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In vivo antiradicalar activity trails by skin peroxidies
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Resumo: FUNDAMENTOS — O organismo humano possui eficientes mecanismos de defesa contra os radicais
livres. A relacao causal observada entre estresse oxidativo e diversos processos degenerativos despertou o inte-
resse para a explora¢io de diversos antioxidantes.

OBJETIVOS - Este trabalho propoe um método in vivo para comprovagdo da eficicia de um novo complexo de alta
atividade anti-radicalar (acetato de tocoferila, licopeno e mistura de icidos clorogénicos rica em acido caféico).
METODOS - Neste ensaio, nao invasivo e placebo controlado, a medida da taxa de perdxido cutineo realizou-se
em diferentes areas — trés ap6s a incidéncia da radiacao UV, duas tratadas, uma niao tratada, e uma nao tratada
e nio irradiada. A presenca do perdxido foi detectada pela aplicagio de sonda fluorescente em adesivo espe-
cifico, que retirou uma amostra do estrato coérneo dos sitios supracitados. O cilculo da prote¢io anti-radicalar
da-se em fungao das unidades fluorimétricas obtidas.

ResuLrapos - Tomando-se como base areas controles nao irradiadas, as areas irradiadas e tratadas com o com-
plexo estudado apresentaram concentragoes 116% menores (p=0,02%) de peroxidos cutineos, com signifi-
cincia estatistica em relacdo as dreas apenas irradiadas. Ja as dreas irradiadas e tratadas com o placebo apre-
sentaram concentracoes apenas 49% menores (p=0,501), o que nao ¢ estatisticamente significativo em com-
paracio as dreas irradiadas.

CoNcLusAo — Os resultados obtidos indicam que o complexo estudado possui significativa capacidade proteto-
ra da pele contra a acio de radicais livres formados a partir da exposicao solar.

Palavras-chave: Acetato de tocoferila; Acido cafeico; Acido clorogénico; Antioxidantes; Envelhecimento da pele;
Fluorimetria; Licopeno; Radicais livres

Abstract: BACKGROUND - Our organism has important defense mechanisms against free radicals. The causal
relationship observed among the oxidative stress and degenerative problems in humans, are getting atten-
tion for the exploration of antioxidant agents.

OsjECTIVES - This study proposes an in vivo methodology for proving the efficacy of a new high-activity antio-
xidant complex (tocopberyl acetate, licopene and a pool of chlorogenic acids rich in cafeic acid).

METHODS - In this non-invasive and placebo controlled assay, the measure of the peroxide rates was performed
in different areas, three after UV radiation, two treated, one non-treated, and an other non-treated and non-
irradiated. The peroxide presence was detected through a fluorescent probe on samples stripped form the sites
above mentioned. The free-radical scavenger activity is calculated through the fluorimetry results.

Resurrs - Based on non-irradiated areas data’s, the irradiated and complex-treated areas presented skin-per-
oxide concentration 116% lower, statistically significant (p=0,02%) compared to the non-treated irradiated
areas. Although, placebo-treated irradiated areas presented skin-peroxide concentration 49% lower, a non-
statistically significant rate (p=0,501%) compared to the irradiated areas.

ConcLusioN - The results indicate that studied-complex, have significant skin-protective action against the
[ree-radicals, usually formed after sun exposure.

Keywords: Tocopheryl acetate; Cafeic acid; Chlorogenic acid; Antioxidants; Skin aging; Fluorimetry;
Licopene; Free radicals
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INTRODUCAO

Sabe-se que o organismo humano possui efi-
cientes mecanismos de defesa contra os radicais
livres, caracterizados por um conjunto de enzimas e
compostos antioxidantes que mantém essas espécies
altamente reativas em concentragdes subtOxicas.'
Quando ocorre um desequilibrio entre 0s processos
de producao e destruicao das espécies reativas de oxi-
génio, induzido, por exemplo, pela acao da radiacao
UV, estabelece-se uma condi¢io em que o ataque Oxi-
dativo das biomoléculas é favorecido, o que pode
propiciar diversos processos fisiolégicos e patologi-
cos, incluindo o envelhecimento cutineo.” A relagio
causal observada entre estresse oxidativo, diversas
patologias e processos degenerativos em humanos
despertou o interesse para a exploracao de moléculas
com atividade antioxidante, capazes de interferir com
a geracao dos radicais livres de oxigénio ou com as
reacoes por eles desencadeadas.

Radicais livres de oxigénio sio formados nas
células eucaridticas aerébias em passos sucessivos de
redugdes monoeletronicas do oxigénio, gerando
sequencialmente os radicais anion superdxido (027°),
o peroxido de hidrogénio (H,0,) e os radicais hidro-
xilas (HO®), como esquematizado abaixo:

0, +e — 0,
2H+ 02-' + e — H202
H,0, + Fe”—Fe™ + HO" + HO' (reacao de Fenton)

Entre as espécies reativas de oxigénio, o oxi-
dante mais potente é representado pelos radicais
hidroxila (HO®), os quais sio capazes de reagir de
modo riapido, com praticamente todas as biomolécu-
las (como lipideos, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos) levando ao desenvolvimento da toxicidade
celular.” Portanto, substancias capazes de reagir com
os radicais hidroxila, ou de impedir o prosseguimen-
to de suas cadeias de reagoes radicalares, constituem
valiosos elementos na protecao antioxidante dos sis-
temas biolégicos. Tais substancias sio genericamente
denominadas agentes sequiestradores de radicais
livres.

O presente trabalho propoe a utilizacao de um
método in vivo, placebo controlado, como ferramen-
ta da comprovagao da eficicia de um novo complexo
de alta atividade antioxidante, composto por acetato
de tocoferila, licopeno e mistura de icidos clorogéni-
cos rica em acido caféico, incorporados a uma férmu-
la base. O método in vivo utilizado para comprova-
cao da atividade antioxidante em humanos é teste
nao invasivo, que avalia o estresse oxidativo celular e
a porcentagem de captura de radicais livres cutineos
gerados a partir da inducao por radiacao ultravioleta.
Em especial, a a¢ao da radiagao UV (A+B) sobre lipi-
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deos cutaneos leva a formagao de perdxidos (Figura
1), que induzem, em cascata a formacio de mais radi-
cais livres, de acordo com a reacio de Fenton.’

A presenca do peréxido é detectada em adesi-
vo especifico que retira uma amostra do estrato cor-
neo de sitios localizados nas costas dos voluntarios. A
analise desses adesivos utiliza uma sonda fluorescen-
te na presenca de perdxido (Figura 2), e o cilculo da
porcentagem de protecao anti-radicalar se da em fun-
¢ao das unidades de fluorimetria obtidas e estatistica-
mente analisadas.’

MATERIAL E METODOS
Voluntarios

Todos os procedimentos experimentais envol-
vendo voluntarios seguiram rigorosamente os padroes
estabelecidos na Declaracao de Helsinque em Boas
Praticas Clinicas, relacionados a protecao de volunta-
rios envolvidos em pesquisas biomédicas, e a todos os
voluntarios foi reservado o direito de abandonar o
estudo a qualquer momento e por qualquer motivo.

As composicoes estudadas contaram com
dados provenientes de nove diferentes voluntarios,
caucasianos, saudaveis, entre 18 e 35 anos de idade,
e de fototipos II e 111, selecionados de acordo com cri-
térios de exclusao abaixo mencionados:

® mulheres gravidas ou lactantes,

® doentes graves ou cronicos,

® pacientes sob tratamento tépico ou sistémi-
co a base de:

® antiinflamatérios e/ou anti-histaminicos ao
longo das ultimas semanas,

@ antitussigenos e/ou corticéides ao longo das
ultimas semanas,

® retinéides e/ou imunossupressores ao longo
dos ultimos seis meses,

FIGURA 1: Formamacao de perdxido

Principio
OH® (radicais livres)

LH (lipideos)

LOOH (lipoperoxidos)
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FIGURA 2: Fluorescéncia

Principio

peroxidos em corneocitos

Sonda ndo

fluorescente
em tampdo

fluorescente

® voluntarios com doengas sistémicas,

® pessoas que pararam, iniciaram ou sofreram
qualquer alteragao em regime de tratamento hormo-
nal (incluindo contraceptivos) no més anterior ao
estudo,

® presenca de dermatoses no tronco posterior,

® pacientes submetidos a suplementacao vitami-
nica (vitaminas C, A, E), a tratamentos a base de 6ligo-
elementos, paracetamol ou antibioticos ha menos de
oito dias do estudo ou durante sua realizagao.

Produtos

Duas composig¢oes de aplicacio topica (Tabelas
1 e 2) foram avaliadas de acordo com o delineamen-
to experimental proposto, diferindo entre si apenas
na presenca do complexo de alta atividade antioxi-
dante em estudo.

Protocolo de irradiacao

Definiram-se as dreas cutineas no tronco pos-
terior dos voluntarios:

® nio irradiada e nio tratada (irea coberta
durante a irradiagio),

® irradiada e nao tratada,

® jrradiada e tratada (para cada produto a ser
estudado).

Uma lampada do tipo Helarium, fonte padrao
de radiacio UV (A+B), foi utilizada para induzir a for-
macao de radicais livres cutaneos (Figura 3).

Aplicou-se radiacio UV (UVA+UVB) nessas
areas com doses padrio determinadas de 390mJ/cm’
e 880mJ/cm’, dimensionadas de acordo com o fototi-
po do paciente.

Protocolo de aplicacao
Cada aplicacio utilizou uma dose de 2mL/cm?
nas areas determinada como “irradiadas e tratadas”. A

5325

TaBELA 1: Formulacao base (placebo)
Componente Percentual
igua desmineralizada qgsp. 100,00
EDTA dissodico 0,10
carbOmero 0,35
goma xantana 0,20
glicerina 5,00
benzoato de alquila C12-15 12,50
estearil dimeticone 1,00
dicaprilil carbonato 2,00
dimeticona e trimetilsiloxissilicato 1,50
copoliol dimeticone metil éter 0,50
cetil fosfato de potissio 2,00
igua desmineralizada 3,00
trietanolamina 0,50
ciclometicona 2,00
ciclometicona e dometiconol 1,00
cocoato de PEG-5 e dicocoato
de PEG-8 e iodopropinil
butilicarbamato e PEG-4 0,20
enoxietanol 1,00

TaBELA 2: Formulagao com complexo estudado

Componente Percentual
Formulagao Base gsp. 100,00
Mistura de dcidos clorogénicos, 0,50

rica em 4cido cafeico, licopeno extraido
do tomate de tocoferila

primeira aplicagao padronizada foi feita imediatamen-
te apos irradiacio (TO), uma segunda aplicacao
padronizada foi realizada ap6s duas horas de irradia-
¢ao (T2h), apds quatro horas de irradiagao (T4h) foi
feita uma terceira aplicacao padronizada e, finalmen-
te, apos seis horas de irradiacio (T6Gh) realizou-se a
quarta e ultima aplicacao.

Protocolo de avaliacao da presenca de perdéxido

No dia seguinte, 24 horas ap6s a irradiacao, os
voluntarios retornam ao laboratoério, sem ter lavado as
costas, para que se realizasse a medicao de peréxido.

Sob condicoes controladas de temperatura (T
= 24 * 2°C) e umidade (U= 40 a 60%), a presenca de
peroxido foi detectada a partir de uma fita adesiva
especifica que retirou amostras de estrato cérneo de
cada uma das dreas demarcadas das costas dos volun-
tarios (Figura 4).

Para anilise desses adesivos utilizou-se uma
sonda que se torna fluorescente na presenga de peroxi-
do, apo6s incubagio em meio tamponado (Figura 5).””

A fluorescéncia foi detectada através do espec-
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Ficura 3: Espectro limpada HELARIUM

FIGURA 4: Amostragem

tro-fluorimetro Fluoroscan II° — Labsystem, utilizan-
do-se os comprimentos de onda de excitacio A=
485nm e o de emissio A=538nm."

Calculo da porcentagem de protecao anti-radicalar

Deu-se em fun¢ao média das unidades de fluo-
rimetria obtidas pela comparacdo dos resultados das
areas irradiadas e tratadas com as obtidas nas areas
irradiadas e nao tratadas.

O efeito da radiacao ultravioleta foi calculado
de acordo com a férmula abaixo:

Efeito da radiagao UV (D%) = (AIT — ANINT) /
ANINT x 100

A eficacia do produto, ou seja, seu poder anti-
radicalar, (E%) foi calculada em comparagio com a
area nao tratada, de acordo com a férmula abaixo:
E% = ((AINT — AIT) / (AINT — ANINT)) x 100

com:
AINT: area irradiada e nao tratada
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FiGura 5: Revelacao

ANINT: area nao irradiada e nao tratada
AIT: area irradiada e tratada

Analise estatistica

A anilise estatistica determinou a significancia
dos resultados obtidos.

Um teste-t pareado, realizado sobre a platafor-
ma EXCEL 9.0 — versao 2000, foi utilizado para reali-
zar a comparacao entre os valores obtidos a partir das
areas irradiadas e tratadas e das areas irradiadas e nio
tratadas.

RESULTADOS

A tabela 3, abaixo, apresenta médias e avalia-
coes estatisticas dos resultados obtidos. Esses dados
apresentam-se em unidades arbitririas de fluores-
céncia.

DISCUSSAO

Tomando-se como linha base os resultados obti-
dos a partir das dreas controles nao irradiadas, as ireas

TABELA 3: Resultados

Parametro Formulacio Base = Formulacio com o

(placebo) compelxo estudado
ANINT 7,52 * 0,71 7,52 * 0,71
AINT 9,41 + 0,84 9,41 + 0,84
AIT 8,48 + 3,99 7,20 * 0,81
D% 25,56 + 8,02 25,56 + 8,02
E% (p=D,501) 116%(p=0,02)

ANINT = drea nao-irradiada e nao-tratada
AINT = area irradiada e nao-tratada

AIT = area irradiada e tratada

D% = efeito da radiacao UV

E% = poder antiradicalar
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Graficamente tem-se:
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GRAFICOS 1 e 2: Medida do nivel de peroxido

irradiadas e tratadas com o produto contendo o comple-
x0 estudado apresentaram concentragdes 116% meno-
res (p=0,02%) de perdxidos cutaneos, com significincia
estatistica em relacio as areas apenas irradiadas. Ja as
areas irradiadas e tratadas com o placebo apresentaram
concentragdes apenas 49% menores (p=0,501), o que
nido ¢é estatisticamente significativo em comparacio as
areas irradiadas. Esses resultados demonstram que ape-
sar da grande dispersao de resultados, inerente a varia-
bilidade natural de resposta do modelo bioldgico utiliza-
do, a atividade de agentes anti-radicalares topicamente
aplicados pode ser comprovada nao apenas em ensaios
in vitro, mas, também, em humanos, bem como que o
complexo anti-radicalar estudado é bom para esse fim
quando aplicado topicamente.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que a mis-
tura de acidos clorogénicos, rica em acido caféi-
co, quando combinada com licopeno, extraido
do tomate, e acetado de tocoferila, possui signi-
ficativa capacidade protetora da pele contra a

acio de radicais livres formados a partir da
exposi¢ao solar.

Pode-se concluir, também, que o estudo in
vivo de atividade anti-radicalar por quantificacio de
peroxidos cutaneos é um bom parametro para avalia-
cdo da capacidade protetora de agentes antioxidan-
tes, constituindo, dessa forma, interessante ferramen-
ta para o desenvolvimento de formulagoes de aplica-
cdo topica destinadas a auxiliar na manutengao do
equilibrio entre os processos de produgio e destrui-
¢ao de radicais livres. a
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