxigeénio singleto, demais EROs e outros intermedirios reativos; ndo deve penetrar na pele
pois pode causar reagdes cutdneas como dermatites, reacdes fototoxicas ndo-imunologicas,
alergias e reacdes fotoalérgicas; deve ser capaz de bloquear os raios UVA e UVB que também
podem comprometer o DNA celular e deve ser seguro tanto para o ser humano que aplica o
produto em toda a extensdo da pele quanto para o ambiente que ¢ o receptor final das
substancias (SERPONE, DONDI, ALBINI, 2007, PESCIA et al., 2012; GILABERTE,
GONZALEZ, 2010; CURSINO et al., 2013).

Para formular um protetor solar € necessario o estabelecimento de metas de design
do produto (tipo, forma, FPS, fun¢do adicional, custo e periodo de comercializacdo do
produto), a selecdo do sistema de filtros solares/principios ativos; a selecdo/formulagdo do
veiculo e a otimizagao do produto (testes de eficacia, avaliagdes sensoriais, estabilidade fisica
e quimica, seguranga). Mas para garantir a eficacia do protetor € preciso que haja
conformidade na utilizagdo do produto, ou seja, uso da quantidade recomendada (2 mg/cm?,
segundo a COLIPA) com aplicacdo uniforme (dose) e regularidade na aplicagdo (frequéncia).

Assim, a adesdo torna-se a etapa chave para a efetiva proteg¢ao solar (TANNER, 2006).

Além da combinagdo de filtros UV, um protetor solar ¢ constituido de uma mistura
de excipientes/veiculos e pode apresentar também componentes antioxidantes. Muitas vezes,
o veiculo determina a eficdcia do produto fotoprotetor, mantém a fotoestabilidade dos filtros
UV e determina a durabilidade e a resisténcia a dgua do protetor solar. O tipo de veiculo
(logao, creme, gel-creme, spray) também estd relacionado a aceitabilidade, padrdao de
aplicacdo e conformidade do produto, onde a opacidade de filtros inorganicos e a oleosidade
de filtros organicos contribuem para uma aplicacdo inadequada, reaplicacdo infrequente e
reducdo da eficaicia (SAMBANDAN, RATNER, 2011).

Apo6s a fase de desenvolvimento de um produto fotoprotetor deve-se avaliar sua
eficiéncia. A medida mais empregada para a avaliagdao da eficacia dos protetores solares ¢ a

determinagdo do FPS, a qual avalia quantitativamente o grau de protecdo fornecido por um
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protetor solar contra os efeitos da luz UV (PELIZZO et al., 2012; SCHALKA, dos REIS,
2011).

As metodologias de determinagao do fator de prote¢do seguem as normas nacionais
das organizagdes de padronizacdo, como o FDA ou a Organizacdo Internacional de
Normatizagdo (ISO) (OLIVEIRA et al., 2015). Sendo que, essas metodologias fazem parte da
regulamentacdo dos protetores solares que diferem, dependendo do pais e/ou dos
requerimentos da agéncia regulatoria. Mas de forma geral, a regulamentacao inclui uma lista
dos filtros UV aprovados, a rotulagdo adequada dos fotoprotetores e os requisitos necessarios
para a medi¢cdo do FPS, do FP-UVA e da resisténcia a 4gua (KOCKLER et al., 2012).

Em paises como a Australia, a maioria dos protetores solares sdo listados como
medicamento, segundo o “Therapeutics Goods Act”. Nos EUA, os fotoprotetores sao
considerados medicamentos isentos de prescricdo (OTC, do inglés Over The Counter) e estao
sob a supervisdo da FDA (Federal Drug Administration). Na Europa, os filtros solares sao
considerados cosméticos e a COLIPA (European Cosmetic, Toiletry and Perfumery
Association) ¢ a associacao responsavel por desenvolver padrdes industriais de testes,
rotulagem e educagdo ao consumidor (KOCKLER et al., 2012).

O método oficial de andlise do FPS ¢ baseado em testes in vivo que medem a
protecdo contra a formacdo de eritema/queimaduras solares, resposta bioldgica produzida
primariamente pela radiagdo UVA-2 e UVB. Mas o valor de FPS ndo confere nenhuma
protecao contra os raios UVA-1 (PELIZZO et al., 2012; SCHALKA, dos REIS, 2011).

O protocolo padrao de avaliagio do FPS ¢ realizado pela exposigdo de 4areas
protegidas e nao protegidas da pele de voluntarios humanos a luz solar artificial. Sendo assim,
o valor de FPS ¢ definido como a razdo entre a quantidade de energia (dose eritematosa
minima — DEM) necessaria para promover a primeira reacdo eritematosa na pele protegida
pelo protetor solar e a quantidade de energia (DEM) responsavel por causar a mesma resposta
eritematosa na pele desprotegida, conforme ISO 24444:2010 (BALOGH et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2015).

Diante da ineficicia de avaliagdo da prote¢do UVA-1 pelo método FPS, outros
parametros de protecao in vivo t€m sido propostos para avaliagdo UVA como: 1) Immediate
Pigment Darkening (IPD) que corresponde a dose minima necessaria para produzir
escurecimento da pele com margens bem definidas, visualizada logo apds a exposi¢cdo e
também ¢ caracterizada por reacdo transitoria e secundaria ao processo de fotooxidacao da
melanina existente nos melanossomas; ii) Persistent Pigment Darkening (PPD), reacdo da

pele cujo ponto final ¢ a pigmentagdo maxima atingida apds 2-4 horas de exposi¢do e FP-
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UVA baseia-se nas respostas eritematosas minimas e na pigmentacao persistente induzida por
UVA (PELIZZO et al., 2012; SKLAR et al., 2013).

Os métodos in vivo sdo procedimentos tediosos e demorados, baseados em respostas
da pele que ndo estao relacionados a tumorigénese e também sao considerados invasivos por
expor voluntdrios humanos a doses de RUV que podem proporcionar riscos indesejaveis a
satde. Diante disso, métodos alternativos in vitro podem ser a solugcdo por serem menos
dispendiosos, rapidos e facilmente reprodutiveis rotineiramente, ndo envolverem questdes
éticas como nos testes in vivo (HUPEL, POUPART, GALL, 2011; de PAULA et al., 2012;
PELIZZO et al., 2012; BACQUEVILLE et al., 2015) e podem contribuir com respostas uteis
e complementares para o screening de formulagdes (VELASCO et al, 2011;
BACQUEVILLE et al., 2015).

Geralmente, os testes in vitro reportados na literatura consistem na aplicagao de uma
fina camada de protetor solar sobre um substrato o qual ¢ analisado por um espectrofotometro
que determina a quantidade de RUV que passa através do filme formado pelo fotoprotetor. Na
espectroscopia de transmissao, o protetor solar também ¢ colocado sobre um substrato e sua
transmissao espectral ¢ medida antes e apds a exposicdo a uma fonte de RUV (PELIZZO et
al., 2012).

Os substratos empregados nos testes mencionados devem apresentar caracteristicas
fisicas que assemelhem a pele, sendo que, os mais empregados sdo: i) fita cirurgica
Transpore® de facil aquisicdo, baixo custo, atualmente pouco utilizada, mas normalmente
manuseada como suporte em placas de quartzo lisa para aplicagdo do fotoprotetor; ii) Vitro-
skin® (IMS Inc.) é um substrato de pele sintética que deve ser submetido a um processo de
hidratagdo antes do uso, possibilita bons resultados em testes de protecdo solar mas apresenta
desvantagens como o elevado custo, a necessidade de hidratagdao e a redu¢ao do tempo de
vida da amostra hidratada; iii) placa de quartzo aspera com ampla aplicacdo devido a sua
elevada transmitancia UV, pode ser reutilizada apds processo de limpeza, porém apresenta
alto custo; iv) placas de PMMA (polimetilmetacrilato) de facil manuseio, podem ser
fornecidas com rugosidade reprodutivel sendo considerada uma opg¢ao na industria para os
testes in vitro no UVA; v) PTFE (teflon) amplamente usado para aplicagao UV devido a boa
transmitancia e suas propriedades Lambertianas, sdo submetidas a um processo de lixagem
para obter superficies rugosas (PELIZZO et al., 2012).

Porém, varios fatores interferem na andlise espectrofotométrica como a composi¢ao
dos filtros, a qualidade do espectrofotometro, o tipo de substrato utilizado, a quantidade de

protetor solar aplicada e o modo de espalhabilidade (PELIZZO et al., 2012).
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Outro método in vitro corresponde a determinacdo do FPS pela leitura
espectrofotométrica de solugdes diluidas dos protetores solares, também conhecido como
M¢étodo de Mansur. A desvantagem desse método estd na sua aplicagdo para filtros solares
soluveis a um dos solventes utilizado no ensaio (metanol, isopropanol ou etanol), ndo sendo
capaz de avaliar a proteg¢do proporcionada pela presenga de filtros inorganicos, insoliveis aos
solventes empregados (VELASCO et al., 2011).

Mais uma metodologia in vitro que pode ser utilizada para avaliacdo de protetores
solares baseia-se no uso de culturas celulares. Uma vez que, esta ¢ uma importante ferramenta
para a investigacdo de alteragdes especificas induzidas pela radiacdo UV que ocorrem em
nivel celular ¢ molecular (CAYROL et al.,, 1999; BRIGANTI;, PICARDO, 2003;
BACQUEVILLE et al., 2015).

Entre essas alteragdes pode-se citar: 1) a deplecdo de antioxidantes endogenos como:
superoxido dismutase (SOD) (VILELA et al., 2012), glutationa peroxidase (GPx), catalase
(CAT), glutationa reduzida (GSH) (STEENVOORDEN, van HENEGOUWEN, 1997); ii) o
aumento da peroxidacao lipidica (BRIGANTI, PICARDO, 2003); iii) a inducdo de vias
especificas de transdugdo de sinais que modulam processos inflamatdrios, imunossupressivos
e apoptdticos da pele (RAMACHANDRAN; PRASAD; KARTHIKEYAN, 2010;
ZANCHETTA et al., 2010); a inativagdo de enzimas chave do sistema imune como a
calcineurina (SMIT et al., 2010); a viabilidade celular (FIGUEIREDO et al., 2014), dentre
outras. Assim, esses tipos de alteragdes biologicas em células cutaneas podem ser utilizadas
como parametros para a avaliagdo do efeito fotoprotetor durante a fase de pesquisa e
desenvolvimento de protetores solares (BACQUEVILLE et al., 2015). Podendo assim, atuar
como um método in vitro de screening permitindo a selecdo de formulagdes com resultados

promissores para dar continuidade aos estudos posteriores pré-clinico e clinico.
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Conclusoes

Diante dos resultados obtidos, as principais conclusdes foram:

v Os protetores solares comerciais tiveram suas diferentes composi¢des em filtros UV

organicos confirmadas pela técnica de CLAE.

v O sistema de irradiagdo empregado foi qualificado de forma que contribuiu

adequadamente para a execucao dos ensaios in vitro.

v As maiores alteragdes observadas em células de 1L929 corresponderam a viabilidade
celular e a peroxidagdo lipidica, induzidas por 0,5 J/cm? e 30,0 J/cm? de radiagdo UVB,

respectivamente.

v' As células de HaCaT corresponderam a linhagem que melhor respondeu a formagio

de EROs, induzidas por 20 J/cm? de radiacdo UVA.

v Os protetores solares das marcas A e B, com fatores de protecdo diferentes, foram

capazes de proteger a viabilidade das células 1.929, expostas a 0,5 J/cm? de radiagao UVB.

v' A protecdo fornecida as células 1.929, expostas a 30 J/cm? de radiagdo UVB, contra a
inducdo da peroxidacdo lipidica foi inversamente proporcional aos valores de FPSs e

FPSs/PPDs dos protetores solares comerciais.

v' Os protetores solares comerciais de ambas as marcas (A e B) foram eficazes na
protecao das células HaCaT contra a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),

induzidas por 20 J/cm? de radiacdo UVA.

v' Os ensaios in vitro baseados nos pardmetros biologicos, viabilidade celular,
peroxidagdo lipidica e formagdo de EROs intracelulares, mostraram-se precisos e exatos.
Sendo que, o uso do extrato etandlico do epicardo de Garcinia brasiliensis e da astaxantina,
em concentracdes diferentes, confirmaram a seletividade dos ensaios para as radiacoes UVB e
UVA, respectivamente.

v A quantificagdo de fosfato foi estabelecida com a aplicagdo do método adaptado de
Baykov, Evtushenko e Avaeva (1988) que mostrou-se linear e preciso.

v" As condi¢oes ideais para medida da atividade de calcineurina foram padronizadas para

o uso de 7,5 uM de substrato fosfopeptideo RII Ser-fosforilado, temperatura de 30°C, tempo
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de reacdo de 30 minutos, diluicdo do homogeneizado de células HDFn para 1:2, adi¢do dos
acidos inibitdrios ocadaico e abscisico e adi¢do de 2,5 mM de CaCl;, no tampao ensaio 2x.

v" O homogeneizado de células HDFn permitiu uma redugio na atividade de calcineurina
de forma linear com o aumento da radiagao UV A-1.

v" Os protetores solares da marca A, com menor quantidade de filtros UV que absorvem
a fragdo UVA-1, ndo foram capazes de proteger o lisado de células HDFn da perda de
atividade da calcineurina induzida pela radiagdo UVA-1.

v" Os protetores solares da marca B, com os maiores valores de PPDs e com os filtros
organicos especificos que absorvem a radiacdo UVA-1, foram capazes de proteger os lisados
celulares da reducdo de atividade de calcineurina provocada pela fragdo UVA-1.

v" Com estes resultados foi possivel demonstrar que o ensaio de medida da atividade de
calcineurina foi seletivo para avaliar produtos fotoprotetores ricos em filtros UVA-1.

A partir da proibicdo pela Unido Europeia ao uso de animais para avaliagdo de
seguranga ¢ eficdcia de matérias-primas e produtos cosméticos acabados, o desenvovlimento
de métodos alternativos in vitro tornou-se realidade, com o intuito de reduzir/substituir o uso

de animais em pesquisa.

A aplicag@o de culturas de células como ensaios in vitro para avaliagdo da eficacia
fotoproterora de compostos ou formulagdes estdo comecando a serem pesquisados, segundo
alguns relatos da literatura. Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho tendem a
contribuir significativamente para essa area de pesquisa, com o desenvolvimento de ensaios in
vitro em que alteracdes biologicas em células cutaneas foram utilizadas como parametros de
avaliacdo da eficacia fotoproteotra de protetores solares. E especialmente, o desenvolvimento
de um ensaio in vitro para avaliagdo da eficicia de fotoprotetores expostos a radiacdo UVA-1,

ainda ndo descrito na literatura.
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