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Em decorréncia da destruicdo da camada de ozdnio pela poluicdo, a incidéncia da
radiacao ultravioleta sobre a Terra tem aumentado, e consequentemente, o niumero
de casos de cancer de pele tem elevado cada vez mais. Diversos estudos tém
demonstrado que os danos causados pela radiagdo solar a pele sdo causados
frequentemente pela geragcao de radicais livres e ativacdo de mediadores do
processo inflamatério. Estudos tém concluido que os filtros solares sdo capazes de
penetrarem na pele e agirem como fontes de formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) quando submetidos a radiagdo ultravioleta, o que leva a uma
preocupacao de que as moléculas fotoprotetoras podem ser geradoras de EROs ao
invés de prevenir a formagao dessas espécies pelo bloqueio da radiagdo solar.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos filtros solares 3-
benzofenona (3-BZ), octilmetoxicinamato (OMC) e salicilato de octila (OS) na pele
de camundongos sem pélos submetida ou ndo a radiagdo UVB. Além disso, a
retencdo cuténea dos filtros solares foi avaliada in vitro utilizando pele de orelha de
porco em células de difusdo e in vivo em pele de camundongos sem pélos. Os
resultados de retengao cutanea in vitro demonstraram que a formulagédo gel creme
promoveu maior retencéo dos filtros solares na pele em comparagao as formulacoes
locdo e creme. Além disso, a 3-BZ apresentou a maior retencdo na pele quando
comparadas as retengdes dos filtros solares veiculados na mesma formulacgao.
Todos os filtros solares penetraram na pele de camundongos sem pélos apds 1 hora
da aplicagao da formulagao gel creme, o que garantiu a presencga dos filtros solares
na derme e epiderme no momento da exposi¢gao a radiacdo UVB. A formulacao
adicionada dos filtros solares preveniu em 76% a deple¢dao de GSH induzida pela
radiacao UVB. Entretanto, o tratamento dos animais com a formulagédo contendo os
fitros solares ndo foi capaz de impedir o aumento das atividades da
metaloproteinase-9 e mieloperoxidases induzido pela radiagdo. Além disso, a
utilizacdo da formulagao adicionada dos filtros solares em associacdo a exposicao a
radiacdo UVB provocou uma diminuicdo da atividade da enzima antioxidante
superoxido dismutase presente na pele. Desta forma, considerando os parametros
avaliados neste estudo, a formulagdo fotoprotetora parece nao proteger a pele
contra os danos causados pela radiacdo UVB quanto deveria. Além disso, estes
filtros parecem ser instaveis frente a radiacdo o que comprometendo assim a
eficacia e seguranga dos mesmos.

Palavras-chave: segurancga, filtros solares, retengcdo cuténea, glutationa reduzida,
metaloproteinases, mieloperoxidase, superéxido dismutase.

1. INTRODUCAO



O estresse oxidativo e as respostas inflamatérias induzidas pela radiagao
ultravioleta (RUV) podem proporcionar uma variedade de efeitos deletérios a pele
humana, incluindo a inducdo de fotoenvelhecimento prematuro, supressao do
sistema imune e a geragéo de cancer de pele, atuando como iniciadora e promotora
de tumores (HALLIDAY, 2005; HANSON; CLEGG, 2002; TOUITOU; GODIN, 2008).

Atualmente, o cancer de pele pode ser considerado o0 maior e o mais
crescente problema de saude publica. No Brasil, segundo o Instituto Nacional do
Cancer - INCA (2007), o cancer mais frequente € o cancer de pele, correspondendo
a aproximadamente 25% de todos os tumores diagnosticados, sendo a RUV o seu
maior agente etiologico.

Como parte das praticas para reduzir os efeitos carcinogénicos e fotodanos
da radiacao solar, é recomendado o uso de bloqueadores solares contendo filtros
ultravioleta (UV). No entanto, o aumento do uso de bloqueadores solares tem
coincidido com o aumento do cancer de pele, mais notadamente o melanoma
(RAMPAUL; PARKIN; CRAMER, 2007).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC - International
Agency for Reseach on Cancer) da Organizagao Mundial da Saude (OMS) reuniu
um grupo de pesquisadores visando o estabelecimento de estratégias de
fotoprotecao para a populacdo. A recomendacédo da IARC a populacio foi evitar a
exposi¢cao ao sol e usar vestimentas para a protecdo contra a RUV. O uso de
bloqueadores solares foi indicado com ressalva devido a falta de estudos que
comprovem a sua fotoestabilidade.

Dados da literatura mostram que diversos filtros solares, dentre eles a 3-
benzofenona (3-BZ), o octilmetoxicinamato (OMC) e o salicilato de octila (OS),
penetram através do estrato cérneo e sao capazes de gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs) no citoplasma dos queratinécitos nucleados na epiderme. O
entendimento limitado sobre as reagdes fotoquimicas dos filtros solares na pele, as
quais sado induzidas ou mediadas por EROs, complica ainda mais o uso de
bloqueadores solares para fotoprotecdo (HANSON; GRATTON; BARDEEN, 2006).

Outros estudos demonstraram que o uso do filtro solar promove um tempo de
exposi¢cao maior das pessoas a radiacdo ultravioleta. As pessoas sentem-se mais
protegidas devido a protecdo dos filtros solares contra o eritema e por isso
prolongam o tempo de exposi¢gdo ao sol (AUTIER et al.,1999; GIL; KIM, 2000). No

entanto, considerar o eritema como a unica resposta in vivo a radiagao UV pode nao



refletir a acdo protetora dos filtros solares contra as outras respostas como a
imunossupressédo, deplegdo do sistema antioxidante da pele, aumento de
metaloproteinases, fotoenvelhecimento e carcinogénese.

Com o objetivo de diminuir o numero de casos de cancer de pele no Brasil,
foram criados projetos de lei que incluem o filtro solar na lista de
medicamentos distribuidos pelos programas de dispensagdo de medicamentos do
Sistema Unico de Saude. A principal preocupacdo é voltada aos trabalhadores que
trabalham ao ar livre e por isso permanecem muito tempo expostos ao sol, como os
construtores, pedreiros, carteiros, garis, feirantes, trabalhadores da industria
sucroalcooleira, entre outros.

Diante disso, torna-se necessaria uma maior preocupagdao com relacdo a
segurancga da utilizacdo desses protetores solares, por se tratar de um produto que
fica em contato com extensas superficies da pele e durante periodos de tempo
prolongados (TOUITOU; GODIN, 2008).

O estudo dos niveis do antioxidante endogeno GSH, da atividade das
metaloproteinases e mieloperoxidases e da enzima antioxidante superdxido
dismutase na pele submetida a acido dos filtros solares, exposta ou nao a radiagao
UV, contribuird para a avaliacao do efeito do filtro solar como indutor de danos a
pele. E importante ressaltar que os danos causados ao sistema antioxidante da pele
nao sao necessariamente provenientes somente dos radicais livres, por isso nao
podemos afirmar que a deplecédo do sistema antioxidante foi causada pelo aumento
de espécies reativas. No entanto, a destruicdo do sistema antioxidante indica a
possibilidade de maior dano protéico, o que torna a pele vulneravel a posteriores
estresses oxidativos de quaisquer fontes.

E necessario melhor conhecimento sobre o comportamento dos filtros solares
na pele: a penetragcédo, a possivel deplecdo do sistema antioxidante quando a pele
tratada com a formulagcdo fotoprotetora é submetida a radiacdo UV, ou se a
formulagdo por si so, isto é, sem ser submetida a radiagdo, € capaz de causar
alteracbes no sistema antioxidante e nas atividades das metaloproteinases e
mieloperoxidases presentes na pele.

Assim, €& necessaria uma melhor compreensdo do comportamento fisico-
quimico das moléculas utilizadas como filtros solares, como também sé&o
necessarios estudos in vivo que investiguem os efeitos indutores de danos a pele

por esses filtros solares expostos ou nao a radiagao ultravioleta.



1.1. A radiacéo ultravioleta e os danos a pele

A pele é exposta a inumeros agentes quimicos, fisicos e microbioldgicos,
muitos dos quais induzem a formacgédo de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Dentre esses agentes, a radiagao ultravioleta merece grande destaque. A RUV é
dividida em UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (200-280 nm). A energia
solar proveniente dessa radiacdo € absorvida pelos cromoforos celulares como o
DNA, porfirinas, acido urocanico e aminoacidos aromaticos que sao capazes de
absorver essa energia e converté-la em energia quimica. Esses cromoforos
energizados podem reagir com o oxigénio molecular resultando na geragdo das
EROs, dentre os quais podemos destacar os radicais hidroxila (HO") e superéxido
(05), os radicais peroxila e alcoxila, o oxigénio singlete ('O,) e os perdxidos de
hidrogénio (H»O,) e organicos. Além das EROs, também estdo envolvidas em
processos redox as espécies reativas de nitrogénio e de enxofre, com importancia
biolégica significativa (GUARANTINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007; XU;
FISHER, 2005).

Para protecdo contra os efeitos nocivos das EROs, a pele possui um
mecanismo de defesa antioxidante cutaneo formado por substancias antioxidantes
enzimaticas, dentre as quais se destacam as enzimas superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT), e ndo-enzimaticas como a glutationa
(GSH), acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno e vitamina A. A enzima superoxido
dismutase é uma enzima antioxidante que converte o anion superéxido altamente
reativo em O, e H;O,. A catalase e a glutationa peroxidase sado as principais
enzimas responsaveis pela remocéo imediata de H,O, (MATES; GOMES; CASTRO,
1999; RASILAINEN et al., 2002).

A reducao das defesas antioxidantes da pele devido a exposi¢cao a radiagao
UV ja foi relatada por diversos pesquisadores. Shindo e colaboradores (1993)
demonstraram que, apés a irradiagcdo de camundongos sem pélos com a radiagao
UV (UVA + UVB), com a dose de 25 J/cm?, que corresponde a dez vezes a dose
eritematosa minima, as atividades das enzimas catalase e superdéxido dismutase
sofreram um grande decréscimo na derme e epiderme. Os antioxidantes a-tocoferol,
9-ubiquinol, 9-ubiquinona, acido ascorbico, acido dihidroascorbico e glutationa

reduzida também sofreram decréscimos de 26-93%. Pence e Naylor (1990)



verificaram que a atividade da enzima superdxido dismutase sofreu um decréscimo
significante apdés 12 horas de uma Unica exposicdo de camundongos sem pélos a
radiacdo UVB e manteve-se suprimida por mais de 72 horas ap0s essa exposigao.

A GSH é um dos mecanismos de defesa enddégeno mais importantes contra
as espécies reativas induzidas pela radiagao UV, € um componente ndao enzimatico
juntamente com o acido ascérbico e a 9-ubiquinona. E um tripeptideo constituido de
y-glutamico, cisteina e glicina e € o antioxidante mais presente na maioria dos
tecidos, inclusive na pele (AFAQ; MUKHTAR, 2001; CARINI et al., 2000). A
glutationa pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de
defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a leséo resultante da exposi¢ao a
agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, ozbnio, radiacdo e luz ultravioleta
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Atua como sequestrador direto dos radicais livres
pela transferéncia de hidrogénio, atuando como cofator para a enzima GSH-
peroxidase, que sequestra os perdxidos e regenera as vitaminas C e E (AFAQ;
MUKHTAR, 2001; CARINI et al.,, 2000). Apdés a exposicdo da GSH ao agente
oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG. A recuperacado da GSH ¢ feita pela enzima
glutationa redutase (GSH-Rd) em uma etapa essencial para manter integro o
sistema de protec¢ao natural. Em situagdes em que o sistema de 6xido-redugao esta
integro, havera recuperagcdao da GSH. Entretanto, sob condicbes de excesso de
agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o
consumo de GSH e a producdo de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo.
Assim, a magnitude do estresse oxidativo pode ser monitorada pela razéo
GSSG/GSH (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Com a exposi¢ao a radiagcao UVB, o
conteudo de GSH é significativamente reduzido induzindo um aumento nos niveis de
EROs (HO et al., 2005).

Sob tensdo normal de oxigénio esses mecanismos de defesa antioxidantes
sao suficientes para manter a homeostasia, removendo os radicais livres produzidos.
No entanto, sob circunstancias que promovem aumento do estresse oxidativo, a
concentragédo de radicais livres aumenta incontrolavelmente, rompendo o equilibrio
pré-oxidante/antioxidante no organismo, em favor do primeiro (SIERENS et al.,
2001). Baixas concentracbes de espécies reativas de oxigénio podem ser benéficas
ou até mesmo indispensaveis nos processos de sinalizagdo celular e na defesa

contra microrganismos. No entanto, a presenca em altas concentragbes e/ou a



remocgao inadequada dessas EROs podem levar a disfungbes metabdlicas e danos
as macromoléculas biolégicas (MATES; SANCHES-JIMENEZ, 1999)

Estudos que examinaram as diferentes influéncias das radiagbes UVA e UVB
na geracao de EROs mostraram que 20% do total da intensidade dos radicais livres
determinada foi gerada exclusivamente na epiderme pela radiagdo UVB, enquanto
que os raios UVA foram responsaveis pela geragao dos 80% restantes. A densidade
de radicais livres € muito maior na epiderme do que na derme (HERRLING; JUNG;
FUCHS, 2006). Outro trabalho demonstrou que a maioria dos antioxidantes
enzimaticos e nao-enzimaticos esta presente também em maiores concentracées na
epiderme do que na derme (SHINDO et al., 1994; SHINDO; WITT; PACKER, 1993).

A exposicdo a radiacdo UV causa deplecdo do sistema antioxidante de
protecdo natural fazendo com que os efeitos deletérios ndo sejam completamente
prevenidos, resultando em danos oxidativos ao DNA. Esses danos s&o causados em
varias estruturas celulares como os acidos nucléicos, proteinas e nos lipidios dos
varios estratos da pele. As espécies reativas de oxigénio também podem
desencadear uma série de cascatas de citocinas produzindo respostas inflamatorias
responsaveis pelo fotoenvelhecimento; induzem a sintese das metaloproteinases,
que causam a degradagao do colageno levando a formacgao de rugas; causam
disfungdes nos melandcitos produzindo hiperpigmentacdo da pele; oxidagao lipidica;
mutacdo nos genes e imunossupressdo (HALLIDAY, 2005; HANSON; CLEGG,
2002; TOUITOU; GODIN, 2008).

As metaloproteinases da matriz (MMP) sdo uma familia de zinco
endopeptidases capazes de degradar varios componentes da matriz extracelular
como proteinas, proteinases, outras metaloproteinases, inibidores de proteinases,
fatores de crescimento, proteinas ligadas aos fatores de crescimento, quimiocinas,
citocinas, receptores celulares de membrana e moléculas de adesio celular. As
MMPs controlam a migracéo, proliferacdo e apoptose celular e regulam a expansao
tumoral e a angiogénese. Estdo relacionadas ao remodelamento dos componentes
da matriz extracelular, por meio da degradacdo do colageno, da elastina e da
fibronectina. Participam também do processo de migracdo de células normais,
malignas e inflamatérias (BONAMIGO; PEUKERT; BERTI, 2001; SOUNNI; NOEL,
2005).

A radiagao ultravioleta ativa o fator de crescimento e receptores de citocinas

nas superficies de queratindcitos e fibroblastos. Os receptores ativados estimulam



as cascatas de transducdo do sinal induzindo a transcricao do fator AP-1, que
estimula a transcricao dos genes das metaloproteinases da matriz. Nos fibroblastos,
o fator AP-1 inibe a expressao do gene do pro-colageno. As MMPs sao secretadas
pelos queratindcitos e fibroblastos e degradam o colageno e outras proteinas que
constituem a matriz extracelular da derme. O reparo imperfeito dos danos causados
na derme danifica a integridade funcional e estrutural da matriz extracelular. A
repetida exposicdo ao sol causa um acumulo dos danos a pele resultando em
enrugamento, caracteristica da pele danificada pela radiagéo (FISHER et al., 2002).

O colageno é o componente extracelular mais abundante na derme, contribui
com 80% do peso seco da pele e confere as propriedades de extensibilidade
(OXLUND; ANDREASSEN, 1980). Principalmente quatro MMPs s&o importantes na
degradagdo da matriz extracelular da pele: a colagenase MMP-1, as gelatinases
MMP-2 (92 kDa) e MMP-9 (72 kDa) e a estromelisina-1 (MMP-3). Juntas, essas
metaloproteinases podem degradar completamente o colageno da pele e as
principais proteinas estruturais que compdem o tecido conectivo da derme
(BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993).

As colagenases sao as unicas MMPs capazes de hidrolisar as fibras de
colageno intactas. A colagenase MMP-1 €& a mais importante no processo de
degradacéao, degrada as fibras de colageno tipo | e lll. O colageno tipo | € o principal
componente do tecido conectivo, confere elasticidade e consisténcia a matriz celular,
e o colageno tipo lll esta presente em menores quantidades formando uma rede
juntamente com as fibras de colageno tipo | (HO et al., 2005; TALLEC; KORWIN-
ZMIJOWSKA; DOLPHE, 1998, XU; FISHER, 2005). As gelatinases MMP-2 e MMP-9
tém o potencial de degradar a rede de fibras elasticas e o colageno que ja foi
parcialmente degradado. A MMP-9 tem uma grande atividade elastolitica e na
degradacao da fibrilina, uma glicoproteina essencial para a formacao das fibras
elasticas; enquanto que a MMP-2 possui maior especificidade sobre a degradacgéo
do colageno tipo Ill e dos constituintes da jungdo entre a derme e a epiderme
(BERTON et al., 2000).

O principal mecanismo no qual a radiagdo UV causa danos ao tecido
conectivo, que esta associado com o fotoenvelhecimento, é via indugédo de MMPs. A
expressado basal dessas enzimas na pele é relativamente baixa, entretanto, elas
podem ser aumentadas pela radiagao tanto in vivo quanto em cultura de células. As

radiacdes ultravioleta UVA e UVB sao indutoras da secrec¢ao e agao das gelatinases,



principalmente da MMP-9. A ag¢ao dessas radiagdes isoladamente € mais acentuada
do que quando realizada em combinagao, e a UVB é mais estimulante da MMP-9 do
que a UVA. Sob condi¢des fisioldgicas normais, a atividade das metaloproteinases é
regulada pelo inibidor tecidual das MMPs (TIMPs). Na pele humana, a radiagdo UV
induz um aumento significante nas quantidades de TIMP-1 (inibidor da MMP-9) e
TIMP-2 (inibidor da MMP-2). No entanto, a indu¢gao das MMPs pela radiagdo UV
excede ao da inducdo do TIMP levando a um desequilibrio entre as quantidades de
MMP e TIMP promovendo a degradacéo das proteinas da matriz extracelular. Essa
degradagdo, juntamente com os reparos imperfeitos, causa um acumulo de
fragmentos de colageno na derme danificando sua integridade estrutural, que é
considerado o principal fator de contribuicdo para o envelhecimento (BONAMIGO;
PEUKERT; BERTI, 2001, FLIGIEL et al., 2003; JENKINS, 2002; XU; FISHER,
2005;).

A radiagao UV aumenta também os niveis de mieloperoxidase (MPO), uma
enzima peroxido de hidrogénio oxidorredutase presente nos neutrofilos, que € usada
como um biomarcador para avaliar a resposta inflamatéria para um numero bem
caracterizado de irritantes da pele e promotores de tumor (CASAGRANDE et al.,
2006; TRUSH et al., 1994; VICENTINI et al., 2008). Durante a agcado dos neutrofilos
no organismo, elétrons s&o transferidos do oxigénio pela enzima NADPH oxidase
para o fagossomo ou para o meio extracelular gerando o radical superédxido (O2°) e 0
peréxido de hidrogénio (H2O2), que atuam como desencadeantes da formagao de
outros radicais mais potentes. A geragdo desses radicais mais potentes é
dependente da presenga da mieloperoxidase, que juntamente com o peroxido de
hidrogénio forma halégenos oxidados, como o acido hipocloroso (HCIO) que sao
efetivos contra microrganimos e células tumorais (FREIRE; QUELUZ, 1995).

Para limitar a exposig¢ao a radiagao solar € recomendado proteger a pele com
vestimentas, n&o ficar exposto ao sol entre 11 e 15 horas e usar protetor solar com
um fator de proteg¢ado solar (FPS) igual ou superior a 15. No entanto, o aumento do
uso do protetor solar esta coincidindo com o aumento da incidéncia do cancer de
pele. Existem evidéncias de que o potencial nocivo € consequéncia da indugao da
reatividade quimica pela radiagdo UV dos constituintes dos protetores. Tem-se
atribuido efeitos adversos aos compostos organicos usados nas formulagdes
fotoprotetoras, inclusive a formagdao de componentes promotores do cancer
(RAMPAUL; PARKIN; CRAMER, 2007).



O aumento da incidéncia do melanoma também tem sido atribuido a
capacidade do protetor solar retardar a queimadura na pele, gerando uma falsa
sensagao de seguranga, o que leva a um prolongamento da exposi¢ao a radiagéo
ultravioleta (GIL; KIM, 2000). Autier e colaboradores (1999) realizaram um estudo
epidemioldgico que avaliou os habitos de exposi¢ao solar e sugeriram que o0 uso de
protetor solar com alto fator de protegcao solar aumenta a duragdo da exposicao ao

sol.

1.2. Filtros solares

Existem duas classes de filtros solares: organicos (comumente denominados
quimicos) e inorganicos (comumente denominados fisicos). Nos filtros organicos
estdo presentes compostos organicos, enquanto que nos inorganicos estao
presentes os Oxidos metalicos. Geralmente, os compostos organicos protegem a
pele pela absor¢do da radiagdo e os inorganicos, pela reflexdo. Os filtros fisicos
compreendem os Oxidos metélicos, como o didxido de titanio (TiO2) e o éxido de
zinco (ZnO) que sao muito eficientes , fotoestaveis, e oferecem protecao na faixa de
comprimento de onda que vai do UVA até o visivel com potencial de irritagdo e
sensibilizagcdo quase insignificante. No entanto, essas moléculas quando aplicadas
na pele causam um branqueamento indesejavel (ANTONIOU et al., 2008).

Os filtros organicos sao formados por moléculas capazes de absorver a
radiacdo UV altamente energética e transforma-la em radiagbes menos energéticas
e inofensivas ao ser humano. Estas moléculas sido, essencialmente, compostos
aromaticos com grupos carboxilicos aceptores de elétrons, e no geral, apresentam
um grupo doador de elétrons, como uma amina ou um grupo metoxila na posi¢cao
orto ou para do anel aromatico (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). Os filtros
solares organicos sao cromoforos, isto é, absorvem a energia da radiacédo UV e da
luz visivel e convertem essas energias em uma energia eletrbnica excitatoria
(BONDA, 2008).

Enquanto ha absorgcdo da radiagao UV, ocorre deslocamento de elétrons na
molécula do filtro solar causando uma excitacdo de um estado estavel menos
energético para outro de maior energia. Apds essa excitagao, os elétrons retornam

ao estado inicial de maior estabilidade e menor energia emitindo uma quantidade de



energia menor em magnitude do que a energia inicialmente absorvida para causar a
excitacao (WOLF et al., 2001).

A eficiéncia de uma formulacéo fotoprototetora é estimada pelo FPS, o qual
depende do conteudo dos filtros UV na formulacédo. A necessidade de promover alto
fator de protegdo solar e uma grande eficiéncia contra as radiacoes UVA e UVB
simultaneamente tem levado ao desenvolvimento de formulagbes contendo
diferentes combinagdes de filtros solares quimicos. Dos filtros solares quimicos
permitidos para o uso, a 3-benzofenona (oxibenzona), o octilmetoxicinamato, a
avobenzona, o salicilato de octila e o homossalato sdo os agentes mais utilizados
em formulagdes fotoprotetoras (SARVEIYA; RISK; BENSON, 2004).

Os salicilatos absorvem a radiagao UVB, sao muito estaveis e insoluveis em
agua. As reacgdes de sensibilizagdo e irritagdo na pele devido ao uso dos salicilatos
sao raras. O salicilato de octila e o homossalato sdo comumente utilizados para
melhorar a substantividade da formulacdo e reduzir a fotodegradacao de outros
filtros solares como a 3-benzofenona. O octilmetoxicinamato, dentre os cinamatos é
o filtro UVB mais utilizado no mundo. E frequentemente utilizado em combinacgéo
com outros filtros com o objetivo de alcangar um FPS maior no produto final. No
entanto, apés a exposicdo a luz solar o octilmetoxicinamato sofre degradacéao
gerando um produto com menor habilidade de absorver a radiacédo ultravioleta
(ANTONIOU et al., 2008).

As benzofenonas absorvem de forma eficiente as radiagdes UVA e UVB,
porém, as reagdes de sensibilizacdo da pele sdo mais comuns quando comparadas
com outros filtros solares. A 3-benzofenona € a benzofenona mais comumente
utilizada em formulacdes fotoprotetoras (ANTONIOU et al., 2008; GONZALEZ;
FERNANDEZ-LORENTE; GILABERTE-CALZADA, 2008; NASH, 2006).

1.3. Estudo de penetragdo cuténea

A pele esta envolvida em numerosos processos fisicos e bioquimicos, sendo
0 mais importante deles a fungao protetora, prevenindo tanto a passagem de
substancias exdgenas estranhas como a perda de liquidos do corpo. E composta de
trés regides funcionalmente distintas: epiderme, derme e hipoderme. A habilidade de
proteger o corpo reside, sobretudo, na epiderme. Esta é avascularizada e constituida

de um epitélio estratificado, escamoso e queratinizado, o qual possui dimensdes



variadas dependendo da regido corporal. A epiderme esta apoiada sobre a
membrana basal que é aderida a derme, sendo esta membrana basal responsavel
pelo fornecimento de nutrientes. A epiderme é a camada da pele mais ativa
metabolicamente, com alto consumo de oxigénio e contém muitas oxidases e
oxigenases envolvidas no metabolismo de xenobidticos. Por razdes anatbmicas, é
muito exposta ao meio externo, aos riscos quimicos ocupacionais e a radiagao
ultravioleta (GOMES; REIS, 2003; HERRLING; JUNG; FUCHS, 2006).

A diferenciacdo das células presentes na camada basal conduz a formagao
do estrato cérneo, camada mais externa e responsavel pela baixa permeabilidade
cutanea. O estrato cérneo é constituido por queratinécitos, células desprovidas de
muitas organelas e de atividade mitdtica e, ainda, de um cimento intercelular rico em
lipidios (GOMES; REIS, 2003). A habilidade de uma molécula penetrar no estrato
corneo depende de varios parametros fisico-quimicos como a massa molecular,
lipofilicidade, polaridade, capacidade de formar ligacbes de hidrogénio, solubilidade
e no caso de acidos e bases, do valor de pKa (VARVARESOU, 2006). A passagem
de substancias através do estrato corneo ocorre por difusdo passiva e na maioria
das vezes esse processo ocorre muito lentamente (NIELLOUD; MARTI-MESTRES,
2000).

A derme estd acima da hipoderme, e constitui-se de tecido conjuntivo
composto de fibroblastos, fibras colagenas e reticulineas, na qual se situam os
vasos sanguineos e linfaticos, nervos e terminag¢des nervosas, foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e sudoriparas. O suprimento vascular da derme regula a
temperatura, presséo, nutricdo e remove produtos do metabolismo (BARRY, 1983;
CHIEN, 1992). O elevado volume sanguineo na pele age como condigéo “sink” para
moléculas que sofreram difusdo e atingiram os capilares, mantendo baixas as
concentragdes de substancias que penetraram na derme, maximizando o gradiente
de concentracdo na epiderme promovendo desta forma a absorgdo percuténea
(AULTON, 2002).

A hipoderme é composta de células adiposas e serve principalmente como
fonte de energia, protecdo mecanica e como um isolamento térmico contribuindo
para a funcdo reguladora da temperatura da pele (NIELLOUD; MARTI-MESTRES,
2000).

No que diz respeito as propriedades de absor¢cdo e penetracdo cutanea das

substancias na pele, metodologias in vitro e in vivo sao adequadas, no entanto, os



experimentos in vitro sao preferidos por razbes éticas e de disponibilidade. Para
determinar as quantidades de substancias capazes de penetrar na pele € utilizado o
método de difusdo em células de Franz que é constituido por dois compartimentos
separados por um disco de pele humana ou de porco. O compartimento inferior é
constituido de um fluido receptor que simula a circulagdo sanguinea. A substancia
teste é colocada sobre o disco de pele e a difusdo através da pele é medida pela
analise do liquido receptor e as camadas da pele sdo analisadas separadamente
(VARVARESOU, 2006).

Apesar das preocupacgdes éticas, o uso de animais ou de modelos de pele
isolados de animais para avaliar a absorgao cutanea de moléculas é frequentemente
relatado. Esses modelos, geralmente mais disponiveis do que a pele humana, tem
grande importancia na pesquisa basica para aprimorar o entendimento dos
processos de penetragcdo de varios agentes através da pele. Diversos modelos
animais tém sido sugeridos como substitutos da pele humana e usados para avaliar
a permeacao cutanea de moléculas. O modelo animal mais relevante é o porco, cuja
pele possui propriedades bioquimicas e histolégicas similares ao da pele humana e
€ facilmente obtida de abatedouros. A pele de orelha de porco € adequada para
estudos de permeacgao e fornece resultados comparaveis com os da pele humana
(GODIN; TOUITOU, 2007). Devido ao fato de que a difusdo passiva € a principal
rota de penetracdo, a viabilidade da pele nao é requisito para o teste de penetracao
cutanea (DIEMBECK et al., 1999).

Deve-se considerar que as formulagdes fotoprotetoras sdo aplicadas em uma
grande area da superficie da pele, geralmente maior que 1,5 m? de superficie
corporal, e ficam em contato com a pele por longos periodos, o que permite uma
constante e elevada penetracdo de substancias quimicas através do estrato corneo
e consequentemente na circulagao sistémica (TOUITOU; GODIN, 2008).

E importante ressaltar que o agente fotoprotetor deve permanecer na
superficie da pele, impregnar-se no estrato cérneo e criar uma barreira contra a
radiacdo UV protegendo a pele sem penetra-la para que ndo ocorra uma exposigao
sistémica a essas substancias. O estrato corneo contribui para limitar a penetracao
cutédnea de substéncias orgénicas de alta e baixa massa molecular (KLINUBOL,;
ASAWANONDA; WANICHWECHARUNGRUANG, 2008).

Devido a presenca de proteinas e de uma camada bilipidica, a pele possui

sitios lipofilicos e hidrofilicos. Para se obter uma boa penetracdo na pele, o



coeficiente de particdo octanol/agua (log Poa) da molécula deve estar compreendido
na faixa de 2-5, no entanto, para se obter um fluxo maximo, o coeficiente de partigao
otimo deve ser 1. Com esses valores de log Pya 0 balango hidréfilo-lipofilo é
suficiente para permitir a difusdo passiva das moléculas através da pele. Se a
molécula tiver um valor de coeficiente de particdo muito baixo, devido a alta
solubilidade em agua nao atravessara a barreira do estrato cérneo. Por outro lado,
se o0 coeficiente de particdo for muito alto, isto €, muito lipossoluvel, a molécula
permanecera dissolvida no estrato cérneo e ndo atingira os tecidos da epiderme
viavel ricos em agua (BARRY, 1983; DURAND et al., 2009).

A substantividade da molécula, isto é, a habilidade de uma substancia ser
adsorvida ou absorvida em substratos queratinosos minimiza a penetragao cutanea.
O desenvolvimento de formulagdes e a sintese de novas moléculas fotoprotetoras
com boa substantividade tem sido de grande interesse com o objetivo de diminuir a
absorcao cutanea e garantir a seguranca das formulagdes fotoprotetoras (ANSELMI
et al., 2002; BARRY, 1983; MONTI et al., 1993).

De acordo com a Lei de Fick, o fluxo maximo de penetracido através da pele,
o qual pode ser alcangado apds a aplicagao de um veiculo saturado, é basicamente
determinado por quatro fatores: a difusao no estrato cérneo, a espessura do estrato
corneo, a lipofilicidade da substancia em termos de coeficiente de particdo entre a
pele e o veiculo e a solubilidade do principio ativo no veiculo (BARRY, 1983;
VARVARESOU, 2006).

Além de absorver a radiacao ultravioleta incidente, a formulagado contendo o
filtro solar deve ser estavel na pele e ao calor, e fotoestavel sob a luz do sol para
permitir protecdo durante varias horas sem a formagéo de produtos de degradagéo.
Paralelamente, os filtros solares ndo devem ser irritantes, sensibilizantes ou toxicos,
ja que comprovadamente s&o absorvidos tragos destes através da pele. Além disso,
o filtro solar deve ser resistente a agua e compativel com formulagdes cosméticas
(NOHYNEK; SCHAEFER, 2001; VARVARESOU, 2006).

Janjua e colaboradores (2004) estudaram a permeacéao dos filtros organicos
3-benzofenona, octilmetoxicinamato, e 3-(4-metilbenzilideno) na pele e seus efeitos
nas concentracbes dos horménios reprodutivos em humanos a partir de
experimentos in vivo. Nado foram observados efeitos significativos nos niveis de
hormonios, mas foram detectados os trés compostos no plasma e na urina, o0 que

comprovou que ocorre a permeacao desses filtros através da pele.



Gonzales et al. (2006), investigaram a excrecao da 3-benzofenona (3-BZ) na
urina de voluntarios que aplicaram na pele um protetor solar comercial contendo
esse filtro solar duas vezes ao dia no periodo de cinco dias. A quantidade total de 3-
BZ excretada na urina durante o periodo de 10 dias a partir do inicio das aplicacées
variou de 1,2 a 8,7% da quantidade total aplicada. A penetragcdo na epiderme dos
filtros 3-benzofenona, octiimetoxicinamato e salicilato de octila foi observada em
estudos realizados por Treffel e Gabard (1996).

Outro estudo verificou os niveis de EROs na epiderme nucleada apds a
aplicagao dos filtros 3-benzofenona, octocrileno e octilmetoxicinamato na pele. Os
resultados mostraram que a penetracado dos trés filtros nas camadas nucleadas da
pele provocou um aumento nos niveis de EROs maior do que o aumento causado
pela producdo natural dessas espécies pelos croméforos da epiderme quando
submetidos a radiagdo UV. Além disso, concluiu-se neste estudo que os filtros
aplicados na superficie da pele ndo sé perdem sua capacidade de protecado como
também agem como fontes de formacdo de EROs, o que tém criado uma
preocupacao de que as moléculas fotoprotetoras sao incompletas contra as EROs e
além disso podem gerar essas espécies quando submetidas a radiacdo UV
(HANSON; GRATTON; BARDEEN, 2006).



CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos in vivo conclui-se que a formulagao adicionada
dos filtros solares foi capaz de proteger parcialmente a deplecdo do antioxidante
endoégeno GSH induzida pela radiagao ultravioleta. Esta protecao provavelmente
deve-se ao fato dos filtros solares terem absorvido a radiagcdo ultravioleta,
diminuindo assim a penetragao da radiacdo na pele e consequentemente evitando a
formacdo de EROs devido a exposicdo a radiacdo. Com isso, a oxidacdo do
antioxidante GSH foi reduzida em relacdo a oxidacdo na pele exposta a radiagao
sem protecao.

Com relacgao a atividade/secrecdo das metaloproteinases, verificou-se que a
formulacao fotoprotetora n&o foi capaz de causar alteracdes na atividade/secregao
da metaloproteinase — 9 quando comparada a atividade/secregédo no grupo irradiado,
no qual foi percebido um aumento na atividade/secreg¢ao induzido pela radiagao
UVB. Conclui-se que os filtros solares 3-BZ, OMC e OS nao séo inibidores de
metaloproteinase. Além disso, a formulagdo adicionada dos trés filtros solares nas
concentracdes utilizadas neste estudo, ndo foi eficaz em impedir a penetracédo da
radiacdo UVB na pele. Consequentemente, houve geragdo de radicais livres que
induziram a sintese de metaloproteinases por mecanismos de sinalizagao celular.

O tratamento da pele com a formulagao adicionada dos filtros solares n&o foi
capaz de reduzir a atividade das mieloperoxidases, que € aumentada apds a
exposicao da pele a radiacdo. Mais uma vez fica evidenciado que a formulagao
desenvolvida nao foi eficiente no bloqueio da radiagdo UVB, possibilitando a geragéo
de radicais livres responsaveis pela ativacdo dos mediadores do processo
inflamatdrio, como a migragao de neutréfilos para a area exposta.

Finalmente, a analise dos resultados permite concluir que os filtros solares
nao sao capazes de inibir a superéxido dismutase. No tempo de 6 horas apéds a
exposicao a radiacao UVB, nao foi observada reduc¢édo na atividade da SOD devido a
radiacdo. No entanto, quando foram associados a presenca dos filtros solares na
epiderme com a exposi¢cao a radiagao UV, ocorreu um decréscimo significante na
atividade da enzima. Sugere-se entdo que os filtros solares possam ter sofrido
processos de degradacao pela radiagdo e que esses produtos formados possam ter

inibido a enzima, ou até mesmo ter gerado espécies reativas na pele.
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