UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Influéncia da encapsulacéo e associacéo de derivados da avobenzona
na performance de filtros solares

Ana Julia Pasuch Gluzezak

Ribeirdo Preto
2021



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

ANA JULIA PASUCH GLUZEZAK

Influéncia da encapsulacéo e associacéo de derivados da avobenzona
na performance de filtros solares

Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de
Pbés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeir&o Preto,
area de concentracdo Medicamentos e Cosméticos, para
obtencédo do Titulo de Mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Lorena Rigo Gaspar Cordeiro

*Versdo corrigida da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas no dia 04/05/2021. A versdo original encontra-se disponivel na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP*

Ribeirdo Preto
2021



RESUMO

Gluzezak, A.J.P. Influéncia da encapsulacdo e associacdo de derivados da avobenzona na
performance de filtros solares. 2021. 110 f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

A radiacdo solar pode causar varios danos a pele e o uso regular de fotoprotetores é uma das
principais medidas de protecdo, porém associacdes de filtros solares fotoinstaveis podem levar a
formacéo de fotoprodutos, como Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). Com isso, a incorporacao
de antioxidantes, como o resveratrol (RESV), em fotoprotetores para potencializar e complementar
a acdo dos filtros solares é uma estratégia interessante visando minimizar os danos provocados pela
exposicdo a radiacdo UV; entretanto, novas associa¢fes devem ter a sua estabilidade, seguranca e
eficicia garantidas. Dentre os filtros solares mais utilizados tem-se a avobenzona (AVO), que se
tornou uma grande candidata a modificacdo estrutural, na tentativa de se obter derivados mais
estaveis, e sua hibridagdo molecular com outros filtros solares e antioxidantes pode levar a
compostos mais seguros e eficazes. J& é conhecido que formulagdes fotoprotetoras contendo
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN) como sistema de liberacdo para substancias
lipofilicas, fotoinstaveis e antioxidantes apresentam vantagens, como aumento da solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade de ativos. Sendo assim, este trabalho avaliou a influéncia de dois
derivados da AVO, sendo um hibrido com a molécula de resveratrol (M1) e outro com a molécula
de metoxicinamato de etilexila (MTX) (M2), na fotoestabilidade e fototoxicidade de uma
associacdo dos filtros solares, AVO+MTX, considerada fotoinstavel, e avaliou ainda a influéncia
da encapsulacdo desses compostos na fotoestabilidade, seguranca e eficacia desses filtros solares.
Os compostos M1, M2, AVO, MTX e RESV, isoladamente e em associacao, foram submetidos a
avaliagdo da absorcdo no UV, fotoestabilidade, fotorreatividade, fototoxicidade em cultura de
fibroblastos e atividade antioxidante por captura do radical livre DPPH e protecdo contra a formacéo
de ERO induzidas por UVA em cultura de queratindcitos, através da sonda DCFH2-DA. O derivado
M2 foi selecionado para ser veiculado no CLN e dar continuidade aos estudos, ou seja, avali¢do da
fotoestabilidade, fototoxicidade e protecdo contra a formagdo de ERO induzidos por UVA em
modelo de monocamadas de queratindcitos e em pele humana reconstituida. Dentre os resultados
obtidos, foi verificado que o composto M1 apresentou maior absor¢do na regido do UVB,
fotoestabilidade frente a radiagdo UV e ndo apresentou potencial fototoxico e fotorreativo, além de
atuar como fotoestabilizador da associacdo de AVO+MTX, aumentando a absorcdo na regido do
UVB e reduzindo sua fototoxicidade. J& o composto M2 apresentou maior absor¢éo na faixa do
UVA, menor fotoestabilidade, ndo apresentou potencial fototdxico, porém foi considerado
fotorreativo. O composto M2 apresentou maior atividade antioxidante do que M1, tanto no ensaio
por captura do radical livre DPPH quanto no ensaio de produgdo de ERO por UVA em cultura
celular. Quando associado a AVO+MTX foi capaz de reduzir a fototoxicidade e aumentar a
absorcédo da associacdo em ambas faixas do espectro. Foram desenvolvidos CLN com o derivado
M2, devido a sua menor fotoestabilidade e sua maior atividade antioxidante, visando aumentar sua
solubilidade, fotoestabilidade e, consequentemente, sua a¢do antioxidante contra as ERO induzidas
pela radiagdo solar. Os resultados de seguranga e eficacia obtidos mostraram que o CLN promoveu
melhora da fotoestabilidade do M2 e da associagdo com os filtros solares. Além disso, 0 CLN+M2
ndo apresentou potencial cito ou fototoxico e protegeu contra a formacgdo de ERO induzidas pela
radiacdo UVA, tanto no modelo de monocamadas quanto no modelo de pele humana reconstituida,
sendo que em ambos o0s ensaios CLN+M2 apresentou atividade antioxidante maior que o M2 livre.
Sendo assim, o derivado M1 e o CLN+M2 podem ser adicionados as formulagdes fotoprotetoras e
antienvelhecimento visando maior absorcéo na regidao do UVA e UVB, melhora da fotoestabilidade
dos filtros, protecdo contra o estresse oxidativo e os efeitos cronicos da radiacdo UV, com melhora
da eficacia na protecdo solar.

Palavras-chave: fotoestabilidade, fototoxicidade, avobenzona, antioxidantes, carreadores lipidicos
nanoestruturados, pele humana reconstituida.



ABSTRACT

Gluzezak, A.J.P. Influéncia da encapsulacdo e associacdo de derivados da avobenzona na
performance de filtros solares. 2021. 110 f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Solar radiation can cause several damages to the skin and the regular use of sunscreens is one of the
main protection measures, however photounstable combinations can lead to the formation of
photoproducts, such as Reactive Oxygen Species (ROS). Thus, the incorporation of antioxidants,
such as resveratrol (RESV), in sunscreens to enhance and supplement the action of UV filters is an
interesting strategy for reducing the damage induced by UV radiation exposure; however, new
combinations must have their stability, safety and efficacy guaranteed. Among the most used
sunscreens, avobenzone (AVO) stands out, which has become a great candidate for structural
modification, in an attempt to obtain more stable derivatives, and its molecular hybridization with
other sunscreens and antioxidants can lead to safer and effective compounds. It is already known
that photoprotective formulations containing Nanostructured Lipid Carriers (NLC) as a delivery
system for lipophilic, photounstable and antioxidant substances have advantages, such as increased
stability and bioavailability of compounds. Therefore, this research aimed to evaluate the influence
of two AVO derivatives, one hybrid with the resveratrol molecule (M1) and the other with the
ethylhexyl methoxycinnamate molecule (MTX) (M2), on the photostability and phototoxicity of a
photounstable UV filters combination, AVO+MTX, and to evaluate the influence of the
encapsulation of these compounds on the photostability, safety and efficacy of these UV filters.
Compounds M1, M2, AVO, MTX and RESV, alone and in combination, were submited to
evaluation of UV absorption, photostability, photoreactivity, phototoxicity in 3T3 fibroblast culture
and antioxidant activity by DPPH free radical capture and protection against UVA induced ROS
production in keratinocyte culture, through the probe DCFH,-DA. The M2 derivative was selected
to be encapsulated in the NLC and to continue the studies, that is, evaluation of the photostability,
phototoxicity and protection against the formation of ROS induced by UVA in a model of
keratinocyte monolayers and in reconstituted human skin. Among the results obtained, it was found
that the M1 compound showed better absorption in the UVB region, photostability against UV
radiation and did not present phototoxic and photoreactive potential. In addition, it presented a
photostabilizing effect in AVO + MTX combination, increasing absorption in the UVB region and
reducing its phototoxicity. Compound M2, on the other hand, showed greater absorption in the
UVA range, less photostability, did not present phototoxic potential, however it was considered
photoreactive. Compound M2 showed higher antioxidant activity than M1, both in the DPPH free
radical capture assay and in the ERO production induced by UVA in cell culture assay, since when
used in the concentrations of 500 and 1000 pg/mL, it presented protective potential statistically
equivalent to quercetin and different from non-irradiated control. When combined with AVO +
MTX it was able to reduce phototoxicity and to increase the absorption of the combination in both
UVA and UVB regions. NLC with the M2 derivative were developed, due to their lower
photostability and their higher antioxidant activity, aiming to increase their solubility, photostability
and, consequently, their antioxidant potential against UV induced ROS production. The safety and
efficacy results showed that the NLC improved M2 UV filters combination photostability. In
addition, NLC containing M2 did not present cyto or phototocic potential and protected against the
UVA-induced ROS production, both in the monolayer model and in the reconstituted human skin
model. Therefore, the M1 derivative and CLN+M2 can be added to photoprotective and anti-aging
formulations aiming at greater absorption in the UVA and UVB region, improving the
photostability of UV filters, protection against oxidative stress and the chronic effects of UV
radiation, with improvement of effectiveness in sun protection.

Keywords: photostability, phototoxicity, avobenzone, antioxidants, nanostructured lipid carriers,
reconstituted human skin.



1. INTRODUCAO



O sol consiste em energia fundamental para a sobrevivéncia humana e demais seres
Vvivos, porém a exposicdo excessiva a radiacdo solar pode provocar diversos danos, como
queimaduras, envelhecimento precoce e até cancer de pele (RENNO et al., 2014). De acordo
com Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 47/2006, filtros solares séo substancias que,
quando adicionadas aos produtos para formulagdes cosméticas, tem a finalidade de filtrar certos
raios ultravioletas visando proteger a pele de certos efeitos danosos causados por estes raios
(BRASIL, ANVISA, 2006).

O Brasil € um pais que recebe alta incidéncia de radiacdo UV praticamente o ano todo,
0 que ressalta a importancia do uso de fotoprotetores, além de vestimentas, acessorios
adequados e exposicdo segura ao sol (BALOGH et al.,, 2011). A Sociedade Brasileira de
Dermatologia divulgou o Consenso Brasileiro de Fotoprotecdo em 2012 (SCHALKA,;
STEINER, 2012), documento oficial focado na populacdo brasileira, uma vez que nosso pais €
considerado o de maior extensdo territorial com grande incidéncia de radiacéo solar, além da
alta miscigenacdo da populacdo. Além disso, dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) do
ano de 2020, estimam mais de 108 mil casos de cancer de pele a cada ano, o que significa que
uma em cada quatro novas ocorréncias de cancer no Brasil, é de pele (SBD, 2020).

Deve-se salientar que a protecéo atingida por um fotoprotetor depende da quantidade do
produto aplicada sobre pele, do periodo de aplicacdo e de reaplicacdo, da intensidade das
atividades a que o individuo pratica, que pode levar a producéo excessiva de suor ou exposi¢ao
a agua, que culminardo na remocdo do filtro solar aplicado (MILESSI, 2002). Segundo
comentam Osterwalder e Herzog (2009) em seu artigo de revisdo sobre o assunto: "O melhor
fotoprotetor pode sé oferecer protecdo insuficiente se ndo aplicado uniformemente, em
quantidade insuficiente ou se simplesmente ndo for aplicado”. (SCHALKA, 2011).

Dentre os filtros solares mais utilizados destacam-se a avobenzona (AVO), que oferece
protecdo UVA, abrangendo o comprimento de onda de 310 — 400 nm (BALOGH et al., 2011),
porém sofre significante degradacdo perante a exposicdo a luz, tornando necessaria a
fotoestabilizacdo da formulacdo, através da associagcdo a outros filtros solares, como o
octocrileno (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2006; LHIAUBET-VALLET et al., 2010;
SHAATH, 2010) e metoxicinamato de etilexila (MTX), associacdo com antioxidantes, como
ubiquinona (AFONSO et al., 2014) e trans resveratrol (FREITAS et al., 2013), incorporagéo
em microparticulas lipidicas (SCALIA, MEZZENA, 2009), dentre outras.

Quando a molécula da AVO recebe fétons provenientes da radiagdo UV, ocorre
isomerizacao ceto-enolica; quando o equilibrio ceto-endlico é deslocado em favor da forma

cetbnica, ocorre uma perda de sua absorcdo na regido de 357 nm (forma endlica) para 260-280



nm (forma ceto) (SCHWACK; RUDOLPH, 1995; LHIAUBET-VALLET et al., 2010;

KOCKLER et al., 2012; SHAATH, 2010). FormulacGes fotoprotetoras que contém AVO,
juntamente com MTX, possuem um desafio ao serem estabilizadas, uma vez que o0 MTX, ao
suprimir o estado excitado da AVO ap6s a radiacéo, leva a formacédo de espécies reativas que
promovem fotocicloadicdo. Devido a isso, recomenda-se que o fotoprotetor seja reaplicado com
certa frequéncia, mantendo o filme homogéneo dos filtros solares sobre a pele, e garantindo que
a protecdo contra a radiacdo solar se mantenha eficaz (LHIAUBET-VALLET et al., 2010).

Considerando sua grande importancia como filtro solar, a AVO tornou-se excelente
candidata a modificacdo estrutural, na tentativa de se obter derivados mais estaveis e
compativeis com os demais componentes da formulacéo (REIS et al, 2014). Com isso, existem
muitas pesquisas voltadas para a descoberta de novos filtros solares e matérias-primas capazes
de aumentar a fotoestabilidade dos filtros, principalmente da AVO, além de neutralizarem os
radicais livres formados durante sua fotofragmentacdo (CHAUDHURI et al., 2017).

Sendo assim, € muito interessante a associacdo dos filtros solares com substancias
antioxidantes para protecdao de moléculas e células, através do impedimento da oxidacéo celular
(RIBEIRO, ANDRADE, GRIGNOLLI, 2015), potencializacdo da acao do filtro solar e aumento
da faixa de protecdo contra a radiacdo UV (FREITAS et al., 2015; FREITAS, GASPAR, 2016).
Um exemplo é o polifenol estilbénico, denominado resveratrol (RESV), que possui acdo
antioxidante, podendo agir tanto aumentando a atividade de varias enzimas antioxidantes como
também neutralizando radicais livres (LASTRA; VILLEGAS, 2007; KURSVIETIEME et al.,
2016). Além disso, alguns analogos do RESV também tém sido alvo de analises que buscam
comprovar a atividade fotoprotetora desse composto (POLONINI, et al., 2013; PIMENTEL et
al., 2017), devido a capacidade de absorver os raios UV de alta energia e converté-los em
moléculas menos energéticas. Assim, o desenvolvimento de filtros solares associados a
capacidade antioxidante é uma estratégia interessante na busca de novos fotoprotetores, pois
podem minimizar os efeitos cutadneos resultantes da exposicdo a radiacdo UV e,
simultaneamente, reduzem os danos decorrentes da formacédo de radicais livres (REIS et al.,
2014).

Além disso, ja é conhecido que formulag6es contendo nanoparticulas como veiculo de
liberagcdo para substancias antioxidantes apresentam vantagens tais como, aumento da
estabilidade fisico-quimica dos ativos, da biodisponibilidade e permeabilidade de ativos
lipofilicos, liberacdo prolongada e, ainda, reducdo de sua toxicidade e efeitos adversos
(SOUTO; LOPES, 2011; BELOQUIET et al., 2016; GESZKE-MORITZ E MORITZ, 2016).

Dentre as nanoparticulas lipidicas, tem-se os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), que



sdo desenvolvidos com base na nanoestruturacdo controlada da matriz da particula, fornecendo
vantagens no que se refere a capacidade de carreamento e termoestabilidade (incluséo de ativos
e estabilidade fisica da suspensdo) (RADTKE E MULLER, 2001). Para se obter esses
nanocarreadores, faz-se uma mistura de lipidios sélidos e lipidios liquidos utilizando diferentes
proporcgdes, com o proposito de produzir particulas onde o dleo € incorporado no ndcleo de um
lipidio s6lido, levando a uma capacidade de carreamento mais elevada e liberacdo controlada
do composto ativo (VARSHOSAZ et al. 2010).

Devido a fotoinstabilidade, sensibilidade ao pH do meio e hidrofobicidade do RESV,
assim como da associagdo dos filtros AVO e MTX, o potencial biolégico desses compostos é
limitado (SPACH, 2017). Por isso, sistemas particulados que encapsulam e protegem o ativo
sdo de grande interesse. Desta forma, a encapsulacdo dos compostos derivados da AVO em
nanoparticulas, em associacdo com filtros solares, pode ser considerado um sistema promissor
para uma formulacdo para via tpica, uma vez que sdo capazes de evitar a fotodegradacédo e
aumentar a estabilidade dos filtros solares (JENNING et al, 2000; MULLER, RADTKE,
WISSING, 2002; UCHECHI et al., 2014; HAMISHEHKAR et al., 2015).

Sendo assim, este estudo apresenta grande relevancia por se tratar de uma nova
estratégia do uso dos filtros solares e das substancias antioxidantes, propondo avaliar a
influéncia de dois derivados da AVO, sendo um hibrido com a molécula de RESV (M1) e outro
com a molécula de MTX (M2) na fotoestabilidade e fototoxicidade de uma associacdo dos
filtros solares, AVO e MTX, considerada fotoinstavel. Alem disso, propds encapsular o
derivado que se apresentar como fotoinstavel e com maior atividade antioxidante, em um
Carreador Lipidico Nanoestruturado (CLN), visando melhorar sua fotoestabilidade e sua
solubilidade em &gua. Por fim, avaliou a influéncia da encapsulacdo na fotoestabilidade e

fototoxicidade desses filtros solares.



7. CONCLUSAO



O composto M1 se mostrou uma boa alternativa para associagdo com filtros solares,
uma vez que apresentou maior absor¢do na regido do UVB, fotoestabilidade frente a radiacéo
UV tanto em solugdo quanto em formulacdo, ndo apresentou potencial fototdxico e
fotorreatividade. Apresentou atividade antioxidante no ensaio de captura do radical livre DPPH
(ICs0: 28,5 pg/mL) e protegeu contra a formacdo de ERO induzidas por UVA em cultura
celular, quando utilizado a 125, 250 e 500 pg/mL. Além disso, promoveu aumento consideravel
da absorcdo no UVB da associacéao fotoinstavel dos filtros AVO + MTX, reduzindo os valores
de fotodegradacdo e a fototoxicidade da mesma.

O composto M2 apresentou maior absorcéo na faixa do UVA, fotoinstabilidade frente a
radiacdo UV, ndo apresentou potencial fototoxico, mas foi considerado fotorreativo. Com
relacdo a atividade antioxidante, apresentou maior atividade que M1, tanto no ensaio analitico
por captura do radical livre DPPH (menor valor de ICso: 9,78 pg/mL), quanto pela protecédo
contra a formacdo de ERO induzidas por UVA em cultura celular, uma vez que quando utilizado
nas concentracdes de 500 e 1000 pg/mL, apresentou potencial protetor estatisticamente igual a
quercetina e diferente do controle ndo irradiado. Quando adicionado a uma formulagédo
contendo associacdo de AVO + MTX, o M2 foi capaz de reduzir o potencial fototdxico e a
fotoinstabilidade da mesma.

Assim, o derivado M2 foi o escolhido para veiculagdo no CLN, pelas caracteristicas de
fotoinstabilidade e maior atividade antioxidante. As solugdes e as formulaces de CLN + M2
foram considerados fotoestaveis, inclusive quando associados a associacdo de filtros solares
fotoinstavel, AVO + MTX. Além disso, os CLN contendo M2 n&o apresentaram potencial

cito ou fototoxico e protegeram contra a formacdo de ERO induzidas pela radiacdo UVA,
tanto no modelo de monocamadas quanto no modelo de pele humana reconstituida, sendo
que em ambos os ensaios, CLN + M2 apresentou atividade antioxidante maior que 0 M2 livre.
Sendo assim, o derivado M1 e o CLN+M2 podem ser adicionados as formulacfes
fotoprotetoras e antienvelhecimento visando maior absorc¢do na regido do UVA e UVB,
melhora da fotoestabilidade dos filtros, protegdo contra o estresse oxidativo e os efeitos cronicos

da radiacdo UV, com melhora da eficacia na protecéo solar.
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