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Resumo

Este trabalho aborda aspectos importantes do uso estratégico da
nanotecnologia na prevengdo de danos a pele induzidos por radiagdo ultravioleta.
Em um primeiro momento a investigagao esta focada em caracterizar, por meio de
uma combinagao de técnicas, o tamanho e distribuicdo de tamanho de particulas
nanomeétricas para uso cutaneo e avaliar a lipoperoxidagao promovida pelo 6xido de
zinco nanométrico utilizado em protetores solares. As analises de tamanho e de
morfologia confirmaram que as particulas nanométricas estdo organizadas como
aglomerados e/ou agregados. O ensaio de lipoperoxidagao em pele suina induzida
por raidacao UVA mostrou que as propriedades fotoprotetoras do ZnO nanométrico
prevaleceram sobre as propriedades fotoreativas. Além do uso de logdes de
protecdo solar, no ambito da dermatologia vém se discutindo o uso de substancias
fotoquimiopreventivas como estratégia para prevenir cancer de pele. Sendo assim,
na segunda etapa do trabalho é proposta a nanoencapsulagdo do resveratrol, um
potente fotoquimiopreventivo de origem natural, visando a sua fotoestabilizagdo e
aumento de sua retencdo cutinea. Diferentes estruturas supramoleculares como
lipossomas, nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico, nanoesferas e carreadores
lipidicos nanoestruturados foram desenvolvidas para encapsular o resveratrol. A
fotoisomerizagdo do resveratrol foi significativamente retardada independentemente
da estrutura supramolecular empregada para a sua nanoencapsulagédo. Protegidas
da luz, as formulagdes, nanocapsulas de nucleo lipidico, os carreadores lipidicos
nanoestruturados e livre, apresentaram perfis de penetracdo de resveratrol
semelhantes. Por outro lado, sob irradiacdto UVA o resveratrol apresentou
quantidades maiores na epiderme total quando as amostras nanoencapsuladas
foram aplicadas. Os fotoquimiopreventivos podem ser utilizados para prevenir danos
induzidos por varias fontes de radiagdo UV, tais como a fotoquimioterapia (PUVA,
psoralenos + UVA). Experimentos in vivo mostraram que o resveratrol, mesmo em
baixas doses, reduz os danos fisiologicos induzidos a pele pela terapia PUVA. O
resveratrol nanoencapsulado tem um efeito preventivo tardio em relacédo ao livre no
que diz respeito aos danos fisioldgicos. As nanocapsulas de nucleo lipidico brancas
(sem resveratrol) reduzem a produgdo de TBARS e proteina p53 na pele,
mostrando-se potenciais preventivos de danos a pele. Este trabalho mostra, ainda, a

potencialidade de redugcao de efeitos fototdxicos por meio da nanoencapsulacao
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destes ativos. Usando o 8-MOP (8-metoxipsoraleno) como farmaco modelo em um
ensaio microbioldgico foi demonstrado que a forma livre é mais fototoxica do que a
forma nanoencapsulada. Os resultados corroboram que o campo de aplicabilidade
da nanotecnologia nas estratégias de prevencao de danos a pele induzidos por UVA
é diversificado e promissor. As particulas inorganicas entraram rapidamente no
mercado e os aperfeicoamentos de algumas delas tém garantido sua eficacia e
seguranga, como demonstrado para o 6xido de zinco nanomizado. Por sua vez, os
nanocarreadores sao resultado da aplicagcdo de uma ampla base cientifica, mais
moderna e preocupada com a segurancga individual e ambiental, abrindo espago
para formulagdes inovadoras, como € o caso das nanoparticulas biodegradaveis

contendo resveratrol aqui demonstradas.

PALAVRAS CHAVE: fotoprotecao, fotoquimioprevencgao, resveratrol, 6xido de zinco,
penetracao cutanea, fotoestabilidade.



Title: Nanotechnology in the prevention of ultraviolet radiation induced skin damage:
safety aspects and development of novel formulations
Abstract

This work is regarding important aspects of the strategic use of
nanotechnology in the prevention of ultraviolet radiation induced skin damage. In a
first moment, the research is focused on the characterization of size distribution and
the evaluation of lipoperoxidation promoted by nanosized ZnO used as a sun block.
The analyses of size and morphology indicated that the particles are in the
nanometric range and organized as agglomerates and/or aggregates. A study of
UVA induced lipoperoxidation on porcine skin showed that the photoprotective
properties of nanosized ZnO prevail over its photoreactive properties. Besides the
use of inorganic sun blocks, the use of photochemopreventives is being highly
discussed as a strategy to prevent skin cancer. Taking this into account, in another
stage of this work the nanoencapsulation of the chemopreventive resveratrol is
proposed. This nanoencapsulation viewed the increase of resveratrol photostability
and cutaneous retention. Different supramolecular structures such as liposomes,
polymeric lipid-core nanocapsules, nanospheres and nanostructured lipid carriers
were developed to encapsulate resveratrol. Photoisomerization was significantly
delayed by encapsulating resveratrol independently of the supramolecular structure
used. Protected from light, the skin penetration profiles were very similar, but under
UVA radiation the nanoencapsulated E-resveratrol showed increasing amounts in the
total epidermis. Photochemopreventives can be used to prevent damage induced by
several UV radiation sources, such as photochemotherapy (PUVA). In vivo
experiments show that resveratrol, even at low doses, reduces the physiological
damage to the skin induced by PUVA therapy. Resveratrol loaded lipid-core
nanocapsules have a retarded preventive effect against physiological skin damage
when compared to free resveratrol. Blank lipid-core nanocapsules (without drug)
reduce TBARS and p53 protein production in the skin, showing a potential
application in the prevention of skin damage. This work also shows the potential of
reducing phototoxic effects through nanoencapsulation of phototoxic drugs. Using the
8-mop (8-methoxypsoralen) as model drug in a microbiological assay the free form
showed itself to be more phototoxic than the 8-mop loaded nanocapsules. Briefly, the
applications of nanotechnology as a strategy to prevent skin damage induced by UV

radiation are promising. Inorganic particles entered rapidly in the commercial arena
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and are now being improved to assure efficacy and safety. In parallel, the more
modern applications of nanoparticles are based on consolidated scientific data, with
concerns on individual and environmental safety and open space for novel

formulations.

KEY WORDS: photoprotection, photochemoprevention, resveratrol, zinc oxide, skin
penetration, photostability.

Xii



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...eevuireerrerneraessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssssasses 1
2. CAPITULO DE LIVRO PUBLICADO ...coourereeessessesnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 9
3. ARTIGO EM FASE DE SUBMISSAOQ......cceeererrersersssssssssssssssssssssssssssssssssssssassassases 45
3.1. Revisdo de literatura ............ooouuiiiiiiiii e 46
X 2 © o] 1= 11 o P 51
3.3. Artigo 1: Skin penetration, Photoreactivety and Photoprotective Properties of
NaNOSIZEA ZNO ... 53
4. ARTIGO PUBLICADO ..cctttuusesssssssssmmssmsssmsmmmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 69
4.1. Revisao de [Iteratura .............oooiiiiiii i 70
L © 1 o] 1= {17/ 3 75
4.3. Artigo 2:Photostability and Skin Penetration of E-resveratrol
Nanoencapsulated in Different Supramolecular Structures.................ccoooiviiinnnnnnnn. 79
5. ARTIGO EM FASE DE SUBIMISSAO.....cecsrerrerrerrsssarsassassassasssssssssssassassassassassnses 89
5.1. Revis8o de [Iteratura ... 90
ST © o] 1= 11 o 96
5.3. Artigo 3:Photostability and Skin Penetration of E-resveratrol
Nanoencapsulated in Different Supramolecular Structures..............cccoviiiiiinnnnnn.n. 99
6. COMUNICADO EM FASE DE SUBMISSAO.....cccevserrerrersersaessssssssssssasssssssssssesnes 125
6.1. Revisdo de literatura ...........ooouueeiiii i 126
LS @] 11 (1Yo J R 128
6.3. Artigo 4: Use of nanoencapsulation to reduced 8-methoxpsoralen phototoxicity
............................................................................................................................. 130
7. CONSIDERAGCOES FINAIS ...oeveeeerreeraessssassssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssasssssns 135
S N A1 1 139

xiii






PARTE 1: INTRODUCAO



1. Introducao

Os danos provocados pelos raios ultravioletas tém se tornado um problema
de saude publica. Sabe-se que a radiagao ultravioleta provoca envelhecimento
cutédneo e danos ao DNA levando a canceres de pele (AFAQ et al., 2005). A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou diversos relatérios de estimulo a
protecao solar e prevencgao destes danos. Geograficamente, os paises localizados
em regides tropicais estdo mais suscetiveis aos danos induzidos pela exposi¢cao
solar (OMS, 1994). Dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) mostram que em
2012 foram registrados 62.680 novos casos em homens e 61.490 em mulheres de
cancer de pele do tipo ndo-melanoma no Brasil (INCA, 2012).

O principal método adotado para combater os danos promovidos pela
radiacao ultravioleta é a conscientizacdo da necessidade de preveni-los através da
protegao solar. A protegao solar € algo que vem sendo utilizado ha milhares de
anos, mas que nas ultimas décadas se tornou cada vez mais eficiente e pratica.
Inicialmente ela era baseada apenas em roupas e acessorios. Chapéus de
diferentes materiais e designs em todo o mundo foram desenvolvidos desde as
comunidades asiaticas até as comunidades que habitavam a Europa. No Egito o
kohl foi utilizado como pintura facial para a protecdo dos olhos. Atualmente, a
vestimenta e acessorios de protecdo ainda mantém sua funcionalidade, mas na
sociedade atual a grande ferramenta de protecdo sdo os protetores solares
(F'GUYER et al., 2003).

As formulagdes fotoprotetoras podem conter filtros organicos e/ou
inorganicos. Os filtros solares organicos sdo moléculas com grupos croméforos na
regido do espectro ultravioleta. Estes s&o divididos em filtros UVB (290 a 320 nm) e
UVA (320 a 400 nm). Os filtros solares inorganicos s&o 6xidos metalicos com alto
indice de refracao capazes de refletir, espalhar e absorver a luz no espectro da
radiagédo UV (MURPHY et al., 1999).

Seguindo a evolugao das tecnologias de protegao solar, na década de 90 do

século XX os filtros inorganicos passaram a apresentar tamanhos de particulas
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submicrométricos a fim de aumentar sua capacidade de protecdo e de melhorar o
aspecto opaco que a forma convencional provocava apdés a aplicagdo (SERPONE et
al., 2007). Os principais filtros inorganicos sao o oxido de zinco (ZnO) e o diéxido de
titdnio (TiO,). Estas particulas nanométricas sédo potentes fotocatalizadores, fato que
traz a tona uma série de questbes de seguranga quanto aos seus USOS
(DECHSAKULTHORN et al., 2007). A toxicidade de nanoparticulas de ZnO e TiO;
para aplicacdo cutanea € bastante estudada e a principal causa de danos sao as
vias de estresse oxidativo que promovem danos as proteinas, membrana e acidos
nucléicos em diversos ensaios com células epiteliais in vitro (RAMPAUL et al. 2007;
SHARMA et al., 2009). A Comissédo Cientifica Européia financiou uma série de
pesquisas no tema através de um projeto denominado NANODERM. Em 2000, um
relatorio de opinido foi publicado pela Comissdo Cientifica Européia de Produtos
para Consumo confirmando a segurangca do uso de TiO, em até 25% (m/m) para
formulacbdes de protetores solares (SCCNFP, 2000). Em 2003, um relatorio nos
mesmos padrdes confirmou que para garantir a seguranga do uso de ZnO em
formulacdes de protecao solar mais estudos seriam necessarios (SCCNFP, 2003).
Adicionalmente, a reducdo de tamanho excessiva poderia levar a uma penetragao
ou até permeacéao cutanea das particulas. Sendo assim, estudos sobre os possiveis
danos a pele e sobre a penetragao cutanea de nanoestruturas de ZnO se fazem
necessarios para a comprovacao da seguranca de uso em fotoprotetores.

Apesar da séria questdo de seguranca levantada em torno do uso destes
filtros, a nanotecnologia, de forma geral, agrega muitas vantagens a preveng¢éo de
danos a pele. Em se tratando de filtros inorganicos, as principais vantagens séo o
amplo espectro de protecdo, a baixa ou nenhuma alergenicidade, a boa
aceitabilidade cosmética e a alta capacidade de elevar o fator de protegdo solar
(SERPONE et al.,, 2007). A nanotecnologia também possibilita o uso de
nanocarreadores de ativos fotoprotetores. Neste sentido se destacam vantagens,
como a ampla area de superficie que auxilia na distribuicdo homogénea dos ativos

lipofilicos na pele, a possivel redugéo de efeitos alergénicos de ativos fotoprotetores,
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a fotoestabilizagdo dos ativos e o aumento do tempo de residéncia do ativo na
superficie da pele (GUTERRES et al., 2007). Além disso, os nanocarreadores
também refletem a luz e, desta forma, podem atuar em sinergimo com os
cromoforos, elevando o fator de protecao solar (WISSING et al., 2003 ; PAESE et
al., 2009)

Assim, o uso da nanotecnologia em protegdo solar evoluiu além da
nanomizacgao dos filtros inorganicos, sendo desenvolvidas, na atualidade, particulas
contendo filtros organicos incorporados. A encapsulagao de filtros solares organicos
em nanoestruturas € capaz de aumentar sua fotoestabilidade, elevar a capacidade
fotoprotetora e aumentar o tempo de retencdo destas substancias na pele (JAIN e
JAIN, 2010). Estas particulas variam quanto ao material e ao design, sendo os
principais materiais: os lipidios e os polimeros; os principais designs: o matricial e o
compartimentado (nucleo e parede). O uso de filtros nanoencapsulados ainda é
recente no mercado, mas a literatura cientifica evidencia suporte consistente para o
uso seguro destes (GUTERRES et al., 2007).

Outra estratégia, também atual, contra os danos solares € o uso de
fotoquimiopreventivos, que atuam na iniciagcdo, promogdo e progressao da
fotocarcinogénese. Por definicdo, as substancias quimiopreventivas sdo capazes de
controlar o cancer prevenindo totalmente, retardando ou revertendo a doenga por
administracao oral ou topica. O termo fotoquimiopreventivo refere-se a substancias
que controlam especificamente a fotocarcinogénese (AFAQ et al., 2005).

Entre os fotoquimiopreventivos, o resveratrol vem ganhando destaque na
comunidade cientifica. Esta substancia € um polifenol presente na casca de uvas
pretas. Ele atua interrompendo diferentes etapas da carcinogénese e, por este
motivo, € proposto na literatura como um quimiopreventivo (KUNDU et al., 2008).
Sendo assim, a aplicacao tépica de resveratrol se apresenta como uma alternativa
promissora para a prevencao de cancer de pele. Esta substancia, assim como
muitos polifendis, é fotolabil e apresenta uma mudanga conformacional quando

exposta a luz, reduzindo sua atividade antioxidante e anti-carcinogénica (STIVALA et
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al., 2001). Além de fotolabil o resveratrol em solu¢gbes aquosas com pH 8 e pH 6
apresenta alta permeacao cutdnea, o que levaria a sua perda para a circulagao
sistémica (HUNG et al., 2008).

A radiacao solar ndo é a unica fonte de danos a pele induzidos por radiagao
UV a qual a sociedade esta exposta. A fototerapia (UVB) e fotoquimioterapia
(psoralenos associados a UVA — PUVA) também s&o importantes fontes de danos a
pele. A fototerapia com psoraleno associado a UVA (PUVA) aplicada em casos de
psoriase expbe o paciente a um elevado risco de cancer de pele do tipo nao
melanoma (DUNCAN et al. 2008). Segundo Patel e colaboradores (2009) os
tratamentos para psoriase, incluindo PUVA, podem aumentar o risco de tumores
malignos e os pacientes devem ter um acompanhamento clinico. Assim sendo, é
possivel formular-se a hipotese de que a aplicagdao de um agente quimiopreventivo,
como o E-resveratrol, antes das sessdes de PUVA possa reduzir os danos que este
tratamento causa a pele, diminuindo, por consequéncia, também o risco de cancer
de pele. Apesar de poucas pesquisas terem sido realizadas neste intuito, dois
estudos demonstraram que a ingestao de cha verde, assim como a aplicagao topica
de genisteina protegem contra os danos a pele induzidos pela terapia PUVA (ZHAO
et al. 1999 e SHYONG et al. 2002).

Tendo em vista a potencialidade da aplicagao topica de resveratrol e as suas
limitacbes para aplicacdo topica a pele, este trabalho propde a sua
nanoencapsulagao visando o aumento da fotoestabilidade e da retencao cutanea.

Os riscos ligados a terapia PUVA se enquadram como um dano a pele
induzido pela radiagdo UV devido a fototoxicidade associada a farmacos. Apesar
dos psoralenos serem um caso classico de fototoxicidade associada a farmacos,
medicamentos contendo alguns antibidticos e anti-inflamatérios nao esteroidais
também apresentam este efeito adverso. O uso de fotoquimiopreventivos € uma
estratégia promissora para a redugéo destes efeitos.

Considerando que a nanoencapsulacdo previamente mostrou a capacidade
de reduzir efeitos adversos como ulceras gastricas (GUTERRES et al., 2001) e
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hepatotoxicidade (MORA-HUERTA et al., 2010), acredita-se que esta tecnologia
possui o0 potencial de reduzir a fototoxicidade se estes farmacos forem
encapsulados.

O presente trabalho de tese busca investigar questdes relevantes e originais
da aplicagdo da nanotecnologia na prevencdo de danos a pele induzidos por
radiacdo ultravioleta. Quatro pontos criticos serdo abordados: i) o potencial
peroxidativo e permeacdo cutdanea do ZnO nanométrico, i) a melhoria da
fotoestabilidade e da retencdo cutédnea do fotoquimiopreventivo, resveratrol, por
meio da nanoencapsulagao, Jiij) o uso da nanotecnologia na prevencao de danos
induzidos por PUVA e iv) o uso da nanotecnologia na redugao de efeitos fototdxicos
induzidos por farmacos. Assim sendo, esta tese encontra-se estruturada, nas
seguintes partes: i) um capitulo de revisdo de literatura sobre nanotecnologia
aplicada a fotoprotegcdo, recentemente publicado no livro Nanocosmetics and
Nanomedicines- New approaches for skin care publicado pela Editora Springer, ii)
um artigo cientifico em fase de submissao focando os estudos com o ZnO, na
sequéncia de uma breve revisdo de literatura no tema i) um artigo cientifico
publicado versando sobre a nanoencapsulagao do resveratrol, na sequéncia de uma
breve revisao de literatura no tema, iv) um artigo cientifico em fase de redagao que
avalia in vivo a aplicabilidade do resveratrol, nanocapsulas de nucleo lipidico e
nanocapsulas de nucleo lipidico carregadas com resveratrol como preventivos de
danos induzidos por radiagdo UVA associada a psoralenos, v) um comunicado
tratando da encapsulacao de ativos fototoxicos para a redugao deste efeito adverso

usando o 8-MOP como modelo e vi) uma segao de consideracgdes finais.
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