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RESUMO 
 

SOUZA, R. O.  Avaliação in vitro e in vivo da atividade fotoquimioprotetora da 
fração de Byrsonima crassifolia e da (+)-catequina contra os danos induzidos pela 
radiação UVB. 2015. 140f. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 
Universidade de São Paulo, 2015. 
 
A pele é o maior tecido do corpo humano e está constantemente exposta a inúmeros 
agentes nocivos, dentre os quais se destaca a radiação ultravioleta (RUV), que está 
relacionada aos fotodanos do DNA, geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 
ativação de mediadores do processo inflamatório. Nestas circunstâncias, mesmo 
possuindo um sistema de defesa antioxidante, a pele é submetida ao estresse oxidativo 
devido ao aumento da concentração de radicais livres, o que rompe o equilíbrio pró-
oxidante/antioxidante. Neste contexto, as substâncias naturais tem sido frequentemente 
empregadas como ferramenta para enriquecer o sistema protetor cutâneo endógeno, 
reduzindo, dessa forma, os danos oxidativos causados pela RUV na pele. Sendo assim, 
o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito fotoquimioprotetor in vitro e in 

vivo da fração de média polaridade de Byrsonima crassifolia (BC) e da (+) catequina 
(CAT), em cultura de queratinócitos humanos e em camundongos sem pelos submetidos 
à radiação UVB. Comparado ao extrato purificado, a fração de BC apresentou elevada 
atividade antioxidante in vitro e maiores teores de polifenóis totais e de compostos 
fenólicos: (+) catequina (255 ± 3,2mg/g de fração), (-) epigalocatequina-3-galato (26 ± 
1,68mg/g de fração) e quercetina 3-O-β-D-glicopiranosídeo (12 ± 0,09mg/g de fração). 
A formulação gel adicionada da fração de BC (1%) proporcionou maior liberação dos 
compostos fenólicos na pele de orelha de porco do que a formulação emulgel e a CAT 
foi o composto fenólico majoritário quantificado na epiderme viável da pele de orelha 
de porco (21,72 ± 5,2µg/cm2). Dessa forma, a formulação gel (1%) adicionada da fração 
de BC ou CAT foi avaliada também quanto à penetração cutânea in vivo. Na epiderme 
viável da pele dos camundongos sem pelos detectou-se os compostos fenólicos da 
fração de BC, bem como a CAT. A avaliação fotoquimioprotetora da fração de BC e da 
CAT em cultura de queratinócitos demonstrou que ambas as amostras foram capazes de 
inibir a peroxidação lipídica, a secreção da IL-6 e a redução do NFκB/p65 no 
citoplasma induzidos pela radiação UVB. Em relação à atividade fotoquimioprotetora in 

vivo, a fração de BC e CAT foram capazes de evitar/diminuir a depleção dos níveis de 
GSH, o infiltrado inflamatório e a secreção das citocinas IL-1β e IL-6 induzidos pela 
radiação UVB. Por outro lado, somente a fração de BC foi capaz de inibir a 
atividade/secreção da metaloproteinase MMP-9, o que demonstra uma potente atividade 
fotoquimioprotetora e sugere que o efeito da fração vegetal pode ser superior ao do 
padrão (+) CAT, já que a fração é composta por uma mistura complexa de substâncias 
capazes de potenciar a ação dos polifenóis. Estes resultados são promissores e apontam 
para o uso da fração de BC e da CAT na prevenção/tratamento dos danos induzidos pela 
radiação UVB na pele. 
 

Palavras-chave: Antioxidantes, Byrsonima crassifolia, Catequina, Radiação UV, 
Fotoquimioproteção, Queratinócitos, Camundongos sem pelos e Penetração cutânea. 
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1.1 Características da Pele  
A pele é o maior órgão do corpo humano e dispõe de uma área superficial de 

aproximadamente 1,5 - 2,0 m2, atuando como uma barreira eficaz contra os efeitos nocivos de 

agentes ambientais e regulando a perda de água, além de proteger os órgãos internos do corpo. 

Anatomicamente, a pele humana é composta por três camadas: uma camada superior, a 

epiderme, uma intermediária, a derme e uma mais profunda, a hipoderme, como mostra a 

figura 1(Nichols e Katiyar, 2010; Wertz, 2013; Natarajan et al., 2014).  

 A epiderme consiste de um epitélio estratificado, queratinizado e escamoso, no qual 

80% das células são queratinócitos, principais células responsáveis pela produção de citocinas 

epidérmicas (Grone, 2002). Outros tipos de células incluem melanócitos (síntese do 

pigmento), células de Langerhans (função imunológica) e células de Merkel (função de 

receptor). A epiderme humana é constituída por cinco camadas distintas sendo elas, da mais 

interna para a mais externa (Svobodova e Vostalova, 2010) (figura 1): 

� Camada basal da epiderme é a camada mais interna e é responsável pela renovação 

contínua da epiderme, sendo formada por células jovens que separam a epiderme da 

derme. Após as células basais sofrerem mitose, novos queratinócitos são gerados, os quais 

migram para cima empurrando as células existentes para a superfície externa;   

� Camada espinhosa é formada por células que apresentam projeções citoplasmáticas 

(desmossomos e filamentos de queratina) e ancoram as células umas às outras, dando 

resistência ao atrito;  

� Camada granulosa é composta por células poligonais achatadas e têm grânulos de 

querato-hialina em seu citoplasma, que são precursores da queratina do estrato córneo; 

� Camada lúcida é mais evidente na pele espessa (palma das mãos e planta dos pés) e é 

constituída por uma delgada camada de células achatadas e translúcidas, cujos núcleos e 

organelas citoplasmáticas foram digeridos por enzimas dos lisossomos e desapareceram.  

� Camada córnea ou estrato córneo é a camada mais externa da epiderme, funciona como 

barreira física e química, sendo composta de células queratinizadas mortas desprovidas de 

núcleos. Estas células são chamadas de corneócitos e são o produto final dos 

queratinócitos. Dentro dos corneócitos são encontradas substâncias hidrofílicas de baixa 

massa molecular como aminoácidos, açúcares e queratina, que fornecem resistência a 

estas células. Cada corneócito do estrato córneo é envolto por um envelope protéico e 

entre eles está presente a maioria do material lipídico na forma de lipídeos neutros. As 

células queratinizadas são embebidas em uma matriz lipídica organizada em bicamadas 

ricas em ceramidas, colesterol e ácidos graxos livres.  



Introdução e Revisão da Literatura    3 

A derme é um tecido conjuntivo denso que apóia a epiderme e une a pele ao tecido 

celular subcutâneo ou hipoderme. A derme e epiderme são interligadas por papilas dérmicas e 

epidérmicas, compostas principalmente por fibras de colágeno e elastina, que conferem 

elasticidade à pele. As principais células da derme são os fibroblastos, além de mastócitos, 

macrófagos, adipócitos e células plasmáticas. O tecido está entrelaçado com fibras nervosas, 

vasos sanguíneos e linfáticos que alimentam a epiderme. Os fibroblastos são células 

fusiformes ou estreladas que sintetizam as fibras dérmicas. As fibras dérmicas conferem 

resistência mecânica à pele, e são constituídas, em sua maioria por colágeno intersticial, 

principalmente de tipos I e III, porém outros tipos de colágenos são encontrados na derme 

como os colágenos do tipo IV e VII (Kanitakis, 2002). A camada subcutânea, denominada 

hipoderme, atua como reserva energética, proteção contra choques mecânicos e isolamento 

térmico (Junqueira e Carneiro, 2004). 

 

 

Figura 1 : Camadas da pele humana: epiderme (estrato córneo, camada lúcida, camada 
granulosa, camada espinhosa e camada basal), derme e hipoderme. Adaptado de imagem 
disponível em <http://www.skin-remedies.com/skin.html>. Acesso em Janeiro de 2015. 

 

A pele apresenta interações celulares e moleculares reguladas, que governam de modo 

preciso muitas das agressões provindas do meio ambiente. Ela oferece um sistema de defesa 

antioxidante endógeno, constituído por antioxidantes não enzimáticos e os enzimáticos. O 

grupo dos antioxidantes não enzimáticos inclui os carotenóides, a vitamina C (ácido 
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ascórbico), a vitamina E (α-tocoferol), ubiquinol-10 (coenzima Q10) e outras substâncias 

como cisteína, ácido úrico e glutationa reduzida (GSH), além de substâncias quelantes de íons 

metálicos. Os antioxidantes enzimáticos incluem enzimas como a superóxido dismutase 

(SOD), a catalase (CAT), mieloperoxidase (MPO), a glutationa redutase e a glutationa 

peroxidase que detoxificam os radicais peróxidos, peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos 

lipídicos.  Entre estas enzimas, a SOD e a CAT são as principais enzimas antioxidantes que 

protegem a epiderme. A SOD converte ânions superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2), 

enquanto a CAT degrada H2O2 em água e oxigênio (Shindo, Witt e Packer, 1993; Sander et 

al., 2002; F'guyer, Afaq e Mukhtar, 2003; Sander et al., 2004; Peres et al., 2011). 

Estes sistemas de defesa antioxidante estão em maior concentração na epiderme, 

indicando ser esta mais susceptível do que a derme ao estresse oxidativo (Shindo et al., 1994). 

Desta forma, torna-se relevante a utilização de células presentes na epiderme, como 

queratinócitos, para estudos que objetivam avaliar o estresse oxidativo na pele. 

 

1.2 A radiação ultravioleta e os danos causados à pele 

O sol emite principalmente luz visível e radiação infravermelha, mas também emite 

radiação ultravioleta (UV), a qual será o foco do presente trabalho. A exposição excessiva à 

radiação UV é capaz de limitar a capacidade natural dos sistemas de defesa da pele, 

propiciando a iniciação de várias perturbações à pele, tais como fotoenvelhecimento, 

imunossupressão sistêmica, inflamação aguda e em última fase o câncer de pele. A radiação 

UV é dividida em três faixas dependendo do comprimento de onda: UVC (200–290 nm), 

UVB (290–320 nm), e UVA (320– 400 nm) (Mukhtar e Elmets, 1996; Xu e Fisher, 2005; 

Guaratini, Medeiros e Colepicolo, 2007) 

A forma de radiação ultravioleta mais energética é a UVC, que não chega à superfície 

terrestre, pois é absorvida pela camada de ozônio. A radiação UVB representa 5% da radiação 

ultravioleta que alcança a superfície terrestre e a radiação UVA 95% (Svobodova, Walterova 

e Vostalova, 2006). A radiação UVB é o componente mais prejudicial da radiação solar que 

atinge a superfície da terra, pois é capaz de induzir uma série de danos à pele humana, sendo 

menos penetrante e mais genotóxica e mutagênica do que a radiação UVA e atuando 

principalmente na camada epidérmica da pele. Embora a radiação UVA seja menos 

energética, é a que mais atinge a Terra e possui o maior potencial penetrante, sendo que o seu 

principal modo de ação se dá pela geração de espécies reativas de oxigênio (EROs); por outro 

lado, a radiação UVA estimula a formação da melanina e protege a pele de queimaduras 

imediatas (figura 2) (Abu Zaid et al., 2007; Maverakis et al., 2010). 
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Figura 2: Capacidade de penetração da radiação solar na pele humana em função do 
comprimento de onda. Adaptado de:<http://www.industrial-needs.com/technical-
data/radiation-meter-PCE-UV34.htm>. Acesso em: janeiro de 2015. 

 

O efeito mais específico da exposição da pele humana à radiação UVB é representado 

por danos no DNA, devido à interação da radiação com as bases heterocíclicas, o que induz a 

formação de dímeros de pirimidina ciclobutano (CPD) e fotoprodutos pirimidina-pirimidona 

(6-4). Os danos são causados pela ligação errônea de duas pirimidinas na mesma fita de DNA. 

Em vez de ocorrer o pareamento clássico (Adenina-Timina) AT ou GC (Guanina-Citosina), as 

bases podem ligar-se por meio de CC, TT ou CT (Heck et al., 2004; Cadet, Sage e Douki, 

2005). 

Para manter a integridade das células após danos no DNA várias respostas celulares 

são induzidas, como a ativação transcricional do gene p53, que desempenha papel direto no 

reparo do DNA ou indução da apoptose (Levine, 1997; Smith e Fornace, 1997; Kamijo et al., 

1998; Lu et al., 1999). A proteína p53 é ativada por fosforilação devido ao aumento da 

transcrição do gene supressor de tumor p53 (Matsumura e Ananthaswamy, 2004). Desta 

forma, o aumento do nível da proteína p53 após o dano ao DNA está associada com um 

aumento da apoptose. Assim, mutações neste gene, o insucesso no reparo dos danos ao DNA 

ou a falha no processo de morte celular programada perpetua e amplifica as mutações nas 

células epidérmicas o que pode levar ao processo de carcinogênese na pele (Zambetti e 

Levine, 1993; White, 1996; Claerhout et al., 2006). 

 Há fortes evidências de que a radiação UVB seja o principal fator de risco ambiental 

que proporciona o desenvolvimento de carcinoma basocelular e carcinoma celular escamoso 

(cânceres do tipo não melanoma). Já o desenvolvimento de melanoma cutâneo maligno é 
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causado pela ação conjunta das radiações UVB e UVA e está diretamente relacionado à 

indução de danos oxidativos na pele provocado pelas Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 

(Wittgen e Van Kempen, 2007). 

Para manifestar seus efeitos nas células, a radiação UV é absorvida por cromóforos 

celulares, como os aminoácidos aromáticos, principalmente triptofano e tirosina, proteínas, 

DNA, RNA, lipídios e melanina, que são capazes de absorver essa energia e convertê-la em 

energia química. Esses cromóforos energizados podem reagir com o oxigênio molecular 

resultando na geração das EROs. As EROs podem ser de dois tipos: radicais livres (radicais 

hidroxila, peroxila e alcoxila, o ânion superóxido) e aquelas que não são radicais livres, mas 

são moléculas de oxigênio reativas capazes de iniciar reações oxidativas e gerar espécies de 

radicais livres em organismos vivos (oxigênio singlete, peróxido de hidrogênio, peróxido 

nitrito, ácido hipocloroso) (Pinnell, 2003; Cadet, Sage e Douki, 2005; Xu e Fisher, 2005; 

Verschooten et al., 2006; Guaratini, Medeiros e Colepicolo, 2007; Shah e Rawal Mahajan, 

2013).  

As EROs interagem facilmente com as células do tecido humano e possuem grande 

potencial destrutivo. O oxigênio molecular (O2) tem sua reatividade aumentada através da 

adição de um elétron ou por meio da transferência de energia, sendo por sua vez, convertido 

em oxigênio singlete (1O2) ou ânion superóxido (O2
•-) (figura 3). O O2

•- é extremamente 

instável e pode ser ainda convertido em peróxido de hidrogênio (H2O2), espontaneamente ou 

enzimaticamente pela superóxido dismutase (SOD). Além disso, o O2
•- gera alguns produtos 

tóxicos e muito reativos, como o ácido hipocloroso e o peroxinitrito (Scandalios, 1993; Valko 

et al., 2007; Chen, Hu e Wang, 2012).  

O H2O2 é mais estável do que o O2
•- e pode permear através das membranas lipídicas 

celulares. Adicionalmente, o H2O2 também pode ser convertido no radical hidroxila (•OH) na 

presença do íon ferro (Fe2+) ou cobre (Cu2+) através da reação de Fenton (Fe2++ H2O2→ 

Fe3++•OH+íon hidroxil) (Chen, Hu e Wang, 2012). Os íons metálicos de transição, ferro e 

cobre, também catalisam a reação entre O2
•- e H2O2, gerando •OH (reação de Haber-Weiss) 

(Dizdaroglu e Jaruga, 2012). 

O H2O2 pode ser eliminado pela ação da glutationa peroxidase presente no citosol, na 

mitocôndria ou no meio extracelular, e sua ação é converter o H2O2 em H2O e os 

hidroperóxidos lipídicos oriundos das membranas em álcoois estáveis. Essa enzima catalisa a 

reação de oxidação da glutationa reduzida (GSH) para a sua forma oxidada (GSSG) através da 

doação de elétrons. A GSH poderá ser regenerada com o auxílio da glutationa redutase (GR), 

com transferência do hidrogênio da nicotinamida adenina nucleotídeo reduzido (NADPH). 
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Outra via de neutralização do H2O2 seria sua conversão em ácido hipocloroso (HClO) pela 

enzima mieloperoxidase (MPO), uma heme peroxidase abundantemente encontrada nos 

lisossomos dos neutrófilos (Comhair e Erzurum, 2005; Day, 2009; Dickinson e Chang, 2011).  

O radical •OH é uma das EROs mais instáveis que existe no sistema biológico, pois é 

capaz de reagir com diversas biomoléculas capazes de ceder elétrons, como DNA, enzimas, 

proteínas e aminoácidos. Esse radical também pode reagir com fosfolipídeos de membrana, 

promovendo a sua desorganização, formando radicais alcoxila (LO•), radicais peroxila (LOO•) 

e hidroperóxidos lipídicos (LOOH), precursores da peroxidação lipídica (Valko et al., 2007; 

Chen, Hu e Wang, 2012). Um resumo da reação em cadeia da geração de EROs está 

apresentado na figura 3. 

Figura 3: Reação em cadeia da geração de Espécies Reativas de Oxigênio. Adaptado por 
Chen, Hu e Wang (2012). 
 

A superprodução de EROs sobrecarrega a capacidade de defesa do sistema 

antioxidante endógeno, levando ao estresse oxidativo e fotolesões em macromoléculas da 

pele, tais como proteínas e lipídeos. Sob circunstâncias que promovem o estresse oxidativo, a 

concentração de radicais livres aumenta incontrolavelmente, alterando a homeostasia cutânea 
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(Sierens et al., 2001). Assim, ocorre uma série de efeitos prejudiciais às células da pele 

humana. A figura 4 mostra o esquema simplificado das alterações bioquímicas e vias de 

sinalização envolvidas na pele após exposição à radiação UV. 

 

 

Figura 4: Esquema simplificado das alterações bioquímicas e vias de sinalização envolvidas 
na pele após exposição à radiação UV. Adaptado por Zouboulis e Makrantonaki (2011) e 
Chen, Hu e Wang (2012). 

 

O excesso de EROs podem desencadear uma incontrolável reação em cadeia de 

peroxidação lipídica (LPO), um processo prejudicial conseqüente da exposição a radiação UV 

e que gera produtos pro-inflamatórios (Girotti et al., 2000). A peroxidação lipídica é o 

processo pelo qual as EROs reagem com ácidos graxos poliinsaturados dos fosfolipídios das 

membranas celulares,  conduzindo a uma desorganização da membrana celular  e liberação de 

fosfolipídios. Estes fosfolipídios quando associados ao aumento de atividade da fosfolipase 

A2 e da ciclooxigenase-2 (COX-2), superexpressas devido à radiação UV, resultam em 

elevados níveis de produção de prostaglandinas (PG), incluindo a prostaglandina E2 (PGE2), 

que induzem inflamação na pele. As alterações nas membranas desenvolvem transtornos na 

permeabilidade, alterando o fluxo iônico e o fluxo de outras substâncias, o que resulta na 
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perda da seletividade para entrada e/ou saída de nutrientes e substâncias tóxicas à célula, além 

de promover alterações no DNA, oxidação da LDL (colesterol de baixa densidade) e 

comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, colágeno e 

elastina) (Halliday, 2005; Svobodova, Walterova e Vostalova, 2006; Zhou et al., 2012).  

O processo inflamatório resultante da radiação UV sobre a pele induz alterações que 

incluem eritema, infiltrado de células inflamatórias como macrófagos e neutrófilos e 

alterações na produção de citocinas a partir de queratinócitos e melanócitos na epiderme e de 

fibroblastos, células endoteliais, mastócitos e outras células inflamatórias presentes na derme 

(Kondo, 2000; Coussens e Werb, 2001; Sander et al., 2004).  

A liberação da citocina inflamatória interleucina (IL) -1 ocorre a partir do estrato 

córneo e por conseguinte iniciam-se as reações inflamatórias nas diferentes camadas da pele 

(Kupper e Groves, 1995; Wood et al., 1996). Além disso, a radiação UV estimula a síntese e 

liberação do fator de necrose tumoral- α (TNF-α) de queratinócitos para a corrente sanguínea, 

sugerindo que citocinas derivadas de células epidérmicas podem mediar reações inflamatórias 

sistêmicas. A ativação da síntese do TNF-α se dá parcialmente pela IL-1 e parcialmente pelas 

EROs. Estas duas citocinas “primárias” IL-1 e TNF-α auto-induzem sua produção pelos 

queratinócitos e estimulam a produção de outra citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-6, 

IL-8, IL-10 e IL-12, que por sua vez elevam a produção de EROS e aumentam o estresse 

oxidativo, que se permanecer não reparado pode iniciar a fotocarcinogênese (Kock et al., 

1990; Corsini et al., 1995; Pillai, Oresajo e Hayward, 2005; Thomas-Ahner et al., 2007; 

Poquet, Clifford e Williamson, 2008; Sivamani e Maibach, 2009). 

As citocinas atuam principalmente através de duas vias: por estimulação dos níveis do 

fator nuclear - kappa B (NF-kB) no citoplasma (Adhami, Afaq e Ahmad, 2003; Tanaka et al., 

2005; 2007) ou por estimulação dos níveis das proteínas quinases ativadas por mitógenos 

(MAP quinases) na célula (Mittelstadt et al., 2005). 

O NF-kB é um complexo de proteínas que controla a transcrição do DNA, que 

normalmente é retido no citoplasma como um complexo inativo ligado a uma molécula 

inibidora, denominada IkB. Com a exposição da pele aos raios UV, há a secreção de 

mediadores inflamatórios como IL-1 e TNF-α, os quais atuam como estimuladores e 

promovem a degradação do complexo NF-kB/IkB. Então o NF-kB é translocado para o 

núcleo, acarretando a ativação de genes envolvidos na produção de substâncias pró-

inflamatórias (IL-1, IL-6 e TNF-α) e levando à formação de metaloproteinases (Bond, Baker e 

Newby, 1999; Sun, Malacinski e Yokota, 2002; Chung, 2003; Shah e Rawal Mahajan, 2013).  
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As MAP quinases são mediadores na transdução do sinal da superfície celular para o 

núcleo e são de grande importância no processo de ativação e controle da expressão gênica 

(Fisher et al., 1998). A família das MAP quinases é composta por três membros: proteínas 

quinases ativadas por estresse (quinase c- Jun N-terminal (JNK) e quinase p38) e a proteína 

quinase regulada por sinais extracelulares (ERK). A ERK é ativada em resposta a fatores de 

crescimento e estimula a proliferação, sobrevivência e diferenciação celular tendo papel 

importante também na promoção de tumores, principalmente estimulados pelo estado 

oxidativo (Kallunki et al., 1994). A JNK e p38 são principalmente ativadas por estressores 

ambientais como a exposição RUV, citocinas inflamatórias, choque térmico e agentes 

causadores de danos de DNA. A fosforilação destas proteínas tem papel importante na 

diferenciação celular e resposta inflamatória. O balanço dinâmico na ativação das diversas 

vias das MAP quinases é importante para sobrevivência celular, de modo que estas atuam nas 

células controlando a resposta aos diversos sinais do meio (Chung, 2003; Melnikova e 

Ananthaswamy, 2005; Mantena e Katiyar, 2006).  

A ativação da família das MAP quinases resulta no aumento da expressão do fator de 

transcrição c-Jun na pele humana, que juntamente com o fator de transcrição 

constitutivamente expresso, c-Fos, formam o complexo AP-1, um fator de transcrição 

altamente ativo. A atividade aumentada de AP-1 é necessária para a indução de membros 

chave da família das metaloproteinases (MMPs), as quais são responsáveis pela degradação 

de colágeno e fibras elásticas na pele (Kim, Lee, et al., 2005; Xu e Fisher, 2005). 

A radiação UV induz aumento da atividade enzimática de pelo menos três MMPs. São 

elas: MMP-1, que degrada fibras de colágeno tipo I e III; MMP-3 (estromelisina-1) que 

degrada colágeno tipo IV; e MMP-9 (gelatinase-B) que degrada fragmentos de colágeno 

gerados por MMP-1. Juntas, estas MMPs têm a capacidade de degradar a maior parte das 

proteínas estruturais que compõe o tecido conjuntivo dérmico (Fisher et al., 2001; Xu e 

Fisher, 2005). 

Os fibroblastos estão presentes na derme e são responsáveis principalmente pela 

produção de fibras de colágeno tipo I e III, as quais fornecem força e resistência à pele. O 

colágeno tipo I é o mais abundante na pele, produzido a partir do pró-colágeno tipo I. Um dos 

principais danos causados pela exposição à radiação UVB é a degradação das fibras elásticas, 

do colágeno e das glicosaminoglicanas da matriz extracelular da derme, o que acarreta a perda 

de elasticidade e contribui para a formação de rugas e fotoenvelhecimento da pele (Shah e 

Rawal Mahajan, 2013).  
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1.3 Compostos fenólicos extraídos das folhas de Byrsonima crassifolia e a (+) catequina 

como agentes fotoquimioprotetores 

Para limitar os danos induzidos pela radiação UV é recomendado o uso de protetor 

solar com um fator de proteção solar igual ou superior a 15. No entanto, o aumento do uso de 

protetores solar tem coincidido com o aumento do câncer de pele, estudos conduzidos por 

Hanson, Gratton e Bardeen (2006) mostram que quando os filtros solares benzofenona, 

octilmetoxicinamato e salicilato de octila penetram na epiderme viável da pele, o nível de 

EROs aumenta além daquele produzido naturalmente pelos cromóforos epiteliais sob 

irradiação. 

Assim, a fotoquimioproteção tem sido apreciada como uma maneira viável em reduzir 

a ocorrência de uma variedade de desordens de pele. A ação dos agentes fotoquimioprotetores 

pode ser alcançada tanto pela prevenção, quanto pela correção dos danos que a radiação UV 

(principalmente UVB) causa na pele, devido a diversos fatores como resumidos na figura 5 

(F'guyer, Afaq e Mukhtar, 2003; Afaq, Adhami e Mukhtar, 2005). 

 

 

Figura 5: Ação dos agentes fotoquimioprotetores na pele. Adaptado por Afaq, Adhami e 
Mukhtar (2005). 

 

Os compostos antioxidantes são considerados substâncias que retardam ou previnem 

significativamente a oxidação de lipídios ou outras moléculas por inibirem a iniciação ou a 

propagação da reação de oxidação em cadeia ocasionada pelas EROs (Al-Mamary, Al-Meeri 
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e Al-Habori, 2002; Moreira et al., 2002; Chanwitheesuk, Teerawutgulrag e Rakariyatham, 

2005; Wu et al., 2005; Lima et al., 2006). Uma ampla variedade de estudos tem mostrado que 

compostos antioxidantes naturais como o licopeno, carotenóides, catequinas do chá verde 

(epigalocatequina galato), vitamina E, vitamina A e quercetina poderiam ser usados em 

produtos tópicos para o tratamento ou prevenção dos efeitos causados pela radiação UV 

(Casagrande et al., 2006; Wright, Spencer e Flowers, 2006; Di Mambro e Fonseca, 2007; 

Filip et al., 2011).  

Há, portanto, um crescente interesse pelo uso oral ou tópico de antioxidantes 

provenientes de fontes naturais, com propriedades anti-inflamatórias, anticarcinogênicas e 

imunomodulatórias para prevenção dos danos induzidos pela radiação UV, incluindo câncer 

de pele (Baliga e Katiyar, 2006). Assim, a aplicação tópica desses agentes, sozinhos ou em 

formulações, representa uma estratégia interessante de proteção cutânea contra o estresse 

oxidativo ocasionado pela radiação UV (Guaratini, Medeiros e Colepicolo, 2007). 

Sendo assim, a (+) catequina (CAT) e o extrato ou a fração de folhas de Byrsonima 

crassifolia (BC) podem ser considerados fortes candidatos a serem veiculados em 

formulações tópicas fotoquimioprotetoras para prevenção e/ou tratamento dos danos causados 

pela radiação UV à pele. Os efeitos benéficos do extrato e da fração de BC podem ser 

relacionados ao elevado conteúdo de compostos fenólicos e a CAT quanto à capacidade de 

sequestro de radicais livres (Morel et al., 1993; Lotito e Fraga, 1998; Nakao, Takio e Ono, 

1998; Silva et al., 2007; Souza et al., 2008). 

A árvore da Byrsonima crassifolia (L) H.B.K (murucizeiro) é uma espécie tropical da 

família das Malpighiaceae amplamente distribuída na América Central e do Sul. As folhas e 

cascas são utilizadas medicinalmente pelos povos nativos para tratar tosses, problemas 

gastrointestinais, infecções cutâneas e mordidas de cobras (Bejar e Malone, 1993; Bejar et al., 

1995; Martı́Nez-Vázquez et al., 1999) (Figura 6). 
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Figura 6: Árvore e folhas de Byrsonima crassifolia. Reproduzido de 
http://www.acguanacaste.ac.cr/loras_acg/aratinga.html e http://herbario.unellez.edu. ve/>. 
Acesso em: janeiro de 2015. 

 

Estudos experimentais com folhas e casca desta espécie demonstraram efeito 

espasmogênico (Bejar et al., 1995), atividade antiprotozoários (Peraza-Sanchez et al., 2007) e 

antiinflamatória (Maldini et al., 2009). Estudos realizados por Silva et al., (2007) relatam 

significante capacidade antioxidante do extrato hidroalcoólico de BC, provavelmente devido 

à presença de compostos fenólicos, entre eles estão: ácido gálico, (+) catequina; (-) 

epicatequina; epigalocatequina; epigalocatequina-3-galato, quercetina-3-O-L-α-L-

arabinopiranosídeo, quercetina-3-galactosídeo, quercetina-3-O-[6-galoil]galactosídeo, entre 

outros (Bejar e Malone, 1993; Bejar et al.,1995; Souza, 2007). Dentre os compostos 

identificados em extratos das folhas de BC, um dos majoritários é a (+) catequina (CAT). 

Assim, por este motivo, e devido à ausência de estudos deste polifenol contra os danos 

induzidos pela radiação UV e pelo baixo custo, a CAT foi escolhida como padrão de estudo 

no presente trabalho.  

A CAT (figura 7) é um flavonóide da classe dos flavanóis e está presente nos chás, em 

sementes de frutas tais como maçã e uva, no vinho tinto e no chocolate. A CAT é um potente 

antioxidante que elimina de forma eficiente uma variedade de radicais livres. Estudos 

mostram que a CAT quela metais de transição e inibe a peroxidação lipídica. No entanto, 

apesar da CAT ser barata e abundante em inúmeras fontes vegetais, pouca atenção tem sido 

dada para avaliação da sua atividade biológica em sistemas in vitro e in vivo (Morel et al., 

1993; Lotito e Fraga, 1998; Nakao, Takio e Ono, 1998; Arts, Hollman e Kromhout, 1999; 

Jeon et al., 2003; Wu et al., 2006). 
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Figura 7: Estrutura química da (+) catequina. 
 

1.4 Estudo de penetração cutânea 

A pele está envolvida em numerosos processos físicos e bioquímicos, sendo o mais 

importante deles a função protetora, prevenindo tanto a passagem de substâncias exógenas 

estranhas como a perda de líquidos do corpo (Elias, 2005; Herrling, Jung e Fuchs, 2006; 

Rubio et al., 2011). Para que o princípio ativo apresente potencial fotoquimioprotetor contra 

os danos oxidativos induzidos pela radiação UV na pele, é necessário que este seja liberado da 

formulação na qual foi incorporado e alcance as camadas da pele onde são geradas as EROs, 

modulando a função barreira da pele (Vicentini et al., 2009). Mas o que representa uma 

proteção ao ser humano se torna um fator limitante na ação das substâncias de atividade 

antioxidante e terapêutica aplicadas topicamente (Hadgraft, 2004). 

A penetração de substâncias ativas na pele depende de dois passos consecutivos: a 

liberação desta substância pela formulação e, sua subseqüente penetração cutânea. A 

penetração de substâncias através da pele, em condições normais pode ocorrer por três rotas 

possíveis (Figura 8). O primeiro e o segundo são através das rotas inter e transcelulares e o 

terceiro é via apêndices, folículos pilosos e ductos de glândulas (Potts e Guy, 1992; Abraham, 

Chadha e Mitchell, 1995). O caminho intercelular envolve a passagem somente pelos 

domínios lipídicos intercelulares, já o caminho transcelular, o princípio ativo atravessa as 

células e os espaços intercelulares (Illel, 1997; Moser et al., 2001). 
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Figura 8: Mecanismos de penetração de ativos pelo estrato córneo. (A) através da matriz 
lipídica, entre os corneócitos (penetração intercelular) e através dos corneócitos e da matriz 
lipídica (penetração transcelular), Reproduzido de Moser et al. (2001) e (B) através dos 
apêndices cutâneos, reproduzido de:<http://draangelicapimenta.blogspot.co 
m.br/2010_11_01_archive.html>. Acesso em: Janeiro de 2015. 

  

A penetração de substâncias através da pele, em condições normais, ocorre 

principalmente através dos espaços intercelulares (Hadgraft, 2004). O espaço intercelular 

possui lipídios estruturados e a molécula em difusão tem que passar por uma variedade de 

domínios lipofílicos e hidrofílicos antes de atingir a junção entre o estrato córneo e a epiderme 

viável (Abraham, Chadha e Mitchell, 1995; Hadgraft, 2004). 

No que diz respeito às propriedades de absorção e penetração cutânea das substâncias 

na pele, metodologias in vitro e in vivo são adequadas. Normalmente são realizados estudos 

utilizando pele de camundongo, pele humana proveniente de cirurgia ou pele de orelha de 

porco, que é considerado o melhor modelo de pele, pois além de possuir maior 

disponibilidade, possui propriedades histológicas e fisiológicas similares a da pele humana 

(Pagliara et al., 1999).  

A capacidade de uma molécula penetrar o estrato córneo depende de muitos 

parâmetros físicos-químicos, tais como peso molecular, lipofilicidade, polaridade, capacidade 

para formar ligações de hidrogênio, solubilidade, e para ácidos ou bases, o valor de pKa 

(Potts, 1997). De acordo com a primeira Lei de Fick, o fluxo máximo de penetração através 

da pele, o qual pode ser alcançado após a aplicação de um veículo saturado, é basicamente 

determinado por quatro fatores: a difusão no estrato córneo, a espessura do estrato córneo, a 
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lipofilicidade da substância em termos de coeficiente de partição entre a pele e o veículo e a 

solubilidade do princípio ativo no veículo (Varvaresou, 2006). 

Para determinar as quantidades de substâncias capazes de penetrar na pele é utilizado o 

método de difusão em células de Franz, que é constituído por dois compartimentos separados 

por um disco de pele humana ou de porco. O compartimento inferior é constituído de um 

fluido receptor que simula a circulação sanguínea. A substância teste é colocada sobre o disco 

de pele e a quantidade retida é medida pela análise das camadas da pele trituradas 

(Varvaresou, 2006). 

Para realização dos estudos de penetração cutânea de uma formulação, a(s) 

substância(s) ativa(s) é/são quantificada(s) por metodologia analítica. Normalmente a 

quantidade de substância ativa detectada é muito pequena e desta forma somente métodos 

analíticos muito sensíveis como Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) são 

utilizados. Sabe-se que extratos vegetais são amostras complexas formadas por vários 

constituintes, então a atividade esperada pode ser devido à ação sinérgica de vários compostos 

que estão presentes no extrato ou fração. Assim, uma alternativa para poder avaliar a real 

atividade desempenhada pelo extrato seria determinar a atividade antioxidante na pele 

triturada e extraída após o estudo de penetração cutânea. Desta forma, a determinação da 

atividade antioxidante é uma alternativa que representa de forma adequada a penetração 

cutânea do extrato ou da fração de BC incorporados em formulações tópicas 

fotoquimioprotetoras. 

Além de penetrar na epiderme/derme, agentes fotoquimioprotetores devem ser 

fotoestáveis, uma vez que a degradação de compostos induzida pela luz pode resultar em uma 

diminuição da eficiência e também em efeito adverso após a administração pela geração de 

metabólitos indesejáveis (Vicentini et al., 2007). Estes metabólitos podem causar reações 

alérgicas, uma vez que eles podem interagir com adjuvantes da formulação ou componentes 

da pele, como o sebo, podendo levar à formação de moléculas com propriedades tóxicas  

(Gaspar e Maia Campos, 2006).  

Assim, em colaboração com a empresa Amazon Dreams S.A. (localizada em Belém 

do Pará e incubada na UFPA), que gentilmente cedeu o extrato e a fração de média 

polaridade de Byrsonima crassifolia, este trabalho avaliou o potencial fotoquimioprotetor in 

vitro e in vivo da fração de BC e da CAT, com o objetivo de preparar formulações 

adicionadas destes ativos, que sejam estáveis física e quimicamente e que promovam uma 

maior penetração de compostos antioxidantes na pele. É importante ressaltar que extrato e/ou 

fração de BC nunca haviam sido incorporados em formulações tópicas, nem tão pouco 
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haviam estudos direcionados para avaliar o potencial fotoquimioprotetor, o que ressalta a 

importância científica do trabalho realizado. 
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Diante do exposto, o presente estudo mostra que a fração de BC, bem como o padrão 

CAT possuem um papel importante na proteção contra danos diretos e/ou oxidativos causados 

à cultura de queratinócitos e à pele dos camundongos sem pelos por sua exposição à radiação 

UVB, o que faz destes ativos agentes promissores para uso em estratégias de 

fotoquimioproteção e consequente prevenção/tratamento dos danos induzidos pela radiação 

UVB à pele. 

Assim, foi observado que a fração de BC atua modulando várias vias de sinalização 

induzida pela radiação UVB por diversos mecanismos: inibição da peroxidação lipídica, 

proteção do sistema antioxidante endógeno por manutenção dos níveis da glutationa reduzida, 

ação antiiflamatória por inibição das metaloproteinases de matriz (MMP-9), do infiltrado 

inflamatório na pele e das citocinas IL-1β e IL-6, assim como a CAT, que não foi eficiente 

apenas contra a inibição da MMP-9. 

Deve-se destacar ainda que o efeito fotoquimioprotetor in vitro apresentado pela CAT 

foi numa concentração cerca de 2 à 4 vezes maior do que aquela utilizada para fração de BC, 

mostrando que o enriquecimento da fração de BC em compostos fenólicos de média 

polaridade foi vantajoso, visto que a mistura de compostos polifenólicos pode agir de forma 

mais eficiente do que o composto isolado, por mecanismos de ações complementares evitando 

danos causados por um estimulo específico (radiação UVB) pela alta atividade antioxidante 

(fortalecimento do sistema imune ou ativar um sistema de proteção enzimática endógena), 

garantindo a homeostasia do organismo. 

Portanto, a formulação tipo gel adicionada da fração de BC enriquecida de compostos 

fenólicos (AG, CAT, EC, EGCG e QG) foi eficiente em promover a penetração de compostos 

antioxidantes na pele de orelha de porco e na pele de camundongos sem pelos, e assim 

fornecer o efeito fotoquimioprotetor desejado, contribuindo significativamente para o futuro 

desenvolvimento e aplicabilidade da fração de BC ou de outros extratos vegetais ricos em 

polifenóis como ativos fotoquimioprotetores. Sendo assim, mais estudos relacionados à 

eficácia da fração de BC merecem ser realizados para o completo entendimento do seu efeito 

na prevenção e/ou tratamento de doenças da pele causada pela radiação UVB. 
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