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RESUMO 

 

 

FREITAS, J. V. Avaliação in vitro do potencial de uso da apigenina, da crisina e do beta-
caroteno na proteção contra a radiação UVA e luz visível.  2016. 104f. Tese (Doutorado). 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2016. 
 

Tendo em vista que a radiação ultravioleta A (UVA) e a luz visível (VIS) apresentam 
alto potencial para gerar oxigênio singleto (1O2) e provocar estresse oxidativo, é importante 
buscar substâncias capazes de prevenir ou minimizar o impacto desse evento sobre a pele, já 
que atualmente, há poucos filtros solares orgânicos no mercado que oferecem ampla proteção 
contra a UVA I e não há filtros orgânicos que ofereçam proteção contra a luz VIS. Estudos da 
literatura indicam que alguns antioxidantes, tais como a apigenina (API), a crisina (CRI) e o 
beta-caroteno (BTC), podem neutralizar o 1O2 e apresentam potencial de uso na fotoproteção. 
Deste modo, o objetivo do presente projeto foi avaliar a segurança da API, da CRI e do BTC, 
por meio dos ensaios de fotoestabilidade, fotorreatividade e fototoxicidade, e também sua 
eficácia, através de ensaios para determinar a proteção contra a morte celular induzida pela 
fotossensibilização da melanina, que gera 1O2, e a proteção de membrana contra danos 
fotooxidativos. Inicialmente, foi avaliada a fotoestabilidade da API, da CRI e do BTC quando 
submetidos à radiação UVA e luz VIS, por meio de CLAE. A fototoxicidade das substâncias 
em estudo frente à radiação UVA e luz VIS, empregando-se cultura de fibroblastos (Balb 3T3 
clone A31), de melanócitos (Melan-a) e de melanoma (B16F10) também foi realizada. Para 
avaliar a eficácia, o efeito da API, da CRI e do BTC sobre a viabilidade das células B16F10 
com níveis basais de melanina e após indução da melanogênese, bem como seu efeito sobre a 
proteção de membrana em modelo mimético de lipossomas, foram avaliados frente à luz VIS. 
Os resultados do estudo de fotoestabilidade mostraram que os antioxidantes, isolados ou em 
associação, foram considerados fotoestáveis em ambas as faixas de radiação avaliadas 
(UVA/VIS e VIS). No estudo de fotorreatividade, a API, a CRI e a associação 
(API+CRI+BTC) se mostraram fracamente fotorreativas após exposição ao UVA/VIS. No 
entanto, na presença de VIS, nenhum dos compostos apresentou fotorreatividade. No estudo 
de fototoxicidade, foi observado potencial fototóxico após irradiação por UVA/VIS para a 
CRI, BTC e a associação (API+CRI+BTC) nas três linhagens celulares avaliadas. Já a API, 
não apresentou potencial fototóxico apenas no ensaio realizado com fibroblastos. Na faixa da 
luz VIS, o BTC apresentou potencial fototóxico nas três linhagens celulares avaliadas; 
entretanto, para os demais antioxidantes (API e CRI) e sua associação (API+CRI+BTC) 
houve variação na resposta entre as diferentes linhagens. Os resultados dos estudos para 
avaliação da eficácia mostraram que os antioxidantes foram capazes de proteger as células 
contra morte induzida pela fotossensibilização da melanina, sendo que o efeito da API foi 
superior ao da CRI e do BTC. No estudo de proteção de membrana apenas a API foi capaz de 
conferir proteção contra os danos fotooxidativos induzidos pela luz VIS. A investigação do 
potencial de uso da API, da CRI e do BTC na proteção contra a radiação UVA e luz VIS 
mostrou que o uso de tais antioxidantes e da sua combinação visando a fotoproteção da pele é 
mais seguro na faixa da luz VIS. Além disso, concluiu-se que API é o mais promissor entre os 
antioxidantes estudados em relação à segurança e à eficácia, e apresenta elevado potencial de 
uso na proteção contra a luz VIS. 
 
Palavras-chave: 1. Antioxidantes. 2. Proteção in vitro. 3. Radiação UVA. 4. Luz visível. 
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ABSTRACT 

 

 

FREITAS, J. V. In vitro evaluation of the potential use of apigenin, chrysin and beta-
carotene in protection against UVA radiation and visible light.  2016. 104f. Thesis 
(Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 

Considering that ultraviolet A (UVA) radiation and visible light (VIS) present high 
potential to generate singlet oxygen (1O2) and cause oxidative stress, it is important to search 
for substances that are able to prevent or minimize the impact of such event on the skin, since 
currently, there are few organic UV-filters on the market that offer broad protection against 
UVA I and there is no organic UV-filter which provide VIS light protection. Previous studies 
showed that some antioxidants, such as apigenin (API), chrysin (CRI) and beta-carotene 
(BTC) can neutralize 1O2 and exhibit potential for use in photoprotection. Therefore, the aim 
of this study was to evaluate the safety of API, CRI and BTC, by performing photostability, 
photoreactivity and phototoxicity assays, and also its efficacy, through the determination of 
the protection against cell death induced by melanin photosensitization, which generates 1O2, 
and also the assessment of membrane protection against photooxidative damage. Firstly, API, 
CRI and BTC photostability was evaluated after exposure to UVA and VIS light by using 
HPLC. The phototoxicity of the antioxidants subjected to UVA and VIS light, using cultured 
fibroblasts (Balb 3T3 clone A31), melanocytes (melan-a) and melanoma (B16F10) was also 
performed. In order to assess efficacy, API, CRI and BTC effect on the viability of B16F10 
cells with melanin basal levels and after melanogenesis induction as well as their effect on 
membrane protection using mimetic liposome model were evaluated after VIS light exposure. 
Results of photostability studies showed that the antioxidants, isolated or combined, were 
considered photostable in both ranges (UVA/VIS and VIS). In the photoreactivity study API, 
CRI and the combination (API + CRI + BTC) were considered weakly photoreactive after 
UVA/VIS exposure. However, in the presence of VIS light, none of the compounds exhibited 
photoreactivity. In the phototoxicity study, phototoxic potential was observed for CRI, BTC 
and the combination (API + CRI + BTC) after UV/VIS irradiation in the three studied cell 
lines. API showed no phototoxic potential only in the assay performed with fibroblasts. In the 
VIS range, BTC showed phototoxic potential in the three cell lines; however, for the other 
antioxidants (API and CRI) and their combination (API + CRI + BTC) there was variance in 
response among different cell lines. Efficacy studies showed that the studied antioxidants 
were able to protect cells from death induced by melanin photosensitization, and API effect 
was superior to that of CRI and BTC. In membrane protection study, only API provided 
protection against VIS photooxidative induced damage. The investigation of the potential use 
of API, CRI and BTC for protection against UVA and VIS light showed that the use of such 
antioxidants and their combination aiming skin photoprotection is safer in the VIS range. 
Furthermore, it was concluded that API is the most promising antioxidant regarding safety 
and efficacy and presents high potential for use in protection against VIS light. 
 
Keywords: 1. Antioxidants. 2. In vitro protection. 3. UVA radiation. 4. Visible Light. 
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A radiação solar compreende os espectros do infravermelho, do ultravioleta (UV) e da 

luz visível (VIS). Sendo que cerca de 56%, 39% e 5% da radiação solar correspondem, 

respectivamente, aos raios infravermelhos (800nm-1mm), à luz VIS (400-760 nm), e à 

radiação UV (280-400nm) (GONZÁLEZ et al., 2008; ROMANHOLE et al., 2015). 

Os danos fotoinduzidos pela radiação UV se iniciam após absorção da radiação por 

cromóforos endógenos, tais como o DNA, a melanina, o ácido urocânico, e aminoácidos 

aromáticos (ROMANHOLE et al., 2015). Esses danos podem ocorrer por meio da reação 

direta entre os cromóforos excitados e o DNA (reação tipo I), ou por transferência de energia 

para o oxigênio molecular (reação tipo II), o que leva à formação de radicais superóxido (O2
-

●) e de oxigênio singleto (1O2) (UMLAS et al., 1985; MORI et al., 1988). O 1O2 é uma 

molécula altamente eletrofílica capaz de reagir com duplas ligações de lipídios, ácidos 

nucleicos e proteínas (MICHAELI; FEITELSON, 1994).  

Os raios UVA são capazes de penetrar profundamente a derme, sendo que a exposição 

a esses raios induz à geração de espécies reativas de oxigênio (EROS), como o 1O2 por meio 

da fotossensibilização de cromóforos endógenos (TYRREL, 1994), o que pode causar danos 

às macromoléculas celulares, incluindo proteínas, lipídios e DNA (NICHOLS; KATIYAR, 

2010). A UVA possui potencial genotóxico, ou seja, é capaz de produzir mutações em células 

humanas normais e, por isso, pode induzir à carcinogênese. Além disso, a radiação UVA está 

relacionada ao fotoenvelhecimento e à diminuição da hidratação e elasticidade da pele 

(LAVKER et al., 1995). 

A luz VIS, assim como a radiação UV, pode ser absorvida por cromóforos, tais como a 

protoporfirina, a bilirrubina, a hemoglobina e a melanina, que iniciam reações químicas que 

podem provocar danos às células (MAHMOUD et al., 2008). O espectro de absorção da 

melanina abrange comprimentos de onda entre 200 e 900 nm (ZONIOS et al., 2008) e, por 

isso, possibilita a proteção da pele contra os danos fotoinduzidos pela radiação solar e luz 

VIS. Por outro lado, a melanina também pode apresentar propriedades tóxicas e atuar como 

pró-oxidante na presença da luz, uma vez que essa molécula pode sofrer fotossensibilização e 

gerar EROS, em especial o 1O2 (SUZUKAWA et al., 2012).  

A incidência de radiação UV e luz VIS sobre a melanina pode levar à formação de 1O2 

ou O2
-● devido à fotossensibilização (CHIARELLI-NETO et al., 2011; TAKEUCHI et al., 

2004; TOFFOLETTI et al., 2009). Apesar de melanina poder atuar como antioxidante 

sequestrando essas espécies reativas, essa ação pode ser suprimida (TAKEUCHI et al., 2004). 

Dessa forma, a melanina pode ter efeitos opostos no organismo, ou seja, pode desencadear 

mecanismos de proteção e também de danos à pele quando exposta à radiação solar. 
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Durante muito tempo pouca importância foi dada ao potencial da luz VIS em causar 

efeitos biológicos sobre a pele. No entanto, estudos in vivo têm mostrado que a luz VIS é 

capaz de causar danos cutâneos, tais como eritema (PARRISH et al., 1982), pigmentação 

(KOLLIAS; BAQER, 1984; MAHMOUD et al., 2010) e, sobretudo, estresse oxidativo devido 

à geração de EROS (LIEBEL et al., 2012). 

Baptista et al. (2012) observaram em estudo in vitro que a luz VIS pode induzir à 

fototoxicidade em macrófagos, queratinócitos e melanócitos, e que esse processo é 

dependente do tipo e da quantidade de melanina intracelular. Além disso, também foi 

observado que nas células com grande quantidade de melanina houve aumento de 30 % da 

produção de 1O2 comparado com as células controle. 

Os efeitos da luz VIS sobre a pele humana também foram estudados por Zastrow et al. 

(2009) que, em estudo ex vivo, mostraram que ocorre excesso de produção de radicais livres 

na pele irradiada pela luz VIS. Altos níveis de radicais livres após exposição à luz VIS 

também foram observados em modelos clínicos (LIEBEL et al., 2012). Além disso, os 

resultados dos estudos in vitro mostraram que a luz VIS induziu à expressão de 

metaloproteinase (MMP)-I e à produção de EROS e citocinas pró-inflamatórias (LIEBEL et 

al., 2012). Esses resultados sugerem que a luz VIS também pode contribuir para o 

fotoenvelhecimento prematuro da pele. 

Atualmente, há na literatura uma grande carência de estudos que envolvam a luz VIS, 

sendo que a maioria dos estudos sobre os efeitos biológicos e também químicos da radiação 

solar são voltados para a radiação UV. 

O conhecimento sobre os diversos efeitos deletérios que os raios UV e a luz VIS 

podem provocar na pele, bem como a crescente incidência de casos de câncer de pele na 

população mundial, tem gerado preocupação em relação à proteção contra a radiação solar 

(JOU et al., 2012). Por muito tempo, o delineamento de protetores solares restringiu-se a obter 

formulações que conferissem proteção UVA e UVB. É fato conhecido que no 

desenvolvimento de formulações fotoprotetoras é importante utilizar combinações de filtros 

solares que proporcionem proteção adequada na faixa da UVA e da UVB (JOU et al., 2012). 

Entretanto, os avanços das pesquisas na área de fotoproteção (LIEBEL et al., 2012; 

VANDERSEE et al., 2015) mostraram a necessidade de estender o espectro de proteção para 

a faixa da luz VIS (400-760 nm). Atualmente, não há no mercado filtros solares orgânicos que 

apresentem proteção nessa faixa de radiação. Assim, o uso de antioxidantes nas formulações 

fotoprotetoras torna-se a melhor alternativa para conseguir a referida proteção, uma vez que 

os danos provocados à pele pela luz VIS são causados principalmente por EROS. 
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Diversos antioxidantes naturais têm sido empregados em protetores solares devido às 

suas propriedades fotoprotetoras e antioxidantes, tais como vitaminas, flavonoides e 

carotenoides (GILABERTE; GONZÁLEZ, 2010; GONZÁLEZ et al., 2008, 2010). Estudos 

da literatura indicam que alguns antioxidantes, tais como a apigenina, a crisina e o beta-

caroteno podem neutralizar o 1O2 (BOHM et al., 1993; NAGAI et al., 2005). Considerando 

que a radiação UVA e a luz VIS apresentam alto potencial para gerar 1O2 e provocar estresse 

oxidativo, a apigenina, a crisina e beta-caroteno se tornam antioxidantes em potencial para 

prevenir ou minimizar o impacto desses eventos sobre a pele. 

A apigenina é um flavonoide pertencente à classe das flavonas, encontrada em plantas 

e frutas (MCKAY; BLUMBERG, 2006). A apigenina apresenta atividade antioxidante 

(BEGUM et al., 2012), anti-inflamatória (JEONG et al., 2009) e anti-câncer (SILVAN et al., 

2011). Ye et al.  (2010) também sugerem que essa flavona exerce potente atividade 

melanogênica, já que provocou aumento da expressão de três enzimas envolvidas na síntese 

de melanina.  

De acordo com Das et al. (2013) a apigenina foi capaz de proteger queratinócitos 

humanos e a pele de camundongos contra os efeitos deletérios da radiação UVB, uma vez que  

proporcionou proteção do DNA através da redução da formação de dímeros de pirimidina 

ciclobutano, da inibição da geração de EROS, e da redução da expressão do fator nuclear 

kappa-B e da proteína quinase ativada por mitógeno p38.   

A crisina é uma flavona presente em extratos de plantas, própolis e mel 

(PICHICHERO et al., 2010). Assim como outros flavonoides, a crisina apresenta atividades 

biológicas, tais como ações anti-inflamatória (CHO et al., 2004), anti-câncer (KHAN et al., 

2011; PICHICHERO et al., 2010) e antioxidante (BORS et al., 1997). Além disso, os 

resultados do estudo de KIM et al. (2011) sugerem que a crisina pode ser usada como inibidor 

da hiperpigmentação, uma vez que foi capaz de inibir a melanogênese in vitro. 

O potencial de uso da crisina na fotoproteção da pele foi sugerido por Wu et al. (2011) 

após verificarem que a mesma pode atenuar a apoptose, a produção de EROS e a expressão da 

ciclooxigenase-2 induzidas pela radiação UV; além disso, observou-se que a crisina foi capaz 

de reverter a redução da expressão de aquaporina-3 induzida pela UVB, tal proteção é 

considerada importante, uma vez que os canais de aquaporina-3 regulam o transporte de água 

e glicerol da derme para epiderme e assim melhoram a hidratação do estrato córneo (WU et 

al., 2011).  

Adicionalmente, a apigenina e a crisina mostraram-se efetivas no seqüestro de 

espécies reativas e na inibição da MMP-1, a qual regula o processo de fotoenvelhecimento da 
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pele induzido por espécies reativas geradas pela exposição à UVA (SIM et al., 2007). Os 

resultados desse estudo sugerem que esses flavonoides podem ser úteis na prevenção do 

fotoenvelhecimento. 

O beta-caroteno é o mais abundante e eficiente precursor da vitamina A, e apresenta 

elevada ação antioxidante (DARVIN et al., 2011; O'CONNOR; O'BRIEN, 1998), devida 

principalmente à sua habilidade em suprimir o 1O2 (BOHM et al., 1993), e também atividades 

anti-câncer (GURUVAYOORAPPAN; KUTTAN, 2007) e antiinflamatória (BAI et al., 2005; 

OBERMULLER-JEVIC et al., 2001).  

A ação antioxidante do beta-caroteno está baseada na sua capacidade de atuar como 

quencher do 1O2 e de substâncias no estado tripleto, dissipando a energia do estado excitado 

(MORTENSEN, 2001; NIELSEN et al., 1998). A estrutura molecular do beta-caroteno, 

caracterizada pela presença de numerosas duplas ligações conjugadas, é responsável por sua 

excelente habilidade em atuar como quencher do singleto sem sofrer degradação, e também 

por sua reatividade química frente a radicais livres (BRITTON, 1995; KRINSKY, 1994). 

Outro mecanismo pelo qual o beta-caroteno atua como antioxidante consiste na inibição da 

oxidação provocada por radicais peroxil (ROO●) (YANISHLIEVA et al., 1998) e O2
-● (CONN 

et al., 1992) por meio da transferência de elétrons para essas espécies reativas. 

Diversos estudos relataram a proteção oferecida pelo beta-caroteno contra a radiação 

UV e também infravermelha (BANDO et al., 2004; DARVIN et al., 2011; O'CONNOR; 

O'BRIEN, 1998). No estudo realizado por Darvin et al. (2011), a aplicação tópica de uma 

formulação contendo beta-caroteno conferiu proteção à pele humana contra a ação de radicais 

livres, formados em consequência da exposição à radiação infravermelha. Outros estudos in 

vivo também mostraram que a aplicação tópica de beta-caroteno conferiu proteção contra o 

estresse oxidativo induzido pela radiação UVA (EVELSON et al., 1997; YASUI; SAKURAI, 

2000). 

O uso de moléculas antioxidantes eficazes e seguras é fundamental para o 

desenvolvimento de fotoprotetores visando uma proteção de amplo espectro, ou seja, na faixa 

da UVA/UVB e da luz VIS. Além da atividade antioxidante, a apigenina e a crisina absorvem 

radiação UV e o beta-caroteno absorve na região do UV e VIS. Após a excitação pela luz, 

compostos fotoinstáveis podem facilmente passar por reações fotoquímicas, que podem 

ocorrer tanto no estado excitado singleto quanto no estado excitado tripleto, que levam à 

geração de radicais livres e fotoprodutos (EPE, 2012; SHAATH, 2010). A produção de 

EROS, tais como o 1O2 e o O2-●, pode estar envolvida em respostas fototóxicas, incluindo a 

fotoirritação, a fotogenotoxicidade e a fotoalergia (ONOUE; TSUDA, 2006).  
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Dessa forma, estudos envolvendo a avaliação de características importantes para 

eficácia e segurança como, por exemplo, a fotoestabilidade, a fotorreatividade, a 

fototoxicidade, a proteção contra a geração de 1O2 e a proteção de membrana, são 

fundamentais para direcionar a busca de novas substâncias fotoprotetoras. Além disso, uma 

vez que alguns estudos indicam que a luz VIS também gera radicais livres e causa danos à 

pele, há uma busca por novas moléculas que apresentem proteção nessa faixa da radiação 

solar.  

Atualmente, há uma forte tendência na Europa e também no Brasil em banir o uso de 

animais de experimentação para avaliação da eficácia e segurança de matérias-primas e 

produtos cosméticos. Entre os métodos in vitro utilizados na avaliação da segurança na 

presença da luz estão os propostos pelo guia Photosafety Evaluation of Pharmaceuticals S10 

(ICH, 2013), incluindo a determinação do Coeficiente de Extinção Molar dentro da faixa da 

luz solar (290-700 nm), da fotorreatividade e da fototoxicidade. Além disso, o estudo de 

fotoestabilidade também pode contribuir para avaliação da segurança (ICH, 2013). Com 

relação à eficácia in vitro de matérias-primas, diversas metodologias podem ser empregadas 

para tal avaliação dependendo do tipo de efeito ou característica que se pretende avaliar. 

Considerando que a radiação UVA e a luz VIS apresentam alto potencial para gerar 
1O2 e provocar estresse oxidativo, a apigenina, a crisina e o beta-caroteno se tornam 

potenciais alvos para investigação quanto a viabilidade de uso em fotoprotetores visando 

proteção UVA e VIS. Assim, a investigação do potencial de uso da apigenina, da crisina e do 

beta-caroteno na proteção contra radiação UVA e luz VIS requer uma avaliação prévia da sua 

segurança e eficácia. Nesse contexto, o presente estudo é de grande importância, uma vez que 

propôs a avaliação da segurança, por meio dos ensaios de fotoestabilidade, fotorreatividade e 

fototoxicidade de moléculas antioxidantes com potencial para protegerem a pele e contra os 

danos induzidos pela radiação UVA e luz VIS. Além disso, propõe a avaliação da eficácia por 

meio de ensaios para determinar a proteção contra a morte celular induzida pela 

fotossensibilização da melanina e a proteção de membrana contra os danos fotooxidativos 

após exposição à luz VIS. Finalizando, em consonância com a legislação atual sobre o uso de 

animais em pesquisa, optou-se por empregar apenas metodologias alternativas à 

experimentação animal para avaliar a performance dos antioxidantes com relação à eficácia e 

segurança. 
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2.1 A pele e a radiação solar 

A pele é o órgão que reveste e delimita o organismo, e é responsável por diversas 

funções relacionadas à sua homeostase, incluindo o controle da temperatura corporal, a 

síntese de vitamina D, proteções física, química e imunológica e também proteção contra a 

radiação UV (CHUONG et al., 2002). A pele é constituída por três camadas principais: a 

epiderme, a derme e a hipoderme (Fig. 1A).  

A epiderme pode ser subdivida em estrato córneo, o qual é composto por corneócitos e 

representa a principal barreira à penetração de fármacos na pele, e epiderme viável que, além 

de queratinócitos, é constituída por melanócitos, células de Langerhans e células de Merkel. A 

epiderme viável, por sua vez, é subdivida em camada granulosa, espinhosa e basal (Fig. 1B) 

(CHUONG et al., 2002; MENON, 2002).   

A camada granulosa é composta por células ricas em grânulos de queratohialina e em 

corpos lamelares. Os grânulos de queratohialina se tornam cada vez maiores à medida que as 

células alcançam as camadas mais superficiais da pele, devido ao aumento da síntese de 

queratina. Os corpos lamelares são organelas que contém lipídios, os quais são secretados 

para o meio intercelular à medida que a diferenciação celular acontece (MENON, 2002; 

WERTZ, 2000). A camada espinhosa se caracteriza pela grande quantidade de desmossomos 

e pela presença de corpos lamelares de Odland (MENON, 2002).  

A camada basal constitui a interface entre a epiderme e a derme e consiste em uma 

única camada de células colunares que contém filamentos de queratina, e permanecem fixadas 

à membrana basal através de hemidesmossomos (MENON, 2002). As células desta camada 

são renovadas periodicamente e se deslocam em direção à superfície da pele. À medida que a 

migração acontece, as células sofrem diferenciação e se tornam cada vez mais queratinizadas, 

sendo que quando estão totalmente queratinizadas passam a ser denominadas de corneócitos, 

e permanecem no estrato córneo até que ocorra descamação (EDWARDS; MARKS, 1995). 

A derme é a camada da pele localizada abaixo da epiderme (Fig. 1A), constituída por 

tecido conjuntivo, vasos sanguíneos e linfáticos, terminações nervosas, folículos 

pilossebáceos e glândulas sudoríparas. Entre as células encontradas nessa camada estão as 

adiposas dérmicas, os mastócitos, os leucócitos e também os fibroblastos. Os últimos são 

responsáveis pela síntese de pró-colágeno, elastina e glicosaminoglicanos, que coletivamente 

compõem matriz extracelular (MENON, 2002). As principais funções da derme são nutrir a 

epiderme, que é uma camada avascular, e lhe proporcionar suporte mecânico (DALY, 1982). 
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A) 

 
B) 

 
Figura 1 – Representação das camadas da pele A) e da epiderme B). 
Fonte: Adaptado de Bariya et al. (2012) e Costin e Hearing (2007). 

 

A pele pode ser classificada em diferentes fototipos, em uma escala que varia de I 

(pele muito clara) a VI (pele negra), com base no sistema de classificação desenvolvido por 

Fitzpatrick, de acordo com sua cor e com o comportamento quanto à queimadura e 
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bronzeamento em decorrência da exposição ao sol (SACHDEVA, 2009; SAINT-LEGER, 

2015). A classificação da pele em diferentes fototipos tem várias aplicações na dermatologia 

clínica, e pode ser útil, por exemplo, para definir estratégias de fotoproteção adequadas para 

prevenir o fotoenvelhecimento cutâneo e também reduzir o risco de câncer de pele 

(SACHDEVA, 2009).  

Conforme mencionado anteriormente, entre as funções desempenhadas pela pele está a 

proteção contra a radiação solar (CHUONG et al., 2002; FUCHS et al., 1989). A radiação 

solar compreende os espectros do infravermelho, UV e da luz VIS. Sendo que cerca de 56%, 

39% e 5% da radiação solar correspondem, respectivamente, aos raios infravermelhos 

(800nm-1mm), à luz VIS (400-760 nm), e à radiação UV (280-400nm) (GONZÁLEZ et al., 

2008; ROMANHOLE et al., 2015). 

Os raios UV compreendem a UVA (320-400nm), UVB (280-320nm) e UVC (200-

280nm), sendo que a UVA e UVB são responsáveis por diversos efeitos deletérios sobre a 

pele, os quais podem se manifestar sob a forma de eritema ou queimadura solar, 

fotoenvelhecimento, lesões cancerosas e pré-cancerosas, entre outros (ROMANHOLE et al., 

2015; SIMIS; SIMIS, 2006). Os danos fotoinduzidos pela radiação UV tem início na absorção 

dessa radiação por cromóforos endógenos, tais como o DNA, a melanina, ácido urocânico, 

aminoácidos aromáticos, entre outros (ROMANHOLE et al., 2015). Esses danos podem 

ocorrer por meio da reação direta entre os cromóforos excitados e o DNA (reação tipo I), ou 

por transferência de energia para o oxigênio molecular (reação tipo II), o que leva a formação 

de O2
-● e de 1O2 (MORI et al., 1988; UMLAS et al., 1985), que é uma molécula altamente 

eletrofílica capaz de reagir com duplas ligações de lipídios, ácidos nucleicos e proteínas 

(MICHAELI; FEITELSON, 1994). O 1O2 pode ser formado no organismo através de reações 

fotoquímicas por meio da transferência de energia de uma molécula excitada (no estado 

tripleto) para o oxigênio molecular (SIES; MENCK, 1992). 

Os raios UVA são capazes de penetrar profundamente a derme (Fig. 2), sendo que a 

exposição a esses raios induz à geração de EROS, como o 1O2 por meio da fotossensibilização 

de cromóforos endógenos (TYRREL, 1994), o que pode causar danos às macromoléculas 

celulares, incluindo proteínas, lipídios e DNA (NICHOLS; KATIYAR, 2010). A UVA possui 

potencial genotóxico, ou seja, é capaz de produzir mutações em células humanas normais e, 

por isso, pode induzir à carcinogênese. Além disso, a radiação UVA está relacionada ao 

fotoenvelhecimento e à diminuição da hidratação e elasticidade da pele (LAVKER et al., 

1995). 
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A luz VIS corresponde à porção do espectro eletromagnético visível ao olho humano e 

é capaz de atingir camadas ainda mais profundas que a derme (Fig. 2) (ROTTIER; 

VANDERLEUN, 1960). Essa faixa da radiação solar emite fótons que, ao incidirem na pele, 

assim como os fótons da UV, são absorvidos por cromóforos e iniciam reações químicas que 

podem provocar alterações moleculares nas células. Diversos cromóforos endógenos 

absorvem luz VIS, incluindo a protoporfirina, a bilirrubina, a hemoglobina e a melanina 

(MAHMOUD et al., 2008). 

 

 
Figura 2 – Representação da profundidade de penetração da radiação solar nas das camadas da pele. 
Fonte: Adaptado de Campos et al. (2015). 

 

Durante muito tempo, a contribuição da luz VIS nos efeitos adversos provocados pela 

radiação solar foi subestimada. No entanto, estudos têm mostrado que a luz VIS é capaz de 

causar efeitos na pele semelhantes aos provocados pela radiação UV, tais como eritema 

(PARRISH et al., 1982), pigmentação (KOLLIAS; BAQER, 1984; MAHMOUD et al., 2010) 

e, sobretudo, estresse oxidativo devido à geração de EROS (LIEBEL et al., 2012). 
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Vandersee et al. (2015) avaliaram a influência da luz VIS sobre o conteúdo de 

carotenoides na pele humana in vivo e observaram que houve degradação significativa dos 

carotenoides após irradiação. Assim, os autores demonstraram de forma indireta que radicais 

livres, e provavelmente EROS, são geradas na pele após exposição à luz VIS. 

Os efeitos da luz VIS sobre a pele humana também foram estudados por Zastrow et al. 

(2009) que, em estudo ex vivo, mostraram que ocorre excesso de produção de radicais livres 

na pele irradiada. Altos níveis de radicais livres após exposição à luz VIS também foram 

observados em modelos clínicos para avaliar a geração de radicais livres (LIEBEL et al., 

2012). Além disso, os resultados dos estudos in vitro mostraram que a luz VIS induziu à 

expressão de MMP-I e à produção de EROS e citocinas pró-inflamatórias (LIEBEL et al., 

2012). Esses resultados sugerem que a luz VIS também pode contribuir para o 

fotoenvelhecimento prematuro da pele. 

Baptista et al. (2012) observaram em estudo in vitro que a luz VIS pode induzir à 

fototoxicidade em macrófagos, queratinócitos e melanócitos, e que esse processo é 

dependente do tipo e da quantidade de melanina intracelular, uma vez que a viabilidade 

celular foi reduzida em 20% nas células que produziam excesso de melanina após exposição à 

luz VIS. Além disso, também foi observado que nas células com grande quantidade de 

melanina houve aumento de 30 % da produção de 1O2 comparado com as células controle. 

Alguns autores demonstraram experimentalmente os efeitos genotóxicos da luz VIS 

sobre culturas de melanoma e queratinócitos, uma vez que observaram danos ao DNA após 

irradiação (BOTTA et al., 2008; HOFFMANN-DORR et al., 2005). Os resultados do estudo 

de Hoffmann-Dorr et al. (2005) indicam que a genotoxicidade ocorre devido aos danos 

oxidativos gerados por fotossensibilizadores. 

 

2.2 Melanócitos e melanina 

Os melanócitos são células dendríticas, derivadas de células precursoras 

(melanoblastos) originadas na crista neural durante o desenvolvimento embrionário, 

responsáveis pela síntese e distribuição da melanina (CICHOREK, WACHULSKA; 

STASIEWICZ, 2013; COSTIN; HEARING, 2007). Ao microscópio, os melanócitos maduros 

se apresentam como células dendríticas de forma oval ou fusiforme (Fig. 3) (CICHOREK  et 

al., 2013).  

O ciclo de vida dos melanócitos se inicia com a especificação da linhagem celular nas 

células embrionárias da crista neural (melanoblastos) e a migração dos melanoblastos para a 

membrana basal da epiderme, onde ocorre sua proliferação, seguida da sua diferenciação em 
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melanócitos (CICHOREK et al., 2013). A migração, proliferação e diferenciação dos 

melanoblastos em melanócitos são dependentes de mediadores produzidos por células do tubo 

neural, da ectoderme e por queratinócitos, como por exemplo, a endotelina-3 (ET-3), 

moléculas da família de glicoproteínas Wnt, e o fator de células-tronco (CICHOREK et al., 

2013; UYEN et al., 2008). Os melanócitos passam então por um processo de maturação, que 

resulta na formação de melanina no interior dos melanossomas. Em seguida, ocorre o 

transporte dos melanossomas maduros para os queratinócitos. A forma dendrítica dos 

melanócitos favorece seu contato com os queratinócitos e permite a transferência dos grânulos 

de melanina, que se acumulam sobre o núcleo, para essas células. Apesar de alguns modelos 

já terem sido propostos, o mecanismo exato pelo qual os melanossomas são transferidos dos 

melanócitos para os queratinócitos permanece desconhecido (CICHOREK et al., 2013). 

 

 
Figura 3 – Imagem de melanócitos primários em cultura obtida em microscópio invertido no aumento 
de 200x. 
Fonte: REHDER et al., 2004. 

 

No processo de melanização os melanossomas, localizados no citoplasma dos 

melanócitos, passam por quatro estágios de maturação que resultam na formação de melanina. 

Para que esse processo ocorra é necessário que a tirosina, a enzima tirosinase e as proteínas 

relacionadas à tirosinase (TRP-1 e TRP-2) estejam presentes. Nos estágios iniciais de 

desenvolvimento do melanossoma, I (pré-melanossoma) e II, não há síntese de melanina e 

ocorre a construção da matriz fibrilar, que é constituída por glicoproteínas (Pmel17 ou gp100, 

e MART-1). Nos estágios III e IV ocorre a síntese da melanina, que é depositada na matriz 

fibrilar provocando espessamento e escurecimento das estriações. No estágio IV, o 

melanossoma é totalmente preenchido por melanina. Ao final desse processo, os 
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melanossomas, já totalmente melanizados, perdem a atividade da tirosinase e são então 

transferidos para os queratinócitos (CICHOREK et al., 2013). 

A síntese de melanina ocorre mediante determinados estímulos químicos e físicos. 

Dois tipos de melanina podem ser produzidos nos melanossomas: a eumelanina e a 

feomelanina (Fig. 4), as quais diferem na cor, nas unidades monoméricas que as compõem e 

no mecanismo de síntese. A eumelanina é um polímero insolúvel de cor preta/marrom, e a 

feomelanina, um polímero solúvel de cor amarela/vermelha (SIMON; PELES, 2010). As 

reações envolvidas na melanogênese, são iniciadas com a hidroxilação da tirosina pela 

tirosinase formando a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que é rapidamente oxidada à 

dopaquinona. Este intermediário pode dar origem tanto à eumelanina quanto à feomelanina. 

Na presença da cisteína ou glutationa ocorrem reações que levam à formação de feomelanina. 

A eumelanogênese, ou formação de eumelanina, ocorre na ausência de cisteína, ou de outras 

moléculas que apresentam grupos tiol como, por exemplo, a glutationa (CICHOREK et al., 

2013; EBANKS et al., 2009; SIMON et al., 2009).  

 

A) 

 

B) 

 

Figura 4 – Estrutura molecular dos monômeros que constituem a A) eumelanina e B) feomelanina. 
Fonte: Adaptado de Simon et al. (2009). 

 

O espectro de absorção da melanina abrange comprimentos de onda entre 200 e 

900nm (ZONIOs et al., 2008) e, por isso, possibilita a proteção da pele contra os danos 

fotoinduzidos pela radiação solar e luz VIS. Essa proteção pode ocorrer por meio da absorção 

da luz (UV e VIS), reduzindo sua penetração na pele e impedindo sua interação com outras 

biomoléculas, ou pelo espalhamento da mesma (BRENNER; HEARING, 2008; ZONIOS et 

al., 2008). Outro mecanismo de proteção baseia-se na ação antioxidante deste pigmento, uma 
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vez que nos processos fotoinduzidos a melanina pode sequestrar e/ou suprimir as espécies 

reativas geradas, tais como o O2
-● e o 1O2 (TADA et al., 2010). 

O efeito fotoprotetor da melanina foi demonstrado em estudos epidemiológicos, nos 

quais foi observado que a cor da pele e a incidência de cânceres de pele induzidos pelo sol 

estão inversamente relacionadas, e que indivíduos de pele clara tem uma propensão 70 vezes 

maior em desenvolver câncer de pele do que indivíduos de pele escura (BRENNER; 

HEARING, 2008). Esses estudos sugerem que a eumelanina possui propriedades 

fotoprotetoras superiores à feomelanina, uma vez que a proteção contra a radiação UV foi 

melhor em pessoas de pele escura, que possuem elevado conteúdo de eumelanina, do que em 

pessoas de pele clara, que apresentam baixo conteúdo de eumelanina (BRENNER; 

HEARING, 2008). Além disso, o estudo de Tadokoro et al. (2003) reportou que nos Estados 

Unidos, a incidência de carcinoma basocelular e espinocelular é 50 vezes maior em 

caucasianos do que em afro-americanos, e que a incidência de melanoma em afro-americanos 

é 13 vezes menor do que em caucasianos. 
Por outro lado, a melanina também pode apresentar propriedades tóxicas e atuar como 

pró-oxidante na presença da luz, uma vez que essa molécula pode sofrer fotossensibilização e 

gerar EROS, em especial o 1O2 (SUZUKAWA et al., 2012). Na presença de radiação UV e luz 

VIS a melanina pode ser excitada ao estado singleto passando ao estado tripleto por meio da 

transição inter-sistemas e, como consequência, levar à formação de 1O2 ou O2
-● (CHEDEKEL 

et al., 1978; CHIARELLI-NETO et al., 2011; TAKEUCHI et al., 2004; TOFFOLETTI et al., 

2009). Apesar de melanina ser capaz de sequestrar essas espécies reativas, sua ação 

antioxidante pode ser suprimida (TAKEUCHI et al., 2004). Dessa forma, a melanina pode ter 

efeitos opostos no organismo, ou seja, pode desencadear mecanismos de proteção e também 

de danos à pele quando exposta à radiação solar. 

A eumelanina e a feomelanina apresentam diferentes propriedades redox, sendo que, 

de maneira geral, assume-se que a eumelanina possui papel protetor, enquanto a feomelanina 

é considerada nociva (SUZUKAWA et al., 2012). Isso se deve ao fato de a feomelanina ser 

mais susceptível à fotodegradação, ao contrário da eumelanina, sendo que alguns autores 

sugerem que sua contribuição para os efeitos deletérios da radiação UV é devida à geração de 

O2
-● e peróxido de hidrogênio (H2O2) (BRENNER; HEARING, 2008). 

 

2.3 Antioxidantes no contexto da fotoproteção 

Um radical livre pode ser definido como uma molécula que apresenta um elétron 

desemparelhado em um orbital atômico. A presença de um elétron desemparelhado resulta em 
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instabilidade molecular e alta reatividade, que são propriedades comuns à maioria dos 

radicais. Esses radicais podem então doar ou receber elétrons de outras moléculas, atuando 

como oxidantes ou redutores (CHEESEMAN; SLATER, 1993). Nos sistemas biológicos, os 

radicais livres geralmente são derivados do oxigênio, do nitrogênio e do enxofre, e pertencem 

a grupos de moléculas denominados EROS, espécies reativas de nitrogênio (ERNS) e espécies 

reativas de enxofre (ERSS), respectivamente (LUE et al., 2010). Entre as principais EROS 

temos os radicais O2
-●, ROO●, alcoxil (RO●), hidroxil (●OH), H2O2 e 1O2 (LOBO et al., 2010; 

PIETTA, 2000). 

A geração de EROS no organismo pode ocorrer durante os processos metabólicos 

normais do organismo por meio de reações enzimáticas, envolvidas na cadeia respiratória, ou 

não enzimáticas, que ocorrem, por exemplo, entre o oxigênio e compostos orgânicos (LOBO 

et al., 2010). Além disso, as EROS podem ser formadas após incidência das radiações UVA e 

UVB e da luz VIS sobre a pele devido à absorção dos fótons pelos cromóforos da pele, os 

quais passam a um estado excitado, por transição eletrônica, podendo sofrer reações 

fotoquímicas que resultam na formação de tais espécies reativas (LIEBEL et al., 2012; 

WLASCHEK et al., 2001). O desequilíbrio entre a produção de EROS e o sistema 

antioxidante do organismo, ou seja, estresse oxidativo, caracteriza uma condição na qual 

ocorrem danos oxidativos a lipídios, proteínas e ácidos nucleicos (LOBO et al., 2010). O 

estresse oxidativo contribui significativamente para o envelhecimento e para o surgimento de 

diversas doenças, entre elas o câncer (LUE et al., 2010). 

Para retardar, prevenir ou inibir os danos oxidativos às células são utilizados os 

antioxidantes, que são moléculas capazes de inibir ou impedir reações iniciadas por radicais 

livres (YOUNG; WOODSIDE, 2001). Os antioxidantes enzimáticos neutralizam e removem 

os radicais livres por meio de vários mecanismos como, por exemplo, através da 

transformação do O2
-● em H2O2 (superóxido dismutase) e do H2O2 em água (catalase) 

(NIMSE; PAL, 2015). 

De forma geral, os antioxidantes não enzimáticos podem neutralizar os radicais livres 

por meio de dois mecanismos principais, que consistem na remoção de um átomo de 

hidrogênio do antioxidante pelo radical, e na transferência de um elétron do antioxidante para 

o radical (LEOPOLDINI et al., 2004). Mais especificamente, os antioxidantes podem proteger 

a pele contra os radicais livres inibindo sua formação ou interrompendo sua propagação por 

meio de um, ou mais, dos seguintes mecanismos: 1) interceptação das espécies pró-oxidantes 

iniciais; 2) seqüestro de metais pesados, prevenindo eventos de iniciação e propagação das 

reações que produzem radicais livres; 3) interceptação de radicais secundários os quais podem 
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propagar reação em cadeia ou reduzir grupos oxidados; 4) reparo de macromoléculas e 

renovação celular (TEDESCO et al., 1997). As moléculas antioxidantes reagem com os 

radicais livres e os neutralizam, sendo que nesse processo os antioxidantes se tornam radicais 

menos ativos, menos prejudiciais, e com maior tempo de vida do que os radicais livres que 

foram neutralizados. Esses radicais menos ativos podem então ser neutralizados por outros 

antioxidantes ou por outros mecanismos para eliminar a forma de radical (LUE et al., 2010). 

O organismo possui antioxidantes endógenos enzimáticos (glutationa peroxidase, 

catalase, superóxido dismutase, entre outros) e não enzimáticos (glutationa, ubiquinol e ácido 

úrico) eficientes no combate às EROS geradas na pele (SHI et al., 1999; STEENVOORDEN; 

VAN HENEGOUWEN, 1997). Além disso, a vitaminas E (alfa-tocoferol), a vitamina C 

(ácido ascórbico) e o beta-caroteno, provenientes da dieta, também tem importante papel no 

sistema de defesa antioxidante do organismo (LEVINE et al., 1991). Entretanto, a exposição à 

radiação UV e à luz VIS induz a uma produção excessiva de tais espécies, que supera a 

capacidade protetora intrínseca ao organismo humano (BLACK et al., 1983; LIEBEL et al., 

2012). 

O conhecimento sobre os diversos efeitos deletérios que os raios UV e a luz VIS 

podem provocar na pele, bem como a crescente incidência de casos de câncer de pele na 

população mundial, tem gerado preocupação em relação à proteção contra a radiação solar 

(JOU et al., 2012). Durante muito tempo, o delineamento de protetores solares restringiu-se a 

obter formulações que conferissem proteção UVA e UVB. É fato conhecido que no 

desenvolvimento de formulações fotoprotetoras é importante utilizar combinações de filtros 

solares que proporcionem proteção adequada na faixa da UVA e da UVB (JOU et al., 2012). 

Entretanto, os avanços das pesquisas na área de fotoproteção (LIEBEL et al., 2012; 

VANDERSEE et al., 2015) mostraram a necessidade de estender o espectro de proteção para 

a faixa da luz VIS (400-760 nm). Atualmente, não há no mercado filtros solares orgânicos que 

apresentam proteção nessa faixa de radiação. Assim, o uso de antioxidantes nas formulações 

fotoprotetoras torna-se a melhor alternativa para conseguir a referida proteção, uma vez que 

os danos provocados à pele pela luz VIS são causados principalmente por EROS. 

Nos últimos anos surgiu uma tendência em associar aos filtros solares substâncias com 

atividade antioxidante visando melhorar o potencial das formulações para prevenir ou 

minimizar os danos induzidos pela radiação UV, uma vez que os filtros solares não oferecem 

proteção total contra as espécies reativas (EPSTEIN, 2011). Dessa forma, a adição de 

antioxidantes aos fotoprotetores pode, além de complementar a proteção UVA, proporcionar 

proteção VIS. Liebel et al (2012) demonstraram que o uso de uma formulação fotoprotetora 
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fotoestável contendo uma combinação de antioxidantes reduziu significativamente a produção 

de EROS e a expressão de MMP in vitro, bem como o estresse oxidativo em humanos após 

irradiação com luz VIS. 

Diversos antioxidantes naturais têm sido empregados em protetores solares devido às 

suas propriedades fotoprotetoras e antioxidantes, tais como vitaminas, flavonoides e 

carotenoides (GONZÁLEZ et al., 2008, 2010; GILABERTE; GONZÁLEZ, 2010). Os 

flavonoides podem atuar como antioxidantes por diversos mecanismos de ação, que se 

baseiam no quenching direto de EROS, na inibição de enzimas, na regeneração de 

antioxidantes ligados à membrana e na ação quelante de íons metálicos, como o Fe3+ e o Cu+ 

(LEOPOLDINI et al., 2004). Entre os antioxidantes clássicos empregados em fotoprotetores 

estão as vitaminas C e E, e o beta-caroteno, cujos efeitos fotoprotetores contra os raios UV 

são bem caracterizados (GILABERTE; GONZÁLEZ, 2010; GONZÁLEZ et al., 2008; 

PINNELL, 2003). 

Estudos da literatura indicam que alguns antioxidantes, tais como a apigenina, a 

crisina e o beta-caroteno podem neutralizar o 1O2 (BOHM et al., 1993; NAGAI et al., 2005). 

Considerando que a radiação UVA e a luz VIS apresentam alto potencial para gerar 1O2 e 

provocar estresse oxidativo, a apigenina, a crisina e o beta-caroteno se tornam antioxidantes 

em potencial para prevenir ou minimizar o impacto desses eventos sobre a pele. 

A apigenina (Fig. 5) é um flavonoide pertencente à classe das flavonas, encontrada em 

plantas e frutas (MCKAY; BLUMBERG, 2006). A apigenina apresenta atividade antioxidante 

(BEGUM et al., 2012), anti-inflamatória (JEONG et al., 2009) e anti-câncer (SILVAN et al., 

2011). Um estudo da literatura também sugere que essa flavona exerce potente atividade 

melanogênica, já que provocou aumento da expressão de três enzimas envolvidas na síntese 

de melanina (YE et al., 2010).  

 

 
Figura 5 – Estrutura molecular da apigenina. 
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De acordo com Das et al. (2013) a apigenina foi capaz de proteger queratinócitos 

humanos e a pele de camundongos contra os efeitos deletérios da radiação UVB, uma vez que  

houve proteção do DNA através da redução da formação de dímeros de pirimidina 

ciclobutano, da inibição da geração de EROS, e da redução da expressão do fator nuclear 

kappa-B e da proteína quinase ativada por mitógeno p38.   

A crisina (Fig. 6) é uma flavona presente extratos de plantas, própolis e mel 

(PICHICHERO et al., 2010). Assim como outros flavonoides, a crisina apresenta atividades 

biológicas, tais como ações anti-inflamatória (CHO et al., 2004), anti-câncer (KHAN et al., 

2011; PICHICHERO et al., 2010) e antioxidante (BORS et al., 1997). Além disso, os 

resultados do estudo de Kim et al. (2011) sugerem que a crisina pode ser usada como inibidor 

da hiperpigmentação, uma vez que foi capaz de inibir a melanogênese in vitro. 

O potencial de uso da crisina na fotoproteção da pele foi sugerido por Wu et al. (2011) 

após verificarem que a mesma pode atenuar a apoptose, a produção de EROS e a expressão da 

ciclooxigenase-2 induzidas pela radiação UV, e também reverter a redução da expressão de 

aquaporina-3 induzida pela UVB.  

 

 
Figura 6 – Estrutura molecular da crisina. 

 

Adicionalmente, a apigenina e a crisina mostraram-se efetivas no seqüestro de 

espécies reativas e na inibição da MMP -1, a qual regula o processo de fotoenvelhecimento da 

pele induzido por espécies reativas geradas pela exposição à UVA (SIM et al., 2007).  

O estudo realizado por Nagai, Ohara e Mukai (2005) sugere que a apigenina e a crisina 

podem atuar como quenchers de 1O2 em sistemas biológicos, e que a capacidade de atuar 

como quencher depende do número de hidroxilas, sendo maior nos flavonoides com mais 

hidroxilas. Foi demonstrado, por meio de um ensaio que quantifica a capacidade de redução 

com base no consumo de um oxidante padrão (Ce4+), que a apigenina e a crisina também 

podem atuar como redutores (FERREIRA et al., 2015). Além disso, Leopoldini et al. (2004) 

sugerem que a atividade antioxidante da apigenina também pode ocorrer pelo mecanismo de 

transferência de um elétron. 
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O beta-caroteno (Fig. 7) é o mais abundante e eficiente precursor da vitamina A, o 

qual apresenta elevada ação antioxidante (DARVIN et al., 2011; O'CONNOR; O'BRIEN, 

1998), devida principalmente a sua habilidade em suprimir o 1O2 (BOHM et al., 1993), e 

também atividades anti-câncer (GURUVAYOORAPPAN; KUTTAN, 2007) e 

antiinflamatória (BAI et al., 2005; OBERMULLER-JEVIC et al., 2001).  

A ação antioxidante do beta-caroteno está baseada na sua capacidade de atuar como 

quencher do 1O2 e de substâncias no estado tripleto, dissipando a energia do estado excitado 

(MORTENSEN, 2001; NIELSEN et al., 1998). A estrutura molecular do beta-caroteno, 

caracterizada pela presença de numerosas duplas ligações conjugadas (Fig. 7), é responsável 

por sua excelente habilidade em atuar como quencher do singleto sem sofrer degradação e 

também por sua reatividade química frente a radicais livres (BRITTON, 1995; KRINSKY, 

1994). Outro mecanismo pelo qual o beta-caroteno atua como antioxidante consiste na 

inibição da oxidação provocada por radicais ROO● (YANISHLIEVA et al., 1998) e O2
-● 

(CONN et al., 1992) por meio da transferência de elétrons para essas espécies reativas. 

 

 
Figura 7 – Estrutura molecular do beta-caroteno. 

 

Diversos estudos relataram a proteção oferecida pelo beta-caroteno contra a radiação 

UV e também infravermelha (BANDO et al., 2004; DARVIN et al., 2011; O'CONNOR; 

O'BRIEN, 1998). No estudo realizado por Darvin et al. (2011), a aplicação tópica de uma 

formulação contendo beta-caroteno conferiu proteção à pele humana contra a ação de radicais 

livres, formados em consequência da exposição à radiação infravermelha. Outros estudos in 

vivo também mostraram que a aplicação tópica de beta-caroteno conferiu proteção contra o 

estresse oxidativo induzido pela radiação UVA (EVELSON et al., 1997; YASUI; SAKURAI, 

2000).  

 

2.4 Avaliação de segurança e eficácia 

Em se tratando de matérias-primas e produtos cosméticos, há uma forte tendência na 

Europa e também no Brasil em banir o uso de animais de experimentação para avaliação da 

sua eficácia e segurança. Apesar de a legislação brasileira ainda permitir que testes em 
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animais, visando avaliação da eficácia e segurança, sejam realizados para fins de registro de 

produtos cosméticos, o Guia para Avaliação de Segurança de Produtos Cosméticos, publicado 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2012a), recomenda a 

utilização de alguns testes in vitro validados pela Organisation for Economic Co-operation 

and Development (OECD) para este fim.  Além disso, as Resoluções Normativas do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) n° 17 e n° 18, publicadas em 

2014, reconhecem o uso de métodos alternativos à experimentação animal em todo país e 

estabelecem que até 2019 o método original deve ser substituído pelo método alternativo, 

sendo que a legislação não se restringe a matérias-primas e produtos cosméticos. Na 

Resolução Normativa n° 18, são reconhecidos 17 métodos alternativos, todos aceitos pela 

OECD, incluindo o teste de fototoxicidade 3T3 NRU.  

O uso de moléculas antioxidantes que sejam eficazes e seguras é fundamental para o 

desenvolvimento de fotoprotetores visando uma proteção de amplo espectro, ou seja, na faixa 

da UVA/UVB e da luz VIS. A apigenina, a crisina e o beta-caroteno apresentam estrutura 

molecular caracterizada pela presença de anéis aromáticos (Figs. 5, 6 e 7) e estão sujeitos à 

excitação pela radiação UV e, no caso do beta-caroteno, também pela luz VIS (Fig. 8). Essa 

característica é vantajosa, pois esses antioxidantes poderiam atuar como filtros solares; mas 

por outro lado pode representar um risco, uma vez que, após absorver luz, compostos 

fotoinstáveis, passam facilmente por reações fotoquímicas que podem ocorrer tanto no estado 

excitado singleto quanto no estado excitado tripleto, que levam a geração de radicais livres e 

fotoprodutos (EPE, 2012; SHAATH, 2010). A produção de EROS, tais como o 1O2 e o O2-●, 

pode estar envolvida em respostas fototóxicas, incluindo a fotoirritação, a fotogenotoxicidade 

e a fotoalergia (ONOUE; TSUDA, 2006).  
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Figura 8 – Espectro de absorção da apigenina, crisina e beta-caroteno (16 µg.mL-1) em solução de 
tetrahidrofurano:isopropanol (30:70). 
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Entre os métodos in vitro utilizados na avaliação da segurança na presença da luz estão 

os propostos pelo guia Photosafety Evaluation of Pharmaceuticals S10 (ICH, 2013). De 

acordo com esse guia, a avaliação da segurança in vitro está fundamentada basicamente na 

determinação do Coeficiente de Extinção Molar (> 1000 L mol−1cm−1) dentro da faixa da luz 

solar (290-700 nm), na determinação da geração de espécies reativas após absorção de 

UV/VIS (fotorreatividade) e na determinação de uma resposta aguda à uma substância que é 

aumentada ou iniciada após exposição à luz (fototoxicidade). Além disso, o estudo de 

fotoestabilidade também pode contribuir para avaliação da segurança, uma vez que pode 

sugerir um potencial para fotorreatividade (ICH, 2013). Com relação à eficácia in vitro de 

matérias-primas, existem diversas metodologias que podem ser empregadas para tal 

avaliação. A escolha da metodologia mais adequada vai depender do tipo de efeito ou 

característica que se pretende avaliar. 

 

2.4.1 Fotoestabilidade 

A fotoestabilidade é uma característica diretamente relacionada com a eficácia e 

segurança de protetores solares, uma vez que demonstra se a exposição à luz leva à 

degradação de uma substância. Ao serem excitadas pela luz, as moléculas passam do estado 

fundamental para o estado excitado singleto, onde a energia absorvida pode ser dissipada por 

meio de desativação vibracional ou da emissão de um fóton (fluorescência), ou a molécula 

excitada pode sofrer reações fotoquímicas, tais como fotodegração, formação de radicais e de 

fotoprodutos, as quais caracterizam fotoinstabilidade. Além disso, a molécula no estado 

excitado singleto, pode passar para o estado excitado tripleto, através da transição inter-

sistemas, e dissipar a energia absorvida por meio da emissão de um fóton (fosforescência) ou 

sofrer reações fotoquímicas, que levam à formação de radicais ROO● e de 1O2 e também 

caracterizam fotoinstabilidade (LIM; DRAELOS, 2009; SHAATH, 2010). Assim, o ideal é 

que as moléculas retornem ao estado fundamental dissipando a energia UV absorvida, sem 

sofrer reações fotoquímicas. 

Diversos estudos têm mostrado que a incidência de radiação UV sobre antioxidantes 

pode levar à redução ou perda da atividade antioxidante, devido à fotolabilidade e também à 

fotorreatividade frente ao UV (BONDA; ZHANG; PAVLOVIC, 2011; DAMIANI et al., 

2006; HAYWOOD et al., 2003; MAIER et al., 2001, 2005; SERPONE et al., 2002). Alguns 

antioxidantes empregados em fotoprotetores como, por exemplo, a vitamina A, são muito 

fotoinstáveis (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2007). Em um estudo realizado por Bonda, Zhang 

e Pavlovic (2011) foi reportado que o contato do trans-resveratrol com a radiação UV pode 
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reduzir significativamente a atividade antioxidante dessa molécula. Assim, o ideal é que os 

antioxidantes adicionados à formulação sejam estáveis frente à radiação solar para garantir 

sua eficácia, ou seja, para conferir proteção adequada contra as radiações UVA e VIS e 

garantir a manutenção de sua ação antioxidante após irradiação. 

As descobertas sobre as consequências da utilização de antioxidantes fotoinstáveis em 

fotoprotetores tem atraído o interesse de vários pesquisadores em direção aos estudos de 

fotoestabilidade. Nesses estudos, a Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência (CLAE) 

consiste no método analítico mais empregado; além de apresentar elevada sensibilidade e 

especificidade (BONDA; ZHANG; PAVLOVIC, 2011; FREITAS et al., 2015; GASPAR, 

MAIA CAMPOS, 2006, 2010; MAIER et al., 2001).  

Atualmente, a comunidade científica tem chamado atenção à necessidade da 

realização de estudos para avaliar a fotoestabilidade de substâncias empregadas em 

fotoprotetores. Os resultados desses estudos podem contribuir para avaliação da segurança, já 

que podem sugerir um potencial para fotorreatividade, e também impactar na eficácia do 

produto final, uma vez que pode ocorrer redução da quantidade de moléculas ativas e 

modificação de sua estrutura química após irradiação (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2006; 

NASH; TANNER, 2014; MARROT et al., 2004).  

 

2.4.2 Fotorreatividade 

A fotorreatividade consiste na propriedade que uma susbtância química tem de reagir 

com outra molécula após a absorção de fótons, o que pode levar à geração de EROS, tais 

como o 1O2 e o O2-● (JACVAM, 2013a).  

O estudo de fotorreatividade é normalmente realizado para compostos que absorvem 

radiação em qualquer comprimento de onda entre 290 e 700 nm e que, como consequência da 

absorção, apresentam Coeficiente de Extinção Molar superior a 1000 L mol−1cm−1. Para 

compostos que apresentam Coeficiente de Extinção Molar inferior a 1000 L mol−1cm−1 entre 

290 e 700nm, a realização de análises para avaliar sua segurança na presença da luz não é 

necessária (ICH, 2013).  

O evento inicial no processo de fotossensibilização consiste na absorção de fótons no 

comprimento de onda que provoca excitação do cromóforo. A partir daí, podem ocorrer 

reações do tipo I, que ocorrem por meio da transferência de elétrons ou de hidrogênio levando 

à formação de radicais livres, ou do tipo II, que ocorrem por meio da transferência de energia 

da espécie excitada no estado tripleto para o oxigênio ou para biomoléculas (ONOUE et al., 

2008). O princípio do estudo de fotorreatividade consiste no monitoramento da geração de  
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O2-● através da reação tipo I (reação de transferência de um elétron) e de 1O2 por meio da 

reação tipo II, uma vez que essas parecem ser as principais espécies envolvidas nas respostas 

fototóxicas. O ensaio de fotorreatividade pode ser usado para determinar o potencial 

fototóxico de um composto de forma indireta, já que estudos anteriores mostraram que a 

determinação de EROS a partir de substâncias irradiadas com UVA e luz VIS pode ser útil 

para reconhecer seu potencial fototóxico (JACVAM, 2013a).  

O monitoramento da formação das EROS é feito utilizando um espectrofotômetro, 

sendo que a geração de 1O2 é detectada pela redução da absorbância da p-nitrosodimetilanilina 

em 440nm, enquanto a geração de O2-● é detectada pela redução do tetrazólio nitroazul, que 

leva ao aumento da absorbância em 560 nm (JACVAM, 2013a).  

O ensaio de fotorreatividade possui baixa especificidade, o que pode gerar um grande 

número de resultados falso positivos, e elevada sensibilidade para prever substâncias que 

apresentam fototoxicidade in vivo. Assim, um resultado negativo neste ensaio indica que há 

uma baixa probabilidade de a substância apresentar fototoxicidade, enquanto um resultado 

positivo representa um sinal para dar continuidade à avaliação da segurança da substância em 

questão (ICH, 2013). 

 

2.4.3 Fototoxicidade 

A fototoxicidade ou fotoirritação consiste em uma resposta tóxica aguda a uma 

substância aplicada no corpo que pode ser iniciada ou aumentada após exposição à luz, ou que 

ocorre quando a pele é irradiada após administração sistêmica de uma substância (OECD, 

2004). Algumas características parecem ser críticas para que uma substância demonstre 

fototoxicidade, entre elas temos: absorção de radiação dentro do espectro da luz solar (290-

700 nm); geração de espécies reativas após absorção da radiação UV/VIS; e distribuição 

adequada nos tecidos expostos à luz como, por exemplo, a pele (ICH, 2013). 

O ensaio in vitro mais amplamente utilizado para avaliar a fototoxicidade consiste no 

3T3 Neutral Red Uptake Phototoxicity Test (3T3 NRU-PT), que pode ser utilizado para 

predizer efeitos fototóxicos agudos in vivo em animais e em humanos. Esse ensaio é capaz de 

identificar compostos que podem agir como fotoirritantes após aplicação tópica e distribuição 

na pele (OECD, 2004). Devido à sua elevada sensibilidade e especificidade, o 3T3 NRU-PT é 

único ensaio requerido para determinação da fototoxicidade aguda quando o composto não 

apresenta potencial fototóxico, já que um resultado negativo sugere uma baixa probabilidade 

de a substância ser fototóxica em humanos (LIEBSCH et al., 2005). No caso de um resultado 

positivo, temos que substâncias identificadas como fototóxicas provavelmente apresentarão 



Revisão de Literatura  |  25 

fototoxicidade após aplicação tópica ou após administração sistêmica e distribuição na pele 

(OECD, 2004). Entretanto, devemos dar continuidade à avaliação da segurança da substância 

que apresentar um resultado positivo, uma vez que esse ensaio superestima os resultados e 

não leva em consideração a biocinética e a biodisponibilidade das substâncias (ICH, 2013).  

O princípio do teste de fototoxicidade 3T3 NRU consiste na comparação entre a 

citotoxicidade de uma substância na ausência e na presença de radiação, ou seja, o teste avalia 

a foto-citotoxicidade através da redução da viabilidade das células expostas a uma substância 

na presença da luz em relação à viabilidade na ausência da luz (OECD, 2004). Foram 

propostos dois modelos de predição para esse teste: o fator de fotoirritação (PIF) e o foto 

efeito médio (MPE). O primeiro relaciona a concentração capaz de reduzir a viabilidade das 

células em 50% (IC50) obtida na ausência e na presença da luz. Já o MPE é uma medida 

derivada de uma análise matemática das curvas dose-resposta obtidas na ausência e na 

presença da radiação (PETERS; HOLZHUTTER, 2002). 
 

2.4.4 FPS e FPUVA 

Na avaliação da eficácia de protetores solares, contendo ou não antioxidantes, a 

determinação do Fator de Proteção Solar (FPS) e do Fator de Proteção UVA (FPUVA) é 

requerida, uma vez que o FPS reflete a eficácia do fotoprotetor em relação à radiação UVB, e 

o FPUVA em relação à UVA (BRASIL, 2012b). O FPS é definido como a relação entre a 

dose mínima de radiação UV necessária para produzir uma reação de eritema na pele (DME) 

protegida por um fotoprotetor e a dose mínima de radiação UV necessária para produzir a 

mesma reação na pele desprotegida (BRASIL, 2012b). A dose mínima eritematosa (DME), 

por sua vez, é definida como a quantidade de radiação necessária para produzir a primeira 

reação de vermelhidão (eritematosa) perceptível com bordas claramente definidas, observada 

entre 16 e 24 horas após a exposição à radiação UV (PATHAK; FITZPATRICK, 1993). 

A ANVISA recomenda que a determinação do FPS seja realizada por métodos in vivo 

em humanos, utilizando estritamente os guias atualizados disponibilizados pela FDA e 

COLIPA (BRASIL, 2012b). Entretanto, existem também metodologias in vitro, baseadas em 

métodos espectrofotométricos, para realizar essa determinação, que apesar de não serem 

aceitas para fins de registro do produto, podem ser úteis como ferramenta de triagem durante 

o desenvolvimento de formulações fotoprotetoras (MANSUR et al., 1986). 

O FPUVA consiste na relação entre a dose mínima de radiação UVA necessária para 

produzir escurecimento pigmentário persistente na pele (DMP) protegida por um fotoprotetor 

e a dose mínima de radiação UVA necessária para produzir a mesma reação na pele 
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desprotegida. De acordo com a RDC nº 30 (BRASIL, 2012b), a dose mínima pigmentária 

(DMP) é definida como a dose mínima de radiação UVA requerida para produzir um 

escurecimento pigmentário persistente da pele com bordas claramente definidas, observado 

entre 2 e 4 horas após a exposição à radiação UVA. 

A ANVISA recomenda que a determinação do FPUVA seja realizada por métodos in 

vivo ou in vitro reconhecidos e devidamente validados, e a amplitude da proteção UV deve ser 

avaliada por meio do comprimento de onda crítico. As medidas in vivo e in vitro do FPUVA 

devem seguir, respectivamente, o guia recomendado pela Japanese Cosmetic Industry 

Association e o guia disponibilizado pela COLIPA (BRASIL, 2012b).  

Os métodos in vitro para determinação do FPUVA se baseiam em análises 

espectrofotométricas, que permitem a determinação da razão UVA/UVB e do comprimento 

de onda crítico. Este último corresponde ao comprimento de onda no qual a área sob a curva é 

igual a 90% da área integrada entre 290 e 400 nm, e deve ser no mínino equivalente a 370 nm 

(BRASIL, 2012b). A razão UVA/UVB caracteriza a proteção UVA em relação à UVB (razão 

UVA/UVB) (DIFFEY, 1994). Além disso, outra medida espectrofotométrica consiste na 

avaliação da transmitância de um fino filme de fotoprotetor espalhado em um substrato áspero 

(lâminas de polimetilmetacrilato), ou na avaliação da absorbância de uma solução, após 

exposição a uma dose de radiação UV controlada (DIFFEY et al., 2000; VELASCO et al., 

2011).  

 

2.4.5 Determinação da ação antioxidante  

A medida da ação antioxidante de compostos ou de uma formulação pode ser utilizada 

para avaliação da sua eficácia na proteção contra a radiação solar, tendo em vista que a 

radiação UVA e luz VIS podem causar danos cutâneos mediados pela ação de EROS 

(LIEBEL et al., 2012; NICHOLS; KATIYAR, 2010). 

Entre os métodos in vitro mais utilizados para medida do potencial antioxidante de 

substâncias com base em reações químicas, estão os ensaios DPPH, ABTS e o de peroxidação 

lipídica (TBARS) (BERETTA; FACINO, 2010). O primeiro se baseia na determinação da 

capacidade da substância em capturar o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), um radical 

orgânico estável, reduzindo-o à hidrazina por meio da doação de um átomo de hidrogênio, o 

que leva à mudança simultânea na coloração de violeta a amarelo pálido (KEDARE; SINGH, 

2011). No ensaio ABTS, o cátion radical ABTS (ácido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico) é gerado pela reação do sal ABTS com um forte agente oxidante (persulfato de 

potássio ou permanganato de potássio), sendo então medida a habilidade da substância em 
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reduzir o radical ABTS por meio da doação de um átomo de hidrogênio; a presença de um 

antioxidante provoca a perda da coloração da solução inicial azul esverdeada (MILLER; 

RICEEVANS, 1997). Nesse ensaio a capacidade antioxidante das substâncias é normalmente 

comparada à do Trolox, um análogo hidrossolúvel da vitamina E (MILLER; RICEEVANS, 

1997). Na avaliação da peroxidação lipídica pela formação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) ocorre uma reação entre o malondialdeído (MDA), que é um produto 

da peroxidação lipídica derivado de ácidos graxos poliinsaturados, com o ácido tiobarbitúrico 

(TBA), formando um complexo colorido, que pode ser detectado espectrofotometricamente 

em 532 nm, sendo o resultado expresso em equivalentes de MDA (BOLIGON et al., 2014).  

 Os métodos in vitro usuais para determinar a atividade antioxidante de moléculas 

normalmente são baseados em sistemas homogêneos que não se aproximam do ambiente 

celular (ROBERTS; GORDON, 2003; RODRIGUES et al., 2012). A avaliação da capacidade 

antioxidante utilizando modelo mimético de lipossomas consiste em um método in vitro que 

possui uma vantagem sobre os demais por representar o ambiente celular, onde a membrana 

deve ser protegida. Nesse modelo, a fotoativação do dimetil azul de metileno pela luz VIS 

induz à geração de 1O2 com consequente oxidação lipídica e aumento da permeabilidade da 

membrana à carboxifluoresceína, detectada pelo aumento na intensidade de fluorescência 

(BACELLAR et al., 2014). 

 Em relação aos métodos in vivo, a técnica de Ressonância Paramagnética Eletrônica 

(RPE) ocupa posição de destaque na dermatologia para medida da atividade antioxidante 

(PLONKA, 2009). Essa técnica consiste em um método de ressonância magnética que detecta 

substâncias paramagnéticas, ou seja, que possuem um ou mais elétrons desemparelhados. É 

possível identificar o radical a partir do espectro de RPE obtido, sendo que a intensidade do 

sinal permite estimar a quantidade de radicais formados (OROIAN; ESCRICHE, 2015). A 

técnica de RPE tem sido aplicada em diversos estudos in vivo para avaliar a proteção 

oferecida por substâncias com ação antioxidante aplicadas na pele antes da irradiação por 

radiação UV, VIS ou infravermelha (DARVIN et al., 2011; HAAG et al., 2014; 

SUWANNATEEP et al., 2012).  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 Objetivos 
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3.1 Objetivo geral 

O objetivo do presente projeto é investigar o potencial de uso da apigenina, da crisina 

e do beta-caroteno na proteção contra a radiação UVA e luz VIS através de ensaios in vitro 

para avaliar características relacionadas à sua segurança e eficácia.   

 

3.2 Objetivos específicos 

• Desenvolver e validar um método de CLAE que permita identificar e quantificar 

simultaneamente os antioxidantes em estudo; 

• Avaliar a fotoestabilidade da apigenina, da crisina e do beta-caroteno, isolados e em 

combinação, quando submetidos à irradiação por UVA/VIS ou VIS; 

• Avaliar a fotorreatividade dos antioxidantes em estudo, isolados e em combinação, 

quando submetidos à irradiação por UVA/VIS ou VIS; 

• Avaliar a fototoxicidade dos antioxidantes em estudo, isolados e em combinação, 

frente à UVA/VIS ou VIS em culturas de fibroblastos (Balb/3T3 clone 31), 

melanócitos (Melan-a) e melanoma (B16F10); 

• Quantificar a geração de oxigênio singleto a partir das células B16F10; 

• Avaliar o efeito da apigenina, crisina e beta-caroteno na proteção contra os danos 

induzidos pela fotossensibilização da melanina durante exposição à luz VIS em cultura 

de melanoma (B16F10); 

• Avaliar o efeito da apigenina, crisina e beta-caroteno na proteção de membrana contra 

os danos induzidos pela luz VIS em modelo mimético de lipossomas. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 Materiais e Métodos 
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4.1 Materiais 
 

4.1.1 Materiais e Reagentes 

Abaixo estão listadas as matérias-primas utilizadas e, quando necessário, também 

estão descritos seu nome comercial e fornecedor.  
 

• 1, 9-Dimetil azul de metileno, código 341088, Sigma; 

• 5 (6) Carboxifluoresceína, código 21877, Sigma; 

• Ácido Acético Glacial, PA, Synth; 

• Ácido gálico, código G7384, Sigma; 

• Água destilada e deionizada; 

• Álcool etílico, PA, Synth; 

• Álcool isopropílico, grau HPLC, J.T.Baker; 

• Álcool isopropílico, PA, Synth; 

• Álcool metílico, grau HPLC, J.T.Baker; 

• Apigenina, código A3145, Sigma; 

• Beta-caroteno, código C9750, Sigma; 

• Bicarbonato de sódio, código S5761, Sigma; 

• Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio, código M5655, Sigma;  

• Cloreto de amônio, Synth; 

• Cloreto de sódio, PA, Synth; 

• Cloreto nitroazul de tetrazólio, código N6876, Sigma; 

• Cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina (vermelho neutro), código 
1.01369.0025, Merck; 

• Crisina, código C80105, Sigma; 

• Dimetilsulfoxido, código D2650, Sigma; 

• Dimetilsulfoxido, PA, Synth; 

• Fosfato de potássio monobásico, PA, Synth; 

• Fosfato de sódio dibásico dodecahidratado, PA, Synth; 

• Fosfato de sódio dibásico heptahidratado, PA, Synth; 

• Fosfato de sódio monobásico dihidratado, PA, Synth; 

• Imidazol, código I5513, Sigma; 

• Lecitina de soja - SOLEC™ F, Solae; 

• L-histidina, código H8000, Sigma; 

• L-Tirosina, Sigma;  



Materiais e Métodos  |  32 

• Meio de cultura DMEM, código 00044, Vitrocell/Embriolife; 

• Meio de cultura DMEM, código BR30003-05, LGC Biotecnologia; 

• Meio de cultura Ham’s F10, código BR30009-05, LGC Biotecnologia; 

• Meio de cultura RPMI 1640, código 31800-022, Gibco / Life Technologies; 

• Mix de antibióticos (penicilina e estreptomicina), código A5955, Sigma; 

• Mix de antibióticos (penicilina/estreptomicina com antimicótico), código 000148, 

Vitrocell/Embriolife; 

• Norfloxacino, código N9890, Sigma; 

• Óxido de deutério, código 151882, Sigma; 

• p-nitrosodimetilanilina, código D172405, Sigma;  

• Protoporfirina IX, código 258385, Sigma; 

• Quinina, código Q1125, Sigma; 

• Reagente de Bradford – Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent, BIO-RAD; 

• Salicilato de octila (nomenclatura INCI: ETHYLHEXYL SALICYLATE) – Neo 

Heliopan® OS, Symrise; 

• Sephadex G-50, código G50150, Sigma; 

• Tetrahidrofurano, PA, F. Synth; 

• Tripsina (solução de tripsina/EDTA, código 000012), Vitrocell/Embriolife; 

• Tripsina, código T4174, Sigma; 

• TRIS (Hidróximetil Aminometano), Synth; 

• Triton X-100, Sigma. 

 

4.1.2 Equipamentos e acessórios 

• Balança analítica Adventurer OHAUS; 

• Balança analítica Shimadzu AUW220D; 

• Balança analítica Shimadzu AY220; 

• Centrífuga Heraeus Megafuge 16R; 

• Centrífuga KASVI K14-0815A; 

• Centrífuga para eppendorf refrigerada CENTRIFUGE 5804R;  

• Coluna cromatográfica de fase reversa C18 (Lichrospher 100RP18, 250mm, 5µm); 

• Cromatógrafo a líquido de alta eficiência, acoplado a um sistema de bombas (LC-

10AT), detector UV-VIS (SPD-20A), e auto-injetor (SIL-20A); 
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• Detector de oxigênio singleto Edinburgh F900 Instrument (Edinburgh, Reino Unido), 

que consiste em: um laser de Nd:YAG acoplado a um OPO (Quantel laser Brilliant, 

3W, Rainbow OPOTEC) regulado para excitação em 450 nm (5 ns em 10 Hz , 2 

mJ/pulso); suporte de cubeta; filtro de silício; monocromador; fotomultiplicadora NIR 

PMT (R5509) da Hamamatsu (Hamamatsu Co., Bridgewater, NJ, EUA) resfriada por 

nitrogênio líquido; e um analisador multicanais rápido com 5ns/canal (MSA-300; 

Becker & Hickl, Berlim, Alemanha); 

• Diodo emissor de luz (LED) vermelho com emissão em 633 nm; 

• Espectrofotômetro Agillent 8453, Agillent; 

• Espectrofotômetro Ocean Optics (USB 2000+UV-VIS-ES, Dunedin, FL, EUA) 

guiado por fibra ótica Ocean Optics (QP50-2-UV-VIS); 

• Espectrofotômetro UV-2401 PC, Modelo TCC-240ª, Shimadzu;  

• Estufa com termostato e controle de umidade Forma Series II 3110 com filtro HEPA 

Class 100, Thermo; 

• Incubadora de CO2, Forma Series II Water-Jacket, Thermo; 

• Leitor de Microplacas TECAN Infinite M200, RChisto;  

• Leitor de Microplacas µ Quant, Bio-Tec Instruments; 

• Microscópio invertido Zeiss, Primo Vert, Zeiss;  

• Microscópio invertido Carls Zeiss Jena, Zeiss; 

• Microscópio Labomed Digi 2 1500; 

• Peagômetro UltraBasic - Denver Instrument UB-10; 

• Peagômetro MS Tecnopan modelo mPA-210; 

• Pipetas automáticas; 

• Pipetas de Pasteur; 

• Radiômetro Amprobe SOLAR-100 Solar Power Meter (AMPROBE, Estados Unidos); 

• Radiômetro Coherent FieldMate (serial 0306k06R) acoplado a detector MDL OP-2 

VIS (serial 0436k06); 

• Radiômetro UV-Meter (Dr. Hönle AG UV Technology, Gräfelfing/München, 

Germany) equipado com fotodetectores para a medida da radiação UVA; 

• Simulador Solar SOL-500 (Dr. Hönle AG, Planegg, Alemanha); 

• Sistema de irradiação constituído por quatro lâmpadas fluorescentes tubulares 

OSRAM DULUX L 55W/840; 

• Sonicador Ultracleaner 1400A, Unique; 
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• Sonicador Ultrasonic Clean Ultra Cleaner 750; 

• Tubos de 2 mL, Eppendorf; 

• Tubos Falcon de 15 e de 50 mL;  

• Vidrarias em geral; 

• Vórtex Genie 2, Scientific Insdustries.  

 

4.1.3 Linhagens celulares 

• Fibroblastos de camundongo Balb 3T3, clone 31; 

• Melanócitos de camundongo Melan-a; 

• Melanoma de camundongo B16F10. 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Estudo para avaliação da segurança da apigenina, crisina e beta-caroteno frente à 

radiação UVA/VIS e luz VIS 

 

4.2.1.1 Desenvolvimento de validação do método de Cromatografia a Líquido de Alta 

Eficiência (CLAE) 

As análises por CLAE foram realizadas utilizando o cromatógrafo Shimadzu acoplado 

a bombas (LC-10AT), detector UV-VIS (SPD-20A) e auto-injetor (SIL-20A), e equipado com 

coluna de fase reversa C18 (Lichrospher 100RP18, 250mm, 5µm). 

As condições cromatográficas utilizadas nas análises estão descritas a seguir: 

• Fase móvel (eluição por gradiente): eluição inicial constante de água com 2% 

de ácido acético:metanol:isopropanol (55:13,5:31,5, v/v) por 3 minutos, 

seguida por um gradiente linear de 4 minutos, o qual foi mantido com eluição 

constante de água com 2% de ácido acético:metanol:isopropanol (0:30:70, v/v) 

por 13 minutos; 

• Fluxo de fase móvel: 0,8mL.min-1; 

• Volume de injeção: 20 µl;  

• Comprimento de onda: 325 nm (apigenina e crisina) e 454 nm (beta-caroteno); 

• Tempo de corrida: 35 minutos; 

• Temperatura: ambiente. 
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A validação do método de CLAE foi realizada de acordo com o VALIDATION OF 

ANALYTICAL PROCEDURES: TEXT AND METHODOLOGY Q2(R1) (ICH, 2005), e incluiu 

a avaliação da seletividade, linearidade, limite de detecção (LD), limite inferior de 

quantificação (LIQ), precisão e exatidão intra- e inter-ensaio. 

A seletividade foi determinada por meio da análise dos padrões para avaliar a 

separação dos antioxidantes e possíveis interferentes provenientes do solvente. Soluções de 

tetrahidrofurano:isopropanol (30:70) contendo as substâncias em estudo (16 µg.mL-1), 

separadamente e em associação, foram analisadas. Como controle, 2 mL de 

tetrahidrofurano:isopropanol (30:70) foram colocados em um béquer e, após evaporação do 

solvente, o filme seco foi dissolvido no mesmo solvente. 

Para avaliação da linearidade, diluições contendo a apigenina (API), a crisina 

(CRI) e o beta-caroteno (BTC) em solução de tetrahidrofurano:isopropanol (30:70) 

foram preparadas em triplicata, a partir de uma solução estoque (50 µg.mL-1), nas 

seguintes concentrações: 2,5; 5; 10; 20 e 40 µg.mL-1. As curvas de calibração foram 

construídas plotando os valores de área obtidos versus as concentrações conhecidas de 

cada substância. O método de ajuste de mínimos quadrados foi empregado para avaliar 

estatisticamente os resultados da linearidade através de uma linha de regressão e da 

inclinação, intercepto e coeficiente de correlação linear (r2) correspondentes (ICH, 

2005). 

O LD e o LIQ foram determinados com base no desvio padrão da resposta (σ) e na 

inclinação da curva de calibração (S) por meio das Equações 1 e 2, respectivamente (ICH, 

2005): LD ൌ 3,3	. σS  
Equação 1 

 
 LIQ ൌ 10	.		σS  

Equação 2 

 

A precisão foi utilizada para avaliar a variabilidade do método de CLAE e expressa 

como Desvio Padrão Relativo (DPR, %). A exatidão foi determinada pela comparação entre a 

média das concentrações determinadas experimentalmente após análise cromatográfica e as 

concentrações teóricas correspondentes, de acordo com a Equação 3. A determinação da 

precisão e da exatidão foi realizada por meio de análises intra e inter-ensaio, as amostras 
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foram analisadas em triplicata, em 3 dias consecutivos, utilizando três concentrações: baixa 

(2,5 µg.mL-1), média (10 µg.mL-1) e alta (40 µg.mL-1).   
 

 
Equação 3 

 

4.2.1.2 Fonte de irradiação 

Os estudos de fotoestabilidade, fotorreatividade e fototoxicidade foram conduzidos 

utilizando radiação UVA/VIS ou apenas VIS emitida por um simulador solar SOL-500 (Dr. 

Hönle AG, Planegg, Alemanha) (Fig. 9A) equipado com uma lâmpada de arco de mercúrio 

que simula a distribuição espectral da luz solar natural (Fig. 9B). Em relação à irradiação por 

UVA, um espectro praticamente desprovido de UVB (< 320 nm) foi obtido utilizando um 

filtro com transmissão de 50% no comprimento de onda de 335 nm (Filtro H1, Dr. Hönle, 

Alemanha) (OECD, 2004). Para irradiação por luz VIS, um espectro quase desprovido de 

UVA (<400 nm) foi obtido através da filtração da UVA por meio de um filtro de 

policarbonato, que absorve cerca de 98% da radiação UVA e transmite 80% de VIS. As 

amostras foram irradiadas a uma distância de 24 cm da fonte de luz, recebendo um fluxo de 

11.5mW/cm2  de UVA e 54.7mW/cm2 de VIS. 

 

A) 

 

B) 

 
Figura 9 – Fonte de irradiação utilizada na triagem para avaliação da segurança da apigenina, crisina e 
beta-caroteno frente à radiação UVA/VIS e luz VIS: A) Sistema de irradiação composto por uma 
lâmpada de arco de mercúrio; B) Espectro de emissão do sistema de irradiação. 
Fonte: protocolo INVITTOX nº 78 (LIEBSCH; SPIELMANN, 2002). 
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4.2.1.3 Estudo de fotoestabilidade 

Foram preparadas soluções dos antioxidantes (50 µg.mL-1) isolados (API, CRI e BTC) 

e combinados (API+CRI+BTC) em isopropanol:tetrahidrofurano (70:30). Alíquotas dessas 

soluções (2 mL) foram adicionadas em béqueres de vidro que, após evaporação total do 

solvente, foram expostos a 275 KJ/m2 de radiação UVA (320-400 nm) e 1080 KJ/m2 de luz 

VIS (400-800 nm) (DAMIANI et al., 2007; FREITAS et al., 2015), ou apenas a 1080 KJ/m2 

de luz VIS. Para cada béquer submetido à irradiação havia um controle negativo, ou seja, um 

béquer deixado ao abrigo da luz. Aos béqueres (controle e expostos à radiação) foram 

adicionados 2 mL de isopropanol:tetrahidrofurano (70:30) para a dissolução do filme seco em 

ultra-som e a solução resultante foi transferida para balão volumétrico de 5 mL (DAMIANI et 

al., 2007; FREITAS et al., 2015; GASPAR; MAIA CAMPOS, 2006; KOCKLER et al., 

2012). A fotoestabilidade dos antioxidantes em estudo foi avaliada em triplicata. As amostras 

das soluções, tanto as controle quanto as irradiadas por UVA/VIS ou VIS, contendo os 

antioxidantes em estudo foram submetidas à análise por CLAE utilizando o método descrito 

no item 4.2.1.1. Após análise por CLAE, a porcentagem de recuperação dos antioxidantes foi 

calculada através da relação entre a concentração do antioxidante na formulação irradiada e a 

sua concentração na formulação não irradiada multiplicada por um fator de 100.  

  

4.2.1.4 Estudo de fotorreatividade 

O ensaio para detecção das EROS foi conduzido para detectar a geração de 1O2 (SO) e 

O2-● (SA). Este estudo foi baseado no protocolo ROS Assay Protocol Version 1.0 (JACVAM, 

2013a) recomendado pelo Japanese Center for the Validation of Alternative Methods 

(JaCVAM) e aceito pelo International Conference on Harmonisation of Technical 

Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH), o qual foi baseado 

em estudos de validação conduzidos pela JaCVAM (JACVAM, 2013b, 2013c; ONOUE et al., 

2014). 

 

4.2.1.4.1 Preparação das substâncias teste 

As substâncias em estudo foram dissolvidas em DMSO nas concentrações de 1 mM 

(API, CRI, BTC e salicilato de octila) e 10 mM (norfloxacino e quinina) para obtenção das 

soluções estoque, imediatamente antes da sua utilização, protegidas da luz. Os antioxidantes 

isolados (API, CRI e BTC) foram testados na concentração de 1 mM (20 µM no meio 

reacional), e sua combinação (API+CRI+BTC) foi testada usando API 0,5 mM (10 µM no 

meio reacional), CRI 0,5 mM e BTC 1 mM. A quinina 10 mM (200 µM no meio reacional) e 
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o norfloxicino foram usados como controles positivos, e o salicilato de octila como controle 

negativo. 

 

4.2.1.4.2 Procedimento para detecção de oxigênio singleto e ânion superóxido 

O 1O2 foi medido em solução aquosa através do monitoramento do branqueamento da 

p-nitrosodimetilanilina a 440 nm por espectrofotômetro, utilizando o imidazol como um 

aceptor seletivo para 1O2. Os meios reacionais contendo as substâncias teste (10, 20 ou 200 

µM), p-nitrosodimetilanilina (50 µM), e imidazol (50 µM) em tampão fosfato de sódio 20 mM 

(NaPB, pH 7.4), foram preparados em um eppendorf. Duzentos microlitros dessa solução 

foram transferidos para um poço de uma placa de 96 poços, e a medida da absorbância a 

440nm foi então realizada em leitora de microplacas (µ Quant, Bio-Tec Instruments) e, em 

seguida, a placa foi irradiada com UVA (57 J/cm2) / VIS (245 J/cm2) ou VIS (245 J/cm2). Por 

fim, após agitação, a absorbância das soluções presentes nos poços foi medida em 440 nm.  

Para determinação do O2-●, os meios reacionais contendo as substâncias teste (10, 20 

ou 200µM) e o tetrazólio nitroazul (NBT) (50 µM) em tampão fosfato de sódio 20 mM 

(NaPB, pH 7.4) foram preparados em um eppendorf. Duzentos microlitros dessa solução 

foram transferidos para um poço de uma placa de 96 poços, e a medida da absorbância a 560 

nm foi então realizada em leitora de microplacas (µ Quant, Bio-Tec Instruments) e, em 

seguida, a placa foi irradiada com UVA (57 J/cm2) / VIS (245 J/cm2) ou VIS (245 J/cm2). Por 

fim, a redução de NBT no meio reacional foi medida através do aumento da absorbância a 

560 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata (3 poços) em 2 corridas 

independentes (n=6).  

De acordo com o protocolo ROS Assay Protocol Version 1.0  (JACVAM, 2013a), uma 

substância é classificada como fotorreativa se SO ≥ 25 e SA ≥ 70, ou SO < 25 e SA ≥ 70, ou 

SO ≥ 25 e SA < 70. Uma substância que apresente SO < 25 e SA ≥ 20 ou < 70 é classificada 

como fracamente fotorreativa. Por fim, uma substância apresenta SO < 25 e SA < 20 é 

classificada como não-fotorreativa. 

 

4.2.1.5 Estudo de fototoxicidade em cultura de fibroblastos (3T3 NRU), de melanócitos 

(Melan-a) e de melanoma (B16F10) em monocamadas 

O estudo de fototoxicidade foi realizado em cultura de fibroblastos por determinação 

da viabilidade celular, na presença e ausência da radiação UVA/VIS ou VIS, por meio da 

determinação da captação do corante vital vermelho neutro, conforme protocolo INVITTOX nº 

78 (LIEBSCH; SPIELMANN, 2002) e o guia OECD Guidelines for the Testing of Chemicals 
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Test No. 432: In Vitro 3T3 NRU Phototoxicity Test (OECD, 2004). Para tal, foi utilizada uma 

linhagem de fibroblastos de camundongo Balb/3T3 clone 31 ATCC, a qual foi utilizada no 

estudo de validação do método realizado pela Comunidade Européia (LIEBSCH; 

SPIELMANN, 2002). As culturas estabelecidas foram cultivadas em meio DMEM 

suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal (SBF), 2% L-glutamina (v/v), 100 UI.mL-1 

de penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina, e incubadas a 37 °C, em estufa de CO2 (5%) 

com controle de umidade.  

O teste de fototoxicidade também foi realizado em cultura de melanócitos murinos 

Melan-a e de melanoma murino B16F10. As células B16F10 foram cultivadas no meio HAM 

F10 suplementado com 10% (v/v) de SBF, 100 UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de 

estreptomicina, a 37 ºC em uma atmosfera com 5% de CO2.  

As células Melan-a foram cultivadas no meio RPMI 1640 suplementado com 10% 

(v/v) de SBF, 200 nM do indutor de mitose Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), 100 

UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina, a 37 ºC em uma atmosfera com 5% de 

CO2 (GOH et al., 2013; OBA-SHINJO et al., 2006). 

Previamente ao início dos estudos, foi avaliada a sensibilidade dos fibroblastos e 

melanócitos a cinco doses de radiação UVA/VIS (9/40, 15/70, 20/90, 25/110 e 30/130 J/cm2) 

e VIS (40, 70, 90, 110 e 130 J/cm2), sendo que a dose utilizada no estudo foi de 9J/cm2 de 

UVA e 40J/cm2 de VIS, uma vez que apenas nessas doses todas as linhagens apresentaram 

viabilidade celular superior a 80%.  

No ensaio de fototoxicidade foram utilizadas 2 microplacas de 96 poços para cada 

série de diferentes concentrações de cada substância. Foram inoculados 1 x 104 células em 

cada um dos 60 poços centrais de cada microplaca e os 36 poços laterais foram utilizados 

como branco. Uma microplaca foi utilizada para a determinação da citotoxicidade (na 

ausência de UVA e VIS) e a outra para a determinação da fototoxicidade (na presença de 

UVA ou VIS). As microplacas foram incubadas por 24h a 37°C em estufa de CO2. Após esse 

procedimento, foram adicionados em sextuplicata, 100 µL de oito diferentes concentrações de 

cada antioxidante isolado (6,8; 10; 14,7; 21,5; 31,6; 46,4; 68,1 e 100 µg.mL-1) e também da 

combinação dos 3 antioxidantes, diluídos em DMSO e PBS. Na combinação, o BTC foi 

utilizado nas concentrações de 6,8, 10, 14,7, 21,5, 31,6, 46,4, 68,1 e 100 µg.mL-1; e a API e a 

CRI nas concentrações de 3,4, 5, 7,35, 10,75, 15,8, 23,2, 34,05 e 50 µg.mL-1. As duas 

microplacas foram incubadas por 1h e, a seguir, uma delas foi submetida à radiação UVA (9 

J/cm2) / VIS (40 J/cm2) ou VIS (40 J/cm2), para a determinação da fototoxicidade. A outra 

microplaca foi mantida em uma caixa escura e usada como um controle para a determinação 
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da citotoxicidade. Após a irradiação, as microplacas foram incubadas a 37 °C por 24h e, a 

seguir, foi adicionado meio DMEM contendo uma solução de 50 µg.mL-1 do corante vital 

vermelho neutro e as células foram incubadas por 3h a 37 °C. Após o período de incubação, o 

excesso de corante de cada poço foi removido por meio da aspiração do meio de cultura, e 

foram adicionados 150 µL em cada poço de uma solução de dessorção do vermelho neutro 

composta por 49% de água, 50% de etanol e 1% de ácido acético.  

Após a extração do corante das células, foi calculada a viabilidade celular relativa. 

Para tal, foi realizada a leitura de absorbância em 540 nm das soluções resultantes das 

microplacas, expostas ou não à radiação UVA/VIS ou VIS. Os valores de absorbância foram 

transferidos para o Software Phototox versão 2.0 (obtido no ZEBET, Alemanha) para análises 

dos dados e cálculo do PIF (“photo irritation factor” - fator de fotoirritação) e do MPE (“mean 

photo effect” - foto efeito médio), de acordo com as Equações 4 e 5, respectivamente, para 

posterior previsão do potencial fototóxico.  

 PIF ൌ ECହ଴	ሺെUV/VISሻECହ଴	ሺ൅UV/VISሻ 
Equação 4 

 MPE ൌ ∑ W୧		PEୡ౟୬୧ୀ୪∑ W୧୬୧ୀ୪  

Equação 5 
 

De acordo com o guia OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Test No. 432: In 

Vitro 3T3 NRU Phototoxicity Test (OECD, 2004), uma substância é classificada como 

fototóxica se apresentar MPE > 0,15 ou PIF > 5. Uma substância com MPE > 0,1 e < 0,15  ou 

PIF > 1 e < 5 é classificada como provavelmente fototóxica. Por fim, uma substância que 

apresenta PIF < 2 ou MPE < 0,1 é classificada como não fototóxica”.  

Os resultados correspondem à média de pelo menos dois experimentos independentes 

± E.P.M. O norfloxacino e a protoporfirina IX foram usados como controle positivo para 

UVA/VIS e VIS, respectivamente. A L-histidina e o norfloxacino foram usados como 

controles negativos para UVA/VIS e VIS, respectivamente.  

 

4.2.2 Avaliação da eficácia da apigenina, crisina e beta-caroteno na proteção contra os 

danos induzidos pela luz VIS 

Os experimentos realizados para avaliar a proteção oferecida pela API, CRI e BTC 

contra os danos induzidos pela luz VIS foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. 
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Mauricio da Silva Baptista, coordenador do Laboratório de Processos Fotoinduzidos e 

Interfaces (LPFI) do Instituto de Química da Universidade de São Paulo. 

 

4.2.2.1 Estudo de proteção contra os danos induzidos pela fotossensibilização da 

melanina em células B16F10 

As células B16F10 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% (v/v) 

de SBF, 100 UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina, a 37 ºC em uma 

atmosfera com 5% de CO2.  

 

4.2.2.1.1 Fonte de irradiação 

Os estudos para avaliação da proteção oferecida pela API, CRI e BTC contra os danos 

fotoinduzidos pela luz VIS foram conduzidos utilizando a luz VIS emitida por sistema de 

irradiação composto por um arranjo de quatro lâmpadas fluorescentes tubulares OSRAM 

DULUX L 55W/840 (Fig. 10A), cujo espectro de emissão compreende vários picos na região 

do VIS (Fig. 10B). As amostras foram irradiadas a uma distância de 22 cm da fonte de luz, 

recebendo uma irradiância de 5,5 mW/cm2 de luz VIS. 
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Figura 10 – Fonte de irradiação utilizada nos estudos de proteção contra os danos fotoinduzidos pela 
fotossensibilização da melanina em células B16F10: A) Sistema de irradiação composto por um 
arranjo de quatro lâmpadas fluorescentes tubulares OSRAM DULUX L 55W/840; B) Espectro de 
emissão do sistema de irradiação obtido com um espectrofotômetro Ocean Optics (USB 2000+UV-
VIS-ES) guiado por fibra ótica Ocean Optics (QP50-2-UV-VIS) – picos em 366, 305, 436, 490, 546, 
585 e 612 nm. 
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4.2.2.1.2 Quantificação do teor de melanina em diferentes condições de indução de 

melanogênese 

A indução da melanogênese foi realizada com base em estudos anteriores (CHIARELLI-

NETO et al., 2014; CUNHA et al., 2012) utilizando diferentes concentrações de Cloreto de 

Amônio (NH4Cl) (2,5, 5, 7,5 e 10 mM) e L-tirosina em uma concentração fixa de 1 mM. Para tal 

foram inoculadas 2,85 x 105 células em cada poço da microplaca de 6 poços. As microplacas 

foram incubadas por 24h a 37 °C em estufa de CO2. Após esse procedimento, foi realizada a 

indução da melanogênese por meio da adição de 2 mL de soluções contendo L-tirosina 1 mM, L-

tirosina 1 mM e NH4Cl 2,5 ou 5 ou 7,5 ou 10 mM em meio DMEM suplementado com 1% (v/v) 

de SBF, 100 UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina. Como controle, foram 

utilizadas células com níveis basais de melanina, tratadas com 2 mL de DMEM suplementado 

com 1% (v/v) de SBF, 100 UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina. As 

microplacas foram incubadas a 37 °C por 24h e, a seguir, foi iniciada a extração da melanina. Para 

tal as células foram desprendidas do poço através da adição de 300 µL de tripsina e, em seguida, 

centrifugadas a 3000 g por 5 min a 4 °C, lavadas com solução tampão fosfato e centrifugadas 

novamente. Em seguida, foram adicionados 100 µL de uma solução de NaOH 1 M e as células 

foram submetidas a 3 ciclos de congelamento (2 min) e descongelamento a 37° C (2 min), com 12 

minutos de duração total. As amostras foram homogeneizadas em vórtex para completa 

solubilização da melanina. Sessenta microlitros de cada amostra foram diluídos em 240 µL de 

água (1:5) para medida da absorbância em 470 nm utilizando espectrofotômetro UV-2401 PC. A 

quantificação do conteúdo total de proteínas foi realizada pelo método de Bradford na microplaca 

de 96 poços. Para tal, em cada poço da microplaca foram adicionados 49 µL de água, 1 µL de 

amostra (melanina extraída das células) e 100 µL do reagente de Bradford e, após 5 minutos, a 

leitura da absorbância (abs) em 395 nm foi realizada no leitor de microplacas infinit M200 

(TECAN). A concentração de proteínas (µg.mL-1) foi calculada por meio da equação da reta 

obtida correlacionando os valores de abs da soroalbumina bovina (BSA) obtidos com as 

concentrações conhecidas de BSA (10, 20, 40, 60 e 80 µg.mL-1).  A seguir, ponderou-se os 

valores obtidos pelo fator de diluição, perfazendo a concentração proteica em µg.mL-1.  Os 

experimentos foram realizados em triplicata (3 poços) em 2 corridas independentes (n=6). 

Considerou-se uma unidade arbitrária da quantidade de melanina por mg de proteína 

total segundo a Equação 6: 
 Teor	de	melanina	por	mg	de	proteína ൌ Abs	melaninaQuantidade	de	proteína		. 60	 . 1000	 

Equação 6 
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4.2.2.1.3 Determinação da viabilidade celular em diferentes condições de indução de 

melanogênese 

A viabilidade celular das células B16F10 com níveis basais de melanina e após 

tratamento com diferentes concentrações de NH4Cl (2,5, 5, 7,5 e 10 mM) e L-tirosina em uma 

concentração fixa de 1 mM foi avaliada na ausência e na presença de luz VIS (12 J/cm2).  

Foram inoculadas 0,96 x 104 células em cada poço da microplaca de 96 poços. As 

microplacas foram incubadas por 24h a 37°C em estufa de CO2. Após esse período, foi 

realizada a indução da melanogênese por meio da adição de 200 µL de soluções contendo L-

tirosina 1 mM, L-tirosina 1 mM e NH4Cl 2,5 ou 5 ou 7,5 ou 10 mM em meio DMEM 

suplementado com 1% (v/v) de SBF, 100 UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de 

estreptomicina. Como controle, foram utilizadas células com níveis basais de melanina, 

tratadas com 200 µL de DMEM suplementado com 1% (v/v) de SBF, 100 UI.mL-1 de 

penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina. As microplacas foram incubadas por 24h a 37°C 

em estufa de CO2. Após esse período, foram adicionados 100 µL de PBS em cada poço e, a 

seguir, uma das microplacas foi submetida a 12 J/cm2 de luz VIS e a outra microplaca foi 

mantida no escuro e usada como um controle para a determinação da citotoxicidade. Após a 

irradiação, as microplacas foram incubadas a 37°C por 24h e, a seguir, foram adicionados 100 

µL de MTT na concentração de 50 µg.mL-1 em meio DMEM suplementado com 1% (v/v) de 

SBF, 100 UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina, e as células foram 

incubadas por 2 h a 37°C. Após o período de incubação, o excesso de MTT de cada poço foi 

removido por meio da aspiração do meio de cultura, e foram adicionados 100 µL de DMSO 

em cada poço.  

Após a solubilização do pigmento formazan, foi realizada a leitura de absorbância das 

soluções resultantes das microplacas, expostas ou não à luz VIS, em 550 nm no leitor de 

microplacas TECAN Infinite M200, e foi calculada a viabilidade celular relativa. Os 

experimentos foram realizados em triplicata em três corridas independentes. 

 

4.2.2.1.4 Determinação da dose de luz VIS 

A sensibilidade das células B16F10 com níveis basais de melanina e também após 

indução da melanogênese por tratamento com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina foi 

avaliada em três doses de luz VIS (12, 24 e 36 J/cm2), sendo que a dose utilizada no estudo foi 

de 36J/cm2, já que nessa dose houve menor variabilidade entre os experimentos, além de 

resultar em viabilidade celular superior a 90% nas células que não receberam o tratamento 

para indução de melanogênese. 
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Para tal foram inoculadas 2,85 x 104 células em cada poço da microplaca de 48 poços. 

As microplacas foram incubadas por 24h a 37 °C em estufa de CO2. Após esse procedimento, 

foi realizada a indução da melanogênese por meio da adição de 300 µL de uma solução 

contendo NH4Cl 2,5 mM e L-tirosina 1 mM em meio DMEM suplementado com 1% (v/v) de 

SBF, 100 UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina. Nos poços controle foram 

adicionados 300 µL de DMEM suplementado com 1% (v/v) de SBF, 100 UI.mL-1 de 

penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina. As microplacas foram incubadas por 24h a 37 °C 

em estufa de CO2. Após esse período, foram adicionados 200 µL de PBS em cada poço e, a 

seguir, uma das microplacas foi submetida à luz VIS (12, 24 ou 36 J/cm2) e a outra 

microplaca foi mantida no escuro e usada como um controle para a determinação da 

citotoxicidade. Após a irradiação, viabilidade celular foi obtida como descrito no item 

4.2.2.1.3.  

 

4.2.2.1.5 Quantificação da geração de oxigênio singleto 

A quantificação de 1O2 foi realizada no instrumento Edinburgh F900, especialmente 

desenvolvido para medir a emissão resolvida no tempo no infravermelho próximo. Esse 

equipamento consiste em: um laser de Nd:YAG acoplado a um OPO regulado para excitação 

em 450 nm (5 ns em 10 Hz , 2 mJ/pulso); suporte de cubeta; filtro de silício; monocromador; 

fotomultiplicadora resfriada por nitrogênio líquido; e um analisador multicanais rápido com 

5ns/canal. 

Inicialmente foram inoculadas 2,85 x 105 células em cada poço da microplaca de 6 

poços. As microplacas foram incubadas por 24h a 37°C em estufa de CO2. Após esse 

procedimento, foi realizada a indução da melanogênese por meio da adição de 2 mL de 

solução contendo NH4Cl 2,5 mM e  L-tirosina 1 mM em meio DMEM suplementado com 1% 

(v/v) de SBF, 100 UI.mL-1  de penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina. Como controle, 

foram utilizadas células com níveis basais de melanina, tratadas com 2 mL de DMEM. As 

microplacas foram incubadas a 37 °C por 24h e, a seguir, foi iniciada a extração da melanina. 

Para tal as células foram desprendidas do poço através da adição de 300 µL de tripsina e, em 

seguida, centrifugadas a 3000 g por 5 min a 4°C, lavadas com PBS e centrifugadas 

novamente. Em seguida, foram adicionados 500 µL de uma solução de NaOD 1 M e as 

células foram submetidas a 3 ciclos de congelamento (2 min) e descongelamento (2 min), com 

12 minutos de duração total. As amostras foram homogeneizadas em vórtex para completa 

solubilização da melanina. O espectro de geração de 1O2 foi realizado por excitação da 

amostra em 450 nm imediatamente após sua preparação. 



Materiais e Métodos  |  45 

4.2.2.1.6 Determinação da viabilidade celular para avaliar o efeito protetor da 

apigenina, da crisina e do beta-caroteno frente à luz VIS 

Para avaliar o efeito protetor da API, CRI e BTC, a viabilidade das células B16F10 

com níveis basais de melanina, e também após indução da melanogênese por tratamento com 

2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina, foi avaliada na ausência e na presença de 36J/cm2 de 

luz VIS. 

Nesse ensaio foram utilizadas duas microplacas de 96 poços para cada série de 

diferentes concentrações de cada substância. Foram inoculadas 0,96 x 104 células em cada 

poço da microplaca de 96 poços. As microplacas foram incubadas por 24h a 37°C em estufa 

de CO2. Após esse período, foi realizada a indução da melanogênese por meio da adição de 

200 µL de uma solução contendo NH4Cl 2,5 mM e L-tirosina 1 mM em meio DMEM 

suplementado com 1% (v/v) de SBF, 100 UI.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de 

estreptomicina. Como controle, foram utilizadas células com níveis basais de melanina, 

tratadas com 200 µL de DMEM. As microplacas foram incubadas por 24h a 37°C em estufa 

de CO2. Após esse período foram adicionados em quadruplicata, 100 µL de sete diferentes 

concentrações de cada antioxidante isolado (6,8; 10; 14,7; 21,5; 46,4; 68,1 e 100 µg.mL-1), 

diluído em DMSO e PBS, nas células com níveis basais de melanina e também nas que 

receberam o tratamento para indução de melanogênese. Em seguida, uma das microplacas foi 

submetida à irradiação por luz VIS (36 J/cm2), para a determinação da fototoxicidade. A outra 

microplaca foi mantida em uma caixa escura e usada como um controle para a determinação 

da citotoxicidade. Após a irradiação, as microplacas foram incubadas a 37°C por 24h e, a 

seguir, foram adicionados 100 µL do corante MTT na concentração de 50 µg.mL-1 em meio 

DMEM suplementado com 1% (v/v) de SBF, 100 UI.mL-1  de penicilina e 100 µg.mL-1 de 

estreptomicina, e as células foram incubadas por 2 h a 37 °C. Após o período de incubação, o 

excesso de corante de cada poço foi removido por meio da aspiração do meio de cultura, e 

foram adicionados 100 µL de DMSO em cada poço.  

Após a extração do corante das células, foi realizada a leitura de absorbância das 

soluções resultantes das microplacas, expostas ou não à luz VIS, em 550 nm no leitor de 

microplacas TECAN Infinite M200, e foi calculada a viabilidade celular relativa. Os 

experimentos foram realizados em triplicata em três corridas independentes. 
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4.2.2.2 Estudo do efeito da apigenina, crisina e beta-caroteno na proteção de membrana 

contra os danos induzidos pela luz VIS em modelo mimético de lipossomas a partir da 

lecitina de soja 

A avaliação da proteção de membrana oferecida pela API, CRI e BTC contra os danos 

induzidos pela luz VIS em modelo mimético de lipossomas foi baseada no estudo de Bacellar 

e colaboradores (BACELLAR et al., 2014). Inicialmente foram preparados lipossomas 

unilamelares através da dissolução de 30 mg de lecitina de soja em clorofórmio e eliminação 

do solvente por secagem com argônio. Em seguida, o filme seco de lipídeo foi solubilizado 

em 1 mL de solução de carboxifluoresceína (CF) em tampão Tris, pH 8,0, e essa suspensão 

foi homogeneizada com auxílio do ultra-som e vórtex por 15 min. Esse procedimento gera 

uma suspensão de lipossomas contendo CF encapsulada no interior dos lipossomas. A CF não 

encapsulada foi removida por cromatografia por exclusão em coluna Sephadex G-50 

equilibrada em tampão Tris – NaCl 0,3 M, pH 8,0. A fração contendo os lipossomas foi 

identificada visualmente e coletada em um frasco. Uma vez que a concentração de CF é 

suficientemente elevada para promover a auto-extinção de fluorescência, um aumento na 

fluorescência da CF indica vazamentos para a solução externa (WEINSTEIN et al., 1977) e 

pode ser usada para inferir a ocorrência de danos na membrana. Experimentos utilizando 

espalhamento de Raios-X a baixo ângulo (SAXS) confirmaram que os lipossomas preparados 

por esse método foram unilamelares e as medições de dispersão dinâmica de luz revelaram 

que seu diâmetro estava na faixa de 150 a 200 nm (BACELLAR et al., 2014). Logo após o 

preparo da suspensão de lipossomas, a quantificação do dano à membrana foi realizada em 

microplacas de fluorescência de 96 poços (Greiner Bio One). Para tal, foram adicionados 7 

µL da suspensão de lipossomas, 15 µL de dimetil azul de metileno (DMMB) 300 µM, e 279 

µL de oito diferentes concentrações de cada antioxidante isolado (concentração final no poço: 

6,8; 10; 14,7; 21,5; 31,6; 46,4; 68,1 e 100 µg.mL-1), em triplicata, diluído em DMSO e Tris – 

NaCl 0,3 M, pH 8,0.Como controle positivo foi utilizado o ácido gálico 30 µM (concentração 

final no poço). A microplaca foi irradiada com um diodo emissor de luz (LED) vermelho, 

com comprimento de onda máximo de emissão de 633 nm e 5,32 mW/cm2 de irradiância, a 

uma distância de 10 cm da fonte. A fluorescência da CF em 517 nm foi monitorada em função 

do tempo de irradiação no leitor de microplacas TECAN Infinite M200, com excitação em 

480 nm. A medidas foram realizadas a cada 10 min de irradiação, com início no tempo zero 

(antes da irradiação) até 90 min. Ao final do experimento, 20 µL de uma solução de Triton X-

100 foram adicionados em cada poço e, após 10 min de irradiação, a fluorescência foi medida 
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novamente. Os experimentos foram realizados em triplicata em três corridas independentes. A 

porcentagem de CF liberada foi calculada de acordo com a Equação 7:  

 %	CF	liberada ൌ 100	. ܫ െ ்ܫ଴ܫ െ  ଴ܫ
Equação 7 

 

Onde: I: intensidade de fluorescência medida 

          I0: intensidade de fluorescência inicial 

          IT: intensidade de fluorescência após adição de Triton X-100 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 Resultados 
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5.1 Estudo para avaliação da segurança da apigenina, crisina e beta-caroteno frente à 

radiação UVA/VIS e luz VIS  

 

5.1.1 Desenvolvimento de validação do método de Cromatografia à Líquido de Alta 

Eficiência (CLAE) 

Os estudos de validação do método de CLAE foram realizados com o objetivo de 
obter um método que permitisse a análise simultânea da API, CRI e BTC com seletividade, 
linearidade, LD, LIQ, precisão e exatidão aceitáveis. 

Para desenvolver o método de CLAE, diversas fases móveis com diferentes 
proporções de água acidificada com 2% de ácido acético, metanol e isopropanol, bem como 
diferentes gradientes, foram estudados. Após avaliar as separações cromatográficas obtidas 
após várias análises por CLAE, o método que proporcionou a melhor resolução dos picos das 
três substâncias em estudo foi eluição por gradiente, iniciando com eluição constante de água 
com 2% de ácido acético:metanol:isopropanol (55:13,5:31,5, v/v) por 3 minutos, seguida por 
um gradiente linear de 4 minutos, o qual foi mantido com eluição constante de água com 2% 
de ácido acético:metanol:isopropanol (0:30:70, v/v) por 13 minutos. Assim, esse foi o método 
cromatográfico utilizado nas análises dos filtros solares e antioxidantes estudados. 

A API, CRI e BTC foram adequadamente separados utilizando as condições 
cromatográficas mencionadas acima e apresentaram tempos de retenção de aproximadamente 
4,6, 8,1 e 17,8 min, respectivamente (Fig. 11). De acordo com a Fig. 11, o método se mostrou 
seletivo para as substâncias analisadas e não foram observados picos interferentes nos tempos 
de retenção dessas substâncias. 

 

 
Figura 11 – Perfil cromatográfico dos padrões (2.5 µg.mL-1) em tetrahidrofurano:isopropanol (30:70). 
Picos: apigenina (API), crisina (CRI) e beta-caroteno (BTC). Condições cromatográficas: eluição por 
gradiente com 2% de ácido acético:metanol:isopropanol; fluxo: 0,8 mL.min-1; coluna de fase reversa 
C18, (5µm), 250mm×4mm; detecção em 325 nm (API, CRI) e 454nm (BTC). 
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As áreas dos picos da API, da CRI e do BTC foram medidas e plotadas contra sua 

concentração (x) após análise por CLAE. Todas as substâncias apresentaram coeficientes de 

correlação superiores a 0,99 e o método se mostrou linear na faixa de concentração de 2,5 a 

40 µg.mL-1 (Tabela 1).  

 
Tabela 1 – Linearidade de apigenina, crisina e beta-caroteno em solução de 
tetrahidrofurano:isopropanol (30:70). 

Antioxidante Faixa linear 
(µg.mL-1) Equação de regressão Coeficiente de 

correlação (r) 
Apigenina 2,5 – 40,0 Y= 118270,49x - 11969,32 r = 0,99961 
Crisina 2,5 – 40,0 Y= 76164,02x - 1286,46 r = 0,99967 
Beta-
caroteno 2,5 – 40,0 Y= 378702,38x - 16432,00 r = 0,99943 

Y: área do pico; X: concentração da substância (µg.mL−1). 

 

O valores encontrados para o LD foram de 0,73, 0,67 e 0,82 µg.mL-1, para a API, a 

CRI e o BTC, respectivamente. Com relação ao LIQ, foram encontrados valores iguais a 2,22, 

2,02 e 2,48 µg.mL-1, para a API, a CRI e o BTC, respectivamente.  

O método foi considerado preciso com valores de DPR% intra- e inter-ensaio 

inferiores a 6,22 e 6,85, respectivamente, para os antioxidantes estudados (Tabela 2). Os 

valores de exatidão intra- e inter-ensaio da API, CRI e BTC ficaram entre 85,64% e 96,80% 

(Tabela 2).   
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Tabela 2 – Precisão e exatidão intra- e inter-ensaio da apigenina, crisina e beta-caroteno em 
tetrahidrofurano:isopropanol (30:70) . 

Antioxidante 
Intra-ensaio (n=3)  Inter-ensaio (n=9) 
Concentração 
(µg.mL-1) 

DPR 
(%) 

E 
(%)  Concentração  

(µg.mL-1) 
DPR 
(%) 

E 
(%) 

Apigenina        
2,5 µg.mL-1 2,14 4,03 85,64  2,16 3,01 86,59
10,0 µg.mL-1 8,69 2,53 86,87  8,78 2,97 87,79
40,0 µg.mL-1 35,00 1,92 87,49  36,12 5,00 90,30
        
Crisina        
2,5 µg.mL-1 2,21 4,14 88,36  2,22 3,17 88,79
10,0 µg.mL-1 9,22 2,58 92,16  9,31 2,94 93,05
40,0 µg.mL-1 37,55 4,58 93,88  38,72 4,93 96,80
        
Beta-caroteno       
2,5 µg.mL-1 2,19 5,63 87,68  2,19 6,51 87,55
10,0 µg.mL-1 9,40 0,16 94,03  8,89 4,93 88,91
40,0 µg.mL-1 38,30 6,22 95,75  35,83 6,85 89,57
DPR: Desvio Padrão Relativo; E: Exatidão. 
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5.1.2 Estudo de fotoestabilidade 

As concentrações dos antioxidantes em estudo, na ausência e na presença de radiação, 

e os seus respectivos valores de concentração remanescente, estão apresentados nas Tabelas 3 

e 4. A porcentagem de recuperação dos antioxidantes após irradiação por UVA/VIS ou VIS 

está representada na forma de gráfico (Fig. 12). 

 
Tabela 3 – Porcentagem de recuperação da apigenina (API), crisina (CRI) e beta-caroteno (BTC) 
isolados ou em combinação (API+CRI+BTC) após exposição à UVA (275 KJ/m2) / VIS (1080 KJ/m2). 

Antioxidante 
Concentração  
teórica  
(µg.mL-1) 

Concentração 
na formulação 
não irradiada 
(µg.mL-1) 

Concentração 
na formulação 
irradiada  
(µg.mL-1) 

Concentração  
remanescente  
(%) 

Concentração 
remanescente 
média (%) 

Apigenina 16,0 
13,9 14,3 102,9 

99,0 14,7 14,2 96,4 
14,0 13,7 97,8 

Apigenina na  
combinação 16,0 

13,4 14,0 103,9 
101,5 14,1 14,1 100,1 

14,0 14,1 100,5 

Crisina 16,0 
15,1 14,4 95,4 

97,4 15,4 14,6 95,2 
15,0 15,2 101,6 

Crisina na  
combinação 16,0 

14,0 14,5 103,4 
101,1 14,7 14,7 100,0 

14,6 14,6 100,0 

Beta-caroteno 16,0 
14,9 13,9 93,1 

88,2 15,4 12,7 82,8 
14,6 12,9 88,7 

Beta-caroteno  
na combinação 16,0 

14,6 13,7 93,9 
92,2 15,0 13,7 91,7 

15,2 13,8 91,0 
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Tabela 4 – Porcentagem de recuperação da apigenina (API), crisina (CRI) e beta-caroteno (BTC) 
isolados ou em combinação (API+CRI+BTC) após exposição à luz VIS (1080 KJ/m2). 

Antioxidante 
Concentração  
teórica  
(µg.mL-1) 

Concentração 
na formulação 
não irradiada 
(µg.mL-1) 

Concentração 
na formulação 
irradiada  
(µg.mL-1) 

Concentração  
remanescente  
(%) 

Concentração 
remanescente 
média (%) 

Apigenina 16,0 
14,6 14,2 97,3 

98,5 14,4 13,7 94,6 
13,8 14,3 103,6 

Apigenina na  
combinação 16,0 

13,6 11,1 81,3 
100,8 13,0 14,4 110,7 

12,1 13,3 110,4 

Crisina 16,0 
15,0 14,1 93,9 

96,7 15,2 14,4 94,5 
14,9 15,2 101,7 

Crisina na  
combinação 16,0 

14,2 11,5 81,0 
100,6 13,6 15,1 110,6 

12,6 13,9 110,0 

Beta-caroteno 16,0 
14,2 15,4 108,7 

100,0 15,4 15,0 96,9 
15,7 14,9 94,5 

Beta-caroteno  
na combinação 16,0 

14,9 12,5 84,1 
100,5 15,4 16,9 109,8 

13,1 14,1 107,5 
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Figura 12 – Recuperação da apigenina (API), crisina (CRI) e beta-caroteno (BTC), isolados e em 
combinação (CMB = API+CRI+BTC) após exposição à UVA (275 KJ/m2) / VIS (1080KJ/m2) ou VIS 
(1080 KJ/m2). ANOVA, Média ± E.P.M. 
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A fotoestabilidade da API, CRI e BTC, isolados ou em combinação (API+CRI+BTC), 

foi avaliada com base na recuperação de cada substância após irradiação por UVA/VIS ou 

VIS. A análise estatística dos valores de concentração dos antioxidantes, presentes nas 

amostras irradiadas e não irradiadas, e de porcentagem de recuperação pelo teste paramétrico 

ANOVA mostrou que não houve diferença estatística entre os grupos. Após análise 

estatística, foi observado que os antioxidantes estudados (API, CRI e BTC), tanto 

isoladamente, quanto em combinação, foram fotoestáveis frente à radiação UVA/VIS e VIS, 

uma vez que, não houve diferença estatística entre as amostras irradiadas e não irradiadas. 

Além disso, a API e a CRI, isoladas ou na combinação exibiram valores de recuperação em 

torno de 100% em ambas a faixas de radiação avaliadas (Fig. 12).  Entretanto, embora não 

tenha sido observada diferença estatística entre as amostras irradiadas e não irradiadas, na 

presença da radiação UVA/VIS o BTC apresentou degradação em torno de 12% quando 

usado isoladamente, e de 8% quando associado à API e CRI (Fig. 12). 
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5.1.3 Estudo de fotorreatividade 

A fotoexcitabilidade da API, da CRI e do BTC, foi estimada pelo monitoramento da 

geração de O2
-● e 1O2 após exposição ao UVA/VIS ou VIS com o objetivo de predizer seu 

potencial fototóxico. Na presença da radiação UVA/VIS, a API, a CRI e combinação dos 

antioxidantes (API+CRI+BTC) se mostraram fracamente fotorreativas devido à habilidade em 

gerar O2
-● (SA≥20) (Tabela 5). Entretanto, nenhum dos compostos apresentou 

fotorreatividade após exposição à luz VIS. 
 

Tabela 5 – Geração de oxigênio singleto (1O2, SO) e ânion superóxido (O2
-●, SA) a partir da apigenina 

(API), da crisina (CRI), do beta-caroteno (BTC) e da sua combinação (CMB = API+CRI+BTC) após 
exposição à UVA (57 J/cm2) / VIS (245 J/cm2) ou VIS (245 J/cm2). 

Composto teste Corrida 

UVA/VIS VIS 

1O2 (SO) •O2
− (SA) 1O2 (SO) •O2

− (SA) 

(∆A440nm × 103) (∆A560nm × 103) (∆A440nm × 103) (∆A560nm × 103)

APIa  1 -22 26 -2 1 
2 -8 26 0 2 

CRIa 1 -9 55 -1 5 
2 -4 57 1 5 

BTCa 1 -2 -1 14 -2 
2 -6 11 9 -3 

CMBb 1 21 37 24 1 
2 11 46 20 2 

Quinina (Controle 
positivo na faixa do 
UVA/VIS)c  

1 567 182 - - 
2 447 274 - - 

Norfloxacino (Controle 
positivo na faixa do 
UVA/VIS)c 

1 149 132 - - 
2 132 127 - - 

Salicilato de octila 
(Controle negativo)a 

1 6 5 6 -3 
2 3 10 6 -3 

L-Histidina (Controle 
negativo)c 

1 6 -7 - - 
2 -15 -1 - - 

a Composto testado a 20 µM em NaPB 20 mM.  
b Combinação testada a 10 µM (API e CRI) e 20µM (BTC) em NaPB 20 mM. 
c Composto testado a 200 µM em NaPB 20 mM. 
Números em negrito foram considerados fotorreativos a SA na faixa UVA/VIS, de acordo com 
JaCVAM, 2013a. 
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5.1.4 Estudo de fototoxicidade 

O potencial fototóxico dos antioxidantes induzido por excitação pela luz foi avaliado 

pelo teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU. O estudo de fototoxicidade da API, CRI e 

BTC, bem como da sua combinação, foi conduzido utilizando cultura de fibroblastos 

(Balb/3T3 clone A31), de melanócitos (Melan-a) e de melanoma (B16F10). Previamente ao 

início dos estudos de fototoxicidade, foi realizada a determinação da sensibilidade das células 

à radiação UVA/VIS e VIS. 

Os resultados do ensaio para a determinação da sensibilidade das linhagens celulares 

utilizadas no estudo de fototoxicidade estão apresentados nas Figuras 13 e 14. A dose de 

radiação utilizada no estudo de fototoxicidade está dentro dos critérios de aceitação 

determinados no estudo de validação, ou seja, uma viabilidade celular de no mínimo 80% 

frente a 9 J/cm2 de UVA (Fig. 13). A dose de radiação utilizada no estudo de fototoxicidade 

ao VIS (40J/cm2) corresponde ao tempo de exposição equivalente a 9J/cm2 de UVA, e ainda 

está dentro dos critérios de aceitação determinados no estudo de validação, uma vez que 

utilizando essa dose foi observada viabilidade celular acima de 80% (Fig. 14). 
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Figura 13 – Viabilidade celular em diferentes doses de radiação UVA/VIS (9/40, 15/70, 20/90, 
25/110 e 30/130 J/cm2) das linhagens: A) Balb/3T3 clone A31; B) Melan-a; C) B16F10. 

 
 

A) Balb/3T3 clone A31 

0 20 40 60 80 100 120 140 160
70

75

80

85

90

95

100

 Dose VIS (J/cm2)

Vi
ab

ili
da

de
 c

el
ul

ar
 (%

)

 

B) Melan-a

0 20 40 60 80 100 120 140 160
70

75

80

85

90

95

100

 Dose VIS (J/cm2)

Vi
ab

ili
da

de
 c

el
ul

ar
 (%

)

C) B16F10 

0 20 40 60 80 100 120 140 160
70

75

80

85

90

95

100

 Dose VIS (J/cm2)

Vi
ab

ili
da

de
 c

el
ul

ar
 (%

)

Figura 14 – Viabilidade celular em diferentes doses de luz VIS (40, 70, 90, 110 e 130 J/cm2) das 
linhagens: A) Balb/3T3 clone A31; B) Melan-a; C) B16F10. 
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A Tabela 6 resume os resultados para as três linhagens celulares nas duas faixas de 

radiação (UVA/VIS e VIS). Nas Tabelas 7 e 8 estão apresentados os valores de PIF e MPE 

obtidos para a API, CRI, BTC e sua combinação na presença de UVA/VIS e VIS. As Figuras 

15 e 16 ilustram a curva dose resposta das substâncias isoladas e também da sua combinação 

nas linhagens celulares avaliadas após exposição à radiação UVA/VIS e VIS.  

 
Tabela 6 – Potencial fototóxico da apigenina (API), crisina (CRI) e beta-caroteno (BTC) e da 
combinação dos antioxidantes (API+CRI+BTC) após exposição à UVA (9 J/cm2) / VIS (40 J/cm2) ou 
VIS (40 J/cm2) em diferentes linhagens celulares. 

Substância 
UVA/VIS VIS 

Balb/3T3  
clone A31 Melan-a B16-F10 Balb/3T3  

clone A31 Melan-a B16-F10 

Apigenina NF F F NF F NF 
Crisina F F F NF NF F 
Beta-caroteno F F F F F NF 
Combinação F PF F F NF F 
Norfloxacino F F F - - - 
Histidina NF  -  - - - - 
Protoporfirina - - - F F F 
F: fototóxico; NF: não fototóxico, PF: provavelmente fototóxico. 

 

Tabela 7 – Fototoxicidade da apigenina (API), crisina (CRI), beta-caroteno (BTC) e da combinação 
dos antioxidantes (API+CRI+BTC) após exposição à UVA (9 J/cm2) / VIS (40 J/cm2). 

Substância Corrida Balb/3T3 clone A31 Melan-a B16-F10 
PIF MPE PIF MPE PIF MPE 

Apigenina 1 1,000 0,015 1,619 0,457 a 1,455 0,307 a

2 1,000 0,097 6,111 0,977 a 1,000 0,528 a

Crisina 1 4,092 0,511a 3,750 0,423 a 28,917 0,659 a

2 2,819 0,536a 5,103 0,576 a 1,000 0,553 a

Beta-caroteno 1 24,536 0,840a 1,155 0,365 a 1,441 0,238 a

2 11,874 0,741a 1,783 0,363 a 1,048 0,944 a

Combinação 1 19,63 0,415a 5,101 0,137 b 13,465 0,571 a

2 10,864 0,440a 6,344 0,332 a 29,249 0,227 a

L-Histidina (controle -) 1 1,000 0,063 - - - - 
Norfloxacino (controle +) 1 2,027 0,468a 1,209 0,256 a 3,638 0,421 a

a Fototóxico; b Provavelmente fototóxico (de acordo com OECD, 2004). 
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Tabela 8 – Fototoxicidade da apigenina (API), crisina (CRI), beta-caroteno (BTC) e da combinação 
dos antioxidantes (API+CRI+BTC) após exposição à luz VIS (40 J/cm2). 

Substância Corrida Balb/3T3 clone A31 Melan-a B16-F10 
PIF MPE PIF MPE PIF MPE 

Apigenina 1 1,000 -0,134 1,000 0,344 a 1,000 0,032 
2 1,000 0,083 1,000 0,374 a 1,000 0,067 

Crisina 1 1,000 0,035 1,000 -0,090 1,001 0,281 a

2 1,000 0,019 1,000 0,060 1,000 0,635 a

Beta-caroteno 1 1,987 0,110b 1,000 0,114 b 1,000 -0,092
2 1,885 0,203a 1,000 0,181 a 1,000 0,046 

Combinação 1 2,608 0,315a 1,978 0,054 2,538 0,331 a

2 2,073 0,334a 1,448 0,098 37,514 0,340 a

Norfloxacino (controle -) 1 1,000 0,005 - - - - 
Protoporfirina (controle +) 1 72,296 0,630a 17,769 0,232 a 111,685 0,819 a

a Fototóxico; b Provavelmente fototóxico (de acordo com OECD, 2004). 
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Balb/3T3 clone A31 Melan-a B16-F10 
(A)  Apigenina (não fototóxico) 

 
 

(B) Apigenina (fototóxico) 

 

(C)Apigenina (fototóxico) 

 

(D) Crisina (fototóxico) 

 
 

(E) Crisina (fototóxico) 

 

(F) Crisina (fototóxico) 

(G) Beta-caroteno (fototóxico) 

 
 

(H)Beta-caroteno (fototóxico) 

 

(I) Beta-caroteno (fototóxico) 

(J) Combinação (fototóxico) 

 

(K)Combinação (fototóxico) 

 
 

(L) Combinação (fototóxico) 

Figura 15 – Curva dose resposta dos antioxidantes isolados e em combinação 
(apigenina+crisina+beta-caroteno) obtidas através do Software Phototox 2.0 em cultura de fibroblastos 
Balb/3T3 clone A31 (A, D, G e J), melanócitos Melan-a (B, E, H e K) e melanoma B16F10 (C, F, I e 
L) na ausência e presença de UVA (9 J/cm2) / VIS (40 J/cm2). Os pontos azuis e amarelos referem-se, 
respectivamente às células não irradiadas (-UVA/VIS) e irradiadas (+UVA/VIS). 
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Balb/3T3 clone A31 Melan-a B16-F10 
(A) Apigenina (não fototóxico) 

 
 

(B) Apigenina (fototóxico) 

 

(C)Apigenina (não fototóxico) 

 

(D) Crisina (não-fototóxico) 

 
 

(E) Crisina (não-fototóxico) 

 

(F) Crisina (fototóxico) 

 
 

(G) Beta-caroteno (fototóxico) 

 
 

(H)Beta-caroteno (fototóxico) 

 

(I) Beta-caroteno (não fototóxico)

 

(J) Combinação (fototóxico) 

 
 

(K)Combinação (não fototóxico) 

 

(L) Combinação (fototóxico) 

 

Figura 16 – Curva dose resposta dos antioxidantes isolados e em combinação 
(apigenina+crisina+beta-caroteno) obtidas através do Software Phototox 2.0 em cultura de fibroblastos 
Balb/3T3 clone A31 (A, D, G e J), melanócitos Melan-a (B, E, H e K) e melanoma B16F10 (C, F, I e 
L) na ausência e presença de VIS (40 J/cm2). Os pontos azuis e amarelos referem-se, respectivamente 
às células não irradiadas (-VIS) e irradiadas (+VIS). 
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O protocolo estabelecido pela OECD para identificação do potencial fototóxico de 

uma substância determina a utilização da linhagem de fibroblasto Balb 3T3 clone A31. No 

ensaio utilizando os fibroblastos, a CRI, o BTC e a CMB apresentaram potencial fototóxico 

(MPE > 0,15) na presença de UVA/VIS (Tabela 7). No entanto, após excitação por luz VIS, 

foi observado potencial fototóxico apenas para o BTC e a CMB (MPE > 0,15) (Tabela 8).  

Nos melanócitos normais (Melan-a) e nas células de melanoma (B16F10), foi 

observada fototoxicidade para todos os antioxidantes e a CMB, na faixa do UVA/VIS (MPE > 

0,15) (Tabela 7), ou seja, as duas linhagens celulares exibiram a mesma resposta nessas 

condições. Entretanto, foi observada diferença na resposta à exposição à luz VIS entre as 

células Melan-a e B16F10; nas células Melan-a a API e o BTC exibiram potencial fototóxico 

(MPE > 0,5), enquanto que na linhagem B16F10 foi observado potencial fototóxico para a 

CRI e a CMB (Tabela 8).  

 

5.2 Avaliação da eficácia da apigenina, da crisina e do beta-caroteno na proteção contra 

os danos induzidos pela luz VIS 

 

5.2.1 Estudo de proteção contra os danos induzidos pela fotossensibilização da melanina 

em células B16F10 

 

5.2.1.1 Quantificação do teor de melanina em diferentes condições de indução de 

melanogênese 

A quantificação do teor de melanina em diferentes condições de indução de 

melanogênese foi realizada com o intuito de definir a condição que proporcionasse um 

aumento significativo na síntese de melanina pelas células B16F10. A quantidade de melanina 

produzida em resposta aos diferentes tratamentos para indução de melanogênese aos quais as 

células foram submetidas está representada na Figura 17. 

O tratamento das células B16F10 com Tirosina 1mM e NH4Cl 2,5 mM resultou em 

um aumento significativo (p < 0,001) do conteúdo de melanina, de cerca de 16 vezes em 

relação ao controle (Fig. 17). O tratamento das células com Tirosina 1mM e concentrações 

crescentes de NH4Cl equivalentes a 5, 7,5 e 10 mM, levou a um aumento da síntese de 

melanina de em média 28, 36 e 33 vezes, respectivamente, em relação ao controle (Fig. 17). 
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Figura 17 – Conteúdo de melanina obtido após indução da melanogênese das células B16F10 tratadas 
por 24h com L-tirosina 1 mM em presença ou não de diferentes  concentrações de NH4Cl: 2,5 (+), 5 
(++), 7,5 (+++) e 10 mM (++++). ANOVA, Média ± E.P.M., p < 0,001. O símbolo * representa 
diferença estatística em relação ao controle sem L-tirosina e NH4Cl. 

 

5.2.1.2 Determinação da viabilidade celular em diferentes condições de indução de 

melanogênese 

A viabilidade celular das células B16F10 com níveis basais de melanina e após 

tratamento com diferentes concentrações de NH4Cl (2,5, 5, 7,5 e 10 mM) e L-tirosina 1 mM, 

na ausência e na presença de 12 J/cm2 luz VIS está representada na Figura 18.  

 

 
Figura 18 – Viabilidade das células B16F10 tratadas por 24h com L-tirosina 1 mM em presença ou 
não de diferentes  concentrações de NH4Cl: 2,5 (+), 5 (++), 7,5 (+++) e 10 mM (++++). A viabilidade 
celular foi medida após irradiação com 12 J/cm2 de luz VIS. ANOVA, Média ± E.P.M, p < 0,0001. O 
símbolo * representa diferença estatística em relação ao controle sem L-tirosina e NH4Cl. 
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Ao correlacionar os resultados do estudo de quantificação do teor de melanina em 

diferentes condições de indução de melanogênese com os resultados obtidos após a determinação 

da viabilidade celular nessas mesmas condições, foi observado que o aumento gradual da síntese 

de melanina tem relação direta com a morte celular na presença de luz VIS (Figura 19). Além 

disso, o tratamento com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina por 24 horas foi o que resultou 

em um aumento significativo da síntese de melanina e em maior viabilidade celular (> 55%) após 

irradiação pela luz VIS (Figura 18). Assim, o tratamento com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-

tirosina foi considerado a melhor condição para indução de melanogênese seguida por irradiação, 

e foi utilizado nos estudos posteriores para quantificar a geração de oxigênio singleto e determinar 

a viabilidade celular para avaliar o efeito protetor da API, da CRI e do BTC.   

 

 
Figura 19 – Correlação entre a quantidade arbitrária de melanina (vide Figura 17) e a viabilidade das 
células B16F10 tratadas por 24h com L-tirosina 1 mM em presença ou não de diferentes  
concentrações de NH4Cl: 2,5 (+), 5 (++), 7,5 (+++) e 10 mM (++++) em relação ao controle sem L-
tirosina e NH4Cl, após irradiação com 12 J/cm2 de luz VIS. 

 

5.2.1.3 Determinação da dose de luz VIS 

O resultado do ensaio para a determinação da sensibilidade das células B16F10, 

tratadas com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina por 24 horas, após exposição a  três 

doses de luz VIS (12, 24 e 36 J/cm2), está apresentado na Figura 20. A dose de radiação 

utilizada nos estudos posteriores para avaliação da viabilidade celular foi de 36 J/cm2, uma 

vez que nessa dose foi observada a menor variabilidade entre os experimentos, e ainda pelo 

fato da viabilidade celular ter sido superior a 90% nas células que não receberam o tratamento 

para indução de melanogênese. As células tratadas com NH4Cl e L-tirosina apresentaram 

viabilidade média de 65% após exposição a 36 J/cm2 de luz VIS. 
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Figura 20 – Viabilidade das células B16F10, tratadas com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina por 
24 horas, após irradiação com diferentes doses de luz VIS (12, 24 e 36 J/cm2). 

 

5.2.1.4 Quantificação da geração de oxigênio singleto 

A quantificação de 1O2 foi realizada através da excitação com luz VIS (450 nm) de 

células com nível basal de melanina (controle) e de células tratadas com NH4Cl 2,5 mM e  L-

tirosina 1 mM, e os espectros de emissão de 1O2 foram registrados na região do infravermelho 

próximo (Fig. 21A). As células controle apresentaram sinal basal de emissão de 1O2, enquanto 

as que receberam tratamento para indução de melanogênese exibiram um espectro de emissão 

que evidenciou a geração de 1O2 (Fig. 21).  
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Figura 21 – Geração de oxigênio singleto (1O2) a partir da melanina extraída das células B16F10, 
tratadas com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina por 24 horas, após excitação com luz VIS em 
450 nm, em relação ao controle sem L-tirosina e NH4Cl : A) Espectro de emissão de 1O2 na faixa de 
1200 a 1340 nm; B) Intensidade de emissão de 1O2 em 1275 nm. 
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5.2.1.5 Determinação da viabilidade celular para avaliar o efeito protetor da apigenina, 

crisina e beta-caroteno 

A viabilidade das células B16F10 com níveis basais de melanina e também após 

indução da melanogênese por tratamento com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina, foi 

avaliada após exposição a 36 J/cm2 de luz VIS para verificar o efeito protetor da API, CRI e 

BTC e está representada na Fig. 22. As células com níveis basais de melanina apresentaram 

redução da sobrevida na presença da API a partir de 14,7 µg.mL-1 (p < 0,0001) em relação ao 

controle. Já para a CRI foi observada significativa e acentuada redução da sobrevida a partir 

de 10 µg.mL-1 (p < 0,0001) (Fig. 22B). No entanto, não se observou nenhum efeito citotóxico 

para o BTC após irradiação (Fig. 22B).  

Nas células que receberam tratamento para indução de melanogênese e foram 

irradiadas na presença da API houve supressão significativa do efeito fototóxico da luz VIS 

em todas as concentrações avaliadas (p < 0,05) (Fig. 22B). Em sua menor concentração C1 

(6,8 µg.mL-1), a API promoveu uma fotoproteção significativa em torno de 16 % em 

comparação ao controle (p < 0,05). A CRI conferiu proteção às células apenas quando 

utilizada na concentração de 6,8 µg.mL-1 (p < 0,05), uma vez que foi observada redução na 

viabilidade celular nas concentrações 14,7, 46,4, 68,1 e 100 µg.mL-1, em relação ao controle 

(Fig. 22B). Em relação ao BTC, foi observado aumento da sobrevida celular após irradiação 

por luz VIS quando as células foram tratadas usando as concentrações 6,8, 46,4, 68,1 e 100 

µg.mL-1 (p < 0,05) (Fig. 22B). De forma geral, a API promoveu maior fotoproteção celular 

quando comparada à CRI e ao BTC.  
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A)  

 
 
B)  

 
Figura 22 – Viabilidade das células B16F10 com nível basal de melanina (-) e que receberam 
tratamento para indução de melanogênese com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina (+), após 
irradiação com 36 J/cm2 de luz VIS na ausência (C0) e na presença de diferentes concentrações (C1, 
C2, C3, C4, C5, C6 e C7 equivalentes a, respectivamente, 6,8, 10, 14,7, 21,5, 46,4, 68,1 e 100 µg.mL-

1) de apigenina, crisina e beta-caroteno: A) As linhas representam a Média ± E.P.M.; B) As barras 
verticais representam a Média ± E.P.M., ANOVA, os símbolos representam diferença estatística em 
relação ao controle com nível basal de melanina (*: p < 0,0001) e que receberam tratamento para 
indução da melanogênese (•: p < 0,05). 
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5.2.2 Estudo do efeito da apigenina, crisina e beta-caroteno na proteção de membrana 

contra os danos induzidos pela luz VIS em modelo mimético de lipossomas a partir da 

lecitina de soja 

A avaliação da proteção de membrana oferecida pela API, CRI e BTC contra os danos 

fotoinduzidos pela luz VIS foi realizada em modelo mimético de membrana usando 

lipossomas. A Fig. 23 mostra a cinética da porcentagem de dano causado pelo DMMB através 

do aumento da intensidade de fluorescência devido à liberação de CF. Pode-se observar que a 

partir de 60 min de irradiação atingiu-se um platô, onde não há alteração significativa da 

fluorescência de CF liberada após o fotodano (Fig. 23A). A proteção conferida pelo ácido 

gálico (controle positivo) contra os danos fotoinduzidos ocasionados pelo DMMB está 

apresentada na Figura 23B.   

A Fig. 24 mostra o efeito da API, da CRI e do BTC sob os danos à membrana 

causados pela fotoativação do DMMB. Nota-se que, de 40 a 60 minutos de irradiação, o 

padrão de liberação de CF se manteve praticamente constante considerando o tratamento com 

diferentes concentrações de API, CRI e BTC (Fig. 24A).  

Para se avaliar as diferenças estatísticas no dano fotoinduzido promovido pelo DMMB 

em membranas segundo o tratamento com os antioxidantes, considerou-se o tempo de 

irradiação de 40 minutos. Segundo essas análises, a API foi capaz de proteger eficiente e 

significativamente a membrana contra os danos fotoinduzidos provocados pelo DMMB em 

todas as concentrações avaliadas (p < 0,0001) (Fig. 24B). Entretanto, a CRI e o BTC não 

conferiram proteção, uma vez que houve danos significativos à membrana (Fig. 24B).  

A Fig. 25 representa o efeito da API, da CRI e do BTC na porcentagem de dano 

causado pelo DMMB em relação ao tratamento com ácido gálico (controle positivo). O ácido 

gálico e a API (6,8 µg.mL-1) foram capazes de proteger eficientemente (em torno de 75-79%) 

e com significância estatística (p < 0,0001) a membrana contra os danos fotoinduzidos pela 

luz VIS, visto que foi registrada uma porcentagem de liberação de CF de, em média 10 e 

12%, respectivamente, ao final de 40 minutos de irradiação (Fig. 25).  
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Figura 23 – Danos fotoinduzidos e proteção, em função porcentagem de liberação de 
carboxifluoresceína (CF), utilizando lipossomas de lecitina de soja (LP) como modelo mimético de 
membrana biológica e dimetil azul de metileno (DMMB) 15 µM em tampão Tris – NaCl 0,3 M, pH 
8,0, como fotossensibilizador: A) Danos nos LP após fotoativação do DMMB por luz VIS (LED 633 
nm com 5,32 mW/cm2 de irradiância)  e B) efeito do ácido gálico (AG) 30 µM (controle positivo). Os 
resultados correspondem à Média ± E.P.M. 
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A) 

B) 

 
Figura 24 – Efeito da apigenina, crisina e beta-caroteno em diferentes concentrações (C1, C2, C3, C4, C5, 
C6, C7 e C8, equivalentes a, respectivamente, 6,8, 10, 14,7, 21,5, 31,6, 46,4, 68,1 e 100 µg.mL-1) na liberação 
de carboxifluoresceína (CF) em função do tempo de irradiação (LED 633 nm com 5,32 mW/cm2 de 
irradiância) utilizando lipossomas de lecitina de soja (LP) como modelo mimético de membrana biológica e 
dimetil azul de metileno (DMMB) 15 µM em tampão Tris – NaCl 0,3 M, pH 8,0, como fotossensibilizador. O 
controle do experimento corresponde ao LP. Os resultados correspondem à Média ± E.P.M. 
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Figura 25 – Efeito do ácido gálico 30 µM (controle positivo) e da apigenina, crisina e beta-caroteno 
(6,8 µg.mL-1)  na porcentagem de carboxifluoresceína (CF) liberada em função do tempo de irradiação 
(LED 633 nm com 5,32 mW/cm2 de irradiância) utilizando lipossomas de lecitina de soja (LP) como 
modelo mimético de membrana biológica e dimetil azul de metileno (DMMB) 15 µM em tampão Tris 
– NaCl 0,3 M, pH 8,0, como fotossensibilizador. Os resultados correspondem à Média ± E.P.M. 
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Nos últimos anos, uma maior atenção tem sido dada à faixa do espectro da radiação 

solar que compreende a luz VIS, em virtude de a mesma estar envolvida em repostas 

biológicas que resultam em danos cutâneos in vivo (GRETHER-BECK et al., 2014; LIEBEL 

et al., 2012; RANDHAWA et al., 2015). As informações atuais sobre a contribuição da luz 

VIS na formação de EROS (LIEBEL et al., 2012) e em outros efeitos provocados na pele, tais 

como eritema (SKLAR et al., 2013) e pigmentação (CASTANEDO-CAZARES et al., 2014; 

RANDHAWA et al., 2015), têm gerado discussões com relação ao delineamento de protetores 

solares, visto que atualmente, a proteção oferecida pela maioria dos protetores solares 

disponíveis comercialmente não abrange todo espectro da radiação solar e nem sempre 

previne todos os danos oxidativos, sendo considerada incompleta. Assim, o uso de moléculas 

antioxidantes eficazes e seguras é crucial para o desenvolvimento de fotoprotetores visando 

uma proteção de amplo espectro, ou seja, na faixa da UVA/UVB e luz VIS.  

Considerando que a radiação UVA e a luz VIS apresentam alto potencial para gerar 

estresse oxidativo na pele, é importante buscar substâncias capazes de prevenir ou minimizar 

o impacto desse evento sobre a mesma. Entretanto, atualmente, não há no mercado filtros 

solares orgânicos que apresentem proteção na faixa da luz VIS. Assim, a adição de 

antioxidantes nas formulações fotoprotetoras torna-se a melhor alternativa para alcançar a 

referida proteção e, além disso, também pode proporcionar proteção adicional contra a UVA 

(KOLBE, 2012).  

Os antioxidantes pertencentes à classe dos polifenóis e dos carotenoides estão entre os 

principais compostos utilizados como agentes fotoprotetores de uso tópico (GONZALEZ et 

al., 2010). Portanto, com o objetivo de investigar o potencial de uso de antioxidantes 

pertencentes a tais classes em formulações fotoprotetoras, foram selecionados dois polifenóis 

(API e CRI) e um carotenoide (BTC) para atingir esse propósito. Estudos recentes 

demonstraram que a API, a CRI e o BTC são capazes de minimizar o estresse oxidativo 

induzido pela radiação UV (DAS et al., 2013; TERAO et al., 2011; WU et al., 2011), 

entretanto nenhuma informação acerca de seus efeitos protetores contra luz VIS foi relatada. 

Além disso, faltam informações sobre a segurança desses antioxidantes na faixa da UVA e 

VIS. Tendo em vista que a API e a CRI apresentam espectro de absorção na região do UV, e 

que o BTC absorve na faixa da UVA e VIS, a absorção de fótons por essas moléculas justifica 

a preocupação com sua segurança na presença da radiação. 

A avaliação da segurança da API, da CRI e do BTC na presença da luz foi realizada, 

utilizando os antioxidantes isolados e também sua combinação (CMB = API+CRI+BTC), 

com base no racional proposto pelo guia Photosafety Evaluation of Pharmaceuticals S10 
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(ICH, 2013). De acordo com esse guia, a essência da avaliação da segurança in vitro está 

fundamentada em três pilares, que consistem na determinação do Coeficiente de Extinção 

Molar (> 1000 L mol−1cm−1) dentro da faixa da luz solar (290-700 nm), na determinação da 

geração de espécies reativas após absorção de UV/VIS (fotorreatividade) e na determinação 

de uma resposta aguda à uma substância que é aumentada ou iniciada após exposição à luz 

(fototoxicidade). Além disso, o estudo de fotoestabilidade também pode contribuir para 

avaliação da segurança, já que pode sugerir um potencial para fotorreatividade (ICH, 2013).  

Apesar de apenas o resultado do estudo de fotoestabilidade não ser suficiente para 

determinar se avaliações adicionais de fotossegurança são necessárias, a fotoestabilidade 

representa uma característica importante para os antioxidantes utilizados em fotoprotetores. O 

uso de moléculas fotoinstáveis pode comprometer a segurança, por meio da formação de 

intermediários reativos e de produtos de degradação, e ainda a eficácia dos fotoprotetores, 

devido à redução da quantidade de moléculas ativas e à modificação de sua estrutura química 

(GASPAR; MAIA CAMPOS, 2006, 2007; MARROT et al., 2004). Estudos têm mostrado que 

alguns antioxidantes apresentam fotolabilidade e também fotorreatividade frente ao UV, o que 

pode levar à redução da atividade fotoprotetora e antioxidante, respectivamente, dessas 

moléculas (BONDA; ZHANG; PAVLOVIC, 2011; FREITAS et al., 2015; GASPAR; MAIA 

CAMPOS, 2007).  

Os estudos de fotoestabilidade foram iniciados com a determinação das condições 

cromatográficas das análises por CLAE. As condições cromatográficas iniciais, incluindo 

coluna e fase móvel, foram selecionadas com base em estudos anteriormente realizados por 

nosso grupo de pesquisa (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2010; FREITAS et al., 2015) e em 

outros da literatura (BARBA et al., 2006; CAI et al., 2006; LI et al., 2005; PELLATI et al., 

2013; ZUNINI et al., 2010; YADAV et al., 2013).  

Foram estudadas fases móveis com diferentes proporções de metanol, isopropanol e 

água acidificada com 2% de ácido acético em eluição por gradiente. Os diversos gradientes 

foram aplicados utilizando um fluxo de 0,8 mL.min-1. Inicialmente foi utilizada eluição 

constante com 80% de água acidificada com 2% de ácido acético (solvente A) e 20% de uma 

mistura de metanol:isopropanol (30:70) como solvente B; em seguida foi desenvolvido um 

gradiente linear por 0,5 minuto, o qual foi mantido com eluição constante com 30% do 

solvente A por 18,5 minutos, seguida por outro gradiente linear de 1 minuto, o qual foi 

mantido com eluição constante 100% do solvente B por 23 minutos. Com estas condições não 

foi possível obter a separação dos três antioxidantes em estudo. Assim, foram avaliados 

outros gradientes, iniciados por eluição constante com 5 ou 15 ou 65% do solvente B por 3 
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minutos, seguida por um gradiente linear de 0,5 minuto, o qual foi mantido com eluição 

constante com 70% do solvente B por 18,5 minutos. Por fim, foi desenvolvido outro gradiente 

linear de 1 minuto, o qual foi mantido com eluição constante com 100% do solvente B por 23 

minutos. Também foram estudadas condições cromatográficas que se iniciavam com eluição 

constante de 20 ou 25 ou 30 ou 35 ou 40 ou 45 % do solvente B por 3 minutos, seguida por 

um gradiente linear de 4 minutos, o qual foi mantido com eluição constante com 100% do 

solvente B por 35 minutos. A partir da análise dos cromatogramas obtidos utilizando os 

gradientes mencionados, foi observado, através do tempo de retenção dos antioxidantes, que 

seria possível reduzir o tempo total de análise, e que a melhor separação foi obtida com a 

eluição que se iniciava com 45% do solvente B. Assim, foi avaliado o seguinte gradiente: 

eluição constante com 45% de B durante 3 minutos, seguida de um gradiente linear por 4 

minutos atingindo 100% de B, o qual foi mantido constante por 13 minutos. Este último 

método – que consistiu em eluição inicial constante de água com 2% de ácido 

acético:metanol:isopropanol (55:13,5:31,5, v/v) por 3 minutos, seguida por um gradiente 

linear de 4 minutos, o qual foi mantido com eluição constante de água com 2% de ácido 

acético:metanol:isopropanol (0:30:70, v/v) por 13 minutos – foi o que proporcionou a melhor 

separação cromatográfica com o menor tempo de corrida (35 minutos).  

Com base em análises de varredura realizadas em espectrofotômetro UV/VIS e em 

estudos realizados anteriormente (CAI et al., 2006; FREITAS et al., 2015; PELLATI et al., 

2013; VILLELA et al., 2011), e também em dados experimentais obtidos nas análises por 

CLAE, o comprimento de onda empregado para a detecção da API e da CRI foi de 325nm, 

enquanto que na detecção do BTC foi utilizado o comprimento de onda de 454 nm. 

Após o desenvolvimento do método de CLAE, foi realizada sua validação com base 

nos parâmetros seletividade, linearidade, LD, LIQ, precisão e exatidão intra- e inter-ensaio. 

Os resultados demonstraram que, de acordo com esses parâmetros, o método é apropriado 

para a determinação quali e quantitativa da API, da CRI e do BTC (ICH, 2005). 

O estudo de fotoestabilidade realizado através da determinação da porcentagem de 

recuperação dos antioxidantes após análise por CLAE mostrou que a API, a CRI e o BTC, 

isolados e em combinação (CMB) não sofreram degradação após exposição à UVA/VIS e 

VIS. A API e a CRI, isoladas ou na combinação exibiram valores de recuperação em torno de 

100% em ambas a faixas de radiação avaliadas. Entretanto, na presença da radiação 

UVA/VIS, o BTC apresentou degradação em torno de 12% quando usado isoladamente, e de 

8% quando associado à API e CRI. Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa foi 

observada uma degradação de 16% do BTC após avaliar a estabilidade do BTC combinado a 
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filtros solares e ao trans-resveratrol frente à radiação UVA (FREITAS et al., 2015). Nesse 

mesmo estudo, foram identificados quatro fotoprodutos derivados da degradação induzida 

pela UVA. No que se refere às flavonas, Choquenet et al. (2009) avaliaram a fotoestabilidade 

de dez flavonoides, incluindo a API, em termos do FPS e do FPUVA, e após 2 horas de 

irradiação observaram que a API manteve seu FPS e FPUVA, sendo considerada o melhor 

filtro UVA entre os flavonoides estudados. Com relação à CRI, não foram encontrados 

estudos reportando sua fotoestabilidade.  

Apesar de a API, a CRI e o BTC terem se mostrado fotoestáveis frente à UVA/ VIS e 

VIS, esses antioxidantes apresentam Coeficientes de Extinção Molar iguais a 21818 (Abs 334 

nm), 12107 (Abs 314 nm) e 84566 L mol-1 cm-1 (Abs 454 nm), respectivamente. De acordo 

com o guia Photosafety Evaluation of Pharmaceuticals S10 (ICH, 2013), se uma substância 

possui coeficiente de extinção molar superior a 1000 L mol-1 cm-1 (entre 290-700 nm), deve-

se considerar a avaliação do seu potencial fotorreativo, um vez que o valor desse coeficiente 

reflete a eficiência com a qual uma molécula pode absorver um fóton em um comprimento de 

onda específico. Assim, o potencial fotorreativo dos antioxidantes em estudo foi determinado 

por meio de um protocolo desenvolvido pela JaCVAM (JACVAM, 2013a), que se baseia na 

detecção da geração de 1O2 e O2
-●. 

As principais espécies reativas envolvidas nas respostas fototóxicas parecem ser o 1O2 

e o O2
-● (JACVAM, 2013a), o que significa dizer que a determinação de EROS a partir de 

substâncias irradiadas poderia ser útil para reconhecer seu potencial fototóxico. No ensaio de 

fotorreatividade, a API, CRI e CMB se mostraram fracamente fotorreativas após irradiação 

por UVA/VIS devido à habilidade em gerar O2
-● (SA ≥ 20). Entretanto, os antioxidantes, 

isolados ou em combinação, parecem não apresentar potencial para gerar respostas 

fototóxicas na pele frente à luz VIS, uma vez que não foram fotorreativos nessa faixa do 

espectro da radiação. Considerando esses resultados, podemos sugerir que a excitação da API, 

da CRI e do BTC pela luz representa baixa probabilidade de gerar EROS e causar respostas 

fototóxicas na pele.   

O potencial fototóxico dos antioxidantes em estudo induzido pela excitação por 

UVA/VIS ou VIS foi investigado em modelo in vitro (3T3 NRU-PT), utilizando cultura de 

fibroblastos conforme o protocolo INVITTOX nº 78 (LIEBSCH; SPIELMANN, 2002) e o 

guia OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Test No. 432: In Vitro 3T3 NRU 

Phototoxicity Test (OECD, 2004). O teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU é aceito e 

validado internacionalmente, sendo que um resultado negativo nesse ensaio sugere baixa 

probabilidade de a substância apresentar fototoxicidade em animais e em humanos (ICH, 



Discussão  |  76 

2013). A linhagem de células preconizada para realização deste ensaio consiste em 

fibroblastos Balb/3T3 clone A31. Entretanto, no presente estudo, optou-se por também 

conduzir esse ensaio em linhagem de melanócitos murinos normais (Melan-a) e em células de 

melanoma murino (B16F10), uma vez que a radiação UVA e a luz VIS penetram a pele 

atingindo a derme, onde estão localizados os melanócitos (FUCHS, 1998). Além disso, a 

fotossensibilização da melanina pode causar geração de 1O2, o qual está envolvido nas 

respostas fototóxicas (CHIARELLI-NETO et al., 2014).   

No ensaio de fototoxicidade em que foram utilizados os fibroblastos, a CRI, o BTC e a 

CMB apresentaram potencial fototóxico (MPE > 0,15) na presença da UVA/VIS. No entanto, 

após exposição à luz VIS, apenas o BTC e a CMB apresentaram potencial fototóxico (MPE > 

0,15). Nos melanócitos normais e nas células de melanoma, foi observada fototoxicidade para 

todos os antioxidantes e a CMB na faixa da UVA/VIS (MPE > 0,15). Esses resultados 

corroboram a fototoxicidade observada nos fibroblastos para a CRI, o BTC e a CMB. 

Entretanto, foi observada diferença na resposta à exposição à luz VIS entre as células Melan-a 

e B16F10; as células Melan-a apresentaram fototoxicidade à API e ao BTC, enquanto que as 

da linhagem B16F10 exibiram fototoxicidade à CRI e à CMB.  

O espectro de absorção dos antioxidantes em estudo compreende a região do UV e 

também, no caso do BTC, da luz VIS. Entretanto, os espectros de absorção da API e da CRI 

são deslocados progressivamente para comprimentos de onda mais longos à medida que o pH 

da solução aumenta (CASTRO et al., 2005; AMAT et al., 2009). No processo de irradiação, 

os estados excitados dessas moléculas podem ter provocado fototoxicidade às linhagens 

avaliadas ao interagir com as moléculas biológicas. 

Os resultados do estudo de fototoxicidade utilizando as três linhagens celulares 

apresentaram uma correlação maior na presença da UVA/VIS, uma vez que os resultados para 

os fibroblastos foram divergentes daqueles utilizando melanócitos e células de melanoma 

apenas para a API. Entretanto, na presença da luz VIS foi observada maior variação do 

potencial fototóxico entre as diferentes linhagens celulares. Além das diferenças no 

metabolismo celular, outros fatores que poderiam estar relacionados a essas variações são a 

presença da melanina nos melanócitos e nas células melanoma, e também a diferença de 

energia no momento da irradiação, uma vez que a energia de excitação da radiação UVA é 

superior à da luz VIS. Em virtude de a linhagem de fibroblastos Balb/3T3 clone A31 ser a 

preconizada para a realização do estudo de fototoxicidade in vitro, e de não ter sido observada 

correlação com os melanócitos e as células de melanoma em todos os resultados de 

fototoxicidade para os antioxidantes avaliados e a CMB, principalmente nos dados 
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relacionados à exposição ao VIS, a discussão sobre a fototoxicidade, de agora em diante, será 

aprofundada com base nos resultados da linhagem de fibroblastos. 

Na presença da UVA/VIS foi observado potencial fototóxico para a CRI, o BTC e a 

CMB, sendo que após exposição à luz VIS apenas o BTC e a CMB exibiram tal potencial. 

Uma característica comum das substâncias que induzem efeitos fototóxicos é sua habilidade 

em absorver radiação eletromagnética dentro do espectro da radiação solar, uma vez que essa 

condição é necessária para que ocorra reação fotoquímica (ONOUE; TSUDA, 2006). O 

potencial fototóxico observado para a CRI, o BTC e a CMB após exposição à UVA/VIS, e 

para o BTC e a CMB após irradiação por luz VIS, é provavelmente uma consequência da 

absorção de luz pelos antioxidantes. A fototoxicidade da CRI e da CMB também pode ter 

ocorrido em consequência da geração de O2
-● detectada no estudo de fotorreatividade. Além 

disso, considerando que a CRI, o BTC e a CMB foram considerados fotoestáveis, e que a CRI 

e o BTC foram fracamente e não fotorreativos, respectivamente, outro possível mecanismo 

que poderia explicar sua fototoxicidade seria a transferência de energia do estado excitado 

inicial da molécula para a membrana celular levando à oxidação dos lipídios e proteínas, o 

que caracteriza uma reação citotóxica na presença da luz, ou seja, fotoirritação (OECD, 2004; 

ONOUE; TSUDA, 2006). 

Em conjunto, os resultados dos estudos de fotoestabilidade e fotorreatividade sugerem 

que a API, a CRI, o BTC e a CMB são relativamente seguros, mostrando-se compatíveis para 

o uso em formulações fotoprotetoras; entretanto a CRI, o BTC e a CMB apresentaram 

potencial fototóxico em fibroblastos. É fato conhecido que o ensaio de fototoxicidade in vitro 

3T3 NRU superestima os resultados e não leva em consideração a biodisponibilidade e a 

biocinética das substâncias avaliadas (HENRY et al., 2009). Assim, a fototoxicidade da CRI, 

do BTC e da CMB deve ser melhor investigada e modelos de pele tridimensional que 

possuam todas as camadas da epiderme, principalmente o estrato córneo, e também por meio 

de abordagens in vivo (GASPAR et al., 2013; ICH, 2013) para avaliar se a produção de O2
-● e  

a fototoxicidade observada em cultura de monocamadas podem levar à danos cutâneos 

induzidos pela radiação UVA e luz VIS. 

Os resultados dos estudos de fotoestabilidade, fotorreatividade e fototoxicidade foram 

utilizados para avaliar a segurança da utilização da API, da CRI, do BTC e da CMB em 

formulações visando fotoproteção. Cumpre salientar que esses resultados foram publicados 

recentemente no periódico European Journal of Pharmaceutical Sciences (FREITAS; 

GASPAR, 2016). Esses resultados sugerem que seu uso é mais seguro na faixa da luz VIS, e 

que a combinação dos três antioxidantes em estudo (CMB) não traz vantagens, quanto à 
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segurança, em relação ao seu uso isoladamente. Por isso, a avaliação do efeito protetor da 

API, da CRI e do BTC será realizada utilizando-os isoladamente e apenas na presença da luz 

VIS. 

Diversos cromóforos endógenos absorvem luz VIS, principalmente a melanina 

(MAHMOUD et al., 2008), cujo espectro de absorção compreende comprimentos de onda 

entre 200 e 900nm (ZONIOS et al., 2008). Já foi demonstrado que a incidência de radiação 

UV e luz VIS sobre a melanina, provocam a formação de 1O2 por meio da fotossensibilização 

dessa molécula (UCHOA et al., 2008). Além disso, Chiarelli-Neto et al. (2014)  observaram 

que a luz VIS pode induzir à fototoxicidade em células B16F10, devido à fotossensibilização 

da melanina. Considerando que a fotossensibilização da melanina pela luz VIS pode gerar 1O2 

e, a partir daí provocar danos cutâneos, o efeito protetor da API, da CRI e do BTC em cultura 

de células foi avaliado com base nos danos induzidos pela melanina durante exposição à luz 

VIS. As células B16F10 respondem ao tratamento para indução de melanogênese constituindo 

um bom modelo in vitro para realizar a pretendida avaliação, por isso essa foi a linhagem 

escolhida para conduzir esses estudos.  

O estudo de proteção dos antioxidantes contra os danos induzidos pela 

fotossensibilização da melanina em células B16F10 foi iniciado com a padronização das 

condições de indução de melanogênese e da dose de luz VIS que foram utilizados no estudo. 

Primeiramente, foi realizada a quantificação do teor de melanina em diferentes condições de 

indução de melanogênese utilizando L-tirosina 1 mM e NH4Cl (2,5, 5, 7,5 e 10 mM) com o 

intuito de definir a condição que proporcionasse um aumento significativo na síntese de 

melanina pelas células B16F10. Foi observado que o tratamento das células B16F10 com L-

tirosina combinada ao NH4Cl resultou em um aumento significativo do conteúdo de melanina 

em todas as concentrações avaliadas. Foram alcançados aumentos da síntese de melanina, em 

relação ao controle, de aproximadamente 16, 28, 36 e 33 vezes, após tratamento das células 

com L-tirosina e concentrações crescentes de NH4Cl equivalentes a 2,5 5, 7,5 e 10 mM, 

respectivamente. Quando o NH4Cl foi utilizado nas concentrações de 7,5 e 10mM, foi 

observado um aumento semelhante na síntese de melanina (p = 1,0). Em estudos anteriores, 

nos quais a indução da melanogênese em células B16F10 foi realizada utilizando NH4Cl 10 

mM combinado com L-tirosina 0,4 mM (CUNHA et al., 2012; KONGSHOJ et al., 2007), 0,5 

mM (CHIARELLI-NETO et al., 2014) e 1mM (KONGSHOJ et al., 2007) por 48 horas 

também foi observado um aumento significativo na síntese de melanina. Isso mostra que no 

presente estudo, as condições de indução de melanogênese foram efetivas e otimizadas, uma 
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vez que as células foram tratadas por um período de 24 horas utilizando uma concentração 

quatro vezes menor de NH4Cl. 

Após avaliar diferentes condições de indução de melanogênese utilizando L-tirosina 1 

mM e NH4Cl (2,5, 5, 7,5 e 10 mM) por 24 horas, a fototoxicidade induzida pela melanina foi 

avaliada, nessas mesmas condições, por meio da viabilidade das células B16F10 na presença 

de 12 J/cm2 de luz VIS. Os resultados mostraram que após irradiação houve redução da 

viabilidade das células tratadas com L-tirosina combinada com NH4Cl em relação ao controle 

(não tratado), que apresentava nível basal de melanina (p < 0,0001). Esses resultados estão de 

acordo com os obtidos por Chiarelli-Neto et al. (2014), que observaram que, nas células com 

nível basal de melanina, a luz VIS praticamente não induziu à morte celular; entretanto nas 

células que receberam tratamento para indução de melanogênese (L-tirosina 0,5 mM e NH4Cl 

10mM) houve redução considerável na viabilidade celular (CHIARELLI-NETO et al., 2014). 

Quando o NH4Cl foi utilizado nas concentrações de 7,5 e 10 mM, não foi observada diferença 

na viabilidade celular (p = 0,254). No presente estudo, ao correlacionar os resultados do 

estudo de quantificação do teor de melanina em diferentes condições de indução de 

melanogênese aos resultados obtidos após a determinação da viabilidade celular nessas 

mesmas condições, foi observada uma relação dose-dependente entre o conteúdo de melanina 

e a morte celular ao utilizar L-tirosina 1 mM e NH4Cl (2,5, 5 e 7,5 mM), uma vez que o 

aumento da melanogênese levou ao aumento da fototoxicidade das células irradiadas com luz 

VIS (p < 0,0001). Além disso, o tratamento com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina por 

24 horas foi o que resultou em um aumento significativo da síntese de melanina e em maior 

viabilidade celular após irradiação pela luz VIS. Dessa forma, essa condição foi considerada 

ideal para indução de melanogênese seguida por irradiação, sendo utilizada nos estudos 

posteriores para avaliar a proteção contra os danos induzidos pela fotossensibilização da 

melanina em células B16F10. 

Após a determinação da condição ideal para induzir à melanogênese nas células, a 

sensibilidade das células B16F10 com níveis basais de melanina e, também, após indução da 

melanogênese por tratamento com 2,5 mM de NH4Cl e 1mM de L-tirosina, foi avaliada na 

presença de 12, 24 e 36 J/cm2 de luz VIS. Quando as células foram irradiadas com 12 e 24 

J/cm2 de luz VIS, foi observada grande variabilidade na morte celular. Entretanto, a irradiação 

com 36 J/cm2 de luz VIS resultou em pequena variabilidade e viabilidade média de 100 e 

65%, respectivamente, tanto das células com nível basal de melanina quanto das que 

receberam tratamento com NH4Cl e L-tirosina. De forma semelhante, em estudo anterior, no 

qual a toxicidade das células B16F10 à luz VIS foi avaliada utilizando a mesma dose de 
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radiação (36 J/cm2), foi observada morte celular de 25% para as células que receberam 

tratamento para indução de melanogênese (CHIARELLI-NETO et al., 2014). Assim, a dose 

de 36 J/cm2 foi considerada ideal para irradiação das células B16F10 nos estudos para avaliar 

o efeito protetor da API, da CRI e do BTC sob a morte induzida pela fotossensibilização da 

melanina. 

Previamente à avaliação do efeito protetor dos antioxidantes, decidimos confirmar a 

relação entre a toxicidade da luz VIS em células com elevado teor de melanina e a geração de 
1O2, através da medida do espectro de emissão de 1O2 no infravermelho próximo, após 

excitação em 450 nm. Foi observado que as células controle (nível basal de melanina) 

apresentaram sinal basal de emissão de 1O2, enquanto as que receberam tratamento para 

indução de melanogênese com NH4Cl 2,5 mM e  L-tirosina 1 mM exibiram um espectro de 

emissão que evidenciou a geração dessa espécie reativa. Esses resultados corroboram os 

obtidos por Chiarelli-Neto et al. (2014), que demonstraram que a excitação da melanina em 

532 nm leva à formação de 1O2 em células B16F10 com elevado teor de melanina e à 

consequente fototoxicidade na presença da luz VIS em virtude da fotossensibilização da 

melanina.  

Uma vez demonstrado que a indução de melanogênese com NH4Cl 2,5 mM e  L-

tirosina 1 mM seguida da irradiação com 36 J/cm2 de luz VIS induz à fototoxicidade das 

células B16F10 devido à geração de 1O2 provocada pela fotossensibilização da melanina, foi 

iniciado o estudo em cultura de células para avaliar o efeito protetor da API, da CRI e do BTC 

contra os danos induzidos pela luz VIS. Nas células com níveis basais de melanina, o 

tratamento com o BTC não interferiu na sobrevida celular após irradiação. Entretanto, o 

tratamento com a API a partir de 14,7 µg.mL-1 levou à redução da sobrevida celular, e o 

tratamento com a CRI provocou uma redução acentuada da sobrevida celular a partir de 10 

µg.mL-1. Esses resultados estão de acordo com os obtidos no ensaio de fototoxicidade 

realizado em células B16F10 no presente estudo, com base no guia OECD Guidelines for the 

Testing of Chemicals Test No. 432: In Vitro 3T3 NRU Phototoxicity Test (OECD, 2004), 

segundo o qual foi detectado potencial fototóxico para a CRI (MPE > 0,15). Com relação às 

células que receberam tratamento para indução de melanogênese, os resultados desse estudo 

mostraram que a API proporcionou uma supressão significativa do efeito fototóxico da luz 

visível em todas as concentrações avaliadas (p < 0,05), em relação às células não tratadas. A 

CRI conferiu proteção às células contra fotossensibilização da melanina apenas quando 

utilizada na concentração de 6,8 µg.mL-1 (p < 0,05), sendo que nas concentrações 14,7, 46,4, 

68,1 e 100 µg.mL-1 foi observada redução na viabilidade celular em relação ao controle, que 
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pode ter sido devida a um efeito pró-oxidante provocado pelo aumento da concentração 

(TSUJI; WALLE, 2008). O estudo realizado por Nagai, Ohara e Mukai (2005) sugere que 

API e a CRI podem atuar como quenchers de 1O2 em sistemas biológicos, e que a capacidade 

de atuar como quencher depende do número de hidroxilas, sendo maior nos flavonoides com 

mais hidroxilas. A API apresenta três hidroxilas em sua estrutura molecular, enquanto a CRI 

possui apenas duas. Assim, o aumento da sobrevida celular observado em função do 

tratamento das células com API e CRI pode ter ocorrido pela neutralização do 1O2 gerado pela 

fotossensibilização da melanina pela luz VIS. Em relação ao BTC, foi observado aumento da 

sobrevida celular após irradiação por luz VIS quando as células foram tratadas usando as 

concentrações 6,8, 46,4, 68,1 e 100 µg.mL-1 (p < 0,05), o que pode ter sido devido à sua 

capacidade de atuar como quencher do 1O2 (MORTENSEN, 2001). 

A síntese de melanina é estimulada pela luz VIS nos fototipos cutâneos IV a VI 

(MAHMOUD et al., 2010).  No presente estudo foi demonstrado que o aumento do conteúdo 

de melanina está relacionado ao aumento da toxicidade da luz VIS devido à sua 

fotossensibilização. Isso mostra a importância desse estudo, já que foi observado que a API 

pode proteger as células contra a fototoxicidade da melanina induzida pela luz VIS. 

A proteção oferecida pela API, CRI e BTC contra os danos induzidos pela luz VIS 

também foi avaliada em modelo mimético de membrana celular, que consistiu em lipossomas 

construídos a partir da lecitina de soja. Nesse estudo foi avaliada a proteção contra os danos 

provocados na membrana pela fotossensibilização do DMMB, induzida pela excitação em 

633 nm durante 90 min, através da determinação da porcentagem de liberação de CF do 

interior dos lipossomas. A irradiação do DMMB pela luz VIS (633 nm) provoca sua 

fotoativação com consequente geração de 1O2, que por sua vez causa a oxidação dos lipídios 

da membrana e o aumento da permeabilidade da CF (BACELLAR et al., 2014). Na presença 

do DMMB, foi observado um aumento crescente da liberação de CF em função do tempo, o 

qual se manteve constante a partir 60 minutos de irradiação. Entretanto, de 40 a 60 minutos de 

irradiação, o padrão de liberação de CF se manteve praticamente constante em relação ao 

tratamento com diferentes concentrações de API, CRI e BTC. Assim, as diferenças estatísticas 

no dano fotoinduzido promovido pelo DMMB segundo o tratamento com os antioxidantes 

foram avaliadas considerando o tempo de irradiação de 40 minutos.  De acordo com essas 

análises, a API foi capaz de proteger eficientemente a membrana contra os danos provocados 

pelo DMMB em todas as concentrações avaliadas (p < 0,0001); entretanto, a CRI e o BTC 

não conferiram proteção, uma vez que houve danos significativos à membrana. De maneira 

geral, ao avaliar os resultados, nota-se que a partir de 40 minutos de irradiação há uma 
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diferença maior da porcentagem de liberação de CF na presença dos antioxidantes em relação 

ao controle (lipossomas+DMMB). Entretanto, é importante ressaltar que, não foi observado 

um padrão dose-dependente na liberação de CF, ou seja, o aumento na concentração dos 

antioxidantes não alterou a porcentagem de liberação de CF. Ao atingir 40 minutos de 

irradiação, foi observada liberação de em média 46% de CF na amostra controle, sendo que o 

tratamento com API (6,8 µg.mL-1) resultou em liberação de CF de apenas 12%; entretanto, o 

tratamento com CRI (6,8 µg.mL-1) e BTC (6,8 µg.mL-1) levou à liberação de CF de, em 

média, 100 e 70%, respectivamente.  Nesse tempo, o aumento da concentração de API de 6,8 

a 100 µg.mL-1 não resultou em aumento da proteção de membrana (p = 0,274). Esse mesmo 

padrão foi observado para a CRI e para o BTC.  

O ácido gálico, conhecido por seu elevado potencial antioxidante (ASNAASHARI et 

al., 2014; BADHANI et al., 2015), foi utilizado como um padrão (controle positivo) no 

presente estudo (RODRIGUES et al., 2016), e mostrou-se capaz de proteger eficientemente a 

membrana contra os danos fotoinduzidos pela luz VIS, visto que foi registrada uma 

porcentagem de liberação de CF de, em média 10%, ao final de 40 minutos de irradiação.  

Rodrigues et al. (2016) avaliaram a proteção de membrana utilizando Aloe vera (10 mg.mL-1), 

e observaram redução de 75% da liberação de CF e proteção comparável à oferecida pela 

ácido gálico. No presente estudo, o tratamento com API (6,8 µg.mL-1) resultou em uma 

porcentagem de liberação de CF de, em média 12%, ao final de 40 minutos de irradiação, 

sendo equivalente à proteção oferecida pela ácido gálico. Esses resultados demonstram forte 

evidência do potencial da API para proteger a membrana celular contra os danos 

fotooxidativos induzidos pela luz VIS. 

Em conjunto, os resultados do estudo de proteção contra os danos induzidos pela luz 

VIS em células B16F10 e em modelo mimético de membrana sugerem que, entre os 

antioxidantes estudados, a API é o que apresenta maior potencial fotoprotetor, pois além de 

proteger as células B16F10 dos danos induzidos pela fotossensibilização da melanina, a API 

também mostrou potencial para em proteger a membrana celular dos danos fotooxidativos. 

Finalizando, o uso de cosméticos contendo ativos naturais representa um apelo 

recorrente no mercado atual, sendo que a adição de antioxidantes a fotoprotetores visando 

complementar e/ou ampliar seu espectro de proteção para a UVA e VIS tem sido uma 

tendência no delineamento de formulações fotoprotetoras de amplo espectro (UVB, UVA e 

VIS).  Assim, o presente estudo apresenta uma grande contribuição quanto ao potencial de 

uso de três antioxidantes de origem natural (API, CRI, BTC) na proteção contra a radiação 

UVA e luz VIS através da avaliação da sua segurança e eficácia. Com relação à segurança, os 
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resultados dos estudos de fotoestabilidade, fotorreatividade e fototoxicidade sugerem que o 

uso da API, da CRI, do BTC e da sua CMB visando a fotoproteção da pele é mais seguro na 

faixa da luz VIS. Além disso, a API foi o antioxidante que apresentou a melhor performance 

entre os estudados, uma vez que foi fotoestável e não fototóxica na presença de UVA/VIS e 

fotoestável, não fotorreativa e não fototóxica frente à luz VIS. Considerando a eficácia, os 

resultados do estudo de proteção contra os danos induzidos frente à luz VIS pela 

fotossensibilização da melanina em células B16F10 e pela fotooxidação de membrana em 

modelo mimético sugerem que, entre os antioxidantes estudados, a API é o mais promissor 

para utilização em formulações fotoprotetoras. De forma geral, o presente estudo mostrou que 

a API apresenta elevado potencial para uso na proteção contra a luz VIS.  

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7 Conclusões 
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7.1 Conclusão geral 

A investigação do potencial de uso da API, da CRI e do BTC na proteção contra a 

radiação UVA e luz VIS através de ensaios in vitro conduzidos para avaliar características 

relacionadas à sua segurança mostrou que o uso de tais antioxidantes e da sua CMB visando a 

fotoproteção da pele é mais seguro na faixa da luz VIS. Em relação à eficácia frente à luz 

VIS, os antioxidantes foram capazes de proteger as células contra morte induzida pela 

fotossensibilização da melanina, sendo que o efeito da API foi superior ao da CRI e do BTC. 

Além disso, no estudo de proteção de membrana, apenas a API foi capaz de conferir proteção 

contra os danos fotooxidativos induzidos pela luz VIS. Finalizando, a API é o mais promissor 

entre os antioxidantes estudados em relação à segurança e à eficácia, e apresenta elevado 

potencial de uso na proteção contra a luz VIS. 

 

7.2 Conclusões específicas 

• O método de CLAE foi validado por meio da determinação da seletividade, linearidade, 

LD, LIQ, precisão e exatidão intra- e inter-ensaio; e é apropriado para a determinação 

quali e quantitativa da API, da CRI e do BTC. 

• O estudo de fotoestabilidade mostrou que a API, a CRI e o BTC, isolados e em 

combinação (CMB) não sofreram degradação após exposição à radiação UVA/VIS e VIS. 

A API e a CRI, isoladas ou na combinação, exibiram valores de recuperação em torno de 

100% em ambas a faixas de radiação avaliadas.  Entretanto, na presença da radiação 

UVA/VIS o BTC apresentou degradação quando usado isoladamente (~12%) e quando 

associado à API e CRI (~8%). 

• No ensaio de fotorreatividade, a API, a CRI e a CMB se mostraram fracamente 

fotorreativas após irradiação por UVA/VIS devido à habilidade em gerar O2
-●. Na 

presença da luz VIS os antioxidantes não foram fotorreativos.  

• No ensaio de fototoxicidade em que foram utilizados os fibroblastos, a CRI, o BTC e a 

CMB apresentaram potencial fototóxico na presença de UVA/VIS. No entanto, após 

exposição à luz VIS, apenas o BTC e a CMB apresentaram potencial fototóxico. Nos 

melanócitos normais e nas células de melanoma, foi observada fototoxicidade para todos 

os antioxidantes e a CMB na faixa do UVA/VIS. Após exposição à luz VIS as células 

Melan-a apresentaram fototoxicidade à API e ao BTC, enquanto que as da linhagem 

B16F10 exibiram fototoxicidade à CRI e à CMB.  
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• No ensaio para quantificar a geração de 1O2, as células B16F10 controle (nível basal de 

melanina) apresentaram sinal basal de emissão de 1O2, enquanto as que receberam 

tratamento para indução de melanogênese com NH4Cl 2,5 mM e  L-tirosina 1 mM 

exibiram um espectro de emissão que evidenciou a geração de 1O2. 

• Nas células que receberam tratamento para indução de melanogênese, a API proporcionou 

aumento da viabilidade celular em todas as concentrações avaliadas, após irradiação por 

luz VIS em relação às células não tratadas. A CRI conferiu proteção às células contra 

fotossensibilização da melanina apenas quando utilizada na concentração de 6,8 µg.mL-1. 

O tratamento com BTC nas concentrações 6,8, 46,4, 68,1 e 100 µg.mL-1, por sua vez, 

levou ao aumento da sobrevida celular após irradiação por luz VIS . 

• No ensaio para avaliar a proteção de membrana contra os danos induzidos pela luz VIS 

em modelo mimético de lipossomas, a API foi capaz de proteger eficientemente a 

membrana contra os danos provocados pelo DMMB em todas as concentrações avaliadas; 

entretanto, a CRI e o BTC não conferiram proteção, uma vez que houve danos 

significativos à membrana. Além disso, o tratamento com API (6,8 µg.mL-1) resultou em  

uma porcentagem de liberação de CF de, em média 12%, ao final de 40 minutos de 

irradiação, sendo equivalente à proteção oferecida pela ácido gálico, que corresponde ao 

controle positivo do ensaio.  
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