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RESUMO 

FIGUEIREDO, S. A. Desenvolvimento e validação de ensaios in vitro usando culturas de 

células imortalizadas e primárias para avaliação da eficácia fotoprotetora de protetores 

solares empregando como parâmetros de medida as alterações induzidas na pele pelas 
radiações UVA e UVB. 2016. 120 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas 
de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016.  

 

A eficácia de protetores solares é determinada por métodos in vivo, que utilizam humanos, 
tais como: Fator de Proteção Solar (FPS), Immediate Pigment Darkening (IPD), Persistent 
Pigment Darkening (PPD) e Fator de Proteção UVA (FP-UVA). No entanto, esses parâmetros 
não refletem os efeitos danosos reais induzidos pela radiação solar sobre as estruturas e 
componentes celulares, como o DNA, lipídeos e proteínas. O objetivo deste estudo foi 
desenvolver ensaios in vitro com culturas de células para avaliar o potencial fotoprotetor de 
protetores solares empregando parâmetros biológicos que são alterados pela radiação UV. A 
primeira etapa deste estudo consistiu em selecionar a linhagem de células da pele (L929 ou 
HaCaT) que fornecesse a melhor relação entre dose de UVA ou UVB e o efeito danoso 
induzido. Este efeito foi quantificado pela medida da viabilidade celular, peroxidação lipídica 
e geração de espécies reativas de oxigênio (EROs). O melhor modelo de cultura celular foi 
tratado com protetores solares de duas marcas diferentes com FPSs de 15 a 60, obtidos no 
mercado local. Amostras dos fotoprotetores foram aplicadas em uma placa de quartzo 
colocada no topo de uma microplaca preenchida por células. A viabilidade celular e a 
peroxidação lipídica, medidas em fibroblastos L929, foram os parâmetros mais promissores 
para avaliar a eficácia de protetores solares expostos à UVB e permitiram discriminar o 
potencial fotoprotetor de formulações com diferentes FPSs. Por outro lado, a formação de 
EROs, expressa em queratinócitos HaCaT, provou ser um parametro biológico promissor para 
discriminar a eficácia de protetores solares com diferentes FPSs ou FPSs/PPDs, expostos à 
UVA. Atualmente, as empresas estão adicionando aos protetores solares filtros orgânicos que 
absorvem na região do UVA, principalmente na faixa do UVA-1. Alguns pesquisadores têm 
demonstrado que o proteoma é o alvo para as EROs induzidas por UVA. Essas EROs 
diminuem a atividade da calcineurina (Cn), enzima conhecida pelo seu papel no recrutamento 
de células T. A liberação do ânion fosfato do substrato, pela ação da enzima, reduz com o 
aumento da exposição da Cn à radiação UVA-1. Desta forma, um método foi desenvolvido 
com células primárias HDFn para a avaliação da eficácia fotoprotetora de protetores solares 
na faixa de UVA-1, empregando a medida da atividade da Cn. Os resultados mostraram que a 
redução da atividade da Cn só foi proporcional a dose de UVA-1 quando o homogeneizado de 
células HDFn, contendo 417,55 ± 8,79 µg/mL de proteínas, foi exposto a diferentes doses de 
UVA-1. Quando as culturas de células foram irradiadas por diferentes doses de UVA-1, não 
foi observado diminuição da atividade da enzima. Em adição, para maior precisão na medida 
da atividade enzimática, os homogeneizados, expostos ou não à luz UVA-1 e protegidos ou 
não por diferentes protetores solares, tiveram que ser diluídos na proporção de 1:2 em tampão 
ensaio 2x (1:1, v/v), antes da quantificação do fosfato por verde de malaquita. A medida da 
atividade da Cn mostrou ser um ensaio eficiente para diferenciar fotoprotetores adicionados 
de filtros orgânicos específicos para faixa de UVA-1 (marca B) daqueles não adicionados 
desses filtros (marca A). Como também, o ensaio foi capaz de diferenciar os protetores 
solares da marca B, com diferentes valores de PPD: fotoprotetor com PPD-15 não foi capaz 
de evitar a redução da atividade enzimática, semelhante ao homogeneizado exposto à luz 
UVA-1 sem proteção, mas diferenciou dos demais PPDs; PPDs 25 e 41 protegeram a 
atividade da Cn em 34,53 ± 4,15% e 38,19 ± 5,50%, respectivamente. Assim, os parâmetros 
biológicos testados neste estudo podem atuar como alternativas complementares para 
avaliação da eficácia de fotoprotetores. 
 
 
Palavras-chave: Eficácia, Protetores solares, Técnicas de Cultura de células, Métodos in 

vitro, Radiação Ultravioleta. 
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1.1. Efeitos da radiação solar sobre a pele 

A radiação solar compreende um tipo de energia renovável que impulsiona processos 

químicos, físicos e biológicos na Terra (MANZANO et al., 2015). É constituída por um 

espectro contínuo de radiação eletromagnética dividida em três regiões principais, segundo 

seu intervalo de comprimento de onda (λ): radiação ultravioleta (UV) (100-400 nm), luz 

visível (400-780 nm) e radiação infravermelha (> 780 nm), cujos percentuais de incidência 

sobre a superfície terrestre correspondem a 5%, 39% e 56%, respectivamente 

(MATSUMURA, ANANTHASWAMY, 2004; BALOGH et al., 2011).  

Uma convenção dermo-fotobiológica internacional dividiu a fração UV da radiação 

solar em três faixas. A radiação UVC (100-280 nm) é extremamente lesiva aos seres humanos 

por ser bastante energética, mas é absorvida pela camada de ozônio e não atinge a superfície 

da Terra (MANCEBO et al., 2014; DAMIANI, ULLRICH, 2016). Os raios UVB (280-320 

nm) apresentam menor comprimento de onda e são considerados mais energéticos que os 

raios UVA; possuem baixo poder de penetração na pele e por isso, atingem a camada mais 

superior denominada de epiderme, onde causa o eritema (queimadura solar); são responsáveis 

por danos diretos ao DNA e correspondem a 5% da radiação UV que atinge a Terra 

(SAMBANDAM, RATNER, 2011; COSTA et al., 2015).  

A fração UVA (320-400 nm), que posteriormente foi subdividida em UVA-1 (340-

400 nm) e UVA-2 (320-340 nm), é a radiação que penetra profundamente na pele, atingindo a 

camada dérmica. Ela estimula o bronzeamento e a pigmentação, está relacionada ao 

envelhecimento da pele e, frequentemente, não causa eritema. Esta radiação é considerada a 

mais abundante na superfície da Terra e corresponde a 95% da radiação UV do espectro solar 

(BALOGH et al., 2011; PESCIA et al., 2012; SAMBANDAM, RATNER, 2011; VENDITTI 

et al., 2011). 

Na epiderme e derme, os raios UVB e principalmente, a radiação UVA são 

absorvidos por cromóforos celulares como o DNA, RNA, porfirinas, ácido urocânico, 

aminoácidos aromáticos (tirosina, triptofano), melaninas e seus precursores, entre outros, e 

promovem reações fotoquímicas e interações secundárias que geram as espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Estas EROs podem iniciar os efeitos danosos induzidos pela radiação solar 

à pele (TOSATO et al., 2015; BALOGH et al., 2011; ROMANHOLE et al., 2016; 

MANCEBO et al., 2014). 
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Os efeitos deletérios estão relacionados ao desequilíbrio entre o aumento na 

produção das EROs induzida por UV e os mecanismos de defesa antioxidantes endógenos 

(enzimáticos e não enzimáticos) da pele humana que resultam no estresse oxidativo e, 

consequentemente, em fotodanos ao DNA, proteínas e membranas (SAITOH et al., 2011; 

ARIMON et al., 2015).  

A exposição crônica à radiação UVB intensa pode lesar diretamente o DNA 

(SAMBANDAM, RATNER, 2011; MANCEBO et al., 2014). Estas lesões destorcem 

amplamente a estrutura do DNA e são produzidas pela interação direta da radiação UVB com 

a molécula de ácido desoxirribonucleico. Tais modificações podem ser do tipo: dímeros de 

pirimidina cicloabutano (DPCs), formados por duas bases pirimidínicas (timina e citosina) 

sucessivas ou espacialmente próximas; os fotoprodutos 6,4-pirimidina-pirimidona (6,4-PPs) 

que são formados por uma ligação covalente entre os carbonos 6 e 4 de duas pirimidinas 

vizinhas; a ruptura das fitas de DNA e a formação de ligações cruzadas entre essas fitas. Estas 

modificações podem ser reparadas pela via de reparo por excisão de nucleotídeos (NER). 

Caso isto não aconteça, esses erros podem perpetuar na forma de mutações sendo 

incorporadas ao DNA das células filhas. A acumulação sequencial de mutações responsáveis 

pelo controle da proliferação celular, da morte celular programada e da manutenção da 

integridade do genoma, culmina na expansão clonal dessas células filhas modificadas, seguida 

pela fase de progressão irreversível, em que o processo evolui até o aparecimento das 

primeiras manifestações clínicas do câncer de pele (ARORA et al., 2015; TOSATO et al., 

2015; DING et al., 2008; DAMIANI, ULLRICH, 2016). 

As membranas celulares também são alvo da ação da radiação UVB e de modo 

consequente, da atividade das EROs, acarretando com isso, em danos oxidativos denominados 

de peroxidação lipídica (HIDRATA, SATO, SANTOS, 2004). O processo de lipoperoxidação 

consiste em uma cascata de eventos bioquímicos gerando peróxidos lipídicos e derivados (L•, 

LO•, LOO•) que promovem alterações na permeabilidade das membranas, falência dos 

mecanismos de troca de metabólitos (perda da seletividade), alterações no DNA e até mesmo 

a morte celular (LIMA, ABDALLA, 2001; POLTE, TYRRELL, 2004). A desorganização na 

membrana celular também resulta na liberação de fosfolipídeos que atuam sinergicamente, 

contribuindo para o aumento da atividade da fosfolipase citosólica A2 (cPLA2) e da 

ciclooxigenase 2 (COX-2), ambas induzidas pela radiação UV, ocasionando na formação de 

leucotrienos e prostaglandinas (PG), com destaque para a prostaglandina E2 (PGE2), que 

contribui para a inflamação da pele (HALLIDAY, 2005; COSTA, 2015).   
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A incidência de radiação UVB sobre a pele também causa um processo inflamatório, 

em resposta a um dano tecidual ocorrido no local. Este processo engloba uma cascata de 

eventos que inicia-se com a vasodilação arteriolar que resulta em um aumento no fluxo 

sanguíneo e na permeabilidade vascular com migração de leucócitos (neutrófilos e 

macrófagos) da circulação sanguínea para o tecido lesionado. A dilatação acontece devido a 

ação da PGE2 associada ao óxido nítrico (NO - produzido pela enzima óxido nítrico sintase 

(NOS) expressada após exposição contínua à radiação UV) e em presença de histaminas. A 

migração leucocitária é decorrente da presença de substâncias quimiotáticas como por 

exemplo as quimiocinas no sítio inflamatório. Em seguida, ocorre a ativação de múltiplas vias 

de sinalização acionadas pela ação das EROs e de danos diretos provenientes de UVB. As 

vias quinase reguladora por sinal (ERK), quinase c-Jun N-terminal (JNK) e p38MARK 

ativam a transcrição de fatores de ativação de proteína 1 (AP-1) e fator nuclear kappa beta 

(NFκ-β). Este processo induz a regulação de citocinas pró-inflamatórias e fatores de 

crescimento (factor de necrose tumoral alfa – TNF-α, interleucina 1 beta - IL-1β, fator de 

crescimento transformante beta - TGF-β e interferon gama – INF-γ), envolvidos na regulação 

de diferentes processos celulares, incluindo proliferação, diferenciação, adaptação ao estresse 

oxidativo e apoptose. A fase final consiste na restauração da saúde do tecido com a redução 

do recrutamento de granulócitos, a vasodilação e a reversão da permeabilidade vascular, além 

do processo de fagocitose das células mortas (KIM, HE, 2014; FIGUEIREDO et al., 2014; 

COSTA, 2015; DAMIANI, ULLRICH, 2016). 

Cerca de 95% da radiação UV, que incide sobre a pele humana, corresponde a fração 

UVA, cuja exposição repetitiva e prolongada é responsável por efeitos crônicos que também 

são decorrentes do estresse fotooxidativo mediado por EROs. Sendo que, esses efeitos são 

responsáveis por alterações estruturais e funcionais em lipídeos, ácidos nucleicos e proteínas, 

modulação de proteínas estruturais (actina, colágeno, elastina), de enzimas (p38MAPK, 

calcineurina, MMPs) e de fatores de transcrição (AP-1, AP-2, NF-κβ) (LAMORE, 

WONDRAK, 2013) que contribuem para a fotocarcinogênese. E também, pela formação de 

rugas com perda da elasticidade dos tecidos (redução das fibras colágenas e elásticas) e de 

suas propriedades mecânicas, pelo espessamento da camada espinhosa resultando na 

aparência irregular e por alterações histoquímicas, fenômenos estes responsáveis pelo 

fotoenvelhecimento/envelhecimento precoce da pele (BALOGH et al., 2011; HIDRATA, 

SATO, SANTOS, 2004).  
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A radiação UV (RUV) tem também a capacidade de inibir reações imunes locais 

após ser absorvida pelos fotorreceptores epidérmicos, podendo também afetar o sistema 

imunológico geral após incidência em altas doses (SCHWARZ, SCHWARZ, 2011; TOSATO 

et al., 2015). Essa radiação atua de modo antígeno-específico por meio da geração de células 

T reguladoras, promove a depleção das células de Langerhans epidérmicas (responsáveis pela 

apresentação de antígenos a células T), o acúmulo de células dendríticas nos nódulos 

linfáticos, o influxo de células dendríticas e macrófagos na derme e a produção de mediadores 

imunológicos na pele, como as prostaglandinas, a histamina, o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), as interleucinas (IL) -1 e -10 (mediador solúvel que entra na circulação podendo 

causar imunossupressão sistêmica). Com isso, a imunossupressão oriunda da RUV 

desempenha papel crucial na indução de câncer de pele sendo o tipo de câncer que mais 

cresce no mundo (NORVAL, EL-GHORR, 1998; KATIYAR, 2007; CONNOLLY et al., 

2014; SCHWARZ, SCHWARZ, 2011).  

A calcineurina, uma fosfatase serina/treonina dependente de Ca2+/calmodulina, é 

conhecida como controladora central da resposta imune por atuar na imunidade adquirida com 

a apresentação de antígenos à células T reguladoras (SMIT et al., 2008; MUSSON et al., 

2011). Esta enzima está relacionada a ativação de células T, a sinalização transcricional, ao 

crescimento e desenvolvimento muscular, aos mecanismos de apoptose e de reparo do DNA, 

a saúde cardíaca e neuronal, a formação de ossos, além de atuarem em células β-pancreáticas 

e na pele (MUSSON, SMIT, 2011; LI, RAO, HOGAN, 2011; ZHAO et al., 2014). 

A calcineurina (Cn) é um heterodímero dividido em subunidade catalítica ligada à 

calmodulina de 60 KDa, calcineurina A (CnA), e subunidade reguladora constituída de uma 

proteína de 19 KDa ligada ao Ca2+, calcineurina B (CnB). A CnA possui um domínio 

catalítico N-terminal, um segmento helicoidal de ligação à CnB, um segmento de ligação à 

calmodulina e um peptídeo auto-inibitório, sendo que as três últimas regiões compõem a 

região reguladora da subunidade (Figura 1A) (YE et al., 2013; CEN et al., 2015; ZHAO et al., 

2016).  

A ativação da Cn envolve a participação de duas mãos-EF distintas, compostas de 

uma subunidade para a CnB, fortemente associado com a CnA, e de uma subunidade para a 

calmodulina que é dependente de Ca2+. A CnB tem quatro mãos-EF que se ligam a quatro 

íons Ca2+ (Figura 1B). Os sítios de ligação 1 e 2 no lóbulo N-terminal são de baixa afinidade, 

com Kds (constantes de dissociação ou concentrações de Ca2+ necessárias para metade da 

ocupação) na escala de micromolar. Esses locais funcionam como sensores de Ca2+ com papel 



____________________________________________

regulador, pois sua ocupação é dependente da elevação de Ca

sítios de ligação 3 e 4, localizados no lóbulo de 

para o Ca2+ (Kds na escala de nanomolares), atuam como estabilizadores da estrutura 

heterodimérica da calcineurina (locais estruturais) e não podem ser facilmente 

descalcificados. A ocupação desses sítios resul

calcineurina e o mais importante, permite a sua ligação à calmodulina no sítio alvo de 

regulação, de modo dependente de Ca

 

Figura 1 - Representação do domínio organizacional da enzima calcineurina, sendo 
subunidade catalítica (CnA) e 
Hogan (2011). 

 

Para a ativação da enzima Cn é necessário que ocorra um aumento na concentraç

intracelular de íons cálcio e

parcialmente ativa), induzindo uma alteração conformacional no domínio 

resultando na exposição do domínio de ligação a

também promove sua ligação à

resultado, a calmodulina liga

peptídeo auto-inibitório (obstáculo estérico) altamente flexível e 

substratos, localizado próximo à entrada do sítio ativo. Essa mudança conformacional resulta 

na ativação completa da Cn (etapa IV 

2004; LI, RAO, HOGAN, 2011; YE et al., 2013). 
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sua ocupação é dependente da elevação de Ca2+ intracelular. Enquanto que, os 

sítios de ligação 3 e 4, localizados no lóbulo de ligação C-terminal, apresentam alta afinidade 

s na escala de nanomolares), atuam como estabilizadores da estrutura 

heterodimérica da calcineurina (locais estruturais) e não podem ser facilmente 

descalcificados. A ocupação desses sítios resulta na estimulação parcial da atividade da 

calcineurina e o mais importante, permite a sua ligação à calmodulina no sítio alvo de 

regulação, de modo dependente de Ca2+ (LI, RAO, HOGAN, 2011; YE et al., 2013). 

Representação do domínio organizacional da enzima calcineurina, sendo 
subunidade catalítica (CnA) e (B): a subunidade reguladora (CnB). Retirado de Li, Rao, 

Para a ativação da enzima Cn é necessário que ocorra um aumento na concentraç

íons cálcio e a sua ligação nos locais de baixa afinidade na CnB (enzima 

parcialmente ativa), induzindo uma alteração conformacional no domínio 

xposição do domínio de ligação a calmodulina. A elevação dos 

também promove sua ligação à proteína calmodulina (etapas I, II e III 

resultado, a calmodulina liga-se reversivelmente a CnA promovendo o deslocamento do 

inibitório (obstáculo estérico) altamente flexível e limitador ao acesso de 

substratos, localizado próximo à entrada do sítio ativo. Essa mudança conformacional resulta 

na ativação completa da Cn (etapa IV – Figura 2) (MARTÍNEZ-MARTÍNEZ, REDONDO, 

2004; LI, RAO, HOGAN, 2011; YE et al., 2013).  
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intracelular. Enquanto que, os 

terminal, apresentam alta afinidade 

s na escala de nanomolares), atuam como estabilizadores da estrutura 

heterodimérica da calcineurina (locais estruturais) e não podem ser facilmente 

ta na estimulação parcial da atividade da 

calcineurina e o mais importante, permite a sua ligação à calmodulina no sítio alvo de 

(LI, RAO, HOGAN, 2011; YE et al., 2013).  

 

Representação do domínio organizacional da enzima calcineurina, sendo (A): a 
: a subunidade reguladora (CnB). Retirado de Li, Rao, 

Para a ativação da enzima Cn é necessário que ocorra um aumento na concentração 

sua ligação nos locais de baixa afinidade na CnB (enzima 

parcialmente ativa), induzindo uma alteração conformacional no domínio regulador da CnA 

calmodulina. A elevação dos níveis de cálcio 

proteína calmodulina (etapas I, II e III – Figura 2). Como 

se reversivelmente a CnA promovendo o deslocamento do 

limitador ao acesso de 

substratos, localizado próximo à entrada do sítio ativo. Essa mudança conformacional resulta 

MARTÍNEZ, REDONDO, 
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Figura 2 - Representação do mecanismo de ativação da enzima calcineurina. A etapa I 
consiste em baixa concentração de cálcio e na inativação da enzima. A ocupação de íons Ca
nos locais de baixa afinidade na subunidade CnB causa uma dissociação da região 
a calmodulina e possibilita a transição da etapa I para a etapa II, facilitando a ligação d
calmodulina (etapa III). A ligação da calmodulina provoca o deslocamento do peptídeo 
autoinibitório e completa a 
(2011). 

 

A calcineurina ativada promove a desfosforilação de uma série de substratos, 

incluindo o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), permitindo sua entrada no núcleo da 

célula. O NFAT nuclear é um componente chave para a e

a interleucina 2 (IL-2) que 

proliferação clonal de linfócitos T e outras células do sistema imune (MULERO et al., 2009). 

A sequência de eventos 

ativação é apresentada na Figura 3. O processo inicia

ao receptor de células T, localizado na membrana plasmática, ativando

resulta na liberação dos segundos mensageiros diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5

(IP3). O IP3 promove a abertura dos canais de Ca

aumento da concentração intracelular com a liberação do estoque de Ca

ativação da calmodulina. O complexo Ca

______________________________________________

Representação do mecanismo de ativação da enzima calcineurina. A etapa I 
consiste em baixa concentração de cálcio e na inativação da enzima. A ocupação de íons Ca
nos locais de baixa afinidade na subunidade CnB causa uma dissociação da região 

calmodulina e possibilita a transição da etapa I para a etapa II, facilitando a ligação d
calmodulina (etapa III). A ligação da calmodulina provoca o deslocamento do peptídeo 

a ativação da calcineurina (etapa IV). Retirado de Li, Rao, Hogan 

A calcineurina ativada promove a desfosforilação de uma série de substratos, 

incluindo o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), permitindo sua entrada no núcleo da 

célula. O NFAT nuclear é um componente chave para a estimulação de citocinas, em especia

2) que interage com receptores de superfície celular, estimulando assim a 

proliferação clonal de linfócitos T e outras células do sistema imune (MULERO et al., 2009). 

A sequência de eventos moleculares que culmina na transcrição de citocinas de 

ativação é apresentada na Figura 3. O processo inicia-se com a apresentação de um antígeno 

localizado na membrana plasmática, ativando

ão dos segundos mensageiros diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5

(IP3). O IP3 promove a abertura dos canais de Ca2+ no retículo endoplasmático resultando no 

a concentração intracelular com a liberação do estoque de Ca

ativação da calmodulina. O complexo Ca2+/Calmodulina ativa a enzima calcineurina. Esta, 
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por sua vez, promove a desfosforilação da subunidade citoplasmática do NFAT, ou seja, 

desmascara a sequência de localização nuclear do NFAT, que é então translocado 

núcleo celular. O DAG promove a atividade da proteína quinase C (CPK), a qual resulta na 

síntese do fator Proteína Ativadora

o NFAT nuclear liga-se cooperativamente a AP

ativação, tais como IL-2, IL

PEARSON, LANGLEY, 2002; PRESCOTT et al., 2012).

 

Figura 3 - Representação esquemática da via de sinalização da calcineurina. PLC
fosfolipase C; IP3 – inositol 1,4,5
– proteína quinase C; NFAT 
1; IL-2 – interleucina-2; IL
necrose tumoral. Retirado e adaptado de Cope (2002).
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Essa inibição da Cn pode resultar em: i) danos oxidativos para a própria enzima (alterações no 

centro ativo, nas demais regiões e resíduos, acompanhada de m

imparidade em grandes números de processos celulares sendo que muitos são plausíveis 
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por sua vez, promove a desfosforilação da subunidade citoplasmática do NFAT, ou seja, 

desmascara a sequência de localização nuclear do NFAT, que é então translocado 

núcleo celular. O DAG promove a atividade da proteína quinase C (CPK), a qual resulta na 

síntese do fator Proteína Ativadora-1 (AP-1). Para a transcrição ótima de uma série de genes, 

se cooperativamente a AP-1, resultando na transcrição de citocinas de 

2, IL-4, IFN-γ, TNF, dentre outras (COPE, 2002; NGHIEM, 

PEARSON, LANGLEY, 2002; PRESCOTT et al., 2012). 

Representação esquemática da via de sinalização da calcineurina. PLC
inositol 1,4,5-trifosfato; CaM – calmodulina; DAG 

proteína quinase C; NFAT – fator nuclear de células T ativadas; AP-
2; IL-4 – interleucina-4; IFN-γ – interferon-gama; TNF 

necrose tumoral. Retirado e adaptado de Cope (2002). 

Trabalhos da literatura demonstram que doses clinicamente relevantes de radiação 

1 suprimem drasticamente e de modo dose-dependente a atividade da calcineurina cuja 

se a inibidores de Cn (CnI), como o inibidor ciclosporina A. A inativação da 

proporcionada pela radiação UVA-1, mostrou seletividade uma vez que, os efeitos 

inibitórios foram muito mais proeminentes para a Cn que para a lactato desidrogenase

ode resultar em: i) danos oxidativos para a própria enzima (alterações no 

centro ativo, nas demais regiões e resíduos, acompanhada de mudanças conformacionais), ii)

imparidade em grandes números de processos celulares sendo que muitos são plausíveis 
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contribuidores para o surgimento de tumores (MUSSON et al., 2011; SMIT et al., 2010; 

MUSSON, MULLENDERS, SMIT, 2012). 

A ação conjunta de todos esses processos relacionados à RUV resulta nos efeitos 

biológicos fotocarcinogênese, fotoimunosupressão, fotoenvelhecimento, queimaduras 

solares/eritema e fotoalergia (TOSATO et al., 2015). 

Diante dos efeitos prejudiciais à pele humana e a excessiva exposição à RUV, as 

medidas de prevenção recomendadas incluem evitar a exposição ao sol, especialmente nos 

horário de maior incidência de radiação UV (entre 10h e 16h); fazer uso de roupas e 

acessórios adequados, tais como chapéus de abas largas, bonés, camisas de mangas compridas 

e óculos de sol e, principalmente, utilizar protetores solares de amplo espectro com 

reaplicação (WHO, 1994; MAHÉ et al., 2011; PESCIA et al., 2012; MARTO et al., 2016). 

Sendo que o uso de protetor solar tem sido fortemente recomendado por organizações de 

saúde como a Organização Mundial de Saúde (OMS) e comunidades científicas (OLIVEIRA 

et al., 2015).  

Os protetores solares são formulações de uso tópico, constituídas de filtros UV que 

precisam ser química e fotoquimicamente estáveis. Caso não sejam, sob ação da radiação 

solar, as suas ligações químicas podem ser rearranjadas levando a formação de novas 

moléculas, com menor poder de absorção da radiação UV, ou mesmo com absorção anulada, 

e suas propriedades toxicológicas podem ser alteradas, diminuindo a segurança destes 

produtos. Os protetores solares são constituídos de uma mistura de filtros orgânicos que 

absorvem as radiações UVA e UVB em todo o seu espectro e de filtros inorgânicos que atuam 

por reflexão, absorção e/ou dispersão da luz solar. Os filtros orgânicos são moléculas com 

estrutura aromática simples ou múltipla, comumente conjugadas com diferentes grupos 

químicos (carbonila, ligações duplas, etc). Os filtros inorgânicos são representados pelos 

óxidos, ZnO e TiO2, e são apresentados na forma de nanopartículas ultrafinas ou micronizadas 

garantido a melhor dispersibilidade da RUV e maior transparência sobre a pele. O 

espalhamento e a absorção da radiação são determinados pelo índice de refração, pelo 

tamanho da partícula, pela dispersão na emulsão e pela espessura do filme que se forma na 

pele. Os filtros UV são compostos amplamente utilizados em produtos cosméticos como 

cremes faciais para o dia, produtos pós-barba, maquiagens, batons, xampus e em materiais de 

embalagens plásticas (SERPONE, DONDI, ALBINI, 2007; KOCKLER et al., 2012; 

MILLINGTON, OSMOND, McCALL, 2014; VELA-SORIA et al., 2014)  
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Os primeiros fotoprotetores foram comercializados em 1928, nos Estados Unidos e 

eram constituídos de uma combinação de salicilato de benzila e cinamato de benzila. Na 

segunda Guerra Mundial, os soldados utilizaram petrolatum vermelho como medida protetora 

padrão. Em 1943, o PABA (ácido 4-aminobenzoico) foi oficialmente reconhecido como o 

primeiro filtro solar com o depósito da patente. Na década de 70, cresceu a utilização de 

filtros UVB em formulações cosméticas. Os filtros de absorção UVA foram introduzidos em 

1979. No entanto, somente com a incorporação das partículas inorgânicas dióxido de titânio 

(1989) e óxido de zinco (1992) que houve maior eficácia dos protetores contra a radiação 

UVA (BALOGH et al., 2011; SCHALKA, dos REIS, 2011).  

Atualmente, os filtros UV orgânicos e inorgânicos permitidos para uso em protetores 

solares na União Europeia (Regulation (EC) no. 1223/2009), nos Estados Unidos 

(MANCEBO, HU, WANG, 2014), na Austrália (ARGS, 2012) e no Brasil (RESOLUÇÃO-

RDC nº 69, 2016) estão descritos na Tabela 1. Suas concentrações máximas empregadas 

variam de 0,1% a 15,0% (p/p) para filtros orgânicos e para filtros inorgânicos, as 

concentrações máximas podem atingir até 25,0%. 
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Tabela 1 - Lista de filtros UV orgânicos e inorgânicos permitidos para uso em protetores 
solares de acordo com a regulamentação de cada um dos países citados na tabela. 

Filtros UV – INCI União 

Europeia 

Estados 

Unidos 

Austrália Brasil 

3-Benzylidene camphor 2%   2%  
4-Metylbenzylidene camphor 4%  4% 4% 
Benzophenone-3 10% 6% 10% 10% 
Benzophenone-4 5% * 10% 10% 10% * 
Benzophenone-5 5% *  10% 5% * 
Benzophenone-8 10% 3% 3% 3% 
Benzylidene camphor sulfonic acid 6% *  6% 6% * 
Bis-ethylhexyloxyphenol 

methoxyphenol triazine  

  10% 10% 

Butyl methoxy dibenzoylmethane 5% 3% 5% 5% 
Camphor benzalkonium 

methosulfate 

6%  6% 6% 

Cinoxate  3% 6% 3% 
Diethylamino hydroxybenzoyl hexyl 

benzoate 

10%  10% 10% 

Diethylhexyl butamido triazone 10%   10% 
Disodium phenyl dibenzimidazole 

tetrasulfonate 

10% *  10% 10% * 

Drometrizole trisiloxane 15%  15% 15% 
Ethylhexyl dimethyl PABA 8% 8% 8% 8% 
Ethylhexyl methoxycinnamate 10% 7,5% 10% 10% 
Ethylhexyl salicylate 5% 5% 5% 5% 
Ethylhexyl triazone 5%  5% 5% 
Homosalate 10% 15% 15% 15% 
Isoamyl p-methoxycinnamate 10%  10% 10% 
Menthyl anthranilate  5% 5% 5% 
Methylene bis-benzotriazolyl 

tetramethylbutylphenol 

10%  10% 10% 

Octocrylene 10% * 10% 10% 10% * 
PABA 5% 15%  15% 
PEG-25 PABA 10%  10% 10% 
Phenylbenzimidazole sulfonic acid 8% * 4% 4% 8% * 
Polyacrylamisomethyl benzylidene 

camphor 

6%   6% 

Polysilicone-15 10%  10% 10% 
TEA-salicylate  12% 12% 12% 
Terephthalylidene dicamphor 

sulfonic acid 

10% *  10% 10% * 

Titanium dioxide** 25% 25% 25% 25% 
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Zinc oxide**  25% Não tem 
limite 

25% 

TOTAL DE FILTROS UV 28 16 29 33 
INCI: International Nomenclature Cosmetic Ingredient 
*Expresso como ácido 
**Filtros físicos/inorgânicos 

O protetor solar ideal deve ser fotoestável; deve possibilitar a dissipação da energia 

absorvida de modo eficiente por vias fotofísicas e fotoquímicas evitando a formação de 

oxigênio singleto, demais EROs e outros intermediários reativos; não deve penetrar na pele 

pois pode causar reações cutâneas como dermatites, reações fototóxicas não-imunológicas, 

alergias e reações fotoalérgicas; deve ser capaz de bloquear os raios UVA e UVB que também 

podem comprometer o DNA celular e deve ser seguro tanto para o ser humano que aplica o 

produto em toda a extensão da pele quanto para o ambiente que é o receptor final das 

substâncias (SERPONE, DONDI, ALBINI, 2007; PESCIA et al., 2012; GILABERTE, 

GONZÁLEZ, 2010; CURSINO et al., 2013). 

Para formular um protetor solar é necessário o estabelecimento de metas de design 

do produto (tipo, forma, FPS, função adicional, custo e período de comercialização do 

produto), a seleção do sistema de filtros solares/princípios ativos; a seleção/formulação do 

veículo e a otimização do produto (testes de eficácia, avaliações sensoriais, estabilidade física 

e química, segurança). Mas para garantir a eficácia do protetor é preciso que haja 

conformidade na utilização do produto, ou seja, uso da quantidade recomendada (2 mg/cm2, 

segundo a COLIPA) com aplicação uniforme (dose) e regularidade na aplicação (frequência). 

Assim, a adesão torna-se a etapa chave para a efetiva proteção solar (TANNER, 2006). 

Além da combinação de filtros UV, um protetor solar é constituído de uma mistura 

de excipientes/veículos e pode apresentar também componentes antioxidantes. Muitas vezes, 

o veículo determina a eficácia do produto fotoprotetor, mantém a fotoestabilidade dos filtros 

UV e determina a durabilidade e a resistência a água do protetor solar. O tipo de veículo 

(loção, creme, gel-creme, spray) também está relacionado a aceitabilidade, padrão de 

aplicação e conformidade do produto, onde a opacidade de filtros inorgânicos e a oleosidade 

de filtros orgânicos contribuem para uma aplicação inadequada, reaplicação infrequente e 

redução da eficácia (SAMBANDAN, RATNER, 2011). 

Após a fase de desenvolvimento de um produto fotoprotetor deve-se avaliar sua 

eficiência. A medida mais empregada para a avaliação da eficácia dos protetores solares é a 

determinação do FPS, a qual avalia quantitativamente o grau de proteção fornecido por um 
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protetor solar contra os efeitos da luz UV (PELIZZO et al., 2012; SCHALKA, dos REIS, 

2011). 

As metodologias de determinação do fator de proteção seguem as normas nacionais 

das organizações de padronização, como o FDA ou a Organização Internacional de 

Normatização (ISO) (OLIVEIRA et al., 2015). Sendo que, essas metodologias fazem parte da 

regulamentação dos protetores solares que diferem, dependendo do país e/ou dos 

requerimentos da agência regulatória. Mas de forma geral, a regulamentação inclui uma lista 

dos filtros UV aprovados, a rotulação adequada dos fotoprotetores e os requisitos necessários 

para a medição do FPS, do FP-UVA e da resistência a água (KOCKLER et al., 2012). 

Em países como a Austrália, a maioria dos protetores solares são listados como 

medicamento, segundo o “Therapeutics Goods Act”. Nos EUA, os fotoprotetores são 

considerados medicamentos isentos de prescrição (OTC, do inglês Over The Counter) e estão 

sob a supervisão da FDA (Federal Drug Administration). Na Europa, os filtros solares são 

considerados cosméticos e a COLIPA (European Cosmetic, Toiletry and Perfumery 

Association) é a associação responsável por desenvolver padrões industriais de testes, 

rotulagem e educação ao consumidor (KOCKLER et al., 2012). 

O método oficial de análise do FPS é baseado em testes in vivo que medem a 

proteção contra a formação de eritema/queimaduras solares, resposta biológica produzida 

primariamente pela radiação UVA-2 e UVB. Mas o valor de FPS não confere nenhuma 

proteção contra os raios UVA-1 (PELIZZO et al., 2012; SCHALKA, dos REIS, 2011). 

O protocolo padrão de avaliação do FPS é realizado pela exposição de áreas 

protegidas e não protegidas da pele de voluntários humanos à luz solar artificial. Sendo assim, 

o valor de FPS é definido como a razão entre a quantidade de energia (dose eritematosa 

mínima – DEM) necessária para promover a primeira reação eritematosa na pele protegida 

pelo protetor solar e a quantidade de energia (DEM) responsável por causar a mesma resposta 

eritematosa na pele desprotegida, conforme ISO 24444:2010 (BALOGH et al., 2011; 

OLIVEIRA et al., 2015). 

Diante da ineficácia de avaliação da proteção UVA-1 pelo método FPS, outros 

parâmetros de proteção in vivo têm sido propostos para avaliação UVA como: i) Immediate 

Pigment Darkening (IPD) que corresponde a dose mínima necessária para produzir 

escurecimento da pele com margens bem definidas, visualizada logo após a exposição e 

também é caracterizada por reação transitória e secundária ao processo de fotooxidação da 

melanina existente nos melanossomas; ii) Persistent Pigment Darkening (PPD), reação da 

pele cujo ponto final é a pigmentação máxima atingida após 2-4 horas de exposição e FP-
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UVA baseia-se nas respostas eritematosas mínimas e na pigmentação persistente induzida por 

UVA (PELIZZO et al., 2012; SKLAR et al., 2013). 

Os métodos in vivo são procedimentos tediosos e demorados, baseados em respostas 

da pele que não estão relacionados a tumorigênese e também são considerados invasivos por 

expor voluntários humanos à doses de RUV que podem proporcionar riscos indesejáveis à 

saúde. Diante disso, métodos alternativos in vitro podem ser a solução por serem menos 

dispendiosos, rápidos e facilmente reprodutíveis rotineiramente, não envolverem questões 

éticas como nos testes in vivo (HUPEL, POUPART, GALL, 2011; de PAULA et al., 2012; 

PELIZZO et al., 2012; BACQUEVILLE et al., 2015) e podem contribuir com respostas úteis 

e complementares para o screening de formulações (VELASCO et al., 2011; 

BACQUEVILLE et al., 2015). 

Geralmente, os testes in vitro reportados na literatura consistem na aplicação de uma 

fina camada de protetor solar sobre um substrato o qual é analisado por um espectrofotômetro 

que determina a quantidade de RUV que passa através do filme formado pelo fotoprotetor. Na 

espectroscopia de transmissão, o protetor solar também é colocado sobre um substrato e sua 

transmissão espectral é medida antes e após a exposição a uma fonte de RUV (PELIZZO et 

al., 2012).  

Os substratos empregados nos testes mencionados devem apresentar características 

físicas que assemelhem a pele, sendo que, os mais empregados são: i) fita cirúrgica 

Transpore® de fácil aquisição, baixo custo, atualmente pouco utilizada, mas normalmente 

manuseada como suporte em placas de quartzo lisa para aplicação do fotoprotetor; ii) Vitro-

skin® (IMS Inc.) é um substrato de pele sintética que deve ser submetido a um processo de 

hidratação antes do uso, possibilita bons resultados em testes de proteção solar mas apresenta 

desvantagens como o elevado custo, a necessidade de hidratação e a redução do tempo de 

vida da amostra hidratada; iii) placa de quartzo áspera com ampla aplicação devido a sua 

elevada transmitância UV, pode ser reutilizada após processo de limpeza, porém apresenta 

alto custo; iv) placas de PMMA (polimetilmetacrilato) de fácil manuseio, podem ser 

fornecidas com rugosidade reprodutível sendo considerada uma opção na indústria para os 

testes in vitro no UVA; v) PTFE (teflon) amplamente usado para aplicação UV devido a boa 

transmitância e suas propriedades Lambertianas, são submetidas a um processo de lixagem 

para obter superfícies rugosas (PELIZZO et al., 2012).   

Porém, vários fatores interferem na análise espectrofotométrica como a composição 

dos filtros, a qualidade do espectrofotômetro, o tipo de substrato utilizado, a quantidade de 

protetor solar aplicada e o modo de espalhabilidade (PELIZZO et al., 2012). 
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Outro método in vitro corresponde a determinação do FPS pela leitura 

espectrofotométrica de soluções diluídas dos protetores solares, também conhecido como 

Método de Mansur. A desvantagem desse método está na sua aplicação para filtros solares 

solúveis a um dos solventes utilizado no ensaio (metanol, isopropanol ou etanol), não sendo 

capaz de avaliar a proteção proporcionada pela presença de filtros inorgânicos, insolúveis aos 

solventes empregados (VELASCO et al., 2011). 

Mais uma metodologia in vitro que pode ser utilizada para avaliação de protetores 

solares baseia-se no uso de culturas celulares. Uma vez que, esta é uma importante ferramenta 

para a investigação de alterações específicas induzidas pela radiação UV que ocorrem em 

nível celular e molecular (CAYROL et al., 1999; BRIGANTI; PICARDO, 2003; 

BACQUEVILLE et al., 2015).  

Entre essas alterações pode-se citar: i) a depleção de antioxidantes endógenos como: 

superóxido dismutase (SOD) (VILELA et al., 2012), glutationa peroxidase (GPx), catalase 

(CAT), glutationa reduzida (GSH) (STEENVOORDEN, van HENEGOUWEN, 1997); ii) o 

aumento da peroxidação lipídica (BRIGANTI, PICARDO, 2003); iii) a indução de vias 

específicas de transdução de sinais que modulam processos inflamatórios, imunossupressivos 

e apoptóticos da pele (RAMACHANDRAN; PRASAD; KARTHIKEYAN, 2010; 

ZANCHETTA et al., 2010); a inativação de enzimas chave do sistema imune como a 

calcineurina (SMIT et al., 2010); a viabilidade celular (FIGUEIREDO et al., 2014), dentre 

outras. Assim, esses tipos de alterações biológicas em células cutâneas podem ser utilizadas 

como parâmetros para a avaliação do efeito fotoprotetor durante a fase de pesquisa e 

desenvolvimento de protetores solares (BACQUEVILLE et al., 2015). Podendo assim, atuar 

como um método in vitro de screening permitindo a seleção de formulações com resultados 

promissores para dar continuidade aos estudos posteriores pré-clínico e clínico. 
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Conclusões 
 Diante dos resultados obtidos, as principais conclusões foram: 

� Os protetores solares comerciais tiveram suas diferentes composições em filtros UV 

orgânicos confirmadas pela técnica de CLAE.  

� O sistema de irradiação empregado foi qualificado de forma que contribuiu 

adequadamente para a execução dos ensaios in vitro. 

� As maiores alterações observadas em células de L929 corresponderam a viabilidade 

celular e a peroxidação lipídica, induzidas por 0,5 J/cm² e 30,0 J/cm² de radiação UVB, 

respectivamente.  

� As células de HaCaT corresponderam a linhagem que melhor respondeu a formação 

de EROs, induzidas por 20 J/cm² de radiação UVA. 

� Os protetores solares das marcas A e B, com fatores de proteção diferentes, foram 

capazes de proteger a viabilidade das células L929, expostas a 0,5 J/cm² de radiação UVB. 

� A proteção fornecida às células L929, expostas à 30 J/cm² de radiação UVB, contra a 

indução da peroxidação lipídica foi inversamente proporcional aos valores de FPSs e 

FPSs/PPDs dos protetores solares comerciais. 

� Os protetores solares comerciais de ambas as marcas (A e B) foram eficazes na 

proteção das células HaCaT contra a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

induzidas por 20 J/cm² de radiação UVA. 

� Os ensaios in vitro baseados nos parâmetros biológicos, viabilidade celular, 

peroxidação lipídica e formação de EROs intracelulares, mostraram-se precisos e exatos. 

Sendo que, o uso do extrato etanólico do epicardo de Garcinia brasiliensis e da astaxantina, 

em concentrações diferentes, confirmaram a seletividade dos ensaios para as radiações UVB e 

UVA, respectivamente. 

� A quantificação de fosfato foi estabelecida com a aplicação do método adaptado de 

Baykov, Evtushenko e Avaeva (1988) que mostrou-se linear e preciso. 

� As condições ideais para medida da atividade de calcineurina foram padronizadas para 

o uso de 7,5 µM de substrato fosfopeptídeo RII Ser-fosforilado, temperatura de 30ºC, tempo 
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de reação de 30 minutos, diluição do homogeneizado de células HDFn para 1:2, adição dos 

ácidos inibitórios ocadaico e abscísico e adição de 2,5 mM de CaCl2 no tampão ensaio 2x. 

� O homogeneizado de células HDFn permitiu uma redução na atividade de calcineurina 

de forma linear com o aumento da radiação UVA-1. 

� Os protetores solares da marca A, com menor quantidade de filtros UV que absorvem 

a fração UVA-1, não foram capazes de proteger o lisado de células HDFn da perda de 

atividade da calcineurina induzida pela radiação UVA-1. 

� Os protetores solares da marca B, com os maiores valores de PPDs e com os filtros 

orgânicos específicos que absorvem a radiação UVA-1, foram capazes de proteger os lisados 

celulares da redução de atividade de calcineurina provocada pela fração UVA-1. 

� Com estes resultados foi possível demonstrar que o ensaio de medida da atividade de 

calcineurina foi seletivo para avaliar produtos fotoprotetores ricos em filtros UVA-1.  

A partir da proibição pela União Europeia ao uso de animais para avaliação de 

segurança e eficácia de matérias-primas e produtos cosméticos acabados, o desenvovlimento 

de métodos alternativos in vitro tornou-se realidade, com o intuito de reduzir/substituir o uso 

de animais em pesquisa. 

A aplicação de culturas de células como ensaios in vitro para avaliação da eficácia 

fotoproterora de compostos ou formulações estão começando a serem pesquisados, segundo 

alguns relatos da literatura. Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho tendem a 

contribuir significativamente para essa área de pesquisa, com o desenvolvimento de ensaios in 

vitro em que alterações biológicas em células cutâneas foram utilizadas como parâmetros de 

avaliação da eficácia fotoproteotra de protetores solares. E especialmente, o desenvolvimento 

de um ensaio in vitro para avaliação da eficácia de fotoprotetores expostos a radiação UVA-1, 

ainda não descrito na literatura. 
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