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RESUMO

FREITAS, J. V. Avaliagao in vitro do potencial de uso da apigenina, da crisina e do beta-
caroteno na proteciao contra a radiacio UVA e luz visivel. 2016. 104f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdao Preto, 2016.

Tendo em vista que a radiagdo ultravioleta A (UVA) e a luz visivel (VIS) apresentam
alto potencial para gerar oxigénio singleto (‘O5) e provocar estresse oxidativo, é importante
buscar substancias capazes de prevenir ou minimizar o impacto desse evento sobre a pele, ja
que atualmente, ha poucos filtros solares organicos no mercado que oferecem ampla prote¢ao
contra a UVA I e ndo ha filtros organicos que ofere¢cam protecao contra a luz VIS. Estudos da
literatura indicam que alguns antioxidantes, tais como a apigenina (API), a crisina (CRI) e o
beta-caroteno (BTC), podem neutralizar o 'O, e apresentam potencial de uso na fotoprotecio.
Deste modo, o objetivo do presente projeto foi avaliar a seguranca da API, da CRI e do BTC,
por meio dos ensaios de fotoestabilidade, fotorreatividade e fototoxicidade, e também sua
eficdcia, através de ensaios para determinar a protecdo contra a morte celular induzida pela
fotossensibilizacio da melanina, que gera 'O, e¢ a protecio de membrana contra danos
fotooxidativos. Inicialmente, foi avaliada a fotoestabilidade da API, da CRI e do BTC quando
submetidos a radiacdo UV A e luz VIS, por meio de CLAE. A fototoxicidade das substancias
em estudo frente a radiagdo UVA e luz VIS, empregando-se cultura de fibroblastos (Balb 3T3
clone A31), de melandcitos (Melan-a) e de melanoma (B16F10) também foi realizada. Para
avaliar a eficacia, o efeito da API, da CRI e do BTC sobre a viabilidade das células B16F10
com niveis basais de melanina e ap6s indugdo da melanogénese, bem como seu efeito sobre a
protecao de membrana em modelo mimético de lipossomas, foram avaliados frente a luz VIS.
Os resultados do estudo de fotoestabilidade mostraram que os antioxidantes, isolados ou em
associa¢do, foram considerados fotoestaveis em ambas as faixas de radiacao avaliadas
(UVA/VIS e VIS). No estudo de fotorreatividade, a API, a CRI e a associagdo
(API+CRI+BTC) se mostraram fracamente fotorreativas apds exposicdo ao UVA/VIS. No
entanto, na presenga de VIS, nenhum dos compostos apresentou fotorreatividade. No estudo
de fototoxicidade, foi observado potencial fototdéxico apos irradiagdo por UVA/VIS para a
CRI, BTC e a associacdo (API+CRI+BTC) nas trés linhagens celulares avaliadas. Ja a API,
nao apresentou potencial fototdxico apenas no ensaio realizado com fibroblastos. Na faixa da
luz VIS, o BTC apresentou potencial fototéxico nas trés linhagens celulares avaliadas;
entretanto, para os demais antioxidantes (API e CRI) e sua associagdo (API+CRI+BTC)
houve variagdo na resposta entre as diferentes linhagens. Os resultados dos estudos para
avaliacdo da eficicia mostraram que os antioxidantes foram capazes de proteger as células
contra morte induzida pela fotossensibilizagdo da melanina, sendo que o efeito da API foi
superior ao da CRI e do BTC. No estudo de protecdo de membrana apenas a API foi capaz de
conferir protecdo contra os danos fotooxidativos induzidos pela luz VIS. A investigagdo do
potencial de uso da API, da CRI e do BTC na protecdo contra a radiacdo UVA e luz VIS
mostrou que o uso de tais antioxidantes e da sua combinag¢do visando a fotoprotecdo da pele ¢
mais seguro na faixa da luz VIS. Além disso, concluiu-se que API é o mais promissor entre os
antioxidantes estudados em relacdo a seguranga e a eficécia, e apresenta elevado potencial de
uso na protegao contra a luz VIS.
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A radiacdo solar compreende os espectros do infravermelho, do ultravioleta (UV) e da
luz visivel (VIS). Sendo que cerca de 56%, 39% e 5% da radiacdo solar correspondem,
respectivamente, aos raios infravermelhos (800nm-Imm), a luz VIS (400-760 nm), e a
radiagio UV (280-400nm) (GONZALEZ et al., 2008; ROMANHOLE et al., 2015).

Os danos fotoinduzidos pela radiagdo UV se iniciam ap6s absor¢do da radiagdo por
cromoéforos endodgenos, tais como o DNA, a melanina, o dcido urocanico, e aminoacidos
aromaticos (ROMANHOLE et al., 2015). Esses danos podem ocorrer por meio da reagao
direta entre os cromodforos excitados € 0 DNA (reagao tipo I), ou por transferéncia de energia
para o oxigénio molecular (reagdo tipo II), o que leva a formacdo de radicais superoxido (O,
*) e de oxigénio singleto (‘O,) (UMLAS et al., 1985; MORI et al., 1988). O 'O, ¢ uma
molécula altamente eletrofilica capaz de reagir com duplas ligagdes de lipidios, acidos
nucleicos e proteinas (MICHAELI; FEITELSON, 1994).

Os raios UVA sdo capazes de penetrar profundamente a derme, sendo que a exposi¢ao
a esses raios induz a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como o 'O, por meio
da fotossensibilizacao de cromo6foros endogenos (TYRREL, 1994), o que pode causar danos
as macromoléculas celulares, incluindo proteinas, lipidios e DNA (NICHOLS; KATIYAR,
2010). A UVA possui potencial genotdxico, ou seja, ¢ capaz de produzir mutacdes em células
humanas normais e, por isso, pode induzir a carcinogénese. Além disso, a radiacdo UVA estd
relacionada ao fotoenvelhecimento e a diminuicdo da hidratacdo e elasticidade da pele
(LAVKER et al., 1995).

A luz VIS, assim como a radiacao UV, pode ser absorvida por cromdforos, tais como a
protoporfirina, a bilirrubina, a hemoglobina e a melanina, que iniciam rea¢des quimicas que
podem provocar danos as células (MAHMOUD et al., 2008). O espectro de absor¢do da
melanina abrange comprimentos de onda entre 200 ¢ 900 nm (ZONIOS et al., 2008) e, por
1sso, possibilita a prote¢ao da pele contra os danos fotoinduzidos pela radiacao solar e luz
VIS. Por outro lado, a melanina também pode apresentar propriedades toxicas e atuar como
pro-oxidante na presenca da luz, uma vez que essa molécula pode sofrer fotossensibilizacdo e
gerar EROS, em especial 0 'O, (SUZUKAWA et al., 2012).

A incidéncia de radiacdo UV e luz VIS sobre a melanina pode levar a formagao de '0,
ou O,* devido a fotossensibilizagdo (CHIARELLI-NETO et al., 2011; TAKEUCHI et al.,
2004; TOFFOLETTI et al., 2009). Apesar de melanina poder atuar como antioxidante
sequestrando essas espécies reativas, essa acdo pode ser suprimida (TAKEUCHI et al., 2004).
Dessa forma, a melanina pode ter efeitos opostos no organismo, ou seja, pode desencadear

mecanismos de prote¢do e também de danos a pele quando exposta a radiacdo solar.
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Durante muito tempo pouca importancia foi dada ao potencial da luz VIS em causar
efeitos biologicos sobre a pele. No entanto, estudos in vivo tém mostrado que a luz VIS ¢
capaz de causar danos cutaneos, tais como eritema (PARRISH et al., 1982), pigmentacgao
(KOLLIAS; BAQER, 1984, MAHMOUD et al., 2010) e, sobretudo, estresse oxidativo devido
a geracao de EROS (LIEBEL et al., 2012).

Baptista et al. (2012) observaram em estudo in vitro que a luz VIS pode induzir a
fototoxicidade em macrofagos, queratindcitos e melanocitos, e que esse processo €
dependente do tipo e da quantidade de melanina intracelular. Além disso, também foi
observado que nas células com grande quantidade de melanina houve aumento de 30 % da
produgdo de 'O, comparado com as células controle.

Os efeitos da luz VIS sobre a pele humana também foram estudados por Zastrow et al.
(2009) que, em estudo ex vivo, mostraram que ocorre excesso de produgdo de radicais livres
na pele irradiada pela luz VIS. Altos niveis de radicais livres apos exposi¢dao a luz VIS
também foram observados em modelos clinicos (LIEBEL et al., 2012). Além disso, os
resultados dos estudos in vitro mostraram que a luz VIS induziu a expressio de
metaloproteinase (MMP)-1I e a producao de EROS e citocinas pro-inflamatérias (LIEBEL et
al., 2012). Esses resultados sugerem que a luz VIS também pode contribuir para o
fotoenvelhecimento prematuro da pele.

Atualmente, hé na literatura uma grande caréncia de estudos que envolvam a luz VIS,
sendo que a maioria dos estudos sobre os efeitos bioldgicos e também quimicos da radiagao
solar sdo voltados para a radiagao UV.

O conhecimento sobre os diversos efeitos deletérios que os raios UV e a luz VIS
podem provocar na pele, bem como a crescente incidéncia de casos de cancer de pele na
populagdo mundial, tem gerado preocupacao em relacdo a prote¢ao contra a radiagdo solar
(JOU et al., 2012). Por muito tempo, o delineamento de protetores solares restringiu-se a obter
formulagdes que conferissem protegio UVA e UVB. E fato conhecido que no
desenvolvimento de formulacdes fotoprotetoras ¢ importante utilizar combinagdes de filtros
solares que proporcionem prote¢ao adequada na faixa da UVA e da UVB (JOU et al., 2012).
Entretanto, os avancos das pesquisas na area de fotoprotegdo (LIEBEL et al., 2012;
VANDERSEE et al., 2015) mostraram a necessidade de estender o espectro de prote¢do para
a faixa da luz VIS (400-760 nm). Atualmente, ndo ha no mercado filtros solares organicos que
apresentem prote¢ao nessa faixa de radiacdo. Assim, o uso de antioxidantes nas formulacdes
fotoprotetoras torna-se a melhor alternativa para conseguir a referida prote¢do, uma vez que

os danos provocados a pele pela luz VIS sdo causados principalmente por EROS.
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Diversos antioxidantes naturais t€ém sido empregados em protetores solares devido as
suas propriedades fotoprotetoras e antioxidantes, tais como vitaminas, flavonoides e
carotenoides (GILABERTE; GONZALEZ, 2010; GONZALEZ et al., 2008, 2010). Estudos
da literatura indicam que alguns antioxidantes, tais como a apigenina, a crisina € o beta-
caroteno podem neutralizar o 0, (BOHM et al., 1993; NAGALI et al., 2005). Considerando
que a radiagio UVA e a luz VIS apresentam alto potencial para gerar 'O, e provocar estresse
oxidativo, a apigenina, a crisina e beta-caroteno se tornam antioxidantes em potencial para
prevenir ou minimizar o impacto desses eventos sobre a pele.

A apigenina ¢ um flavonoide pertencente a classe das flavonas, encontrada em plantas
e frutas (MCKAY; BLUMBERG, 2006). A apigenina apresenta atividade antioxidante
(BEGUM et al., 2012), anti-inflamatoria (JEONG et al., 2009) e anti-cancer (SILVAN et al.,
2011). Ye et al. (2010) também sugerem que essa flavona exerce potente atividade
melanogénica, ja que provocou aumento da expressdo de trés enzimas envolvidas na sintese
de melanina.

De acordo com Das et al. (2013) a apigenina foi capaz de proteger queratindcitos
humanos e a pele de camundongos contra os efeitos deletérios da radiagdo UVB, uma vez que
proporcionou prote¢do do DNA através da redugdo da formacdo de dimeros de pirimidina
ciclobutano, da inibigdo da geragdo de EROS, e da reducdo da expressdo do fator nuclear
kappa-B e da proteina quinase ativada por mitogeno p38.

A crisina ¢ uma flavona presente em extratos de plantas, propolis e mel
(PICHICHERO et al., 2010). Assim como outros flavonoides, a crisina apresenta atividades
bioldgicas, tais como agdes anti-inflamatéria (CHO et al., 2004), anti-cancer (KHAN et al.,
2011; PICHICHERO et al., 2010) e antioxidante (BORS et al., 1997). Além disso, os
resultados do estudo de KIM et al. (2011) sugerem que a crisina pode ser usada como inibidor
da hiperpigmentacdo, uma vez que foi capaz de inibir a melanogénese in vitro.

O potencial de uso da crisina na fotoprote¢ao da pele foi sugerido por Wu et al. (2011)
apos verificarem que a mesma pode atenuar a apoptose, a produgdo de EROS e a expressdo da
ciclooxigenase-2 induzidas pela radiagao UV; além disso, observou-se que a crisina foi capaz
de reverter a redu¢ao da expressdao de aquaporina-3 induzida pela UVB, tal protecao ¢
considerada importante, uma vez que os canais de aquaporina-3 regulam o transporte de dgua
e glicerol da derme para epiderme e assim melhoram a hidratacdo do estrato corneo (WU et
al., 2011).

Adicionalmente, a apigenina e a crisina mostraram-se efetivas no seqiiestro de

espécies reativas e na inibigdo da MMP-1, a qual regula o processo de fotoenvelhecimento da
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pele induzido por espécies reativas geradas pela exposicdo a UVA (SIM et al., 2007). Os
resultados desse estudo sugerem que esses flavonoides podem ser uteis na prevengdo do
fotoenvelhecimento.

O beta-caroteno ¢ o mais abundante e eficiente precursor da vitamina A, e apresenta
elevada acdo antioxidante (DARVIN et al., 2011; O'CONNOR; O'BRIEN, 1998), devida
principalmente & sua habilidade em suprimir o 'O, (BOHM et al., 1993), e também atividades
anti-cancer (GURUVAYOORAPPAN; KUTTAN, 2007) e antiinflamatoria (BAI et al., 2005;
OBERMULLER-JEVIC et al., 2001).

A acdo antioxidante do beta-caroteno estd baseada na sua capacidade de atuar como
quencher do 'O, e de substincias no estado tripleto, dissipando a energia do estado excitado
(MORTENSEN, 2001; NIELSEN et al., 1998). A estrutura molecular do beta-caroteno,
caracterizada pela presenca de numerosas duplas ligagdes conjugadas, ¢ responsavel por sua
excelente habilidade em atuar como quencher do singleto sem sofrer degradacdo, e também
por sua reatividade quimica frente a radicais livres (BRITTON, 1995; KRINSKY, 1994).
Outro mecanismo pelo qual o beta-caroteno atua como antioxidante consiste na inibi¢ao da
oxidagdo provocada por radicais peroxil (ROO®) (YANISHLIEVA et al., 1998) e O,"* (CONN
et al., 1992) por meio da transferéncia de elétrons para essas espécies reativas.

Diversos estudos relataram a protecdo oferecida pelo beta-caroteno contra a radiacao
UV e também infravermelha (BANDO et al., 2004; DARVIN et al., 2011; O'CONNOR;
O'BRIEN, 1998). No estudo realizado por Darvin et al. (2011), a aplicagcdo topica de uma
formulacao contendo beta-caroteno conferiu protecao a pele humana contra a acao de radicais
livres, formados em consequéncia da exposi¢do a radia¢do infravermelha. Outros estudos in
Vivo também mostraram que a aplicag@o topica de beta-caroteno conferiu protegdo contra o
estresse oxidativo induzido pela radiagdo UVA (EVELSON et al., 1997; YASUI; SAKURALI,
2000).

O wuso de moléculas antioxidantes eficazes e seguras ¢ fundamental para o
desenvolvimento de fotoprotetores visando uma prote¢do de amplo espectro, ou seja, na faixa
da UVA/UVB e da luz VIS. Além da atividade antioxidante, a apigenina e a crisina absorvem
radiacdo UV e o beta-caroteno absorve na regido do UV e VIS. Apos a excitacao pela luz,
compostos fotoinstaveis podem facilmente passar por reagdes fotoquimicas, que podem
ocorrer tanto no estado excitado singleto quanto no estado excitado tripleto, que levam a
geragao de radicais livres e fotoprodutos (EPE, 2012; SHAATH, 2010). A producao de
EROS, tais como o '0,e0 02'°, pode estar envolvida em respostas fototoxicas, incluindo a

fotoirritagdo, a fotogenotoxicidade e a fotoalergia (ONOUE; TSUDA, 2006).
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Dessa forma, estudos envolvendo a avaliacdo de caracteristicas importantes para
eficicia e seguranca como, por exemplo, a fotoestabilidade, a fotorreatividade, a
fototoxicidade, a protecio contra a geracdo de 'O, e a protecio de membrana, sio
fundamentais para direcionar a busca de novas substancias fotoprotetoras. Além disso, uma
vez que alguns estudos indicam que a luz VIS também gera radicais livres e causa danos a
pele, ha uma busca por novas moléculas que apresentem prote¢do nessa faixa da radiacio
solar.

Atualmente, ha uma forte tendéncia na Europa e também no Brasil em banir o uso de
animais de experimentagcdo para avaliagdo da eficicia e seguranga de matérias-primas e
produtos cosméticos. Entre os métodos in vitro utilizados na avaliagdo da seguranga na
presenca da luz estdo os propostos pelo guia Photosafety Evaluation of Pharmaceuticals S10
(ICH, 2013), incluindo a determinagdo do Coeficiente de Extingdo Molar dentro da faixa da
luz solar (290-700 nm), da fotorreatividade e da fototoxicidade. Além disso, o estudo de
fotoestabilidade também pode contribuir para avaliacdo da seguranga (ICH, 2013). Com
relag@o a eficacia in vitro de matérias-primas, diversas metodologias podem ser empregadas
para tal avaliacdo dependendo do tipo de efeito ou caracteristica que se pretende avaliar.

Considerando que a radiagdo UVA e a luz VIS apresentam alto potencial para gerar
'0, e provocar estresse oxidativo, a apigenina, a crisina € o beta-caroteno se tornam
potenciais alvos para investigacdo quanto a viabilidade de uso em fotoprotetores visando
protecao UVA e VIS. Assim, a investigacao do potencial de uso da apigenina, da crisina e do
beta-caroteno na protecao contra radiacdo UVA e luz VIS requer uma avaliagdo prévia da sua
seguranca e eficacia. Nesse contexto, o presente estudo ¢ de grande importancia, uma vez que
propos a avaliagdo da seguranga, por meio dos ensaios de fotoestabilidade, fotorreatividade e
fototoxicidade de moléculas antioxidantes com potencial para protegerem a pele e contra os
danos induzidos pela radiacdo UVA e luz VIS. Além disso, propde a avaliagdo da eficacia por
meio de ensaios para determinar a protecdo contra a morte celular induzida pela
fotossensibilizagdo da melanina e a prote¢do de membrana contra os danos fotooxidativos
apos exposicao a luz VIS. Finalizando, em consonancia com a legislacao atual sobre o uso de
animais em pesquisa, optou-se por empregar apenas metodologias alternativas a
experimentacdo animal para avaliar a performance dos antioxidantes com relacdo a eficécia e

seguranga.
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7.1 Conclusio geral

A investiga¢do do potencial de uso da APIL, da CRI e do BTC na protecdo contra a
radiacdo UVA e luz VIS através de ensaios in vitro conduzidos para avaliar caracteristicas
relacionadas a sua seguranga mostrou que o uso de tais antioxidantes e da sua CMB visando a
fotoprotecao da pele ¢ mais seguro na faixa da luz VIS. Em relacdo a eficacia frente a luz
VIS, os antioxidantes foram capazes de proteger as células contra morte induzida pela
fotossensibilizagao da melanina, sendo que o efeito da API foi superior ao da CRI e do BTC.
Além disso, no estudo de protecao de membrana, apenas a API foi capaz de conferir prote¢ao
contra os danos fotooxidativos induzidos pela luz VIS. Finalizando, a API é o mais promissor
entre os antioxidantes estudados em relacdo a seguranca e a eficacia, e apresenta elevado

potencial de uso na protecao contra a luz VIS.

7.2 Conclusdes especificas

e O método de CLAE foi validado por meio da determinagdo da seletividade, linearidade,
LD, LIQ, precisdo e exatiddo intra- e inter-ensaio; e ¢ apropriado para a determinacdo
quali e quantitativa da API, da CRI e do BTC.

e O estudo de fotoestabilidade mostrou que a API, a CRI e o BTC, isolados ¢ em
combinagdo (CMB) ndo sofreram degradacao apds exposi¢ao a radiagdo UVA/VIS e VIS.
A API e a CRI, isoladas ou na combinagao, exibiram valores de recuperagcdo em torno de
100% em ambas a faixas de radiacdo avaliadas. Entretanto, na presenga da radiagao
UVA/VIS o BTC apresentou degradagdo quando usado isoladamente (~12%) e quando
associado a API e CRI (~8%).

e No ensaio de fotorreatividade, a API, a CRI ¢ a CMB se mostraram fracamente
fotorreativas ap6s irradiagdo por UVA/VIS devido a habilidade em gerar O,°. Na
presenca da luz VIS os antioxidantes ndo foram fotorreativos.

e No ensaio de fototoxicidade em que foram utilizados os fibroblastos, a CRI, o BTC e a
CMB apresentaram potencial fototdéxico na presenga de UVA/VIS. No entanto, apos
exposi¢ao a luz VIS, apenas o BTC e a CMB apresentaram potencial fototoxico. Nos
melandcitos normais e nas células de melanoma, foi observada fototoxicidade para todos
os antioxidantes e a CMB na faixa do UVA/VIS. Apo6s exposicao a luz VIS as células
Melan-a apresentaram fototoxicidade a API e ao BTC, enquanto que as da linhagem

B16F10 exibiram fototoxicidade a CRI e a CMB.
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e No ensaio para quantificar a geracdo de 'O», as células B16F10 controle (nivel basal de
melanina) apresentaram sinal basal de emissdo de 'O,, enquanto as que receberam
tratamento para inducdo de melanogénese com NH4Cl 2,5 mM e L-tirosina 1 mM
exibiram um espectro de emissio que evidenciou a geragio de 'O,.

e Nas células que receberam tratamento para inducao de melanogénese, a API proporcionou
aumento da viabilidade celular em todas as concentragdes avaliadas, apos irradiagdo por
luz VIS em relacao as células ndo tratadas. A CRI conferiu prote¢do as células contra
fotossensibilizacdo da melanina apenas quando utilizada na concentragdo de 6,8 ug.mL'l.
O tratamento com BTC nas concentragdes 6,8, 46,4, 68,1 e 100 ug.mL'l, por sua vez,
levou ao aumento da sobrevida celular apos irradiagao por luz VIS .

e No ensaio para avaliar a protecdo de membrana contra os danos induzidos pela luz VIS
em modelo mimético de lipossomas, a API foi capaz de proteger eficientemente a
membrana contra os danos provocados pelo DMMB em todas as concentragdes avaliadas;
entretanto, a CRI e o BTC na3o conferiram prote¢do, uma vez que houve danos
significativos & membrana. Além disso, o tratamento com API (6,8 pg.mL™") resultou em
uma porcentagem de liberacdo de CF de, em média 12%, ao final de 40 minutos de
irradiacdo, sendo equivalente a protecdo oferecida pela acido galico, que corresponde ao

controle positivo do ensaio.
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