Folkehelseinstituttets vurdering

av østrogeneffekt av UV-filtere

i solkrem på oppdrag fra SNT.

Eksempel til bruk ved kurset BIO4530.

UV-filtere i solkrem – mulig østrogen effekt

Det vises til henvendelse fra SNT pr fax 23. april 2001og telefonsamtale om overnevnte sak.

I en nylig publisert artikkel (1) har en sveitsisk gruppe testet 6 UVA og UVB filtre for østrogen effekt.  Disse kjemiske filterne er vanlig brukt i solkrem. 

Stoffene ble testet på induksjon av proliferasjon av MCF-7 brystkreftceller in vitro, blokkering av prolifersjonsstimulering av MCF-7 med spesifikk østrogen reseptor antagonist in vitro,  induksjon av det østrogenregulerende protein pS2 i MCF-7 celler in vitro, vekst av umoden uterus i rotte etter peroral og dermal applikasjon. 

Undersøkelser in vitro 

Det ble påvist vekststimulering av MCF-7 celler in vitro for Bp-3 (2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenone), HMS (3,3,5-Trimethylcyclo-hexylsalicylate), 4-MBC (3-(4’-methylbenzyliden)-d-1 camphor), OMC (2-Ethylhexyl-4-methoxycinnamate) og OD-PABA (2-Ethylhexyl-4-dimethylamino- benzoate). B-MDM (1-(4-tert-butylphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-prpoan-1,3-dion) ga ikke utslag. Signifikant induksjon av pS2 ble i tillegg vist for Bp-3, HMS og 4-MBC. 

Undersøkelser in vivo

Det var også positivt utslag for Bp-3, 4-MBC og OMC i uterotrofisk test i unge rotter ved oral eksponering. Siden 4-MBC var det UV-filteret som viste den mest potente østrogene virkning utførte forskerne to tester i tillegg med dette stoffet. Effekten in vitro ble mediert via østrogenreseptor siden vekstenstimuleringen av MCF-7 cellene ble stoppet med en spesifikk østrogen antagonist. 4-MBC ga også utslag i uterotrofisk test ved dermal applikasjon. Forsøkene med 4-MBC viste at den beregnede laveste dosen for utslag i uterotrofisk test var ca 1/3 lavere ved dermal eksponering sammenlignet med oral eksponering (37 versus 119 mg/kg). Den høyeste dosen som ikke ga effekt var 18 mg/kg for 4-MBC ved dermal eksponering og 66 mg/kg for peroral eksponering. 

Problemstilling

Positive østrogeneffekter ble altså påvist for 5 av 6 UV-filtere in vitro. Av disse østrogen-aktive stoffene slo 3 positivt ut i uterotrofisk test på unge rotter. Med denne bakgrunn ba SNT Folkehelsa å vurdere om disse nye opplysningene kaster nytt lys over sikkerheten ved bruk  kjemiske UV-filtere i solkrem.            

Vi har delt problemstillingen opp i følgende spørsmål:

· Er østrogen effekt av UV-filtre påvist tidligere?

· Er de presenterte data fra Schlumph et al. (1) tilstrekkelig til å foreta en ny sikkerhetsvurdering av de aktuelle UV-filterne?

· Hva blir sikkerhetsmarginene dersom data fra artikkelen (1) legges til grunn?

Er østrogen effekt av UV-filtre påvist tidligere?

Så vidt vi kjenner til er det ikke påvist østrogen virkning av disse UV-filterne tidligere. Snarere tvert imot, undersøkelser utført på oppdrag av kosmetikkindustrien (2) viser at 4-MBC, OMC og Bp-3 ikke stimulerer vekst av uterus hos umodne rotter. Effekten av 4-MBC ble studert både etter oral og subkutan applikasjon. Vi har ikke gjennomgått om det er ulike betingelser i disse eksperimentene i forhold til eksperimentene til Schlumph et al. 2001 (1). 

I vurderingen av 4-MBC gjort av EU’s vitenskapskomite på kosmetikkområdet (SCC/SCCNFP) er det henvist til en subakutt rottestudie hvor prostatavekten ble redusert med en dose på 1000 mg/kg gitt oralt (3). Det kan tenkes at dette er en østrogen effekt. NOAEL for denne effekten var 30 mg/kg. I sikkerhetsvurderingen ble imidlertid denne effekten ikke tillagt vekt. Det ble vist til at 4-MBC ikke slo ut i tester for hud irritasjon, foto-toksisitet, foto-sensitivitet, foto-kontakt allergi, mutagenisisitet, foto-mutagenisitet, foto-klastogenisistet og teratogenisitet. Det ble lagt vekt på en subkronisk studie hvor 4-MBC stimulerte veksten av thyroidea (skjoldbruskkjertelen) og økte blodnivået av thyroideahormonene med NOAEL på 25 mg/kg, en verdi som ble brukt ved beregningen av en sikkerhetsmargin på 110.  

Er de presenterte data fra Schlumph et al. (1) tilstrekkelig til å foreta en ny sikkerhetsvurdering av de aktuelle UV-filterne?

Ved hjelp av en kombinasjon av testing in vitro (østrogenreseptorstimulering av brystkreftceller) og korttidstesting in vivo (østrogenreseptorstimulering av uterus) har forskergruppen for første gang identifisert flere UV-filtre med østrogen effekt. Etter testing in vivo kunne stoffene rangeres etter potens: 4-MBC > OMC > Bp-3. Stoffene er ca 1/1 000 000 ganger så potent som østrogen og det oppnås en delvis agonistisk virkning (ca 50% in vivo). Selv om dataene er klare når det gjelder å identifisere stoffene med østrogen virkning, er de ikke tilstrekkelige som grunnlag for en risikovurdering. Vi mangler opplysninger om forstyrrelser av reproduksjon og vekst i forsøk over flere generasjoner og andre effekter i langtidsforsøk.  

Selv om disse resultatene ikke er tilstrekkelige for en sikkerhetsvurdering, pekes det på nye problemstillinger som bør undersøkes. Forfatterne henviser til andre studier der flere UV-filtrene er funnet i fisk slik at det er sannsynlig at de akkumuleres i næringskjeden i likhet med andre xenoøstrogener som bisphenol A, methoxyklor, nonylfenol og o, p’ DDT. Av forsøkene kan det se ut som om dermal applikasjon av 4-MBC gir større effekt enn oral applikasjon. Dette kan skyldes at stoffet ved dermal eksponering i motsetning til ved oral eksponering unnslipper nedbrytning i leveren ved første runde i sirkulasjonssystemet. En slik sammenheng er kjent fra dermal og oral applikasjon av østrogen hos mennesker. Det trengs mer informasjon om farmakokinetikk og systemisk belastning hos mennesker ved dermal eksponering av UV-filterne.

I undersøkelsen er det anvendt uterotrofisk test sammen med in vitro tester for å identifisere stoffene med østrogen virkning. At ikke alle stoffene slo ut i testingen på uterus kan tyde på at testen ikke er følsom nok for å fange opp de svake østrogensignalene. Dette understreker viktigheten av å anvende også andre in vivo testsystemer, ikke bare for å identifisere de svakeste signalen men også for å karakterisere doseresponsforholdene for de sterkeste signalene.

Hva blir sikkerhetsmarginene dersom data fra artikkelen (1) legges til grunn?

Vi har foretatt en beregning av sikkerhetsmarginene med bakrunn i høyeste dose som ikke gir effekt in vivo. Vi har gjort dette for å sammenligne med gjeldende vurderinger gjort av EU’s vitenskapskomite på kosmetikkområdet (SCC/SCCNFP) (3). Vi har brukt de samme forutsetningene som SCC/SCCNFP, og våre beregninger er presentert i vedlegg 1. Konklusjonene er presentert i tabellen under. 

Effekt i uterotrofisk test.

	Stoff
	Høyeste dose som ikke gir effekt 

mg/kg/dag

Peroralt 


	Høyeste dose som ikke gir effekt

mg/kg/dag 

Dermalt


	Sikkerhets margin

Oralt
	Sikkerhets margin

Dermalt

	OMC
	522
	It
	870
	It

	4-MBC
	66
	18
	286
	78

	Bp-3
	937
	It
	1560
	It


it = ikke testet

Den mest potente effekt er oppnådd med 4-MBC ved dermal eksponering hvor høyeste dose som ikke gir effekt er 18 mg/kg/dag. Dette er ikke vesentlig forskjellig fra den NOAEL på 25 mg/kg/dag som ligger til grunn for sikkerhetsvurderingen utført av SCC/SCCNFP (3). 

Siden barn har større overflate i forhold til kroppsvekten enn voksne vil sikkerhetsmarginen bli lavere for barn, ca 20 % lavere for et barn på 2 år som veier 13 kg. 

Konklusjon

· Det er påvist en svak østrogen effekt av UV-filterne 4-MBC, OMC og Bp-3. Slike effekter er ikke tidligere påvist. 4-MBC er mest potent og tilsynelatende mest potent ved dermal eksponering i forhold til oral eksponering. Det positive utslaget som er vist i uterustesten er ikke i overensstemmelse med mangel på utslag med de samme stoffene utført i samme testsystem i et annet laboratorium (2).

· Metodene som er brukt er gode for å identifisere østrogen effekt, men dataene som presenteres er ikke tilstrekkelige for å foreta en sikkerhetsanalyse. Vi mangler opplysninger om forstyrrelser av reproduksjon og vekst i langtidsforsøk. og forsøk over flere generasjoner. Det trengs mer informasjon om farmakokinetikk og systemisk belastning hos mennesker ved dermal eksponering av UV-filterne.

· For 4-MBC er høyeste dose som ikke gir effekt 18 mg/kg/dag. Dette er ikke vesentlig forskjellig fra den NOAEL på 25 mg/kg/dag som ligger til grunn for sikkerhetsvurderingen utført av SCC/SCCNFP (3).

Refereranser

1 Schlumph M et al (2001) In vitro and in vivo estrogenicity of UV sceens. Environmental Health Perspectives, 109, 239-244.

2 Rapportsammendrag av resultater fra uterotrofisk utført på oppdrag fra industrien. RBM exp No R14270 for (oral studie 4-MBC), RBM Exp. No R11420 (subkutant for 4-MBC), BASF 07R0228/99121 (test av OMC), BASF 06R0065/97010 (test av Bp-3). Oversendt fra SNT.

3 Opinion of the Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-food Products Intended for Consumers concerning 3-(4’-Methylbenzylidine)-D,L-Camphor, XXIV/1377/96, rev. 1/98.

Vedlegg 1

De aktuelle UV filterne og regulering

Strukturene er som følger:
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Følgende reguleringer gjelder:

	Navn i 

Sveitsisk art


	Kjemisk navn
	INCI-navn
	Kjent handels navn
	COLIPA
	CAS-nr
	Maks. tillatt konsentrasjon ihht forskrift og direktiv

(%)



	Bp-3
	2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenone
	OXYBENZONE
	Benzo-phenone-3
	S 38
	131-57-7
	10

	HMS
	3,3,5-Trimethylcyclo-hexylsalicylate
	HOMOSALATE
	
	S12
	118-56-9
	10

	4-MBC
	3-(4’-methylbenzyliden)-d-1 camphor
	4-Methyl-benzylidene Camphor
	EUSOLEX 6300
	S 60
	36861- 47 -9
	4

	OMC
	2-Ethylhexyl-4-methoxycinnamate
	Octyl methoxy-cinnamate
	PARSOL MCX
	S 28
	5466 – 77 3
	10

	OD-PABA
	2-Ethylhexyl-4-dimethylamino- benzoate
	Octyl dimethyl PABA
	PADIMAT O
	S 8
	21245 – 02 -3
	8

	B-MDM
	1-(4-tert-butylphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-prpoan-1,3-dion
	Butyl methoxy-dienzoyl methane
	(PARSOL 1789)
	S66
	70356 – 09 -1
	5


EU’s vitenskapskomite på kosmetikkområdet (SCC / SCCNFP) har vurdert stoffene bortsett fra S38 og S12. I uttalelsene er ikke østrogenvirkning tatt med i betraktning.

SCC/SCCNFP har i sine beregninger av SM brukt følgende forutsetninger mht graden av hudpenetrasjon

	Filter


	Penetrasjonsgrad (%)
	Metode

	S 60
	1.9
	In vivo forsøk på mennesker, 5% konsentrasjon, 14C, oil in water, 6 timers eksponering

	S 28
	2.0
	In vitro, menneske hud, 7.5% konsentrasjon, oppsamling i kammer over 18 timer

	S 8
	2.0
	In vivo forsøk på mennesker, 8 % konsentrasjon, 14C, ethanol, 24 timers eksponering

	S 66
	0.48
	In vivo forsøk på mennesker, 10 % konsentrasjon, 14C, carbitol, 8 timers eksponering


Det er utført hudpentrasjons-forsøk også for S 38 – men etter det en kan se ikke for S 12:

	Filter


	Penetrasjonsgrad (%)
	Metode

	S 38
	 1 – 2 *
	In vivo forsøk på mennesker, 6% konsentrasjon, solkrem, 12 timers eksponering

	S 38
	4 **
	In vivo, menneske hud, 5 % konsentrasjon, emulsion gel, 6 timers eksponering

	S 38
	2 **
	In vivo, menneske hud, 5 % konsentrasjon, petrolatum, 6 timers eksponering


* Hayden CG, Roberts MS, Benson HA, “Systemic absorption of sunscreen after topical application”, Lancet; Vol 350, Sep 20, 1997, 863 – 864

** Treffel P, Gabard B, “ Skin penetration and sun protection factor of ultraviolet filters from two vehicles”, Pharm. Res.; VOL 13 I May 1996, 770-774

Muligens vil det være riktig å legge til grunn 2% i SM beregninger da denne er oppnådd fra forsøk med faktiske solkremer (vehicle betyr meget som en ser og vet fra før) 

Beregning av sikkerhetsmarginer hos voksne personer for østrogenvirkning basert på høyeste dose som ikke gir effekt

Mengde produkt som typisk påføres huden er 1.0 mg/cm2 over hele kroppsoverflaten som antas å være 1.8 m2 (18 000 cm2). Mengde krem påført er da 18 000 mg

	Beregning av sikkerhetsmargin

	Mengde produkt som appliseres (mg)

Konsentrasjon av aktiv ingrediens (%)

Total mengde aktiv ingrediens applisert (mg)
	F

C

F x C / 100  =  I

	Typisk kroppsvekt for mennesker (Kg)
	60

	Absorpsjon av aktiv ingrediens (%)

Total mengde absorbert (mg)
	A

I x A / 100

	Systemisk eksponeringsdose (mg/Kg kroppsvekt) SED
	(I x A) / 100 x 60

	Sikkerhetsmargin
	NOAEL / SED


S 28 / OMC

Konsentrasjon ( C):  10 %

Total mengde aktiv ingredient på huden:       I   = 18 000 x 10 /100 = 1800 mg

Perkutan absorpsjon (A):  2 %

Total mengde absorbert:  I x A / 100  =  36 mg

Systemisk eksponering (SED):    SED  = 36 / 60  =  0.6 mg /Kg kroppsvekt

NOAEL (Sveitsisk undersøkelse / hormonherming in vivo peroralt, rotte) :  522 mg/kg / dag

Sikkerhetsmargin:   SM = NOAL / SED = 522 / 0.6  =  870

S 60  / 4- MBC

C: 4%

A: 1.9%

SED = F x C x A / 60 =   18 000 x 0.04 x 0.019 / 60 = 0.23 mg / Kg kroppsvekt

NOAL ( in vivo peroralt, rotte):  
66 mg /Kg / dag

NOAL ( in vivo dermalt, rotte):   
18  mg Kg /dag (beregnet)

SMperoral = 66 / 0.23  =  286

SMdermal = 18 / 0.23  =  78

S 38 / Bp-3

C: 10 %

A :  2%

SED = F x C x A /60 = 18 000 x 0.10 x 0.02 / 60  =  0.6 mg / Kg kroppsvekt

NOAL (Sveitsisk undersøkelse / hormonherming in vivo peroralt, rotte):  937 mg /Kg / dag

SM = 937 / 0.6 = 780
Beregning av sikkerhetsmarginer hos barn for østrogenvirkning basert på høyeste dose som ikke gir effekt 

Miljøstyrelsen i Danmark har gjort egne beregninger for barn da de har en større overflate per vekt enn voksne og følgelig vil få en større dosering ved samme påsmøring. De tar utgangspunkt i at et barn på 2 år har en overflate på 5000 cm2 og en vekt på 13 kg. 

For et slikt barn er mengde krem påført: 5000 x 1 = 5 000 mg

S 60  / 4- MBC (barn)

C: 4%

A: 1.9%

SED = F x C x A / 13 =   5 000 x 0.04 x 0.019 / 13 = 0.29 mg / Kg kroppsvekt

NOAL ( in vivo peroralt, rotte):  
66 mg /Kg / dag

NOAL ( in vivo dermalt, rotte):   
18  mg Kg /dag (beregnet)

SMperoral = 66 / 0.29  =  227

SMdermal = 18 / 0.29  =  62

Sikkerhetsfaktoren for voksne må multipliseres med 0.8 for å gjelde et barn på 2 år.
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