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RESUMO 

 

MORAES, D. C. Desenvolvimento de um novo método in vitro para controle de qualidade 

de protetores solares e otimização do processo de extração de compostos fenólicos 

antioxidantes do cranberry (Vaccinium macrocarpon A.). 2018. 122f. Tese (Doutorado). 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2018. 

 

O objetivo, no capítulo I deste trabalho, foi desenvolver e validar um novo método 

espectrofotométrico in vitro para a avaliação da eficácia de protetores solares, o qual pode ser 

adotado na rotina industrial como uma maneira de identificar desvios de qualidade e garantir a 

eficácia de protetores solares a cada novo lote produzido. O método proposto é baseado na 

absorção espectrofotométrica na região do UV (280-400 nm) de uma camada fina de protetor 

solar aplicada na face externa de uma cubeta de quartzo preenchida com uma solução padrão 

(SP) que absorve em toda a região do UV, a fim de obter uma medida de área sob a curva 

(ASC), empregada como valor de referência para cada FPS testado. Para o desenvolvimento do 

método, foram utilizados protetores solares da mesma marca, com valores de FPS de 15; 20; 

30; 40; 50 e 60, o qual foi aplicado sobre a face externa da cubeta a uma concentração de 0,2 

mg/cm2. A SP consistiu de uma solução de quercetina (10 µg/mL) à qual foram adicionadas 6 

gotas de solução de AlCL3 6%. A partir do espectro de absorvância de cada amostra na região 

de UV foi calculado o valor da ASC. O método demonstrou ser reprodutível, robusto e eficaz 

para controle de qualidade de protetores solares. Outro importante objetivo desse estudo, 

descrito no capítulo II, foi determinar as condições ótimas para a extração de compostos 

fenólicos do cranberry em pó utilizando metodologia de superfície de resposta, empregando 

quatro variáveis independentes: (i) tempo de extração; (ii) proporção planta:solvente; (iii) 

temperatura e (iv) velocidade de agitação, segundo desenho experimental do tipo Box-Behnken, 

com análise de três respostas: teor de polifenois totais (TPT); atividade antioxidante (CI50; 

DPPH) e teor de sólidos totais (TST). As condições ideais obtidas foram: tempo de extração 5 

horas; proporção planta:solvente 1:2; velocidade de agitação 80 RPM e temperatura 45°C, 

correspondendo aos valores preditos de 433,1 mg/g; 0,100 mg/mL e 19,9% para o TPT; CI50 

DPPH e TST, respectivamente. Em seguida, o extrato otimizado de cranberry foi avaliado com 

relação à sua atividade fotoprotetora/fotoquimioprotetora. Os resultados apresentados neste 

trabalho demonstraram que o extrato otimizado de cranberry apresenta elevado potencial 

antioxidante ao inibir a quimioluminescência (CI50 de 0,202 ± 0,32 µg/mL) e reduzir a 

peroxidação lipídica (CI50 de 32,6 ± 5,8 µg/mL). No ensaio de DPPH, obteve-se uma CI50 de 

136,7 ±6,8 µg/mL. Reduziu em 41% a peroxidação lipídica em células L929. Além disso, o 

extrato incorporado a uma formulação gel-creme, apresentou elevado potencial fotoprotetor in 

vitro.  

 

Palavras-chave: Protetores solares, Métodos in vitro, Fator de proteção solar, Metodologia de 

superfície de resposta, Fotoquimioproteção, Cranberry.  
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ABSTRACT 

 

MORAES, D. C. New in vitro method for quality control of sunscreens and optimization 

of the extraction process of phenolic antioxidant compounds from cranberry (Vaccinium 

macrocarpon A.). 2018. 118f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 

 

The chapter I of this work aims to develop and validate a new in vitro spectrophotometric 

method for assessing the effectiveness of sunscreens, which can be adopted in industrial routine 

production as a way to identify quality deviations and ensure the effectiveness of sunscreen 

product. Briefly, the proposed method is based on the spectrophotometric absortion on the UV 

region (280-400 nm) of a thin layer of sunscreen sample applied on the outside of a quartz 

cuvette which is filled with a standard solution (SS). The area under the curve of absorption of 

SS and sunscreen sample is obtained. For the experiment development, it was used sunscreens 

products of the same brand with SPF values of 15; 20; 30; 40; 50 and 60 which was applied on 

the cuvette outside at a concentration of 0,2mg/cm2. The reference standard used consisted of 

a quercetin solution added of AlCl3 6%. From the absorbance of each sample spectrum in UV 

region was calculated the value of the area under the curve (AUC). The spectrophotometric 

method developed was effective for confirm SPF sunscreen products produced batch to batch. 

In the chapter II,  were determined the optimal conditions for phenolic compounds extraction 

from cranberry powder using the surface response methodology with four independent 

variables: (i) extraction time (hours); (ii) ratio plant : solvent; (iii) temperature and (iv) speed 

agitation (RPM) , according to Box-Behnken, with analysis of three answers: total polyphenol 

content (TPC); antioxidant activity (IC50; DPPH) and total solids content (TSC). The ideal 

conditions obtained were: extraction time 5 hours; ratio plant:solvent 1:2; agitation speed 80 

RPM and temperature 45°C, corresponding to the values predicted of 433.1 mg/g; 0,100 mg/ml 

and 19.9% for TPC; IC50 DPPH and TSC respectively. Then, the optimized cranberry extract 

was evaluated with respect to its photoprotective/photochemoprotective activity. Preliminary 

results presented in this paper demonstrate the ability of optimized cranberry extract to 

scavenge free radicals, with a high antioxidant potential to inhibit satisfactorily 

chemiluminescence generated in the system xanthine/XOD/luminol; presenting IC50 0.202 ± 

0.32 µg/ml; lipid peroxidation using yolk egg as lipid substrate, with an IC50 of 32.6 ± 5,8 

µg/ml. In DPPH test, the optimized extract showed an IC50 of 136.7 ± 6.8 mg/mL. The extract 

was also able to reducing UVB radiation-induced damage at the cellular level in fibroblasts 

mice of L929 line, with a 41% reduction in lipid peroxidation in cells compared to irradiated 

control. 

 

Keywords: Sunscreens, in vitro methodology, Sun protection factor, response surface 

methodology, photochemoprotection. 
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I.1 INTRODUÇÃO 

 

A exposição à luz solar, principal fonte natural de radiação ultravioleta (RUV), é capaz de 

afetar diversos de processos biológicos. Suas ações benéficas à saúde humana estão associadas, 

sobretudo, à síntese de vitamina D, intimamente relacionada à prevenção de doenças crônicas 

(AUTIER e GANDINI, 2007; ANH et al., 2008; WANG, 2008; PITTAS, 2007). No entanto, a 

RUV é o principal fator etiológico responsável pelo eritema solar, envelhecimento cutâneo precoce, 

supressão do sistema imune, bem como pelo câncer de pele, incluindo melanoma e não melanoma 

(RAI; SHANMUGA; SRINIVAS, 2012; AMARO-ORTIZ; YAN; D’ORAZIO, 2014; POUR, 

2015; PANICH, 2016; RIVAS, 2015; HOLICK, 2016).  

Nas últimas décadas, um aumento expressivo no número de casos de melanoma tem 

sido reportado em todo o mundo. De acordo com a Sociedade Americana de Câncer (ACS, 

EUA), em 2016, cerca de 76.000 pessoas foram diagnosticadas com melanoma, e 10.000 norte 

americanos vieram a óbito como resultado da doença; cuja incidência aumentou 15 vezes nos 

últimos 40 anos (ACS, EUA, 2016). O crescente número de casos de câncer de pele é um 

fenômeno observado também na Nova Zelândia, Austrália e Europa (MONTELLA, 2009; 

HOLTERHUES, 2010; APALLA et al., 2017). No Brasil, o número de mortes causadas por 

melanoma cresceu 55% em 10 anos (INCA, Brasil, 2016). A Organização Mundial da Saúde 

(OMS) estima que em 2020 a quantidade de novos casos de câncer de pele possa chegar a 15 

milhões em todo o mundo (OMS, 2003).  

Sem adentrar ao mérito da questão acerca dos sérios abalos físicos e emocionais 

causados pelo diagnóstico de um melanoma, outra consequência é o impacto financeiro aos 

sistemas de saúde para o manejo da doença (GORDON, 2015). Nos EUA, entre 2002 e 2011, 

os custos associados ao tratamento de câncer de pele aumentaram cinco vezes mais rápido do 

que tratamentos para qualquer outro tipo de câncer (GUY, 2014). O Conselho de Câncer da 

Austrália estima que o país gaste mais de 1 bilhão de dólares por ano tratando câncer de pele 

(CANCER COUNCIL, 2016). No Brasil, o grande número de casos do tipo não melanoma 

representa um impacto econômico de 21 milhões de dólares anualmente (SOUZA, 2011).  

De acordo com a Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE, 

2015), gastos com a saúde estão crescendo tão rapidamente que se tornarão insustentáveis nos 

níveis atuais. Sendo assim, é de suma importância reduzir custos por meio de programas de 

prevenção ao câncer de pele, uma vez que cerca de 80% dos casos de melanoma são passíveis 

de serem evitados por meio da implementação de medidas preventivas a nível primário, como 

a fotoproteção (UĞRLU Z, 2016; APALLA et al., 2017). 
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Uma fotoproteção adequada é essencial para prevenção dos efeitos nocivos provocados 

pela RUV (VERSCHOOTEN et al., 2006). A OMS recomenda uma tríade de medidas básicas 

que contribuem para a redução do desenvolvimento de desordens e patologias cutâneas 

associadas à superexposição à luz solar, que incluem: (i) limitar o tempo de exposição ao sol, 

especialmente nos horário de maior incidência de radiação UV (entre 10h e 16h); (ii) usar 

roupas e acessórios adequados, tais como chapéus e óculos de sol e, principalmente, (iii) utilizar 

protetores solares de amplo espectro, com fator de proteção solar (FPS) de 30 ou mais (OMS, 

1994).  

Associado à maior conscientização por parte da população acerca dos riscos da 

exposição excessiva ao Sol, o mercado de protetores solares está em ascensão, com estimativa 

de movimentar $11,1 bilhões em 2020 (GIA, 2015). Especificamente no Brasil, o mercado de 

fotoprotetores cresceu 14%, com fluxo de R$ 2,5 bilhões em 2015, e deve atingir R$ 3,5 bilhões 

em vendas até 2018 (MINTEL, 2015). Dados da Associação Brasileira das Indústrias de 

Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), apontam que o Brasil é responsável 

por cerca de 20% do consumo de protetores solares no mundo e 82% na América Latina 

(ABIHPEC, 2015). A Austrália, reconhecida por apresentar a maior incidência de melanoma 

do mundo (CLIMSTEINS, 2016), obteve um balanço positivo em 2015 em relação ao consumo 

de protetores solares, com um aumento de 2,5% em vendas. Além disso, há uma estimativa de 

crescimento do mercado de 4% entre 2017 e 2018 (EUROMONITOR, 2017).  

Os dados apresentados acima revelam uma incoerência mundial preocupante já 

observada por alguns autores: o uso de protetores solares está aumentando proporcionalmente 

à incidência de doenças de pele associadas à RUV (RAMPAUL, 2008; AUTIER, 2009; 

FARAGE, 2009; PLANTA, 2011; MULLIKEN, 2012; ROGERS et al., 2012; GLAZER et al., 

2017). As explicações plausíveis para este contrassenso têm sido discutidas. Estudos sugerem 

que altos níveis de FPS descritos nas embalagens dos produtos fotoprotetores tenham efeito 

negativo ao encorajar a população a permanecer exposta ao sol por longos períodos de tempo, 

aumentando assim, os riscos de desenvolvimento de câncer do tipo melanoma e não melanoma 

(AUTIER; BONIOL; DORÉ, 2007; YOUNG et al., 2010; AUTIER, 2007; IANNACONE, 

2014). Além disso, o uso inadequado de protetores solares, incluindo aplicação insuficiente já 

foi analisado (BULLER et al., 2011; MIZUNO et al., 2016), no entanto, as verdadeiras causas 

permanecem desconhecidas. 

Sendo assim, este trabalho traz à tona uma hipótese pouco explorada no meio científico, 

relacionada à qualidade dos protetores solares que chegam ao mercado. A eficácia dos protetores 

solares frente à RUV B é caracterizada pelo seu FPS e, na faixa do UVA, pelo Persistent Pigment 
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Darkening (PPD). Os dois métodos requerem análises in vivo que demandam a seleção de 

voluntários, acompanhamento de profissionais especializados, emprego de equipamentos de alto 

custo, além de se tratar de técnicas complexas e demoradas, ademais, levanta questões de cunho 

ético ao expor voluntários à RUV (COLIPA, 2011). Por essas razões, estes testes são realizados 

somente na fase final de desenvolvimento de formulações fotoprotetoras e não são repetidos durante 

a produção do produto em escala industrial.  

Um fator agravante que invoca a questão da qualidade dos protetores solares que 

chegam ao mercado é que, atualmente, não há exigência para que as empresas realizem testes 

regulares de controle de qualidade em seus produtos para confirmar as indicações de rotulagem. 

Dito isto, não pode ser negligente que o FPS possa diferir entre os lotes piloto os lotes de 

produção disponíveis para venda.  

Com o intuito de contornar este problema, em geral, grupos de pesquisadores ao redor 

do mundo têm desenvolvido métodos in vitro para a determinação do FPS por medidas de 

absorção/transmissão de radiação UV através de películas de protetores solares aplicadas em 

diferentes substratos, bem como soluções diluídas dos fotoprotetores (MANSUR, 1986; 

OLIVEIRA, 2008; HOJEROVÁ; MEDOVCÍKOVÁ e MIKULA, 2011; HUPPEL, 2011; 

RUVOLO, 2014; OLIVEIRA, 2015) e, mais recentemente, uma técnica inovadora que utiliza 

a determinação de parâmetros biológicos em cultura celular (FIGUEIREDO, 2016). No entanto, 

até o momento, o FDA não propôs uma substituição do método in vivo para estabelecer o FPS, 

uma vez que a capacidade de substratos para simular a pele humana e a falta de dados sobre 

características de desempenho de substratos como quartzo ou pele artificial em ensaio in vitro, 

é um fator limitante (STANFIELD et al., 2010; PELIZZO, 2012).  

A alternativa sugerida neste trabalho não tem a pretensão de substituir o método in vivo 

para cálculo do FPS, ao contrário, a técnica inédita apresentada é uma contribuição do Controle 

de Qualidade, subárea das Ciências Farmacêuticas, que se apoia nos três pilares definidos aqui 

como (i) qualidade, (ii) eficácia e (iii) credibilidade dos produtos farmacêuticos junto ao 

mercado consumidor, à fotoproteção. Para tanto, apresentamos um procedimento baseado em 

uma análise espectrofotométrica rápida, pouco dispendiosa e robusta, para identificar desvios 

de qualidade durante a produção em escala, utilizando como amostra padrão formulações 

fotoprotetoras disponíveis no mercado, as quais tiveram o FPS obtido por meio de testes in vivo 

na fase final de desenvolvimento dos mesmos. 

A perspectiva é que o método aqui proposto possa ser empregado pelas indústrias 

cosméticas com o intuito de testar seus protetores solares em intervalos regulares, garantindo que 

diferentes lotes ainda obedeçam às reivindicações do rótulo. A expectativa é que, assegurando a 
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qualidade dos fotoprotetores, os produtos que chegam ao mercado realmente cumpram com sua 

função de proteger a pele contra os efeitos nocivos da RUV, quem sabe assim, contribuindo para 

redução da incidência de doenças de pele associadas à exposição à luz solar.  

 

I.2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

I.2.1 O Sol: breve reflexão 

 

As Ciências da Natureza permitem poucos espaços para convicções, restando-nos a 

humilde posição de observadores e questionadores. No entanto, nos habituamos aos fenômenos 

naturais que nos cercam, tais como a transição entre o dia e a noite; radiação Solar; chuva; 

vento; arco-íris; a própria existência da vida na Via Láctea; etc., atribuindo a estes eventos certa 

desimportância resultante de sua banalidade. Com isso, o assombro diante de questões 

grandiosas relacionadas às condições que permitem e afetam a vida na Terra é, na maioria das 

vezes, lamentavelmente, dissipado.  

Dentro do contexto fenomenológico da natureza, O Sol, nome da única estrela 

pertencente ao Sistema Solar, sem dúvida, é um dos corpos celestes mais deslumbrantes e 

dignos de perplexidade do Espaço Sideral.  

Nos primórdios da civilização, o Homem cultuava e adorava o Sol como um deus 

responsável pela existência e manutenção da vida na Terra. Sendo assim, o Sol já foi chamado 

de Helios pelos gregos, de Mitras pelos persas e de Rá pelos egípcios (MILONE et al. 2013). 

Sol, o nome que conhecemos hoje, tem sua origem na palavra do vocabulário Indo-Europeu 

Sawel, que pode ser traduzida como “brilhar”, “iluminar” (SOUSA, 2011). 

“Tão certo quanto o nascer do Sol” é uma figura de linguagem largamente utilizada 

para garantirmos que algo se realizará. Esse cotidiano padrão, por hora aparentemente imutável, 

faz descer sobre nosso olhar crítico e questionador, inerente a todos os seres humanos, o véu da 

banalidade que nos mantêm atrelados ao senso comum e parece tornar desnecessária a reflexão 

acerca da importância do Sol. 

De fato, o Sol desempenha um papel indispensável à existência da vida, que vai além 

de nossas percepções: quase todas as formas de vida na Terra evoluíram tendo o Sol como a 

principal influência. Um exemplo clássico dessa preponderância é o próprio nascer e o pôr do 

sol, que definiu o ritmo circadiano, ao qual a maioria dos mamíferos ainda responde 

biologicamente através da exposição regular à luz e à escuridão (DUFFY e CZEISLER, 2009; 

TSANG, et al., 2016). No entanto, um equilíbrio é necessário. A exposição exagerada à luz 
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solar traz uma série de malefícios à saúde humana que serão discutidos mais adiante, mas que 

tem o poder de fazer-nos contemplar sobre nossa fragilidade diante de uma estrela tão 

extraordinária quanto o Sol.  

Para as linhas que se seguem, convido o leitor a não apenas adquirir dados e enriquecer 

seus conhecimentos sobre o Sol e seus efeitos sobre nossos organismos, mas a uma profunda 

meditação, despertando o pensamento reflexivo acerca da magnanimidade, perfeição e 

equilíbrio da vida dentro do Sistema Solar.  

 

I.2.2 Características gerais do Sol 

 

A despeito de aceitarmos a presença do Sol no céu de maneira trivial, ao submetermos 

esta estrela à curiosidade, ela mostra-se um corpo celeste profuso e fascinante. 

Passaram-se 1600 anos da era Cristã sem ninguém conjecturar que o Sol e as demais 

estrelas observadas no céu noturno eram o mesmo tipo de corpos celestes. Agora, sabemos que 

o Sol é uma das cerca de 100 bilhões de estrelas de nossa galáxia, a Via Láctea, e que, existem 

provavelmente 2 trilhões de galáxias no Universo. O Sol possui aproximadamente 5 bilhões de 

anos, encontra-se a uma distância de 150 milhões de quilômetros da Terra, o que corresponde 

a 8 minutos-luz (TAYLOR, 1997).  

O Sol ocupa uma posição na periferia da Via Láctea, conhecida como braço de Orion, 

distante cerca de 27.000 anos-luz do centro da galáxia. O Sistema Solar movimenta-se a uma 

velocidade média de 720.000 km/h. No entanto, demora em torno de 230 milhões de anos para 

realizar uma órbita completa ao redor da Via Láctea (BATTERSBY, 2011). 

Para compreendermos o Sol, a princípio é necessário considerarmos suas dimensões e 

características, no mínimo, estarrecedoras: apresenta um raio de 695.000 km, equivalente a 109 

vezes o raio da Terra. Sua massa corresponde a 1,989x103 kg; 333.000 vezes maior que a massa 

terrestre. A sua densidade é de 1,41 g/cm3, com temperatura média, em sua superfície, de 5.500 

ºC e luminosidade de 1033 ergs/s (NASA, 2017). 

Como centro gravitacional do Sistema Solar, o Sol é a principal fonte de energia 

luminosa para a Terra. É composto por 73,46% de hidrogênio, o elemento mais abundante do 

Universo; 24,85% de hélio e 1,69% de demais elementos, incluindo ferro; oxigênio; carbono; 

nitrogênio e magnésio, entre outros (BRIGGS; CARLISLE; POPPE, 2016).  

A atmosfera solar é composta pela fotosfera, cromosfera e pela coroa - zona mais 

externa e tênue (figura I.1). Da fotosfera vem a maior parte da luz visível, e é onde são 

observadas as manchas solares, indicadoras de campos magnéticos intensos na região. A coroa, 
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por sua vez, possui brilho equivalente ao da lua cheia, e é melhor observada durante os eclipses 

totais do Sol, pois ela fica obscurecida quando a fotosfera é visível. Esta camada também possui 

regiões ativas, de alta temperatura e densidade, onde se observa o fenômeno das explosões 

solares (flares), que ocorrem com maior frequência em períodos de máxima atividade solar 

(MILONE et al., 2003; PETER et al., 2014).  

 

 

Figura I.1. Estrutura do Sol (adaptado de WOLPERT, 2017). 

 

A energia emitida pelo Sol, na forma de ondas eletromagnéticas, é gerada em seu núcleo, 

que possui raio equivalente a um quarto do raio total da estrela. No núcleo, as pressões e as 

temperaturas são elevadas o suficiente para forçar a fusão, isto é, as reações nucleares em que 

núcleos de átomos mais leves, como o hidrogênio (H) e seus isótopos (deutério e trítio) e hélio (He), 

se fundem gerando novos elementos químicos (MILONE et al., 2003). Aproximadamente 600 

milhões de toneladas de H são convertidas em He a cada segundo, através do processo nuclear 

denominado "ciclo próton-próton”, elucidado por Bethe (1939), o que lhe valeu o prêmio Nobel em 

1967 (TERUYA e DUARTE, 2012; MENDONÇA, 2013). 

O ciclo próton-próton (figura I.2) necessita de uma condição superior a 4 milhões kelvin 

(K) para ser efetivo, viabilizado pela temperatura nuclear que atinge 15 milhões K. Da energia 

de fusão, parte é usada para manter as condições de temperatura e pressão internas, e o restante 

é irradiado pela superfície em forma de raios gama, raios-X, UV, luz visível, radiação 

infravermelha e ondas de rádio (figura I.3) (SEEDS e BACKMAN, 2016). A potência emitida 

é de 3,9x106W/m2. Toda essa energia leva 107 anos para ser transportada do interior até à 

superfície solar. Ao se deslocar no espaço, com a velocidade da luz, a energia é distribuída em 
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esferas concêntricas de raios cada vez maiores. Ao chegar à órbita terrestre, a radiação está 

atenuada em 1367 W/ m2 (McCLUNEY, 2014). 

 

Figura I.2. Esquema ilustrativo das reações que ocorrem no Sol entre isótopos de hidrogênio formando um átomo 

de He e liberando energia (extraído de WOLINSKI, 2016).  

 

I.2.3 Radiações Solares 

 

I.2.3.1 Radiação visível 

 

Em 1666, Sir Isaac Newton exemplificou a natureza policromática da luz através do 

célebre experimento que a submetia à passagem através de um prisma, gerando um espectro 

colorido, fortalecendo a hipótese de que a luz branca era composta por diferentes cores, cada 

qual com um índice de refração, com comprimentos de onda que variam de 400-700 nm (Figura 

I.3). As cores formadas são violeta, anil, azul, verde, amarelo, laranja e vermelho (MOLLON, 

2003; SLINEY, 2016). 

A luz visível causa poucos efeitos sobre a pele, sendo o mais notável, a pigmentação 

escura e persistente após exposições múltiplas à radiação visível (RANDHAWA et al., 2015). 

No entanto, é importante citar que esta radiação atua sobre a secreção de melatonina, hormônio 

que regula o ritmo do sono; estimulação esta que ocorre, principalmente, por meio dos olhos 

(TOSINI; FERGUSON; TSUBOTA, 2016). 
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Figura I.3. Espectro eletromagnético (adaptado de BIDINOTO e BELO, 2015). 

 

I.2.3.2 Radiação infravermelha 

 

O astrônomo William Herschel (1738-1822), em 1800, conduziu um experimento com 

o intuito de determinar a potência de aquecimento dos raios solares visíveis separando-os 

através de um prisma e medindo a temperatura de cada cor. Herschel descreveu um aumento na 

temperatura à medida que o termômetro era movido da região vermelha até a violeta do arco-

íris. Sua curiosidade levou-o a determinar a temperatura na região além da cor vermelha do 

espectro, onde não há luz visível e, constatou que as temperaturas eram mais altas nessa região. 

A partir dessa observação, deduziu a presença de raios caloríficos invisíveis, denominados 

radiação infravermelha (RIV) (HERSCHEL, 1800).  

Atualmente sabemos que a RIV corresponde a 54,3% de toda a radiação que atinge a 

superfície terrestre com comprimento de onda superior a 760 nm, podendo chegar a 1 mm 

(figura I.3) e, é subdividida em três bandas: RIV-A (760-1400 nm), IRV-B (1400-3000 nm) e 

RIV-C (3000 nm - 1 mm) (HOLZER e ELMETS, 2010).  

No corpo humano, a RIV é percebida como calor, e pode penetrar profundamente na 

pele, atingindo até a hipoderme, onde provoca a dilatação dos vasos sanguíneos, estimulando a 

circulação e o metabolismo geral. Estudos demonstram que seu efeito térmico protege as células 

cutâneas cultivadas em laboratório contra efeitos deletérios causados pelos raios UV, sugerindo 

que a RIV é mais benéfica do que maléfica à pele humana (BAROLET; CHRISTIAENS; 

HAMBLIN, 2016). 
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I.2.3.3 Radiação ultravioleta 

 

Em 1801 Johan Ritter descobriu a região do espectro solar conhecida como ultravioleta, 

em virtude de sua ação física ser decorrente de uma energia cuja frequência é maior que a da 

cor visível violeta (BARTH, 1987).  

A fotobiologia moderna iniciou com o trabalho de Niels Finsen, que, entre os anos de 

1893 a 1896, provou que as queimaduras solares eram causadas pela RUV e não pelo calor, 

como se imaginava (TAN e LINSKEY, 2011). O entendimento da radiação UV e suas 

consequências à saúde humana, como é discutido mais adiante neste trabalho, está em constante 

evolução. De maneira geral, o espectro UV tem um efeito sobre o envelhecimento da pele, 

desenvolvimento de queimaduras, produção de lesões pré-cancerosas e cancerosas, e 

imunossupressão.  A radiação UV possui os menores comprimentos de onda e equivale a 10% 

da energia total emitida pelo Sol. Compõe apenas uma pequena região do espectro 

eletromagnético, situada entre uma frequência de 100 a 400 nm, subdividida em UVA (320-

400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (100-280 nm) (figura I.4) (BESARATINIA, 2011). 

 

 

Figura I.4. Diagrama mostrando a porção UV do espectro solar (adaptado de GOUVÊA et al., 2014). 

 

O índice UV (IUV) é uma escala indicativa da intensidade de RUVB que atinge a 

superfície terrestre, relacionada à capacidade desta de induzir o eritema na pele humana. Essa 

escala tem como objetivo simplificar a informação acerca dos níveis de RUV para o público 

leigo de acordo com uma tabela de valores inteiros, onde zero é o menor valor, enquanto o 

maior valor geralmente é representado pelo símbolo 11+. No entanto, é importante ressaltar que 

não há limite superior. Quanto maior o IUV, maiores os níveis de radiação e a probabilidade de 

ocorrer queimadura solar é aumentada (figura I.5) (SCHALKA et al., 2014).  
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Figura I.5. IUV e relação com o risco de queimadura de pele (adaptado EPA, 2017). 

 

A camada de ozônio na atmosfera terrestre absorve 100% da radiação UVC, cerca de 

90% da UVB, e praticamente nada da UVA; sendo assim, os níveis de ozônio na estratosfera 

influenciam diretamente o IUV. Impactos antropogênicos aceleram a degradação da camada de 

ozônio e este processo pode provocar um aumento da taxa de RUV que atinge a superfície 

terrestre (RAFIEEPOUR, 2015). Portanto, em localizações onde a camada de ozônio é menos 

densa, como Austrália e Nova Zelândia, bem como em regiões próximas à linha do Equador, 

como Tailândia e América Central, o IUV é mais intenso (CHIPPERFIELD, 2015).  

Ademais, a variação temporal diária e estação-a-estação também influencia tal 

intensidade. A hora do dia é um fator importante, a concentração máxima de RUV ocorre entre 

10h e 16h, por esse motivo, recomenda-se evitar a exposição solar durante esse intervalo 

(POUR et al., 2015).  

A partir de uma perspectiva sazonal, durante o verão, há mudança da inclinação do eixo 

de rotação da Terra em relação ao Sol. Isto permite à radiação UV penetrar a atmosfera terrestre 

de forma menos tangencial, com redução do albedo e maior utilização de energia. Durante um 

dia típico de verão, o espectro UV que atinge a superfície terrestre consiste em 3,5% de UVB e 

96,5% de UVA (ANDERSEN et al., 2010; KORAĆ e KHAMBHOLJA, 2011).  

A posição geográfica também altera a exposição aos raios UV. Tal efeito se explica da 

seguinte forma: quanto mais elevada a latitude, maior a distância que a radiação solar precisa 

viajar através da atmosfera (portanto, maiores perdas), e maior a área da superfície da Terra 

sobre a qual uma determinada quantidade de radiação é distribuída. Logo, diminuir latitudes e 

elevar altitudes aumenta a incidência de RUV. A cada 1 km de altitude, a incidência de RUV 

se eleva de 10 a 25% (CORDERO et al., 2014). 



Capítulo I - Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de formulações fotoprotetoras  |  15 

I.2.4 A pele humana 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano, perfazendo em torno de 15% do peso total de 

um Homem adulto. Corresponde a uma área de aproximadamente 1,7 m2 (ZAIDI E LANIGAN, 

2010). Sua espessura varia de menos de 0,05 mm nas pálpebras a quase 1,5 mm nas regiões 

palmares e plantares (HARRIS, 2009). A complexa estrutura da pele associa vários tecidos de 

origem ectodérmica e mesodérmica dispostos em três camadas, que obedecem à seguinte ordem 

(i) epiderme e seus anexos; (ii) derme e (iii) hipoderme (figura I.6), transformando-a em uma 

barreira efetiva de proteção contra agentes agressores exógenos, tais como microrganismos, 

elementos químicos e físicos, incluindo radiação UV; além de manter a temperatura e a 

homeostase corporal (KANITAKIS, 2002; ROMANOVSKI, 2014; BOER et al., 2016; 

LOPEZ-OJEDA; OAKLEY, 2017). 

 

 

 

Figura I.6. Esquema da estrutura da pele: epiderme, derme e hipoderme (adaptado de Genetic Home References, 

2017).  

 

A epiderme, a camada mais externa da pele, é composta predominantemente por 

queratinócitos, mas também abriga melanócitos e células dendríticas, como as células de 

Langerhans. De acordo com GILBERT (2000), podem ser distinguidas cinco camadas no 

epitélio estratificado pavimentoso queratinizado da epiderme: (i) o estrato basal (EB); (ii) 

estrato espinhoso (EE); (iii) estrato granuloso (EG); (iv) estrato lúcido (EL) e, (v) estrato córneo 

(EC) (figura I.7).  
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Figura I.7. Esquema da epiderme (adaptado de TORTORA e DERRICKSON, 2016). 

 

O EB contém as células-tronco da epiderme. Em virtude de sua intensa atividade 

mitótica, este estrato também foi denominado germinativo. Queratinócitos migram 

constantemente a partir do estrato basal, diferenciam-se em corneócitos e atingem a superfície 

da pele ou, o EC. Estas células são continuamente eliminadas pelo processo fisiológico de 

descamação do EC (BREITKREUTZ et.al, 2013).  

Logo acima do estrato basal, encontra-se o EE, constituído por várias camadas de 

queratinócitos poliédricos que exibem curtas projeções citoplasmáticas (tenofilamentos), 

ligadas por desmossomos às projeções das células adjacentes, o que confere à camada um 

aspecto espinhoso (daí o nome, estrato espinhoso) e contribui para a resistência da epiderme ao 

atrito (SIMPSON; PATEL; GREEN, 2011). Nesse estrato, são mais facilmente encontradas as 

células dendríticas apresentadoras de antígenos, conhecidas como células de Langerhans. Estas 

fagocitam e processam os antígenos na pele e os apresentam aos linfócitos T na própria 

epiderme ou nos linfonodos regionais, iniciando assim uma resposta imunológica. As células 

de Langerhans, portanto, participam das dermatites alérgicas por contato e da rejeição de 

transplantes cutâneos (JAITLEYS e ARASWATHI, 2012; YOSHIDA et al., 2014).  

A diferenciação celular continua com o EG, assim denominado, pois suas células 

caracterizam-se pela presença de grânulos de querato-hialina, os quais são organelas 

citoplasmáticas de alto peso molecular compostas por profilagrinas e citoqueratinas, 

precursores da filagrina e do envelope queratinizado da camada córnea, respectivamente. Os 
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queratinócitos do EG sintetizam ainda, colesterol, ácidos graxos livres, ceramidas e o 

glicolipídio acilglicosilceramida, que são exocitados para o espaço intercelular, cimentando as 

células e formando uma barreira impermeável à água, impedindo a dessecação da pele 

(SUGAWARA et al., 2013).  

O estrato lúcido encontra-se entre o estrato granuloso e a camada córnea e, corresponde 

a uma fina camada de células anucleadas, mortas e ricas em queratina. Contém uma substância 

graxa semifluida denominada eleidina, responsável por hidratar as estrurturas da pele. No 

entanto, essa camada está presente apenas em locais onde a pele é mais espessa, como nas 

regiões palmo-plantares, por exemplo (MAO et al., 2013).  

O EC é a camada mais externa da epiderme, composta por aproximadamente trinta 

estratos de células achatadas e mortas, semelhante a escamas, resultado da queratinização ou 

cornificação dos queratinócitos a partir do estrato basal. Este processo dura em média de 26 a 

28 dias. Após, as células do EC sofrem descamação para que as novas células das camadas mais 

profundas as substituam. Desta forma, a pele está em constante renovação (HOAT, 2014).  

A derme situa-se entre a epiderme e o tecido subcutâneo e é responsável pela variação 

regional na espessura da pele. É composta principalmente por colágeno, mas também contém 

elastina, vasos sanguíneos, terminações nervosas e glândulas sudoríparas. A derme, portanto, é 

responsável pela força mecânica e pela maioria das sensações na pele. A principal célula 

dérmica é o fibroblasto, que produz a matriz extracelular (ME), uma rede complexa formada 

por colágeno, fibras elásticas, proteoglicanas, proteínas não colagênicas e microfibrilas, tais 

como o colágeno do tipo VI e microfibrilas associadas à elastina. A ME tem a função de 

modular a estrutura, fisiologia e biomecânica da pele e outros tecidos. A derme é ainda dividida 

em derme papilar e reticular. A derme papilar é localizada abaixo da junção dermo-epidérmica 

e contém uma mistura solta de fibrócitos, colágeno e vasos sanguíneos. Logo abaixo da derme 

papilar, há a derme reticular muito mais espessa. Contém menos fibrócitos, mas uma quantidade 

mais densa de colágeno (PROST-SQUARCIONI et al., 2008; KRIEG e AUMAILLEY, 2011).  

Por fim, antes de atingir a musculatura, encontramos o tecido subcutâneo denominado 

hipoderme, constituído majoritariamente por células adiposas, fibroblastos e células tronco 

derivadas do tecido adiposo. Sua função está relacionada à reserva de energia, proteção contra 

choques mecânicos e isolamento térmico (KOBER et al., 2015).  
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I.2.5 Efeitos da RUV sobre a pele 

 

A RUV emitida pela luz do Sol compreende a faixa do espectro eletromagnético situada 

entre 100 e 400 nm, e é dividida em três regiões de acordo com o comprimento de onda: UVC 

(100-280 nm); UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm), cada qual com um limite 

característico de eficiência na penetração cutânea (figura I.8) (RAMASAMY et al., 2017; 

YOUNG; ROSSI; CLAVEAU, 2017). A luz UVC apresenta a maior energia e elevada 

capacidade mutagênica, porém não consiste em sério risco à saúde humana, uma vez que é 

totalmente absorvida pelo ozônio atmosférico, sendo assim, não atinge a superfície terrestre 

(D’ORAZIO et al., 2013; BALOGH et al., 2011).   

 

 

Figura I.8. Diagrama mostrando profundidade de penetração da radiação UV na pele e a energia associada ao 

fóton de acordo com o comprimento de onda (adaptado de BATTIE e VERSCHOORE, 2012). 

 

Os raios UVB equivalem a 5% da luz UV solar total, sendo capaz de transpor toda a 

extensão da epiderme, podendo atingir parcialmente a derme. É considerada essencial para a 

conversão do ergosterol em vitamina D, bem como, a principal responsável por causar 
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bronzeamento, eritema solar e, por uma série de patologias cutâneas, incluindo o carcinoma 

basocelular, espinocelular e melanoma (PACHOLCZYK; CZERNICKI; FERENC, 2016). 

A radiação UVB atua fundamentalmente por meio de mecanismos diretos de lesão ao 

DNA (figura I.9), o qual ao absorver fótons de energia com comprimentos de onda menores, 

referentes à banda UVB, origina imediatamente uma série de reações de dimerização entre 

bases de pirimidina adjacentes, levando à formação de dímeros de pirimidina ciclobutano 

(DPCs) e (6-4)-pirimidina-pirimidona (6-4PPs) (PANICH, 2016). Estes fotoprodutos, a nível 

molecular, parecem ser responsáveis por distorções significativas na dupla fita do DNA, 

interferindo nos mecanismos celulares, que em conjunto, induzem múltiplos efeitos sobre o 

sistema imunológico, desempenhando um papel importante na geração e manutenção da 

carcinogênese (YU; LEE, 2017; SCHUCH et al., 2017). Também provoca efeitos deletérios 

indiretamente ao alterar o equilíbrio redox celular através da produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (CADET; DOUKI; RAVANAT, 2015; CHANG et al., 2016).  

 

 

Figura I.9. Formação de dímeros de pirimidina ciclobutano (A) e 6-4 pirimidina-pirimidona (B) a partir das bases 

pirimidínicas expostas à radiação UVB (adaptado de MONTAGNER& COSTA, 2009).  

 

O espectro UVA compreende a radiação mais abundante na superfície terrestre, 

perfazendo aproximadamente 95% de toda luz solar UV incidente. Somando-se a isto, possui a 

melhor eficiência de penetração cutânea, podendo atingir 1000 µm de profundidade, afetando 

tanto queratinócitos quanto fibroblastos na derme; por essa razão pode ser responsável pela 

maioria dos danos crônicos associados ao fotoenvelhecimento cutâneo (AMARO-ORTIZ; 

YAN; D’ORAZIA, 2014; SAGE; GIRARD; FRANCESCONI, 2012). Em contraste à radiação 

UVB, a UVA, ao atingir o DNA produz apenas um pequeno número de dímeros de pirimidina 
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na pele; por outro lado, é extremamente eficaz em fotosensibilizar cromóforos endógenos, tais 

como porfirinas, riboflavinas, bases nucleotídicas, aminoácidos e seus derivados (ácido 

urocânico, por exemplo), originando EROs (BREM; GUVEN; KARRAM, 2016; WONDRAK; 

JACOBSON; JACOBSON, 2005). Entre estas, destacam-se os radicais livres ânion superóxido 

(O2
●-); peróxido de hidrogênio (H2O2); radical hidroxila (HO●) e oxigênio singlete (1O2) 

(CADET & WAGNER, 2013).   

As EROs alteram drasticamente a função celular através da oxidação dos lipídeos das 

membranas biológicas, alterando sua fluidez e diminuindo a eficiência do transporte 

transmembrana; interação com proteínas; fragmentação e mutação da estrutura do DNA nuclear 

e mitocondrial, favorecendo o fotoenvelhecimento cutâneo, a imunossupressão, bem como, a 

patogênese do melanoma (PIZZINO et al., 2017; BARRERA, 2012). Portanto, sugere-se que 

grande parte da ação mutagênica e carcinogênica da radiação UVA é mediada pelas EROs 

(KARRAN & BREM, 2016 ).  

 

 

 

Figura I.10. A exposição da pele humana à radiação UVA induz a formação de estados fotoexcitados (S*) de 

cromóforos endógenos (S) (adaptado de WONDRACK;  JACOBSON; JACOBSON, 2005) . 
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Embora as células possuam um mecanismo natural de defesa antioxidante para 

neutralizar EROs, o qual inclui sistemas enzimáticos (Superoxido dismutase; glutationa 

peroxidase; catalase) e não-enzimáticos (α-Tocoferol; ácido ascórbico; carotenoides; glutationa 

reduzida), estes podem ser rapidamente esgotados, ocasionando uma alteração fisiológica no 

equilíbrio entre agentes oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros, culminando em um 

estado denominado estresse oxidativo, que parece ser responsável pelo envelhecimento cutâneo 

e desordens patológicas (KATALANIC et al., 2006; KRYSTON et al., 2011).  

 

I.2.5.1 Eritema 

 

O eritema é a alteração fisiológica aguda mais comum provocada, principalmente, pela 

exposição aos raios UVB, sendo resultado da inflamação ocorrida na pele e estando associado 

aos sinais clássicos de inflamação, ou seja, rubor, dor, calor, edema e perda da função, cuja 

intensidade é proporcional à quantidade de radiação absorvida pela superfície cutânea 

(HARRISON e YOUNG, 2002).    

A faixa UVA também promove eritema, mas é necessária uma intensidade de radiação 

mil vezes maior que a fração do UVB para causar a mesma resposta eritematosa. O intervalo 

de tempo para UVA produzir eritema e bronzeamento é bifásico. É frequentemente evidenciado 

de imediato no final do período de exposição; e desaparece em algumas horas, seguindo-se de 

eritema retardado que começa 6h após e atinge seu pico em 24h. O espectro de ação para UV 

induzir bronzeamento e eritema são quase os mesmos; entretanto, a UVA é mais eficiente em 

induzir bronzeamento, enquanto a UVB é mais eficiente em causar eritema (RAI; 

SHANMUGA; SRINIVAS, 2012; D’ORAZIO et al., 2013; WEATHERHEAD; FARR; 

REYNOLDS, 2013).   

O eritema causado por UVB origina-se imediatamente após o início da exposição e 

possui duração de alguns minutos, enquanto que a fase tardia inicia-se após 3 a 4h, atinge o 

máximo em 12 a 24h, desaparece dentro de 1-3 dias e é, então, substituído por pigmentação. 

Também pode vir acompanhado de vesículas e descamação da pele (SINGH, 2017).  O aumento 

da dose de radiação diminui o período de latência e aumenta a persistência da reação eritema 

(RAVNBAK; PHILIPSEN; WULF, 2010).  
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I.2.5.2 Bronzeamento 

 

A radiação UV estimula a síntese de melanina, causando o bronzeamento imediato e 

posterior. O verdadeiro bronzeamento inicia-se 48h após a exposição ao sol, atinge grau 

máximo em três semanas e depois diminui, caso a exposição seja interrompida (BRENNER e 

HEARING, 2008; JUZENIENE e MOAN, 2012). 

A pigmentação imediata (IPD – Immediate Pigment Darkening), a qual ocorre segundos 

após exposição à UVA e à luz visível e desaparece dentro de 2 horas, é resultado da foto-

oxidação da melanina existente na pele. A pele torna-se marrom enquanto exposta, mas desbota 

rapidamente após a exposição (WICKS et al., 2014) 

Em doses maiores de UVA (8-25 J/cm2), a pigmentação imediata é seguida pela 

pigmentação que está presente entre 2 e 24h após a exposição, a qual é referida como pigmentação 

persistente (PPD – Persistent Pigment Darkening) (HWANG et al., 2011; PELIZZO et al., 2012). 

Similar à IPD, a PPD é resultado da foto-oxidação da melanina pré-existente (WICKS et al., 2014). 

O bronzeamento tardio, o qual tem seu pico 72h após exposição à RUV, é causado pelo aumento 

da atividade da tirosinase e formação de nova melanina, levando ao crescimento do número de 

melanócitos, dos melanossomas, do grau de melanização e do número de melanossomas 

transferidos aos queratinócitos (TADOKORO et al., 2005).  

A produção de melanina é uma forma de defesa do organismo contra a agressão da 

RUV, podendo aumentar a resistência à queimadura solar em 10 vezes nas pessoas de pele 

branca e em 50 vezes nas de pele negra (BRENNER e HEARING, 2008; JABLONSKI e 

CHAPLIN, 2010; D’ORAZIO et al., 2013).  

Durante o bronzeamento, o aumento da melanina permite bloquear a maior parte da 

radiação UVA e do espectro visível, e os dois terços da UVB que conseguem ultrapassar a 

camada córnea. No entanto, ainda há controvérsias sobre os efeitos fotoprotetores da melanina, 

uma vez que o bronzeamento não protege contra o envelhecimento induzido (BRENNER e 

HEARING, 2008; D’ORAZIO et al., 2013).  

 

I.2.5.3 Imunossupressão 

 

A exposição à radiação UV é, provavelmente, o fator ambiental mais importante capaz 

de causar efeito imunossupressor resultante de uma complexa cascata de alterações 

imunológicas locais e sistêmicas iniciada por cromóforos endógenos (NORVAL, 2001; 

HALLIDAY, BYRNE, DAMIAN, 2011). 
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De fato, a imunossupressão mediada pela radiação UV, com ênfase à UVB, foi descrita 

pela primeira vez em 1976, por Kripke e colaboradores. Neste estudo, os autores demonstraram 

que a radiação UV é capaz de suprimir a imunidade mediada por células T regulatórias. Os 

autores observaram que tumores de pele altamente antigênicos transplantados em camundongos 

previamente irradiados com luz UV não foram rejeitados. Por outro lado, em camundongos 

singênicos saudáveis transplantados, porém não irradiados, não foi observada a progressão do 

tumor (KRIPKE e FISHER, 1976; SCHWARZ, 2008). 

A partir do indício de uma ligação imunológica entre a exposição prévia de 

camundongos à radiação UV e o desenvolvimento de tumores nestes animais, uma série de 

estudos foram delineados com o intuito de esclarecer os mecanismos envolvidos (LEWIS, et 

al., 2011; RENA et al., 2008; ULRICH, 2007; VAID et al., 2013). Atualmente, não se contesta 

que a exposição à radiação UV é capaz de suprimir o sistema imunológico tanto em animais 

quanto em humanos, porém os processos moleculares que conduzem à sub-regulação são 

bastante complexos, podendo envolver diferentes vias (NORVAL; HALLIDAY, 2011).  

De um modo geral, o processo se inicia a partir da absorção de fótons por cromóforos 

da pele (DNA, ácido urocânico e fosfolipídeos de membrana, por exemplo), iniciando uma 

complexa cascata de eventos moleculares que culmina em alterações imunológicas locais e 

sistêmicas, resultando na proliferação de células regulatórias T e B e, inibição da ativação de 

células T efetoras e de memória (NORVAL; HALLIDAY, 2011). As células de Langerhans 

epidérmicas constituem o principal alvo da radiação UV, dessa forma, alterações estruturais e 

funcionais, tais como perda de dendritos, redução da expressão de moléculas HLA (human 

leucocyte antigen), de moléculas de adesão e de co-estimulação, mediados pela luz UV a esta 

subclasse de células dendríticas, tornam-se um importante mecanismo de imunossupressão, 

uma vez que inibe sua função de identificação, processamento e apresentação de antígenos 

neoformados ao sistema imunológico (ULRICH, 2007; VAID et al., 2013).  

Acreditava-se, até a última década, que a radiação UVA fosse inócua ao sistema 

imunológico, no entanto, estudos recentes têm demonstrado o espectro superior da banda UVA, 

que compreende a região UVA-I (360-380 nm) possui um papel importante na imunossupressão 

(DAMIAN et al., 2011; MATHEWS et al., 2010a; MATHEWS et al., 2010b). 

 Em adição, uma série de ensaios clínicos aponta que produtos fotoprotetores contendo 

apenas proteção contra a radiação UVB são incapazes de prevenir os efeitos imunossupressores 

causados pela radiação UV. Em contrapartida, protetores solares com o mesmo FPS, porém 

acrescidos de filtros UVA de alta proteção, demonstraram reduzir de maneira significativa a 

supressão do sistema imunológico, indicando que a radiação UVA está diretamente implicada 
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na imunossupressão (DAMIAN; MATHEWS; HALLIDAY, 2010; HALLIDAY; BYRNE; 

DAMIAN, 2011; MOYAL e FOURTANIER, 2008). Em doses equivalentes a 15-20 minutos 

de exposição ao sol do meio-dia, a radiação UVA contribui com cerca de 75% para 

imunossupressão mediada pela luz solar (HALLIDAY, 2011).  

Diante desses fatos, assume-se que a radiação UVA contribuiu majoritariamente para a 

depressão do sistema imunológico, como resultado da exposição solar diária acidental 

(DAMIAN et al., 2011). 

 

I.2.5.4 Síntese de vitamina D 

 

A vitamina D, também conhecida como calciferol, compreende um grupo de moléculas 

secosteróides derivadas do 7-dehidrocolesterol (7-DHC) solúveis em lipídios, cujas principais 

formas são vitamina D2 (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol) (WACKER e HOLICK, 2013). 

Da dieta, é possível obter apenas 10-20% das necessidades de vitamina D, sendo que as 

principais fontes de vitamina D3 são representadas pelos peixes de águas profundas e frias, 

como atum e salmão. Já a vitamina D2 é encontrada principalmente em fungos comestíveis. Os 

80-90% restantes são sintetizados endogenamente (ANCHINATHAN e LIM, 2012). A 

molécula da vitamina D2 difere da D3 não apenas pela sua origem, como também por apresentar 

em sua estrutura um carbono a mais, um grupo metil extra e uma dupla ligação entre os carbonos 

22 e 23 (figura I.11). No entanto, tais diferenças não afetam o mecanismo de ativação (síntese), 

e ambas agem como pró-hormônios (ROSS et al., 2011).  

 

 

Figura I.11. Estrutura química das vitaminas D2 (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol). A vitamina D2 difere da 

vitamina D3 por apresentar uma ligação dupla e um grupo metila na cadeia lateral. 
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Durante a exposição à luz solar, o 7-DHC localizado na membrana lipídica das células 

presentes nas camadas mais profundas da epiderme (estrato basal e espinhoso - figura I.7) absorve 

comprimentos de onda entre 280 e 320 nm, referentes à banda UVB, e sofre quebra fotolítica da 

ligação entre carbonos 9 e 10 do anel B do ciclo pentanoperidrofenantreno, dando origem à 

molécula secosteróide pró-vitamina D3 (CUTOLO, 2008). Esta última, por sua vez, caracteriza-se 

por apresentar um dos anéis rompidos, causando termoinstabilidade, e, por essa razão, em presença 

de calor, sofre reação de isomerização assumindo configuração mais estável, a vitamina D3, 

secretada para o espaço intracelular, atingindo a corrente sanguínea (figura I.12) (WACKER e 

HOLICK, 2013). Ao alcançar o fígado, as vitaminas D2 e D3 sofrem hidroxilação no carbono 25, 

dando origem a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], a forma circulante principal, e que acoplada à 

glicoproteína ligadora de vitamina D, é transportada a vários tecidos cujas células contêm a enzima 

1-α-hidroxilase (CYP27B1), uma proteína mitocondrial da família do CYP450 que promove 

hidroxilação no carbono 1 da 25(OH)D, formando a 1-α,25-diidroxi-vitamina D [1,25(OH)2D ou 

calcitriol], a forma biologicamente ativa, que desempenha um papel importante na regulação do 

metabolismo de cálcio e fosfato para manutenção de funções metabólicas e para a saúde esquelética 

(JONES; PROSSER; KAUFMANN, 2014).  

Portanto, a vitamina D é crucial à saúde óssea, uma vez que é responsável pela regulação 

do metabolismo, absorção de cálcio e fósforo. No entanto, os efeitos da vitamina D não estão 

limitados à homeostase mineral. A presença de receptores de vitamina D em outros tecidos 

pode ser igualmente importante na regulação parácrina e autócrina, promovendo o crescimento 

e diferenciação celular (ALSHAHRANI e ALJOHANI, 2013).  
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Figura I.12. Conversão do 7-DHC em pré-vitamina D3 induzida pela RUVB e equilíbrio dependente de 

temperatura entre pré-vitamina D3 e vitamina D (adaptado de DeLUCA, 2014). 

 

I.2.5.5 Fotoenvelhecimento 

 

O fotoenvelhecimento trata-se de um processo cumulativo que depende do grau de exposição 

às radiações UVA e UVB e, da pigmentação cutânea. A pele envelhecida pelo sol caracteriza-se 

clinicamente por aspereza, irregularidade da superfície, hipo ou hiperpigmentação, telangiectasias, 

rítides, queratoses actínicas, perda da elasticidade (aparência coriácea), coloração cutânea amarelo-

citrina em virtude da diminuição dos vasos sanguíneos e aparecimento de lesões pré-malignas e 

malignas (HASHIZUME, 2004; PANDEL, et al., 2013; TROJAHN et al., 2015).  

De maneira sucinta, o mecanismo de fotoenvelhecimento envolve o aumento da expressão 

das metaloproteinases matriciais (MMP) pelas EROs geradas a partir da exposição da pele à 

radiação UV (PHILIPS et al., 2011; QUAN et al., 2013; PITTAYAPRUEK et al., 2016). As MMPs 

degradam os componentes da matriz extracelular. Em paralelo, receptores celulares de superfície, 

incluindo o receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) e receptor de citocina, são 

estimulados pela RUV nos queratinócitos e fibroblastos. Três vias envolvendo proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAP) são então ativadas: quinase regulada por sinal extracelular (ERK), 

quinase c-Jun amino-terminal (JNK), e p38. Essas vias convergem no núcleo celular, e dois 

componentes de fator de transcrição, cFos e cJun, combinam-se para formar o complexo ativador 
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1 (AP1). AP-1 então estimula a transcrição dos genes de MMP para produzir colagenase, gelatinase 

e estromelisina-1. Estas enzimas degradam colágeno, elastina e outros componentes da matriz 

extracelular. A ativação de c-Jun pelo complexo AP-1, após exposição à radiação UV, leva também 

à inibição da síntese de pró-colágeno do tipo I e tipo III pela redução da expressão dos genes e 

codificadores destes peptídeos (KARIMIPOUR et al., 2009; QUAN, et al., 2009; CHERNG; 

CHEN; SHIH, 2012; PARK, et al., 2017).  

Uma vez no espaço extracelular, o colágeno maduro fica suscetível à ação deletéria de 

três tipos principais de colagenases: MMP-8 (colagenase 2), MMP-13 (colagenase 3) e MMP-

1 (colagenase 1), sendo que esta última é a principal enzima colagenolítica ligada à degradação 

do colágeno, induzida pela radiação UV. A desnaturação do colágeno promovida por essas 

enzimas origina fragmentos chamados de gelatina, que será degradada em seguida por outras 

metaloproteinases matriciais: gelatinase (MMP-9) e estromelisina (MMP-3) (QUAN et al., 

2009; PITTAYAPRUEK et al., 2016). 

Dessa maneira, a radiação UV danifica o tecido conjuntivo dérmico, entre outras ações 

deletérias, por degradar o colágeno maduro e inibir a síntese de pró-colágeno. A degradação 

enzimática do colágeno é seguida por uma tentativa de reparo da matriz dérmica. No entanto, 

o reparo não acontece perfeitamente levando à formação de uma estrutura falha que prejudica 

a organização do colágeno no espaço intracelular. Este defeito na matriz é, então, chamado de 

"microcicatriz solar", e o acúmulo se manifesta clinicamente como as rugas (AMARO-ORTIZ; 

YAN; D’ORAZIO, 2014; IMOKAWA e ISHIDA, 2015). 

 

I.2.6 Protetores solares: da estética à era da prevenção 

 

De acordo com Balogh et al. (2011), protetores solares são formulações cosméticas 

contendo substâncias ativas denominadas filtros solares, classificados em agentes orgânicos e 

inorgânicos, respectivamente, de acordo com a capacidade de absorção ou reflexão da radiação 

(LATHA et al., 2013; BENS, 2014; SHETTY, 2015).  

Atualmente o mercado oferece uma extensa variedade de produtos fotoprotetores nas 

mais diversas apresentações: loções hidroalcoólicas, óleos, géis oleosos, emulsões óleo em água 

(O/A), emulsões água em óleo (A/O), aerossóis, bastões, entre outras. Tal pluralidade advém 

do extenso percurso da fotoproteção, que sempre esteve presente, de alguma forma, na história 

da civilização. Embora o conhecimento de causa fosse limitado ao apelo estético; no decorrer 

dos séculos, muitas substâncias foram, provavelmente, testadas como possíveis fotoprotetores 

(URBACH, 2001; STALLINGS e LUPO, 2009). No antigo Egito, o óleo de oliva era utilizado 



Capítulo I - Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de formulações fotoprotetoras  |  28 

como protetor solar. Além disso, as mulheres empregavam tintas e giz para branquear os rostos. 

O mesmo acontecia na Grécia e em Roma (RIGEL, 2011). 

Na Inglaterra do século XVI, a rainha Elizabeth I tinha por hábito aplicar uma mistura 

de clara de ovo, borato de sódio, alume e sementes de papoula, embora também utilizasse 

derivados de mercúrio na face para obter uma aparência pálida. Tais comportamentos tinham, 

presumivelmente, finalidades estéticas, no entanto, podem ter sido empregados como uma 

maneira de proteger a pele contra a luz solar (HILTON, 2016).  

Em períodos precedentes à Revolução Industrial, o tom claro da pele era sinônimo de 

status: uma pele pálida indicava que alguém tinha o privilégio de ficar em casa, enquanto a pele 

mais escura sinalizava uma vida de trabalho pesado ao ar livre. No entanto, com as mudanças 

no modelo de produção e consumo de bens, a tonalidade de pele da classe trabalhadora foi 

redefinida de escuro para uma variação mais pálida. A razão era que muitas pessoas 

abandonaram a agricultura para trabalhar em fábricas e minas de carvão, reduzindo a exposição 

da pele ao Sol. Contudo, no final do século XIX e início do século XX, o conceito acerca da 

tonalidade da pele mudaria: as classes sociais altas, em parte por razões de saúde, desfrutavam 

férias no litoral, expondo-se periodicamente a um índice de radiação solar mais elevado. Dessa 

maneira, a pele bronzeada passou a ser associada à saúde, bem-estar e prosperidade financeira 

(TRAN; SCHULMAN; FISHER, 2008; CHANG et al., 2014)..  

O advento da moda influenciou de maneira significativa a fotoproteção. Na década de 1920, 

a estilista francesa Gabrielle Coco Chanel lançou a tendência do bronzeado após exibir pele 

dourada como resultado de uma viagem de cruzeiro feita por Chanel de Paris à Cannes. Logo, a 

tonalidade bronzeada foi adotada por milhares de mulheres na França, vinculando a pele morena à 

elegância e saúde (AZOULAYHER, 2009). No entanto, a descoberta de Hausser e Vahle, em 1922, 

que associava o bronzeamento ao risco eritema, principalmente após a exposição solar aos 

comprimentos de onda entre 280 e 315 nm (figura I.13), trouxe à tona a hipótese de que seria 

possível proteger a pele através da filtragem desses comprimentos de onda específicos.  
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Figura I.13. Resposta eritematosa solar vs comprimento de onda (SPRINGSTEEN et al., 1999). 

A ideia tentadora resultou em um crescente interesse na pesquisa por uma variedade de 

agentes fotoprotetores (LIM; HÖNIGSMAN; HAWK, 2007).   

O histórico do desenvolvimento racional de fotoprotetores, apresentado resumidamente 

na figura I.14, inicia-se em 1928, nos EUA, onde foi lançado o primeiro protetor solar comercial 

do mundo. No entanto, os fotoprotetores só foram amplamente utilizados a partir de 1944, 

quando a Segunda Guerra Mundial movimentava os campos de batalhas e muitos soldados 

sofriam sérias queimaduras solares. Diante de tal infortúnio, um farmacêutico chamado 

Benjamin Greenes empenhou-se em desenvolver algo que pudesse proteger os combatentes dos 

danos causados pela RUV. Assim ele criou uma substância vermelha e viscosa, a qual 

denominou red vet pet (petrolato veterinário vermelho), derivada do petróleo, cujo mecanismo 

de ação baseava-se no bloqueio físico dos raios solares, agindo como uma espécie de filtro solar 

inorgânico de eficácia limitada, pois além de ser um produto com aspecto sensorial 

desagradável, em virtude de sua característica viscosa, deveria ser aplicado em espessas 

camadas para tornar-se eficaz (MONTEIRO, 2010).  Um ano antes, em 1943, havia sido 

desenvolvido o PABA (ácido p-aminobenzoico) e seus derivados, considerado por muitos anos 

o filtro favorito nos EUA (DE PAULA et al., 2012).   

Com o fim da Segunda Guerra Mundial, um grande número de filtros solares passou a 

ser sintetizado, testado e comercializado. Em 1947, Grady publicou um artigo intitulado “Óxido 

de Zinco em pós faciais” (tradução livre) no primeiro volume do Journal of the Society of 

Cosmetic Chemists. Neste trabalho, o autor discute de maneira integral o espectro de absorção 

de vários óxidos metálicos, incluindo óxido de zinco (ZnO) e dióxido de titânio (TiO2). Além 

disso, em uma observação quase profética, Grady previu a aplicabilidade do ZnO como filtro 

solar UVA (GRADY, 1947).  

Em 1962, a benzofenona (ácido 3-benzil, 4-hidróxi, 6-metóxi-benzenosulfônico) foi 

introduzida ao mercado por sua capacidade absorvedora na região do UVA (MILESI e 
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GUTERRES, 2002). A partir da década de 1970, a popularização de férias em regiões 

ensolaradas, influenciada, sobretudo, pela queda dos preços de passagens aéreas, estimulou a 

demanda por protetores solares de ampla proteção, favorecendo o desenvolvimento de produtos 

mais sofisticados, com a incorporação de filtros UVB em formulações menos oleosas e mais 

agradáveis ao toque (JENSEN et al., 2013).  

Em 1978, o FDA, órgão norte americano responsável pela regulamentação do uso de 

filtros solares, publicou o primeiro guia com metodologias para formulação e avaliação de 

protetores solares (FDA 1978). Em 1993, o guia foi atualizado com novas regras, propondo a 

obrigatoriedade de testes de eficácia e adequação das embalagens de fotoprotetores com o termo 

FPS (FDA, 1993). O guia passou por diversas atualizações até a versão mais recente, publicada 

em 2011 (FDA, 2011). 

A década de 1980 promoveu grandes avanços à área da fotoproteção: a aprovação do 

primeiro filtro exclusivamente UVA: dibenzoilmetano e seus derivados (avobenzona). Desde então, 

tornou-se possível o desenvolvimento de formulações com proteção UVB e UVA simultaneamente 

(SILVA et al., 2015). Outro importante aperfeiçoamento aconteceu em 1989, como acertadamente 

previu Grady 42 anos antes, com a incorporação de óxidos metálicos micronizados ZnO e TiO2 aos 

protetores solares, que em sinergia com filtros orgânicos, forneciam uma proteção mais efetiva na 

faixa do UVA (SCHALKA e REIS, 2011).  

 

 

Figura I.14. Linha do tempo do desenvolvimento dos protetores solares (adaptado de JENSEN et al., 2013). 
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No decorrer dos anos, uma série de filtros UVB e UVA foram desenvolvidos.  A tabela 

I.1 descreve, de acordo com a Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos (INCI), 

os filtros solares aprovados para uso no Brasil e nos EUA. Nela, observa-se que o número de 

filtros aprovados pelo FDA é inferior aos disponíveis para uso no Brasil, isso porque nos EUA, 

o processo de aprovação regulatória de novos filtros é burocrático, porque estes são 

classificados como produtos OTC (over-the-conter, ou seja, medicamentos isentos de 

prescrição), enquanto que no Brasil e Europa, os filtros solares são classificados como 

cosméticos pelas agências reguladoras (SHAATH, 2007; BALOGH et al., 2011; FDA, 2013; 

HAYDAR e BURKHART, 2013) 

 

Tabela I.1. Lista de filtros solares aprovados pela ANVISA e FDA (adaptado ANVISA, 2006; BALOGH et al., 

2011). 

Nomenclatura IUPAC Nomenclatura INCI 
Ação 

UVA 

Ação 

UVB 
ANVISA FDA 

% 

Máx. 

Sulfato de Metila de N, N, N- 

trimetil – 4– (2,oxoborn – 3 – 

ilidenometil) anilínio 

Camphor 

benzalkonium 

methosulfate 
- + + - 6% 

Salicilato de trietanolamina Tea salicylate - + + + 12% 

3, 3’ – (1, 4 – fenilenodimetileno)bis 

(ácido 7, 7 – dimetil – 2 – oxo – 

biciclo – (2.2.1) 

1heptilmetanosulfônico e seus sais 

Terephtalylidene 

dicamphor sulfonic 

acid (& salts) 

+ - + + 10% 

1 -(4 – terc – butilfenil) – 3 – (4 –

metoxifenil) propano – 1, 3 – diona 

Butyl methoxy 

dibenzoil methane 

(Avobenzone) 

+ - + + 5% 

Ácido alfa – (2 – oxoborn – 3 –

ilideno) tolueno – 4 – sulfônico e 

seus sais de potássio, sódio e 

trietanolamina 

Benzylidene camphor 

sulfonic acid & salts 
- + + + 6% 

2 – Ciano – 3, 3´– difenilacrilato de 2 

–etilexila 
Octocrylene - + + + 10% 

4 – Metoxicinamato de 2 – etoxietila Cinoxate - + + + 3% 

2, 2’ – dihidroxi – 4 – 

metoxibenzofenona 

Benzophenone – 8 

(PABA) 
- + + - 3% 

Antranilato de mentila Methyl anthranilate + - + + 5% 

Ácido 2 – fenilbenzimidazol – 5 – 

sulfônico e seus sais de potássio, 

sódio e trietanolamina 

Phenylbenzylimidazol 

sulfonic acid (& 

sodium , potassium, tea 

salts) 

+ + + + 8% 

4 – Metoxicinamato de 2 – etilhexila 
Octyl (ou ethylhexyl) 

methoxycinnamate 
 + + + 10% 

2 – Hidroxi – 4 – metoxibenzofenona 
(Oxibenzona) 

benzophenone – 3 
+ + + + 10% 
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Nomenclatura IUPAC Nomenclatura INCI 
Ação 

UVA 

Ação 

UVB 
ANVISA FDA 

% 

Máx. 

Ácido 2 – hidroxi – 4 – 

metoxibenzofenona – 5 – sulfônico e 

seu sal sódico (Sulisobenzona e 

Sulisobenzona sódica) 

Benzophenone – 4 

(acid) 
+ + + + 10% 

Benzophenone – 5 (Na )  + + + - 5% 

Ácido 4 – aminobenzóico PABA - + + + 15% 

Salicilato de homomentila Homosalate - + + + 15% 

Polímero de N – {(2 e 4)[(2 – 

oxoborn – 3 – ilideno) metil] benzil} 

acrilamida 

Polyacrylamidomethyl 

benzylidene camphor 
- + + - 6% 

*Dióxido de titânio *Titanium dioxide + + + + 25% 

N – Etoxi – 4 – aminobenzoato de 

etila 
PEG - 25 PABA - + + - 10% 

4 – Dimetil-aminobenzoato de 2 –

etilhexila 

Octyl (ou ethylhexyl) 

dimethyl PABA 
- + + - 8% 

Salicilato de 2- etilhexila 
Octyl (ou ethylhexyl) 

salicilate 
- + + + 5% 

4 – Metoxicinamato de isopentila 
Isoamylp –

methoxycinnamate 
- + + + 10% 

3 – (4’ – metilbenzilideno) – d – l –

cânfora 

4 – methyl benzylidene 

camphor 
- + + + 4% 

3 – Benzilideno cânfora 
3- benzylidene 

camphor 
- + + - 2% 

2, 4, 6 – Trianilin – (p – carbo – 2’- 

etil –hexil-1’oxi) 1,3,5 triazina 

Octyl (ou ethylhexyl) 

triazone 
- + + - 5% 

*Óxido de zinco *Zinc oxide + + + + 25% 

2-(2H-benzotriazol-2-il)-4-metil-6-

{2-metil-3(1,3,3,3,-tetrametil-1-

((trimetilsilil)oxi)disiloxanil)propil}f

enol 

Drometrizole 

trisiloxane 
+ + + + 15% 

Ácido benzóico,4,4’-[[6-[[4-[[(1,1-

dimetiletil)amino]carbonil]fenil]amin

o]-1,3,5-triazina2,4-diil]diimino]bis-

,bis(2-etilhexil) 

Dioctyl (ou 

diethylexyl) 

butamidotriazone 
- + + - 10% 

2,2’-metileno-bis-6-(2H-

benzotriazol-2-il)-4(tetrametil-butil)-

1,1,3,3-fenol Metileno bis-

benzotriazolil tetraetil butil fenol 

Methylene bis-

benzotriazonyl 

tetramethylbutylphenol 

+ + + + 10% 

Sal monosódico do ácido 2,2’-bis-

(1,4fenileno)- 1H-benzimidazol-4,6-

dissulfônico 

Bisimidazylate + - + - 10% 

(1,3,5)-triazina-2,4-bis{[4-(2-etil-

hexiloxi)-2hidróxi]-fenil}-6-(4-

metoxifenil) 

Anisotriazine + + + - 10% 

Dimeticodietilbenzalmalonato Polysilicone-15 - + + + 10% 
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Nomenclatura IUPAC Nomenclatura INCI 
Ação 

UVA 

Ação 

UVB 
ANVISA FDA 

% 

Máx. 

Éster helílico do ácido 2-[4-

(dietilamino)-2hidroxibenzoil]-

,benzóico 

Diethylamino 

hydroxybenzoyl hexil 

benzoate 
- + + - 10% 

* Filtros inorgânicos 

 

Na tabela I.1, os filtros solares destacados em cinza, correspondem aos ativos mais 

encontrado em formulações fotoprotetoras no Brasil, sendo o TiO2 o mais frequente, 

aparecendo em 70% dos protetores solares, seguido pela anisotriazina, presente em 66,3% 

(GODINHO et al., 2017). 

 

I.2.7 Mecanismo de ação dos filtros solares 

 

I.2.7.1 Filtros orgânicos 

 

Os filtros orgânicos são basicamente compostos aromáticos com grupos carboxílicos, 

nomeadamente derivados do PABA, ácido cinâmico, salicilatos, benzofenonas, entre outros 

(ARAÚJO, 2008; APEL; TANG; EBINGHAUS, 2017). Apresentam um grupo doador de 

elétrons, como uma amina ou metoxila na posição orto ou para do anel aromático, permitindo 

o compartilhamento de elétrons ressonantes por quase toda a extensão da molécula, tornando-

a capaz de absorver e converter a RUV em radiações inofensivas ao ser humano, tais como 

radiação infravermelha ou em emissões de fluorescência ou fosforescência na faixa do visível 

e calor (KULLAVANIJAYA e LIM, 2005; LATHA et al., 2013; NASH e TANNER, 2014; 

MENG et al., 2017).  

De maneira sucinta, a absorção da RUV promove a excitação dos elétrons situados do 

orbital HOMO (do inglês Highest Occupied Molecular Orbital), onde a energia é mais alta, 

para o orbital π* LUMO (do inglês Lowest Unnocupied Molecular Orbital), que possui uma 

energia discreta e bem definida. Os elétrons, ao retornarem ao estado inicial, liberam o excesso 

de energia em forma de calor (figura I.15) (FLOR e DAVOLOS, 2007; KNIGHT, 2009). Se a 

energia absorvida não for dissipada, as ligações químicas podem quebrar, resultando em uma 

degradação do filtro UV (BRIASCO et al., 2017). 

A maioria destes filtros é efetiva apenas em uma estreita faixa do espectro UV. Por essa 

razão, protetores solares à base destes compostos, frequentemente apresentam em sua 

formulação diferentes tipos de filtros orgânicos, cada qual atuando em uma região específica 



Capítulo I - Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de formulações fotoprotetoras  |  34 

do espectro UV. Em geral, tais substâncias são ativas especialmente contra os raios UVB 

(KORAC e KHAMBHOLJA, 2011).  

Fotoprotetores que contêm filtros orgânicos são úteis para proteger a pele contra os 

danos induzidos pela radiação ultravioleta, porém esta proteção não é ideal devido ao uso 

inadequado, incompleto espectro de proteção e toxicidade, além de problemas de 

fotoestabilidade apresentados pela maioria destes (GASPAR & CAMPOS, 2007; 

KULLAVANIJAYA & LIM, 2005).  

 

 

Figura I.15. Molécula do PABA: transferência de elétron do grupo doador (=NH2) para o grupo aceptor (=COOH) 

sob RUV (adaptado de MAIER e KORTING, 2005).  

 

I.2.7.2 Filtros inorgânicos 

 

Os filtros solares inorgânicos são compostos minerais, representados principalmente 

pelo TiO2 e ZnO e, desempenham função protetora majoritária frente à radiação UVA 

(FORESTIER, 2008; BALOGH et al., 2011).  

A proteção proporcionada pelos dos filtros inorgânicos, diferente daquela apresentada 

pelas moléculas orgânicas, baseia-se em mecanismos físicos de reflexão e dispersão, que 

envolvem rearranjos moleculares (alterações no tamanho e forma da molécula), sem sofrer 

quaisquer efeitos em sua estrutura interna (MORE, 2007). Sendo assim, formam uma espécie 

de barreira opaca sobre a pele, impedindo que a luz UV atinja a superfície cutânea (BALOGH 

et al., 2011). Apresentam relativa estabilidade, são considerados atóxicos e clinicamente 

seguros quando incorporados à formulações fotoprotetoras em sua forma revestida com sílica, 

alumina ou outro material inerte. Por essa razão, protetores solares à base de filtros inorgânicos 

constituem a primeira escolha para crianças e pacientes com histórico de alergias (FLOR, 

DAVLOS, CORREA, 2007; BALOGH et al., 2011).   
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I.2.8 Determinação da eficácia fotoprotetora in vivo 

 

Os fotoprotetores atualmente disponíveis no mercado são, em sua maioria, formulados 

a partir de uma combinação racional de filtros solares orgânicos e inorgânicos, o que resulta 

numa maior eficácia destes produtos, uma vez que tal mistura apresenta efeito sinérgico, 

proporcionando um alto FPS, bem como um amplo espectro de absorção em ambas as regiões 

UVB e UVA, propriedades dificilmente alcançadas com o emprego de apenas um tipo de filtro 

(LADEMANN et al., 2005; SERPONE, DONDI, ALBINI, 2007; EL-BOURY, 2007, LATHA 

et al.,2013). 

A eficácia de um protetor solar é determinada, através de ensaios in vivo, 

quantitativamente em termos de FPS, definido como a razão entre a dose mínima de radiação 

UV requerida para causar eritema em pele protegida (DME), e a dose mínima necessária para 

causar o mesmo efeito em pele desprotegida (FDA, 1978; FOURTANIER, MOYAL, SEITE, 

2012). Para isto, emprega-se a seguinte equação matemática (Equação I.1): 

Equação I.1: 

𝐹𝑃𝑆 =
𝐷𝑀𝐸 (𝑝𝑒𝑙𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎)

𝐷𝑀𝐸 (𝑝𝑒𝑙𝑒 𝑛ã𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎)
 

No Brasil, a ANVISA, por meio da RDC nº 237, de 22 de agosto de 2002; preconiza, 

para análise do FPS, a adoção de ensaios in vivo fundamentados nos testes empregados pela 

FDA e COLIPA, testando um grupo de, no mínimo, 20 indivíduos humanos sadios pertencentes 

aos fototipos I, II ou III de acordo com a classificação de Fitzpatrick (Quadro I.1), baseado na 

premissa de que esses tipos de pele são mais propensos a queimaduras solares (BRASIL, 2002). 

 

Quadro I.1 - Classificação Fitzpatrick dos fototipos de pele 

Fototipos Características Sensibilidade ao Sol 

I - Branca 
Queima com facilidade, nunca 

bronzeia 
Muito sensível 

II - Branca 
Queima com facilidade, bronzeia 

pouco 
Sensível 

III - Morena clara 
Queima moderadamente, bronzeia 

moderadamente 
Normal 

IV – Morena moderada 
Queima pouco, bronzeia com 

facilidade 
Normal 

V -  Morena escura 
Queima raramente, bronzeia 

bastante 
Pouco sensível 

VI - Negra 
Nunca queima, totalmente 

pigmentada 
Resistente 
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Nesse sentido, a análise do FPS é útil para determinação da eficácia fotoprotetora 

frente à região UVB do espectro eletromagnético, uma vez que esta é a principal responsável 

por produzir eritema. Portanto, de acordo com este ensaio, um produto fotoprotetor pode ser 

considerado eficaz se o mesmo evitar o surgimento de queimaduras. 

 A avaliação do FPS in vivo possui várias desvantagens. Primeiramente é um método 

dispendioso e demorado. Além disso, levanta sérias questões de cunho ético em relação ao 

potencial dano à pele dos voluntários (PELIZZO, 2012).      

Para avaliação da proteção contra radiação UVA, são empregadas, principalmente, duas 

metodologias bastante similares fundamentadas na resposta pigmentaria da pele, a IPD e a PPD. 

Ambas são técnicas in vivo, análogas ao ensaio de FPS, que expõe voluntários à radiação UVA 

e quantificam o grau de pigmentação cutânea ao invés do eritema. A primeira determina a 

menor dose de luz UVA requerida para produzir o escurecimento reversível da pele, observada 

imediatamente após a exposição. A PPD baseia-se na pigmentação persistente, a qual é avaliada 

dentro de 2 a 4h a partir da incidência de radiação (MOYAL, CHARDON, KOLLIAS, 2000; 

PELLIZO et al., 2012; SKLAR, 2013).  

 

I.2.9 Avaliação de protetores solares in vitro 

 

Até o presente momento, nenhum método in vitro é indicado como padrão pelas 

agências reguladoras nacionais e internacionais para determinação do FPS, pois são 

considerados inadequados para tal finalidade por serem incapazes de mimetizar certas 

interações do produto com a pele, que podem influenciar o FPS. Além disso, nenhum dos 

métodos desenvolvidos apresenta correlação 1:1 com medidas in vivo (RUVOLO; KOLLIAS; 

COLE, 2014). A despeito disso, uma breve busca em bases de dados revela um grande esforço 

por parte de grupos científicos do mundo todo em superar este desafio.  

De maneira geral, os métodos in vitro descritos na literatura dividem-se em duas 

categorias, ambas baseadas em análises espectrofotométricas: (i) medida de 

absorção/transmissão da RUV através de filmes de protetores solares aplicados sobre diferentes 

substratos, e (ii) absorção dos agentes fotoprotetores em soluções diluídas.  

Uma técnica célebre e bastante difundida para determinação do FPS in vitro foi 

desenvolvida por Mansur et al. em 1986. Nesta, uma quantidade pré-determinada do produto 

fotoprotetor é diluída nos solventes etanol, metanol ou isopropanol e, posteriormente, é realizada 

uma leitura espectrofotométrica, na faixa de 290-320 nm. O FPS é calculado através da equação de 

Mansur (Equação I.2). Os valores de EE * I são constantes e são apresentados no quadro I.2. 
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Equação I.2:    

𝐹𝑃𝑆 = 𝐹𝐶 . ∑ .  𝐸𝐸 (ʎ) . 𝐼(ʎ)
320

290
. 𝑎𝑏𝑠(ʎ) 

Onde:  

FC = fator de correção (10). 

EE = efeito eritematogênico da radiação no comprimento ʎ. 

I (ʎ) = intensidade da luz solar no comprimento de onda ʎ. 

Abs (ʎ) = leitura espectrofotométrica da absorbância da formulação em solução no 

comprimento de onda (λ). 

 

Quadro I.2. Relação efeito eritematogênico (EE) vs intensidade da 

radiação (I) conforme o comprimento de onda (SAYRE et al., 1979; 

MANSUR et al. 1986). 

ʎ (nm) EE x I 

290 0,0150 

295 0,0817 

300 0,2874 

305 0,3278 

310 0,1864 

315 0,0839 

320 0,0180 

Σ 1,0000 

 

Uma desvantagem deste método consiste no fato de que o mesmo não pode ser 

empregado para avaliação de protetores solares contendo filtros inorgânicos, em função da 

insolubilidade destes nos solventes utilizados. Além disso, esta análise não determina o padrão 

de absorção na região UVA (VELASCO et al., 2011).  

Uma das técnicas in vitro mais confiáveis da atualidade para determinação do FPS é o 

método de transmitância difusa (RUVOLO et al., 2014), que pode ser empregado em protetores 

solares contendo filtros inorgânicos por se tratarem de sistemas opacos.  Neste, o fotoprotetor 

é aplicado sobre um substrato com área de 56 cm2 que mimetiza a pele humana, a fim de se 

obter uma camada de 2 mg/cm2 ou 2 µL/cm2. A amostra é irradiada com lâmpada de xenônio, 

que emite fótons de energia no intervalo espectral de 250-450 nm.  

A intensidade de luz incidida sobre o fotoprotetor se dá conforme uma distribuição 

hemisférica apresentada na figura I.16, sendo maior na proximidade da incidência para a 

direção regular transmitida. A transmitância hemisférica total é medida pelo uso de uma esfera 

de integração, cujo interior é revestido por material branco altamente refletivo, que coleta a luz 

dispersada em todos os ângulos (MOYAL; REFRÉGIER; CHARDON, 2014). Como 
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esquematizado na figura I.17, a luz de uma fonte externa (lâmpada de xenônio) é colimatada e 

atinge a amostra em uma incidência normal. O defletor evita a iluminação direta do detector 

após a dispersão da luz através da amostra, respondendo proporcionalmente à iluminação 

produzida na parede interna da esfera integradora.  

 

 

Figura I.16. Espalhamento da luz incidente sobre a amostra do fotoprotetor (SPRINGSTEEN et al., 1999). 

 

 

Figura I.17. Esquema de funcionamento da esfera integradora (SPRINGSTEEN et al., 1999). 

 

Uma alta variabilidade nos resultados de ensaios in vitro de análise do FPS sugere que 

atenção especial deve ser direcionada à seleção do substrato empregado, o qual deve ser 

transparente, não fluorescente, fotoestável e inerte, evitando interações com o produto. Também 

deve apresentar propriedades óticas e físico-químicas semelhantes à pele. Embora o substrato 

ideal ainda não tenha sido definido, os mais utilizados são: placa rugosa de polimetacrilato 

(PMMA) (HEINRICH et al., 2004; GAROLI et al., 2009; HOJEROVÁ; MEDOVCÍKOVÁ; 

MIKULA, 2011; RUVOLO; KOLLIAS; COLE, 2014; DIMITROVSKA et al., 2017); 

Transpore® (BLAESEL e ALDOUS, 2008; GAROLI, 2009; GOLMOHAMMADZADEH et 

al., 2011; DIMITROVSKA et al., 2017) ; Vitro-Skin® (DIFFEY et al., 2000; LOTT et al., 2003; 

GAROLI et al., 2009); placa de quartzo (BLAESEL, 2008; AKRMAN et al., 2009; 

FIGUEIREDO et al., 2014 FUJIKAKE et al., 2014; e teflon (PTFE) (GAROLI et al., 2008). 
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I.3 OBJETIVOS 

 

Desenvolver, padronizar e validar um método in vitro rápido, pouco dispendioso e 

robusto baseado em análise espectrofotométrica, para controle de qualidade de formulações 

fotoprotetoras durante a produção em escala industrial, utilizando como amostra padrão 

protetores solares disponíveis no mercado.  

 

I.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

I.4.1 Amostragem 

 

Para desenvolvimento do método in vitro para controle de qualidade de formulações 

fotoprotetoras; protetores solares comercialmente disponíveis na forma farmacêutica semi-

sólida de emulsão, com os seguintes valores de FPSs descritos nas embalagens: 15, 20, 30, 40, 

50 e 60; foram adquiridos de pontos comerciais regulares em Ribeirão Preto/SP, Brasil. Todos 

os produtos são do mesmo fabricante (A), selecionado por figurar entre as dez marcas de 

fotoprotetores mais consumidas no mercado nacional. 

Os filtros solares presentes na composição dos produtos estão descritos na tabela I.2, a 

qual, revela ainda, que o fotoprotetor com FPS 40 é o único que contém em sua formulação 

exclusivamente filtros inorgânicos (TiO2 e ZnO).  

 

Tabela I.2. Composição ativa e FPSs dos protetores solares comerciais. 

Componente Ativo (INCI) Classificação FPS Amostras  

 UVA UVB 15 20 30 40 50 60 

Ethylhexyl Salicylate*  X X X X  X X 

Benzophenone-3* X  X X X  X X 

Ethylhexyl Triazone* X X X X X  X X 

Butyl 

Methoxydibenzoylmethane 

(avobenzone)* 

X  X X X  X X 

Octocrylene*  X X X X  X X 

Bis-Ethylhexyloxyphenol 

Methoxyphenyl Triazine* 
X X X X X  X X 

Titanium Dioxide** X X X X X X X X 

Zinc Oxide** X     X   

*Filtros orgânicos; **Filtros inorgânicos 
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I.4.2 Caracterização qualitativa dos protetores solares por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) 

 

Os protetores solares foram analisados qualitativamente por meio de CLAE para que a 

composição de filtros orgânicos descritos na embalagem fosse confirmada.  

 

I.4.2.1 Preparo das amostras 

 

Uma alíquota de 20 mg dos protetores solares comerciais foi dissolvida em uma uma 

mistura de solventes que consistiu em 40 mL de metanol:água (1:1, v/v) e 40 mL de 

diclorometano com o auxílio de banho ultrassônico durante 20 minutos. Em seguida, procede-

se a extração líquido-líquido em funil de separação. Depois de completada a extração, as fases 

orgânica e aquosa foram coletadas e submetidas à análise por CLAE. 

A exatidão foi validada em termos de recuperação pelo método de adição de padrão. 

Sendo assim, 1 mL de soluções com quantidades conhecidas de três filtros solares orgânicos: 

benzophenone-3; avobenzone e octocrylene (Sigma-Aldrich®), 2mg; 1mg e 1mg, 

respectivamente, foram adicionadas a 20 mg de cada protetor solar comercial. Amostras com 

adição de padrão, sem adição de padrão, bem como 1mL da solução padrão foram submetidas 

ao processo de extração descrito no parágrafo anterior. Em seguida, as frações orgânicas 

coletadas foram diluídas em diclorometano a uma proporção de 1:5 e analisadas em 

espectrofotômetro Hitachi U2001, na faixa de 280 a 400 nm,  utilizando-se  etanol para ajuste 

do zero. As áreas sob as curvas (ASC) obtidas foram aplicadas na Equação I.3, para o cálculo 

do percentual de recuperação.  

 

Equação I.3 

𝑅 (%) =  
𝑎𝑠𝑐𝑃𝑆𝑃 − 𝑎𝑠𝑐𝑃𝑆𝑆

𝑎𝑠𝑐𝑆𝑃
 𝑥 100 

 

Onde:  

R (%) = percentual de recuperação obtido;  

ascPSP = Área sob a curva dos protetores solares (PS) adicionados da mistura dos padrões de 

filtros (P);  
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ascPSS: Área sob a curva dos protetores solares comerciais (PS) na ausência de padrões de 

filtros;  

ascSP: Área sob a curva da solução padrão de filtros solares (PF). 

 

Tabela I.3. Condições cromatográficas (CHISVERT; TARAZONA. SALVADOR, 2013). 

Fase estacionária 

Coluna Hypersil C-18 Gold (250 mm L x 4,6 mm DI, granulação de 3 μm, Thermo 

Fisher Scientific, EUA) acoplada a uma pré-coluna C-18 (10 mm x 4 mm, 3 μm, 

Thermo Fisher Scientific, EUA). 

Fases móveis 
(A) Etanol P.A (JTBaker®, Phillipsburg, New Jersey) e (B) água acidificada com 

1% de ácido fórmico (JTBaker®, Phillipsburg, New Jersey) 

Vazão 0,8 mL/min 

Volume de injeção da 

amostra 
20 µL 

ʎ de quantificação 313 nm 

Tempo de corrida 
0-5 min (55:45), 5-15 min (60:40), 15-20 min (80:20), 20-35 min (100: 0), 35-40 

Min (80 : 20), 40-45 min (60:40), 45-50 min (55:45) e 50-51 min (STOP) 

Temperatura 22ºC 

 

 

I.4.2.2 Perfil cromatográfico 

 

A análise cromatográfica foi realizada utilizando o sistema de cromatografia líquida 

Shimadzu (Kyoto, Japão), modelo LC-10 AT, acoplado a um detector UV/VIS, modelo SPD-

10A, integrador modelo C-R6A e injetor Rheodyne. Os parâmetros comatográficos, adaptados 

de Chisvert; Tarazona; Salvador (2013), estão descritos na tabela I.3. 

 

I.4.3 Desenvolvimento do método espectrofotométrico in vitro para controle de qualidade 

de formulações fotoprotetoras 

 

De maneira breve, porém precisa, o design experimental proposto (figura I.18), baseia-

se na absorção espectrofotométrica na região do UV (280-400 nm) de uma fina camada de 

protetor solar (PS) comercial, aplicada sobre a face externa de uma cubeta de quartzo 

preenchida com uma solução padrão (SP) que possui a capacidade de absorver fótons de energia 

em toda a extensão do UV, e que apresenta absorção sempre constante.  
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Figura I.18. Design experimental proposto. 

 

Por conseguinte, obtém-se uma área sob a curva de absorção (ASC) da unidade 

experimental PS + SP. A partir do valor alcançado, é possível definir se os novos lotes de 

protetores solares produzidos em escala industrial mantém o mesmo padrão de absorção da 

RUV observado para o produto inicialmente desenvolvido, cujo FPS foi determinado in vivo.  

A predileção pela cubeta de quartzo se exprime em razão deste material permitir uma 

transmissão de aproximadamente 100% da RUV, o que não é possível com o emprego de 

cubetas mais econômicas, de poliestireno ou vidro, por exemplo (FELS, 2017). 

Uma quantidade padronizada de protetor solar (0,2 mg/cm2) foi pesada diretamente 

sobre  uma das faces lisas da cubeta (a face que recebe o feixe de luz no espectrofotômetro) e, 

em seguida, foi aplicada manualmente, com dedo protegido por luva por toda a área da cubeta 

de maneira homogênea, empregado movimentos circulares, sem limites definidos de tempo e 

pressão. Após o espalhamento, as cubetas foram armazenadas em local ao abrigo da luz, a 25ºC, 

durante 15 minutos, para secagem, de modo permitisse a formação de um filme fino. 

Em seguida, as amostras foram analisadas em microscópio óptico (ampliação de 10 x) 

com o intuito de verificar o padrão de espalhamento dos fotoprotetores, garantindo assim, uma 

distribuição regular do produto por toda superfície definida. Em seguida, as cubetas foram 

preenchidas com a SP e, após 1 minuto, foi realizada a leitura da absorvância na faixa de 280 a 

400 nm em espectrofotômetro Hitachi U2001. O valor da área sob a curva de absorção foi 

calculado. 

 

I.4.3.1 Obtenção da solução padrão 

 

Neste trabalho, foi adotada como SP uma solução de quercetina (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO) 10 µg/mL em etanol 95% (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), adicionada de 

6 gotas de AlCl3 (Merk®) 6%. Essa opção é justificável, uma vez que as propriedades absortivas 

da RUV pela quercetina são bem documentadas na literatura (INAL; KAHRAMAN; KÖKEN, 

2001; ZHU et al., 2017). 
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Foram preparados 100 mL de uma solução estoque de quercetina (10 µg/mL, em etanol), 

bem como 50 mL de uma solução aquosa de AlCl3. Ambas permaneceram armazenadas ao 

abrigo da luz, a 25ºC e; diariamente, a SP (solução quercetina 10 µg/mL adicionada de 6 gotas 

de AlCl3 6% em água) foi analisada em triplicata, por espectrofotômetro (280-400 nm), durante 

10 dias para avaliar a reprodutibilidade do espectro de absorção da SP. Também foi determinada 

a absorvância de soluções recém-preparadas em dias distintos.  

A novidade da técnica proposta encontra-se na presença de uma SP, uma vez que atua 

como um padrão interno, como usado em técnicas cromatográficas como CLAE e CG 

(LOKHNAUTH; SNOW, 2005; SALGUEIRO et al., 2012). Esta SP deve ter as seguintes 

características: concentração constante e reprodutível e área sob a curva de absorção inter-

experimentos com baixo coeficiente de variação.  

 

I.4.4 Validação 

I.4.4.1 Precisão 

 

A precisão, definida como sendo a concordância entre os valores experimentais obtidos, 

ou seja, quanto mais próximos entre si estiverem, menor será a amplitude e maior a precisão, 

foi analisada quanto ao parâmetro intra e inter-ensaio.  

 

I.4.4.2 Exatidão 

 

Outro parâmetro determinado foi a exatidão. Para defini-la, realizamos uma comparação 

entre a resposta obtida através do método de avaliação da eficácia de protetores solares com 

base na irradiação de cultura celular protegida ou não por fotoprotetores, conforme descrito 

anteriormente por Figueiredo, 2016 (detalhado a partir do item 4.4.1), e o método 

espectrofotométrico aqui proposto.  

 

I.4.4.2.1 Linhagem e cultivo celular 

 

Fibroblastos imortalizados da linhagem L929, originados de camundongos, foram 

cultivados em meio de cultura Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM), suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina G (100 U/mL) e estreptomicina (100 g/mL) 

e anfotericina B (0,25 µg/mL), incubadas a 37C com 5% de CO2. As células foram mantidas 
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em crescimento com trocas do meio de cultivo a cada 2 dias. Após atingida a confluência de 

80%, as células foram desagregadas usando tripsina 0,25%. 

 

I.4.4.2.2 Determinação da eficácia fotoprotetora dos protetores solares comerciais 

 

De acordo com metodologia já padronizada e validada em nosso laboratório 

(FIGUEIREDO, 2016), a linhagem celular foi semeada em microplacas de 6 poços com 

confluência de 8x105 células/poço e incubadas a 37ºC com 5% CO2. Após 12 horas, o meio foi 

substituído por 1,5 mL de tampão de Hank. Sobre a microplaca de 6 poços foi adaptada uma 

placa de quartzo (12,5 cm x 7,5 cm) demarcada por círculos de 3,5 cm de diâmetro que foram 

sobrepostos aos poços da microplaca. Em cada área demarcada pelo círculo, foram aplicadas 

homogeneamente 18 mg de amostra de protetores solares (correspondendo a 2 mg/cm2). O 

conjunto microplaca/placa de quartzo foi exposto à 10 J/cm2 de radiação UVB em simulador 

solar (Vilber Lormat, modelo Bio-Sun VLX – 3.W, França) equipado com lâmpada de arco de 

xenônio 300 W (figura I.19). Cada amostra de protetor solar foi aplicada em triplicata. Foi 

realizado o controle irradiado, com a exposição das linhagens celulares à RUV sem a aplicação 

de fotoprotetor sobre a placa de quartzo e controle não irradiado. Após a irradiação, o parâmetro 

biológico de viabilidade celular foi determinado.  

 

 

Figura I.19. Esquema do procedimento experimental para determinar a eficácia de protetores solares empregando 

cultura celular (FIGUEIREDO, 2016). 

 

I.4.4.2.3 Viabilidade celular 

 

Após a exposição da linhagem celular L929 à radiação UVB (10 J/cm2) e UVA (20 

J/cm2), conforme descrito no item 4.4.2, as placas de quartzo foram retiradas e o tampão de 

Hank substituído por 3 mL de meio DMEM, contendo 10% de SFB. A seguir, as microplacas 
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foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37ºC por 48h (VIELHABER et al., 2006). Após, 

o meio de cultura foi removido e as células lavadas com solução salina (0,90% NaCl). Em 

seguida, foram adicionados 200 µL de solução aquosa 0,01% de resazurina (Sigma-Aldrich, 

EUA) e 1,80 mL de meio DMEM (10% SFB), resultando num volume total de 2 mL. As 

microplacas foram incubadas a 37°C por 4 h e, posteriormente, a fluorescência emitida foi 

determinada em fluorímetro de placa (BioTek Synergy 2 - multi-mode microplate reader, 

BioTek Instruments Inc., EUA) com excitação de 540 nm e emissão de 590 nm (KUETE et al., 

2013). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem de células viáveis em relação ao 

grupo controle (células não irradiada/não protegidas por fotoprotetor), considerado como 100% 

de viabilidade. O ensaio foi realizado em triplicata, em três dias diferentes (n=9).  

 

I.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 

 

Os resultados foram analisados usando o software estatístico GraphPad Prism® (versão 

5.01, 2007) e foram expressos pela média ± erro padrão, comparando os diferentes grupos de 

acordo com o método de análise de variância de ANOVA seguido por Bonferroni. Foram 

consideradas diferenças significativas os valores de p <0,05.  

 

I.6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

I.6.1 Análise qualitativa da composição dos protetores solares comerciais por CLAE 

 

O método de recuperação é o mais utilizado para validar a exatidão de um processo 

analítico, e é calculado como porcentagem de recuperação de uma quantidade conhecida de 

analito adicionada à amostra, ou como a diferença porcentual entre as médias e o valor 

verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confiança (ANVISA, 2003). 

 De forma geral, a recuperação dos filtros benzophenone-3; avobenzone e octocrylene 

foi satisfatória, entre 93,05% a 101,55%, apresentando baixa dispersão e ficando entre os 

limites estabelecidos de 90% a 107%, recomendados pela Association of Official Analytical 

Chemists (AOAC, 2002). 

Um trabalho publicado por Chisvert; Tarazona; Salvador (2013) permitiu determinar as 

melhores condições cromatográficas para caracterizar os filtros UV presentes nas amostras de 

protetores solares. O fotoprotetor com FPS 40apresenta em sua formulação apenas filtros 

inorgânicos, TiO2 e ZnO, por essa razão, este não foi analisado.  
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Como pode ser observado na Figura I.20, a análise qualitativa dos protetores solares 

comerciais por CLAE, confirmou a composição de alguns filtros orgânicos mencionados na 

embalagem (tabela I.3). 

 

 

Figura I.20. Perfis cromatográficos dos filtros UV orgânicos presentes nos protetores solares comerciais da marca 

A com fatores de proteção solar (FPS) de 15, 20, 30, 50 e 60, obtidos da análise qualitativa por CLAE da fase 

orgânica (diclorometano) obtida no processo de extração (item 4.2.1). OCT = octocrylene; AVO = avobenzone; 

EHT: ethylexyl triazone e BEMT = Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine. 

 

Os filtros orgânicos foram identificados comparando os tempos de retenção obtidos para 

os padrões utilizados: BEMT; AVO, OCT e EHT. Nenhum pico cromatográfico foi detectado 

na fase aquosa da extração, o que certifica a ausência de filtros orgânicos hidrossolúveis, 

conforme descrito no rótulo.  

Em um levantamento publicado por Godinho et al. (2017), os autores listaram os 

principais filtros solares presentes em formulações fotoprotetoras disponíveis comercialmente 

no Brasil. Entre os filtros solares orgânicos, o BEMT é o mais frequente, encontrado em 66,6% 

dos protetores solares, seguido pelo OCT; ethylexyl metoxycinamate; AVO e EHT.  
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A análise da tabela I.2 e da figura I.20 indica o interesse do fabricante dos protetores 

solares comerciais utilizados neste estudo, em oferecer proteção de amplo espectro, 

empregando em suas formulações uma combinação de filtros com capacidade de proteção 

UVB, EHT, com pico máximo de absorção em 314 nm; simultaneamente UVA e UVB, como 

o BEMT, com picos de absorção em 310 e 348 nm, além da AVO, um filtro exclusivamente 

UVA (ʎ máx. 357 nm), associado ao OCT, que absove RUVB (ʎ máx. 303 nm), mas que é 

adicionado estrategicamente às formulações com o intuito de fotoestabilizar a AVO, uma vez 

que esta é facilmente degradada em presença de luz. Apenas 60 minutos de exposição à radiação 

UV são necessários para reduzir a efetividade deste filtro de 50% a 90% (PALM e 

O`DONOGHUE, 2007; BISSONETE, 2008).  

 

I.6.2 Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de 

formulações fotoprotetoras 

 

I.6.2.1 Obtenção da solução padrão 

 

A obtenção de uma SP capaz de absorver energia em toda a região do espectro UV (280-

400 nm) é essencial para o desenvolvimento deste método, uma vez que age como um padrão 

interno na técnica, tendo a absorção sempre constante, com a finalidade de compensar erros 

aleatórios, sistemáticos e de preparo de amostra. 

Em busca de uma substância pura que apresentasse absorção nos comprimentos de onda 

dos espectros UVB, UVA-I e UVA-II, passível de ser solubilizada em solvente que não 

causasse interferência nas leituras espectrofotométricas; a quercetina, um dos flavonoides mais 

abundantes da natureza, apresenta todas as características desejadas para a SP requerida neste 

método, a começar por suas propriedades absorvedoras da RUV, extensivamente discutidas na 

literatura (INAL; KAHRAMAN; KEN, 2001; CHOQUENET et al., 2008; ANDRADE-FILHO; 

RIBEIRO; NERO, 2009; SCALIA, 2010; SHIREEN; MUJEEB; MURALEEDHARAN, 2017). 

Tal característica foi observada, a princípio, no reino vegetal, onde algumas espécies detêm os 

fundamentos dos mecanismos de fotoproteção, sintetizando e acumulando compostos capazes 

de absorver seletivamente a RUV e dissipá-la de maneira inofensiva (STAPLETON e 

WALBOT, 1994; BUCHHOLZ; EHMANN; WELLMANN, 1993; MARKAN et al., 1998; 

WILSON et al., 2001; FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012; SHOURIE et al., 2014).  

A capacidade fotoprotetora da quercetina advém de mecanismos antioxidantes, bem 

como, da absorção direta da RUV, relacionada à sua estrutura, contendo 15 átomos de carbono 
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em seu núcleo básico arranjados na configuração C6-C3-C6, com anéis benzênicos A e B ligados 

a um anel pirano C, possuindo o substituinte –OH nas posições 3, 5, 7, 3’, 4’(figura I.21) 

(KUMAR e PANDEY, 2013). Esta estrutura permite uma intensa absorção no UV, exibindo 

duas bandas: (i) 320-385 nm, representando a absorção do anel B e (ii) 250-285, correspondente 

à absorção do anel A (BLIER et al., 2017).  

 

 

Figura I.21. Estrutura da quercetina (adaptado de VO et al., 2016). 

 

Outra característica que corroborou para a escolha deste flavonoide como padrão, foi a 

estabilidade da molécula, comprovada por Fahlman e Krol (2009). Os autores demonstraram 

que após 11h de irradiação de uma solução metanólica de quercetina com luz UVA (740 

µԜ/cm2 a 365 nm) e UVB (1300 µԜ/cm2 a 310 nm), houve apenas uma pequena conversão 

(menos de 20%) em produtos de degradação do anel C (2,4,6-trihidroxibenzaldeído; ácido 2-

(3',4'-dihidroxibenzoiloxi)-4,6-dihidroxibenzoico e 3,4-dihidroxipheniletanol. No entanto, a 

adição de um agente sensibilizador (benzofenona) à solução de quercetina, causou uma 

conversão induzida pela RUV superior a 90% após 1h de irradiação; sugerindo a elevada 

estabilidade da molécula isolada.  

Igualmente, Dall’Acqua e colaboradores (2012), não observaram fotodegradação 

significativa ao expor solução etanólica de quercetina (2x10-5 M) a doses crescentes de radiação 

UVA e UVB (50-70 J/cm2).  

Com base nessas informações, portanto, foi preparada uma solução de quercetina em 

etanol na concentração de 10 µg/mL, com o intuito de emprega-la como SP. Como pode ser 

observado na figura I.22, a quercetina apresenta bandas características de absorção na região 

UV, com pico ʎ máx. em 370 nm, resultando em uma ASC de absorção de 27. Com o intuito 

de minimizar a absorção UV a um limiar que permitisse a diferenciação entre a absorção dos 

protetores solares aplicados à face externa da cubeta e a SP, foram adicionadas à SP 6 gotas de 

solução aquosa de AlCl3 6%, formando o complexo estável quercetina-Al3+ (figura I.23). Esta 



Capítulo I - Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de formulações fotoprotetoras  |  49 

complexação promove desvio batocrômico, deslocando o pico de absorção para a região visível 

(figura I.22) (MALEŠEV e KUNTI, 2007; CHEN; INBARAJ; CHEN, 2012).  

 

 

Figura I.22. Espectro de absorção da solução padrão de quercetina (10 µg/ml) (linha pontilhada) versus complexo 

com AlCl3 (linha contínua). 

 

Figura I.23. Esquema ilustrando a complexação da quercetina com ClAl3, formando o complexo estável 

quercetina-Al3+ (adaptado de FREDERICE; FERREIRA, GEHLEN, 2010). 

 

A figura I.24 mostra que a absorção espectrofotométrica da SP diminui à medida em 

que o período de armazenamento aumenta, apresentando um coeficiente de variação, em relação 

à ASC obtida, de 15,3%, indicando leve perda da capacidade absorvedora. No entanto, o 

coeficiente de variação da ASC entre soluções preparadas no mesmo dia, em três dias distintos, 

foi de apenas 2,7% (figura I.25).  
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Figura I.24. Espectro de absorção da SP (quercetina 10 µg/mL em etanol, adicionda de 6 gotas de AlCl3 6%) 

analisada em 10 dias diferentes.  

 

Figura I.25. Espectro da SP (quercetina 10 µg/mL em etanol, adicionda de 6 gotas de AlCl3 6%) preparada no 

mesmo dia, em três dias distintos.  

 

Portanto, estes resultados sugerem que, apesar da estabilidade da quercetina, a SP 

empregada para execução do método deve ser preparada no momento da análise.  

 

I.6.2.2 Aplicação das amostras de protetores solares comerciais 

 

Para determinar a quantidade ideal de fotoprotetor aplicado à superfície externa da 

cubeta, a ASC da unidade experimental SP+PS foi determinada em triplicata para cinco 

concentrações diferentes do protetor solar com FPS 15: 0,2 mg/cm2; 0,5 mg/cm2; 1 mg/cm2; 1,5 

mg/cm2 e 2 mg/cm2, apresentando uma relação linear entre a quantidade aplicada e a ASC 

obtida (figura I.26).   
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Figura I.26. Relação entre a quantidade de protetor solar (FPS 15) aplicado na face externa da cubeta de quartzo 

preenchida com SP e a área sob a curva de absorção obtida.  

 

Optamos por aplicar a quantidade de 0,2 mg/cm2, passível de ser pesada com exatidão 

em balança analítica, por apresentar uma amplitude de aproximadamente 40 entre as ASC de 

absorção da SP e do menor fator de proteção solar analisado (FPS 15) e permitir a formação de 

um filme fino e translúcido da amostra sobre a superfície da cubeta. 

O padrão de aplicação da amostra é um dos parâmetros mais importantes a ser observado 

em testes para determinação da eficácia de protetores solares, uma vez que a absorção/transmissão 

é diretamente influenciada pela homogeneidade do filme formado após a aplicação do produto na 

superfície do substrato (GRES-BARLAG; KLETTE; WITTERN, 2004).  

A Lei de Lambert-Beer assinala a existência de uma relação linear entre a concentração 

das espécies distribuídas na amostra e a absorvância medida em espectrofotômetro. Se o grau 

de homogeneidade de aplicação dos protetores solares é baixo, haverá regiões onde a 

concentração de produto será reduzida, apresentando “buracos” na área analisada, causando 

redução da capacidade de absorção (PETERSEN e WULF, 2014).  

Para a obtenção de leituras espectrofotométricas precisas, é necessário, portanto, que a 

aplicação dos protetores solares na cubeta seja homogênea, assegurando uma distribuição de 

seus ativos de forma regular em toda a superfície. Para tanto, os protetores solares foram 

aplicados manualmente (0,2 mg/cm2) com dedo protegido por luva, empregando movimentos 

circulares, sem limite de tempo e pressão definidos. Após o espalhamento do produto, a cubeta 

foi pesada, assegurando que a quantidade de protetor solar remanescente corresponde à metade 

do valor aplicado. Esta técnica de aplicação é descrita por Fageon et al. (2009), que comparou 

dois protocolos distintos de espalhamento de fotoprotetores em placas de PMMA rugosas, 

concluindo que este procedimento apresenta resultado equivalente ao método de espalhamento 
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descrito no Guia Colipa para “Determinação da Proteção UVA Fornecida por Produtos 

Fotoprotetores”, que estabelece um espalhamento leve e circular, durante 30s, com pressão de 

300 g/cm2 (0,3 atm).   

Após a aplicação das amostras, as cubetas foram analisadas em microscópio ótico 

(aumento 10X) para verificar o padrão de espalhamento.  

A figura I.27 A apresenta um perfil ótimo de aplicação da amostra, com as partículas 

distribuídas uniformemente por toda a parede da cubeta. Em contrapartida, as figuras I.27 B e 

I.27 C representam o tipo de aplicação indesejável, com distribuição não homogênea da 

amostra. Portanto, a análise microscópica da cubeta, após o espalhamento da amostra, é 

primordial para o sucesso do método espectrofotométrico proposto.  

 

 

 Figura I.27. Imagens microscópicas revelando os perfis de aplicação de protetores solares na face externa da 

cubeta de quartzo.  A: perfil ótimo de aplicação. B e C: distribuição não homogênea e indesejável da amostra.      

                      

I.6.2.3 Delineamento experimental 

 

Conforme descrito no item 4.3, foi realizada a leitura da absorvância dos protetores 

solares aplicados na face externa da cubeta mais solução padrão. A partir do espectro de 

absorvância de cada amostra, foi calculado o valor ASC. A princípio, o objetivo era construir 

uma curva de calibração, traçando um gráfico de log ASC obtido vs FPS, definindo-se uma 

equação da reta, que seria útil para determinar o FPS de fotoprotetores produzidos em escala 

industrial. Inicialmente, os resultados foram plotados em um gráfico de barras (figura I.28), que 

indica não haver diferença estatística em relação à ASC de absorção entre os protetores solares 

com FPS 15 e 20 e entre os fotoprotetores com FPS 50 e 60. A partir desses dados, os valores 

correspondentes aos produtos com FPS 20 e 60 foram excluídos da análise.  
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Figura I.28. Valores de ASC de absorção espectrofotométrica (280-400 nm) versus FPS dos produtos testados. 

Média de nove leituras. 

A figura I.29 apresenta a relação entre a ASC de absorvância vs o FPS descrito da 

embalagem dos protetores solares.  

 

 

Figura I.29. Relação entre o log da ASC de absorbância versus o FPS dos protetores solares analisados. 

Apesar da boa correlação encontrada (R2= 0,9948), como trata-se de protetores solares, 

não pode-se concluir a linearidade do experimento, posto que, em oposição ao senso comum, o 

nível de proteção contra os raios UV não aumenta de maneira proporcional ao FPS. Por 

exemplo, um FPS 30 não é duas vezes mais eficaz do que o FPS 15, uma vez que a dose de 

radiação UV filtrada por um protetor com FPS 15 é cerca de 93,3%; enquanto que o FPS 30 

absorve em média 96,7% da radiação UVB (AUTIER, 2000; OSTERWALDER e HERZOG, 

2009). Sendo assim, o que distingue os FPSs é o tempo de exposição ao Sol que estes permitem 

(figura I.30).  
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Figura I.30. Proteção proporcionada pelos protetores solares de diferentes FPSs. (Retirado e adaptado de 

OSTEWALDER & HERZOG, 2009). 

 

Ademais, como podemos observar na figura I.28, o produto com FPS 40 apresentou 

uma ASC de absorção superior aos fotoprotetores com FPSs 50 e 60, sendo deslocado no eixo 

y para que a curva de calibração pudesse ser construída (figura I.29). Tal fato justifica-se ao 

analisarmos a composição do protetor solar com FPS 40 (tabela I.3), que contém apenas filtros 

inorgânicos (TiO2 e ZnO). Estes exibem uma gama de atividade espectral mais ampla do que 

os filtros orgânicos, podendo refletir, dispersar e/ou absorver a RUV (MAIER e KORTING, 

2005). Frente a essas dificuldades, optamos por trabalhar apenas com o valor da ASC.  

 

I.6.2.3.1 Precisão 

 

A precisão do método analítico determina o grau de concordância entre resultados de 

várias medidas independentes em torno de um valor central; ou seja, quanto mais próximos 

entre si estiverem, menor será a amplitude e maior será a precisão (WESTGARD e LOTT, 

1981). Pode ser classificada em três níveis: (i) repetibilidade; (ii) precisão intermediária e (iii) 

reprodutibilidade. Para a validação do método proposto, foram avaliados os parâmetros de 

repetibilidade (intra ensaio) e precisão intermediária (inter ensaio). Os dados estão apresentados 

na tabela I.4, cujos valores obtidos encontram-se entre 1,6 e 4,4% para os ensaios de 

repetibilidade e entre 3,4  e 4,7% na precisão intermediária, e estão de acordo com as 

especificações da Anvisa, que recomenda que os resultados da precisão não ultrapassem 5% 

(BRASIL, 2003).  
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Tabela I.4. Resultados da repetibilidade e precisão intermediária do método espectrofotométrico proposto para 

controle de qualidade de produtos fotoprotetores. 

 Repetibilidade Intermediária 

FPS Amostra N Média ASC DP DPR (%) Média ASC DP DPR (%) 

15 9 56,0 2,5 4,4 53,9 2,2 4,2 

20 9 58,2 1,9 3,4 57,0 2,2 3,8 

30 9 82,2 3,3 4,0 88,1 4,2 4,6 

40 9 185,7 3,0 1,6 193,3 6,6 3,4 

50 9 136,7 2,6 1,9 134,0 5,7 4,3 

60 9 121,4 5,2 4,3 128,7 6,1 4,7 

DP = desvio padrão; DPR = desvio padrão relativo. 

 

Um fator importante capaz de influenciar a precisão do método in vitro é a natureza do 

susbtrato utilizado. Os principais materiais descritos na literatura, apesar de cumprirem algumas 

exigências, como: não apresentar fluorescência, ser fotoestável, inerte e permitir o 

espalhamento do fotoprotetor de maneira homogênea; apresentam ao menos uma limitação que 

resulta em obstáculo para obter valores de FPS reprodutíveis (FERRERO et al, 2002).  

A fita transpore®, por exemplo, é o material mais barato disponível, no entanto, sua 

qualidade pode se alterar lote a lote, causando uma importante variação entre os valores de FPS 

obtidos (MUTHUMANI; SUDHAHAR; MUKHOPADHYAY, 2015). 

Um produto interessante que tem sido empregado é a pele sintética Vitro Skin®. Este 

requer uma preparação bastante demorada, e os resultados dependem do grau de hidratação do 

subtrato, que tem uma vida útil relativamente curta, podendo interferir na reprodutibilidade das 

medidas (FAGEON et al., 2009; PELIZZO et al., 2012; SOHN et al. 2017).  

O substrato mais amplamente utilizado, a placa rugosa de PMMA, demonstra ser o mais 

vantajoso: possui baixo custo e é de fácil manuseio. Contudo, o padrão de rugosidade da placa 

pode variar, resultando em uma discrepância dos valores medidos (FERRERO; PISSAVINI; 

DOUCET, 2010).  

Os valores de CV obtidos para o método proposto neste trabalho demonstram-se acima 

das expectativas quando comparados a resultados publicados por outros autores. Qu et al (2016) 

desenvolveram um método in vitro para determinação do FPS  de protetores solares comerciais 

baseado na dosagem cumulativa de RUV usando o filme radiocrômico Gafchromic modelo 

EBT3, resultando em uma correlação entre o valor de FPS obtido in vitro e o FPS descrito nas 

embalagens. Apesar de o método sugerido pelos autores apresentar dados mais precisos quando 

comparado a outras duas técnicas que empregam como substrato placa de PMMA e fita 
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transpore®, os CV obtidos oscilaram de 7,14 a 10, 75%, apresentando uma variação maior do 

que a encontrada para o método proposto neste trabalho.  

Miksa; Lutz; Guy (2014), com o objetivo de melhorar a reprodutibilidade de ensaios in 

vitro para a determinação do FPS, compararam dois tipos de placas de PMMA rugosas: com e 

sem tratamento com jato de areia. Entre os 17 fotoprotetores comerciais analisados, o CV obtido 

com as placas de PMMA rugosas e tratadas com jato de areia variou entre 1,7 a 24,8%, sendo 

a média 9,5%. Enquanto que ao utilizar placas de PMMA não tratadas, o CV oscilou de 11,2 a 

30,5%, cuja média foi de 20,6%. Os autores, portanto, conseguiram reduzir a variação entre os 

resultados obtidos para ensaios de FPS in vitro. 

Em trabalho publicado por Sheu et al. (2003), o coeficiente de variação obtido em teste 

para determinar o FPS de formulações fotoprotetoras comerciais empregando como substrato a 

fita transpore®, variou de 5,81 a 15,48%. Os autores consideraram baixos os valores de CV, 

concluindo que a técnica in vitro aplicada era reprodutível. 

No método proposto neste trabalho, a principal variável que influencia o valor da ASC, 

sem dúvida, é a aplicação da amostra, uma vez que o método não sofre a limitação imposta por 

um substrato. Sendo assim, estabelecido o padrão de distribuição do protetor solar na superfície 

da cubeta, dispondo da SP, os resultados obtidos serão precisos.  

 

I.6.3.3.2 Exatidão 

 

Como estratégia para avaliar a exatidão do método, foi realizado um método para 

determinar a eficácia de protetores solares com base na irradiação de cultura celular protegida 

ou não por fotoprotetores, conforme descrito anteriormente por Figueiredo, (2016), tendo por 

objetivo mensurar a porcentagem de células viáveis (item 4.4.2.1). Os resultados estão 

apresentados na figura I.31 A e B. 

Quando as células L929 foram irradiadas com 10 J/cm2, sem a proteção dos protetores 

solares, observou-se aproximadamente 97% de morte celular (CI) em relação ao controle não 

irradiado (CNI). Nos grupos protegidos com os protetores solares, foi observada uma redução 

da morte celular induzida pela radiação UVB. No entanto, nota-se que não há diferença 

estatística na proteção fornecida pelos protetores com FPSs 15 e 20 bem como entre os produtos 

com FPS 50 e 60. O protetor solar com FPS 40 foi o que proporcionou maior proteção às células, 

80,57% em relação ao controle irradiado (figura I.31).  

Ao compararmos o gráfico plotado com os resultados de viabilidade celular e os 

resultados obtidos no método espectrofotométrico (figura I.32 A e B), notamos um padrão de 
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resposta semelhante. Ou seja, não observamos diferença estatística de absorção 

espectrofotométrica e de proteção contra a morte celular entre os produtos rotulados com FPS 

15 e 20 e 50 e 60. Da mesma forma, destaca-se a absorção e proteção conferida pelo protetor 

solar com FPS 40.  

O mesmo comportamento de absorção foi demonstrado quando outras marcas de 

protetores solares comerciais foram analisadas (marca B, figura I.33 A e B; marca C, figura 

I.34 A e B).  

 

 

Figura I.31. (A) Medida da viabilidade celular das células L929 expostas ou não radiação UVB de 10 J/cm2, 

protegidas ou não com os protetores solares com FPSs 15, 20, 30, 40, 50 e 60. CNI: controle não irradiado; CI: 

controle irradiado. Letras iguais significam ausência de diferença estatística (p<0,05), segundo teste de 

comparação múltipla de Bonferroni. (n=9). (B) Curva padrão obtida a partir do teste de viabilidade celular da 

linhagem L929 exposta à uma dose de 10J/cm2 de radiação UVB, protegida por formulações fotoprotetoras com 

diferentes FPS aplicadas sobre uma placa de quartzo (2 mg/cm2). 

 

 

Figura I.32. (A) Medida da viabilidade celular das células L929 expostas ou não radiação UVB de 10 J/cm2, 

protegidas ou não com os protetores solares com FPSs 15, 20, 30, 40, 50 e 60. CNI: controle não irradiado; CI: 

controle irradiado. (B) Valores de ASC de absorção espectrofotométrica (280-400 nm) versus FPS dos produtos 

testados. Média de nove leituras. Marca A. Letras iguais significam ausência de diferença estatística (p<0,05), 

segundo teste de comparação múltipla de Bonferroni. (n=9). 
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Figura I.33. (A) Medida da viabilidade celular das células L929 expostas ou não radiação UVB de 10 J/cm2, 

protegidas ou não com os protetores solares com FPSs 15, 50 e 99. CNI: controle não irradiado; CI: controle 

irradiado. (B) Valores de ASC de absorção espectrofotométrica (280-400 nm) versus FPS dos produtos testados. 

Média de nove leituras. Marca B. Letras iguais significam ausência de diferença estatística (p<0,05), segundo 

teste de comparação múltipla de Bonferroni. (n=9). 

  

 

Figura I.34. (A) Medida da viabilidade celular das células L929 expostas ou não radiação UVB de 10 J/cm2, 

protegidas ou não com os protetores solares com FPSs 15, 30, 50 e 60. CNI: controle não irradiado; CI: controle 

irradiado. (B) Valores de ASC de absorção espectrofotométrica (280-400 nm) versus FPS dos produtos testados. 

Média de nove leituras. Marca B. Letras diferentes significam diferença estatística (p<0,05), segundo teste de 

comparação múltipla de Bonferroni. (n=9). 
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As tabelas I.5 e I.6 apresentam os valores de repetibilidade obtidos para as marcas B e 

C, respectivamente. 

 

Tabela I.5. Resultados da repetibilidade do método espectrofotométrico proposto para controle de qualidade de 

produtos fotoprotetores obtidos para a marca B. 

FPS Amostras Média ASC DP DPR (%) 

15 71,81 1,9 2,64 

50 98,2 3,4 3,5 

99 141,8 4,9 3,5 

 

Tabela I.6. Resultados da repetibilidade do método espectrofotométrico proposto para controle de qualidade de 

produtos fotoprotetores obtidos para a marca C. 

FPS Amostra Média ASC DP DPR (%) 

15 122,6 4,5 3,7 

30 173,6 1,7 0,98 

50 210,0 9,8 4,6 

60 254,6 6,1 2,4 

 

I.7 CONCLUSÕES 

 

Identifica-se uma oportunidade de inovação mercadológica em função do estudo e 

observação do mercado consumidor de produtos cosméticos e suas tendências no Brasil e no 

exterior e pelas dificuldades encontradas pelas indústrias cosméticas em estabelecer um método 

reprodutível e confiável para controle de qualidade e avaliação da eficácia de protetores solares 

durante a produção em escala industrial, empregando ensaios in vitro. A necessidade do uso de 

protetor solar é uma realidade indiscutível em virtude da alta incidência de doenças de pele 

associadas à exposição à radiação ultravioleta.  

Visualizando, a incorporação de nova alternativa de avaliação da eficácia e controle de 

qualidade de produção de protetores solares, com consequente geração de método com caráter 

inovador, foi proposto um novo método espectrofotométrico baseado na aplicação de uma fina 

camada de protetor solar sobre a face externa de uma cubeta de quartzo preenchida com solução 

padrão de quercetina 10µg/mL, adicionada de AlCl3 6%. Baseado nos resultados obtidos, o 

método aqui proposto apresenta baixo coeficiente de variação, indicando boa reprodutibilidade. 

Este novo método tem potencial para ser utilizado na rotina industrial para controle de qualidade 

de protetores solares a cada novo lote produzido. Representa uma estratégia de baixo custo e 

complexidade.  
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Otimização do processo de extração de compostos fenólicos antioxidantes do cranberry 

(Vaccinium macrocarpon A.) 
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II.1 INTRODUÇÃO 

 

A fotoquimioproteção, termo designado para definir o uso de agentes, especialmente 

antioxidantes de origem vegetal, capazes de reverter os efeitos adversos da radiação UV 

representa uma estratégia realista para controlar a incidência de câncer de pele (AFAQ; 

ELMETS, et al., 2001; F’GUYER; AFAQ; MUKHTAR, 2003; KATIYAR, 2011; THIESEN 

et al., 2017), uma vez que antioxidantes sintéticos como o BHA (hidroxibutilanisol) e o BHT 

(hidroxibutiltolueno) possuem certa toxicidade (DJURHUUS; LILLEHAUG, 1982; 

LABRADOR, et al., 2007). Entre diversos compostos fotoquimioprotetores, antioxidantes 

fitoquímicos, pertencentes a diferentes classes de metabólitos secundários, aparecem como 

alternativa promissora em razão de seus efeitos fotoprotetores, que incluem: (i) absorção direta 

da luz; (ii) inibição da inflamação crônica, (iii) modulação da imunossupressão, (iv)  indução 

de apoptose, (v) atividade antioxidante direta (isto é, sequestro de EROs); e (vi) indireta 

(indução de respostas citoprotetoras intrínsecas) (KOSTOVA, 2008; AFAQ, 2011). 

Uma das principais classes de antioxidantes naturais encontrados em plantas é 

representada pelos polifenois (ATOUI, 2005; CHEW et al., 2011; GONÇALVES et al., 2017). 

Estes constituem uma grande família de compostos presentes na natureza, compreendendo mais 

de 8.000 estruturas que variam amplamente em complexidade, mas que, entretanto, 

compartilham uma característica em comum: a presença de pelo menos um anel aromático com 

um ou mais grupos hidroxilas ligados. Encontram-se distribuídas em alimentos vegetais, 

incluindo frutas, legumes, nozes, sementes, flores e cascas (AFAQ, 2011).  

Os polifenois podem absorver todo o espectro UVB e parte do espectro UVA e UVC. 

Esta propriedade associada à capacidade antioxidante permite sua incorporação em 

formulações fotoprotetoras tópicas, contribuindo para a redução do estresse oxidativo, da 

inflamação e dos efeitos prejudiciais da radiação UV sobre a pele (NICHOLS; KATYIAR, 

2010; GANESAN e XU, 2017). 

Trabalhos na literatura demonstraram a eficácia fotoquimioprotetora de extratos 

vegetais e substâncias isoladas de plantas, a qual tem sido atribuída à sua capacidade 

antioxidante e/ou antiinflamatória. Meeran; Mantena e Katiyar (2006) verificaram em ensaios 

realizados com modelos animais e voluntários humanos que a aplicação tópica de antioxidantes 

de origem natural previamente à exposição aos raios solares UVB, pode exercer efeito protetor 

contra a inflamação; fotoenvelhecimento e fotocarcinogênse mediada por EROs induzidas pela 

radiação UV.  
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Também foi relatado que a aplicação tópica de compostos polifenólicos pode inibir a 

peroxidação lipídica e evitar a formação de dímeros de pirimidina ciclobutano, além de reduzir 

os metabólitos das prostaglandinas (PGs), particularmente a PGE2, que desempenha um papel 

importante na promoção de tumores (KATIYAR; PEREZ; MUKHTAR, 2000), como também 

podem impedir reações agudas provocadas pela radiação solar UV, diminuindo o número de 

células queimadas de maneira dose-dependente (ELMETS et al., 2001).   

Hwang e colaboradores (2011) constataram que os flavonoides luteolina e apigenina 

inibiram a morte celular e a produção de EROs estimuladas pela RUVA em células da linhagem 

HaCat. Além disso, foi observada uma redução da produção das colagenases MMP-1, como 

também a supressão da expressão dos protooncogenes c-Jun e c-Fos e a fosforilação de 3 MAP 

quinases, que podem levar à translocação nuclear de fatores de transcrição, como o AP1, 

induzidas pela RUV.   

Em trabalho publicado por Wolosik et al. (2017), os autores relataram que uma 

concentração de 0,1% de óleo de amaranto foi capaz de suprimir os danos induzidos pela 

RUVA, como a inibição da biossíntese do colágeno,  em cultura de células de fibroblastos 

humanos.  

Dentro da extensa gama de extratos naturais relatados por possuírem atividade 

antioxidante, destaca-se cranberry americano, uma planta nativa da América do Norte, 

pertencente à família Ericaceae e ao gênero Vaccinium macrocarpon A. (NETO, 2007). No 

Brasil, esta fruta é conhecida como: oxicoco, uva-do-monte ou mirtilo-vermelho. Os 

cranberries são uma fonte particularmente rica em flavonoides (aglicona quercetina e suas 

formas de glicosídeo), ácidos fenólicos (ácido benzoico) e polifenóis de alto peso molecular, 

como as proantocianidinas (PACs) (VVEDENSKAYA; VORSA, 2004).  

O cranberry apresenta uma multiplicidade de compostos fitoquímicos que já 

demosntraram atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e outras 

propriedades preventivas do estresse oxidativo, podendo desempenhar um papel importante na 

quimioprevenção (NETO, 2011). 

Vinson et al. (2001) demonstraram que o cranberry, quando comparados a outras vinte 

frutas, com base no peso puro, apresenta o maior teor de polifenois, bem como de fenóis livres, 

resultado também encontrado por Sun et al (2002).  

Wu et al. (2004) avaliaram a capacidade antioxidante total (CAT) de cem alimentos 

comuns. Os pesquisadores demostraram que o cranberry possui a mais alta CAT quando 

comparados a todas as outras frutas estudadas, apresentando uma CAT de aproximadamente 

95/g, sendo acompanhados pelas blueberries silvestres (93/g), ameixas pretas (73/g), ameixas 
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(62/g) e blueberries cultivadas (62/g). Em relação ao teor de PACs totais, o cranberrie possui 

418,8 mg/100g seguido pelas blueberries silvestres (331,9mg/100g), ameixas (215,9mg/100g), 

blueberries cultivadas (179,8 mg/100g) e morangos (145,0 mg/100g) (US Department of 

Agriculture, 2004). 

Neto et al. (2006) comprovaram que as PACs encontradas em cranberries inibem o 

desenvolvimento de células tumorais in vitro, demonstrando que a atividade anticâncer do 

cranberry pode se originar da estrutura única tipo A de suas PACs. 

Diante do crescente interesse no estudo de compostos polifenólicos como agentes 

fotoprotetores/fotoquimioprotetores, é necessário considerar as condições de extração destas 

substâncias. Muitos fatores tais como a composição do solvente, tempo de extração, 

temperatura, a razão planta:solvente, velocidade de agitação, pressão de extração, entre outros, 

podem influenciar significativamente a eficácia de extração (LIYANA-PATHIRANA; 

SHAHIDI, 2005). Por essa razão, a otimização da extração de compostos fenólicos é essencial 

para obter um extrato rico em polifenois.  

A metodologia de superfície de resposta (MSR), originalmente descrita por Box e 

Wilson (1951) é uma ferramenta eficaz para otimizar esse processo, pois permite a avaliação 

do efeito de diversos fatores e suas interações sobre a variável resposta; cujo objetivo é a 

otimização dessa resposta (WETTASINGHE e SHAHIDI, 1999; FARRIS e PIERGIOVANNI, 

2009). 

Há trabalhos realizados para extração e determinação de compostos fenólicos do 

cranberry (CHEN; ZUO; DENG, 2001; BISWAS et al., 2012; SKROVANKOVA, et al., 2015). 

No entanto, ainda é inédito na literatura um estudo que determine as melhores condições de 

extração do cranberry em pó, ou trabalhos que investiguem a atividade 

fotoprotetora/fotoquimioprotetora deste fruto. Desta forma, este estudo tem como objetivo 

gerar resultados científicos sobre a otimização da extração dos compostos fenólicos do 

cranberry em pó e determinar seu potencial como agente fotoprotetor e/ou fotoquimioprotetor. 

 

II.2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

II.2.1 Estresse oxidativo  

 

Em 1950, estudando respostas adaptativas adrenais, Hans Selye propôs o conceito de 

"estresse" ao identificar, em pacientes acometidos por doenças, um conjunto de sintomas em 

comum, traduzindo um esforço de adaptação por parte do organismo a fim de resistir a situações 
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que afetam seu equilíbrio interno. Tais sintomas incluíam: falta de apetite, desânimo, fadiga e 

hipertensão arterial.  

Selye, então, conceituou estresse como: “a resposta não específica do corpo a qualquer 

demanda, seja ela causada por, ou resultando, em condições favoráveis ou não favoráveis”. Ele 

denominou esse estado de Síndrome da Adaptação Geral (SAG), a qual possui três fases 

distintas, identificadas hoje como (i) alarme ou alerta; (ii) resistência e, (iii) exaustão (SELYE, 

1950; SZABO; TACHE; SOMOGGYI, 2012). Cerca de 20 anos mais tarde, o autor sumarizou 

a ideia do estresse, da resposta ao estresse e da homeostasia como sendo um equilíbrio interno 

dinâmico, um conceito que se tornou altamente útil para a fisiologia e patologia geral, 

associando o estresse ao desenvolvimento de doenças. Hoje sabemos que os processos redox 

são os maiores responsáveis pelas situações de estresse, culminando no surgimento de doença 

(BREITENBACH E  ECKL, 2015). 

O termo estresse oxidativo foi descrito pela primeira vez em 1970, quando a sentença 

"células foram submetidas ao estresse oxidativo" foi utilizada para relatar a adição de H2O2 a 

eritrócitos (PANIKER; SRIVASTAVA; BEUTLER, 1970). No entanto, o termo só foi 

conceituado em 1985, no livro intitulado “Estresse oxidativo como um distúrbio no balanço do 

sistema pró-oxidante /antioxidante em favor do primeiro” (tradução livre) (SIES, 1985).  

De maneira geral, os radicais livres constituem um grupo de moléculas que contem um 

ou mais elétrons desemparelhados no orbital externo, apresentando alta instabilidade e 

reatividade química (BIRBEN et al., 2012; SÁNCHEZ, 2017). A geração de radicais livres, 

majoritariamente EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs), é um processo fisiológico 

que ocorre em todos os organismos aeróbicos e desempenha importantes funções biológicas. 

Quando produzidos em quantidades adequadas, agem como mediadores para a transferência de 

elétrons nas mais diversas reações bioquímicas, possibilitando a geração de trifosfato de 

adenosina através da cadeia transportadora de elétrons; fertilização do óvulo; ativação de genes 

e participação de mecanismos de defesa durante o processo de infecção, porém, a produção 

excessiva pode causar danos ao organismo, resultado do acúmulo de lesões moleculares 

provocadas pela ação de radicais livres nos componentes celulares ao longo da vida, que 

conduzem à perda de funcionalidade e à doenças, podendo levar à morte (RAHMAN, 2007; 

VASCONCELOS et al., 2007; RAHAL et al,, 2014; POKORSKI, 2015).  

Apesar dos radicais livres existirem em abundância na natureza, aqueles que adquiriram 

maior importância devido à sua elevada toxicidade biológica são as EROs, tais como o ânion 

superóxido (O2•
-), o radical hidroxila (HO) e o oxigênio singlete (1O2) (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2007; KRYSTON, et al., 2011;). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Breitenbach%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26117854
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eckl%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26117854
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Além das EROs e ERNs, existem, ainda, outros compostos altamente reativos como as 

derivadas de enxofre (ERS), de Cloro (ERCl), de carbono (ERC) e metais de transição [M n+)]  

que têm também um papel importante na gênese das lesões celulares e teciduais. A 

característica comum a todas estas espécies é a potencialidade para reagir com outros 

compostos gerando radicais livres. Tendo em conta esta característica, são frequentemente 

designadas de EROs, incluindo na mesma categoria os radicais livres de oxigênio e outras 

moléculas altamente reativas, sem elétrons desemparelhados, mas que são potencialmente 

geradoras de radicais livres (APRIOKU, 2013; PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMI, 

2015). 

A reação de um radical livre com outra molécula produz um radical livre diferente, que 

pode ser mais ou menos reativo do que a espécie original. Este processo tende a repetir-se 

continuamente terminando, apenas, quando a extremidade radical que contém o elétron 

desemparelhado formar uma ligação covalente com o elétron desemparelhado de outro radical. 

Assim, se os radicais primários produzidos não forem desativados imediatamente por enzimas 

ou moléculas antioxidantes, provocam danos às macromoléculas biológicas (VASCONCELOS 

et al., 2007; SÁNCHEZ, 2017)  

A mitocôndria constitui a fonte fisiológica majoritária de EROs. Entre os fatores 

exógenos, potencialmente geradores de radicais livres, destacam-se ainda os xenobióticos, 

metais pesados e, principalmente, RUV (figura II.1) (CADENA, 2004). 

Devido à sua elevada reatividade, as EROs são capazes de modificar a maioria das 

moléculas biológicas. Por exemplo, a reação do radical HO• com outras moléculas biológicas é 

altamente lesiva para a estrutura e funcionalidade celular, sendo responsável por danos nas 

moléculas de DNA, ao reagir com as bases purínicas e pirimídicas, por danos nas proteínas e 

por destruição das membranas, fruto da sua reação com os ácidos graxos insaturados, 

propagando uma série de reações de peroxidação lipídica, conforme discutido no capítulo I, 

item 2.5 (SILVA e COUTINHO, 2010; APRIOKU, 2013; VALKO, 2016).  
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Figura II.1. Fontes e respostas celulares às EROs e ERNs, derivados de Enxofre (ERS), de Cloro (ERCl), de 

carbono (ERC) e metais de transição [(M n+)] (VASCONCELOS et al., 2007). 

 

Embora as células possuam um mecanismo natural de defesa antioxidante para 

neutralizar radicais livres, o qual inclui sistemas enzimáticos e não-enzimáticos (tabela II.1), 

estes podem ser rapidamente esgotados, ocasionando uma alteração fisiológica no equilíbrio 

entre agentes oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros, culminando em um estado 

denominado estresse oxidativo. O desequilíbrio entre essas duas frações pode potencialmente 

causar danos celulares a nível molecular (KATALANIC, et al., 2006; KRYSTON et al., 2011).  
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Tabela II.1. Principais antioxidantes endógenos e seus efeitos (CHEN; HU; WANG, 2010; KRYSTON et al., 

2011). 

Antioxidantes Enzimáticos Principais Efeitos 

Superoxido Dismutase (SOD) 
Converte o ânion superóxido em espécies menos 

reativas, H2O2 e O2 

Glutationa Peroxidase (GPK) Reduz H2O2 à H2O e O2 

Catalase (CAT) Reduz H2O2 à H2O e O2 

Antioxidantes Não-Enzimáticos Principais Efeitos 

α-Tocoferol (Vitamina E) 

Reduz os níveis de transcrição da matiz 

metaloproteinase; inibe a formação de dímeros de 

bases nucleotídicas, retardando os processos de 

decomposição e mutação, protege membranas 

biológicas contra peroxidação lipídica 

Ácido Ascórbico (Vitamina C) 
Neutralização de radicais livres nos 

compartimentos aquosos da pele. 

Carotenoides Responsáveis pela remoção de 1O2  

Glutationa Reduzida (GSH) 
Promove detoxificação de H2O2 e prevenção da 

peroxidação lipídica 

 

II.2.2 Planejamento experimental e função de desejabilidade 

 

O planejamento fatorial completo, um termo amplamente empregado em química 

analítica, visa melhorar o desempenho de um sistema, processo ou produto, a fim de se obter 

condições que produzam a melhor resposta possível. Tradicionalmente, é realizado 

monitorando a influência de um fator isolado sobre a resposta experimental. Enquanto apenas 

um parâmetro é alterado, os demais são mantidos a um nível constante (BEZERRA et al., 2008). 

Dessa maneira, inclui-se em cada ensaio todas as combinações possíveis entre os diferentes 

fatores, sendo representado pela notação exponencial (xn), onde x representa o número de níveis, 

e n, a quantidade de fatores. No entanto, a maior desvantagem dessa técnica consiste no fato de 

não considerar as interações entre as variáveis estudadas. Outro inconveniente do planejamento 

fatorial completo é o número de experimentos necessários para se obter a resposta, exigindo 

prazo mais extenso para conclusão dos mesmos, bem como, um consumo elevado de materiais 

e reagentes (COLLINS, et al., 2009; JAKI e VASILEIOU, 2017). 

Para superar estes problemas, métodos fatoriais fracionários têm sido empregados na 

otimização de procedimentos analíticos. Entre estes, encontra-se a metodologia de superfície 

de resposta (MSR), a qual se baseia em uma coleção de técnicas matemáticas e estatísticas 

fundamentadas no ajuste de uma equação polinomial dos dados experimentais, que devem 

descrever o comportamento de um conjunto de respostas com o objetivo de fazer previsões 
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estatísticas (WANI et al., 2012). Pode ser aplicada, principalmente, quando um grande número 

de fatores está envolvido e a relação completa de todos os fatores que afetam as respostas é 

desconhecida; reduzindo o número de ensaios sem que haja perda de informações significativas 

para o estudo. Assim, é possível otimizar as condições de processo,  maximizando  rendimentos, 

minimizando   custos,   ou   mesmo   conduzindo   o   processo  à  obtenção  de  um  produto  

com  as especificações  desejadas,  obtendo resultados com altos índices de confiabilidade 

(BEZERRA et al., 2008). Em planejamentos fatoriais fracionários, para verificar a 

reprodutibilidade do processo, é fundamental conduzir ao menos uma triplicata da condição no 

ponto central.  

Sendo assim, diferença básica entre uma equação de superfície de resposta e a equação 

para um planejamento fatorial é a adição dos termos quadráticos que permitem modelar 

curvatura na resposta, o que as torna úteis para: (i) entender ou mapear uma região de uma 

superfície de resposta; (ii) encontrar os níveis de variáveis que otimizam uma resposta e (iii) 

selecionar as condições operacionais que atendam às especificações (BRADLEY, 2007). 

Previamente à aplicação da MSR, é necessário selecionar um desenho experimental que 

defina quais experimentos devem ser realizados na região de estudo. Existem dois tipos 

principais de arranjos: o design Box-Behnken (DBB) e o arranjo central composto (ACC). O 

ACC pode ser um experimento fatorial composto ou fracionado, com pontos centrais, 

ampliados com um grupo de pontos axiais que permitem estimar curvas (figura II.2). São úteis 

especialmente para experimentos sequenciais (LENTH, 2009). 

 

 

Figura II.2. Desenho experimental de um planejamento do tipo ACC. 

 

O DBB é um projeto quadrático independente, pois não incorpora experimento 

fracionado ou completo (ÇORUH; ELEVLI; GEYIKÇI, 2012). Este design é caracterizado por 

um conjunto de pontos situados no ponto médio de cada aresta de um cubo multidimensional e 

com réplicas no ponto central; e requer 3 níveis de cada fator, como apresentado na figura II.3 

(WANG et al., 2012).  
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O planejamento Box-Behnken apresenta diversas vantagens, entre elas: (i) permite 

identificar interações entre os fatores; (ii) determina quais fatores exercem maior influência 

sobre as respostas analisadas (iii) a execução de experimentos é reduzida, portanto, menos 

dispendiosa e (iv) possibilita uma estimativa eficiente dos coeficientes de primeira e de segunda 

ordem (FERREIRA et al., 2007; YU; HE, 2017). No entanto, como eles não têm um 

experimento fatorial incorporado, não são adequados a experimentos sequenciais. 

 

 

Figura II.3. Planejamento do tipo Box-Behnken e distribuição dos níveis e fatores. 

 

Um sistema complexo que possui inúmeras respostas pode ser otimizado aplicando a 

técnica da função de desejabilidade; em que cada função resposta predita, yi (i= 1, 2...r) é 

convertida em uma função de desejabilidade di = h(yi), 0 ≤ di ≤1, que, quanto mais próxima de 

1 for a função, mais desejável será a resposta (figura II.4) (CHO e PARK, 2006).  

 

 

Figura II.4. Função de desejabilidade. 

 

  



Capítulo II - Otimização do processo de extração de compostos fenólicos antioxidantes do cranberry (Vaccinium macrocarpon A.)  |  70 

II.2.3 Cranberry 

 

O cranberry americano é uma planta nativa da América do Norte, pertencente à família 

Ericaceae e ao gênero Vaccinium macrocarpon Ainton (figura II.5) (FONSECA et al., 2007). 

No Brasil, esta fruta é conhecida como: oxicoco, uva-do-monte ou mirtilo-vermelho. A 

planta do cranberry é lenhosa e perene, apresentando de 15 a 25 cm de altura, com aspecto 

emaranhado e rasteiro, formando um “colchão” de ramos e galhos ao nível do solo. Os frutos 

são uma baga de cor vermelha quando maduros, com diâmetro de 1 a 2 cm. Seu interior é oco, 

um fator que favorece a colheita por flotação (FONSECA et al., 2007). 

 

 

Figura II.5. Vaccinium macrocarpon A.(cranberry) 

 

É uma fonte particularmente rica de polifenois, associados a propriedades antibacterianas, 

antivirais, antimutagênicas, anticancerígenas, antitumorigênicas, antiangiogênicas, anti-

inflamatórias e antioxidantes, in vitro (McKAY e BLUMBERG, 2007; CÔTÉ et al., 2010; DEL 

RIO etal., 2013). In vivo, modelos animais revelam que os extratos de cranberry podem reduzir os 

níveis de proteína C-reativa (XIAO e SHI, 2003) e interleucinas pró-inflamatórias, além de 

aumentar a síntese de NO (KIM et al., 2011); inibir a enzima conversora da angiotensina, a 

angiotensina II e o receptor do tipo 1 da angiotensina II (YOUNG et al., 2011); bem como, suprimir 

infecção causada por Helicobacter pylori (XIAO e SHI, 2003). Ademais, melhora a capacidade de 

resposta das células β-pancreáticas à glicose (ZHU et al., 2012).  

Estudos clínicos mostram que os polifenois do cranberry podem reduzir o colesterol LDL 

e o colesterol total (LEE et al., 2008), elevar o índice de colesterol HDL; melhorar a função 

endotelial (DOHADWALA et al., 2011; FLAMMER et al., 2013), promover a capacidade 

antioxidante plasmática (RUEL et al., 2005; DUTHIE et al., 2006; VINSON et al., 2008) e proteger 

contra infecções do trato urinário (WANG et al., 2012; VASILEIOU et al., 2013). 

O cranberry possui uma rica e complexa composição fitoquímica, particularmente 

flavan-3-ols - um tipo de proantocianidinas (PACs). Os flavan-3-ols estão presentes como 
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monômeros, oligômeros e polímeros. Os oligômeros e polímeros, também descritos como 

PACs ou taninos condensados, representam aproximadamente 85% do total de flavan-3-ols 

(GU et al., 2004; WHITE; HOWARD; PRIOR, 2011). 

Os PACs do cranberry compreendem um grupo heterogêneo de estruturas químicas, 

caracterizadas pelas suas unidades constitutivas, tipos de ligação e grau de polimerização. A 

epicatequina é a unidade constitutiva predominante dos PACs, e é encontrada no cranberry sob 

ambas as formas de ligações, sendo as mais comuns do tipo A (4β → 8 ou 2β → O → 7) e as menos 

comuns, do tipo B (4β → 8) (figura II.6). PACs com ligações do tipo A representam 51-91% do 

total de PACs no cranberry (SUN et al., 2015). A distinção entre ligações do tipo A e B é 

importante, uma vez que essa diferença pode influenciar as propriedades biológicas do fruto. Os 

PACs com ligações do tipo A exibem significativa atividade inibitória in vitro contra a adesão 

bacteriana às células epiteliais, o que não é observado para os PACs com ligações do tipo B 

(POLEWSKI et al., 2016). Muitos alimentos vegetais, como uva e maçã, contém quantidades 

elevadas de PACs, no entanto, apenas o cranberry apresenta grande concentração de PACs com 

ligações do A. Uma quantidade de 100 g de cranberry fruta, fornece aproximadamente 419 ± 75 

mg de flavan-3-ols totais (GU et al., 2004; JUNGFER et al., 2012).  

 

 

Figura II.6. Compostos bioativos do cranberry (adaptado de CÔTÉ et al., 2010). 
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Outros flavonoides presentes no cranberry também apresentam propriedades 

preventivas do estresse oxidativo e podem desempenhar um papel importante na 

quimioprevenção, como as antocianinas; flavonóis, ácidos benzoico e cinâmico e seus 

derivados e terpenos (figura II.6). Todos estes componentes podem atuar de modo 

complementar ou sinérgico na quimioprevenção, uma vez que já demonstraram possuir 

atividades antinflamatórias e/ou antiproliferativas. Os possíveis mecanismos de ação contra a 

carcinogênese que estão apoiados por evidências in vitro incluem a indução da apoptose celular 

e redução metástase, como resultado as inibição das MMP, redução da expressão e atividade da 

ornitina descarboxilase, atividades antioxidantes que podem reduzir o estresse oxidativo e, 

inibição de processos inflamatórios, incluindo a atividade da COX-2 (XIAOJUN et al., 2002; 

MUKHERJEE; BANDYOPADHYAY; KUNDU, 2014;SKROVANKOVA et al., 2015; 

STEJNBORN et al., 2017). 

 

II.2 OBJETIVOS 

 

Otimizar os parâmetros relativos ao processo de extração do pó de cranberry, bem como 

avaliar a capacidade fotoporotetora e antioxidante in vitro do extrato obtido. 

 

II.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

II.3.1 Material botânico 

 

O material vegetal seco - cranberry (Vaccinium macrocarpon) desidratado e cominuído 

(tamis com abertura de malha de 100 mesh) foi adquirido da empresa Verdenutri®/SP. 

 

II.3.2 Determinação do melhor solvente extrator 

 

A primeira etapa do processo de otimização da extração dos compostos fenólicos do 

cranberry teve como objetivo determinar o melhor solvente extrator. Amostras de 10g de 

cranberry em pó foram submetidas à extração em soxhlet com quatro solventes diferentes: 

etanol (50% e 80%); metanol (50% e 80%); acetona (100%) e acetato de etila (100%) em 

tempos de 2h e 5h, perfazendo um total de 12 experimentos, conforme demonstrado na tabela 

II.2.  
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Tabela II.2. Planejamento experimental para a escolha do melhor solvente para extração. 

Experimento Solvente Proporção Tempo (horas) 

1 Etanol 50% 2 

2 Etanol 50% 5 

3 Etanol 80% 2 

4 Etanol 80% 5 

5 Metanol 50% 2 

6 Metanol 50% 5 

7 Metanol 80% 2 

8 Metanol 80% 5 

9 Acetona 100% 2 

10 Acetona 100% 5 

11 Acetato de Etila 100% 2 

12 Acetato de Etila 100% 5 

 

Após a filtração a vácuo, os extratos fluidos foram avaliados pelos seguintes parâmetros: 

(i) medida do teor de sólidos totais (TST); (ii) teor de polifenois totais (TPT) e, (iii) atividade 

redutora do radical DPPH• (CI50), de acordo com metodologias descritas a seguir nos itens 

II.3.3; II.3.4 e II.3.5.  

 

II.3.3 Determinação do teor de sólidos totais 

 

A determinação do teor de sólidos solúveis totais foi realizada para os extratos fluidos 

em balança de luz infravermelha HB43, Mettler Toledo®. Alíquotas de exatamente 1mL de cada 

extrato foram aplicadas sobre um suporte de alumínio previamente tarado e a massa inicial foi 

registrada. Em seguida, a amostra foi submetida à desidratação por luz infravermelha a uma 

temperatura de 105ºC até que a massa ficasse constante. As análises foram realizadas em 

triplicata (SIQUEIRA et al., 2011).  

 

II.3.4 Determinação do teor de polifenois totais 

 

A determinação do teor de polifenóis totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu 

(FC), baseado na redução do reagente FC em meio alcalino (pH 10), ajustado com Na2CO3 a 

10%. O resultado desta redução é a formação de um complexo tungstênio-molibdênio de 

coloração azul com intensa absorção próxima a 760 nm. Em tubos de ensaio foram adicionados 
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100 µL das amostras ou ácido gálico; 400 µL de água deionizada; 500 µL do reagente FC e 500 

µL de solução de Na2CO3 (10%). Os tubos foram homogeneizados, vedados com papel filme e 

mantidos ao abrigo de luz durante 1 hora a 25ºC. Após este período, foram realizadas as leituras 

das amostras e do branco (mistura todos os reagentes, exceto a amostra) a 760 nm em 

espectrofotômetro Hitashi U2001. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados 

expressos em equivalente de ácido gálico (SOUZA et al., 2008).  

 

II.3.5 Determinação da atividade redutora do DPPH• 

 

A atividade antioxidante dos extratos fluidos foi determinada pela diminuição da 

absorvância da solução de 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH●) de acordo com o método 

descrito por Blois (1958). Em tubos de ensaio, foram adicionados 500 µL de tampão acetato de 

sódio (0,1M) pH 5,5, 500 µL de álcool etílico (95%), 25 μL de amostra e 250 μL de solução 

alcoólica de DPPH● (200 μM). O controle positivo não continha a amostra e o branco foi 

constituído de 500 µL de tampão acetato 0,1 M pH 5,5 e 750 µL de etanol. Depois de 15 minutos 

a leitura foi realizada a 517 nm em espectrofotômetro Hitaschi U2001. A variação da 

absorvância, proporcionada pelas amostras do extrato, foi comparada à absorvância do controle 

positivo (apenas DPPH●), que corresponde à absorvância máxima (100%). 

 

II.3.6 Estudo de otimização do processo de extração do cranberry em pó por maceração 

dinâmica 

 

Após a determinação do melhor solvente extrator, a otimização do processo extrativo foi 

conduzida empregando o método de maceração dinâmica. As condições experimentais eleitas para 

análise foram: (i) tempo de extração; (ii) proporção planta:solvente; (iii) temperatura e (iv) 

velocidade de agitação, segundo desenho experimental do tipo Box-Behnken (4 fatores e 3 níveis), 

totalizando 27 experimentos. A tabela II.3 apresenta os fatores escolhidos e os níveis selecionados 

na forma codificada: -1 (nível baixo); 0 (nível intermediário) e 1 (nível alto) e também seus valores 

reais. Foi realizada uma triplicata no ponto central. A escolha da melhor condição de extração foi 

feita através de uma ferramenta estatística de otimização, a função de desejabilidade, com o auxílio 

do software Minitab® 15 (Lead Technologies Inc.). Durante o planejamento, cada ensaio foi 

realizado de forma aleatória com o objetivo de evitar que fatores indesejáveis contaminassem os 

efeitos investigados. 
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Tabela II.3 Parâmetros avaliados no estudo de otimização de extração do cranberry em pó por maceração 

dinâmica. 

Bloco 
Tempo de extração 

Proporção planta: 

solvente 

Velocidade de 

agitação 
Temperatura 

Codificado Horas Codificado (p/p) Codificado RPM Codificado °C 

1 -1 1 -1 2 0 200 0 45 

1 1 5 -1 2 0 200 0 45 

1 -1 1 1 10 0 200 0 45 

1 1 5 1 10 0 200 0 45 

1 0 3 0 6 -1 80 -1 25 

1 0 3 0 6 1 320 -1 25 

1 0 3 0 6 -1 80 1 65 

1 0 3 0 6 1 320 1 65 

1 0 3 0 6 0 200 0 45 

2 -1 1 0 6 0 200 -1 25 

2 1 5 0 6 0 200 -1 25 

2 -1 1 0 6 0 200 1 65 

2 1 5 0 6 0 200 1 65 

2 0 3 -1 2 -1 80 0 45 

2 0 3 1 10 -1 80 0 45 

2 0 3 -1 2 1 320 0 45 

2 0 3 1 10 1 320 0 45 

2 0 3 0 6 0 200 0 45 

3 0 3 -1 2 0 200 -1 25 

3 0 3 1 10 0 200 -1 25 

3 0 3 -1 2 0 200 1 65 

3 0 3 1 10 0 200 1 65 

3 -1 1 0 6 -1 80 0 45 

3 1 5 0 6 -1 80 0 45 

3 -1 1 0 6 1 320 0 45 

3 1 5 0 6 1 320 0 45 

3 0 3 0 6 0 200 0 45 

 

II.3.7 Avaliação da atividade antioxidante do extrato in vitro  

 

O potencial antioxidante in vitro do extrato otimizado foi avaliado por métodos que 

simulam a formação de EROs.  
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II.3.7.1 Medida da atividade doadora de íons  H+ ao radical DPPH 

 

A medida da atividade doadora de íons H+ ao radical DPPH foi realizada conforme 

descrito no item II.3.5, empregando concentrações do extrato otimizado que variaram de 50 

µg/mL a 500 µg/mL. 

 

II.3.7.2 Determinação da inibição da quimioluminescência gerada no sistema 

xantina/XOD/luminol  

 

A avaliação da atividade sequestradora do radical superóxido foi realizada conforme 

descrito por Girotti e colaboradores (2000). Em tubos de ensaio, foram adicionados 400 μL de 

EDTA (1 mM) em tampão glicina (0,1 M) pH 9,4; 150 μL de xantina (6 mM); 10 μL de amostra 

teste e 10 μL da solução de luminol (0,6 mM). A reação foi iniciada com a adição de 100 μL 

de solução recém preparada de xantina-oxidase (20 U/mL) mantida resfriada no gelo. A medida 

da quimioluminescência foi realizada em luminômetro Autolumat LB 953 a 25ºC. A 

porcentagem de inibição da quimioluminescência foi calculada pela medida ASC, como 

descrito no item II.3.7. 

 

II.3.7.3 Determinação da atividade inibidora da peroxidação lipídica 

 

A determinação da inibição da peroxidação lipídica (IPL) foi realizada de acordo com 

HAZZIT et al. (2009), com modificações. Brevemente, foi preparada uma emulsão (10%) com 

gema de ovo em tampão fosfato 20 mM (pH 7,4). Em seguida, 1 mL desse homogenato foi 

sonicado com 100 uL do extrato em diferentes concentrações (µg/mL) em metanol. A 

peroxidação lipídica foi induzida adicionando-se ao homogenato 100 µL de solução de sulfato 

de ferro (0,07 M). A reação foi realizada durante 30 minutos a 37°C. Após, 500 uL das amostras 

foram centrifugadas com 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) (15%). Posteriormente, uma 

alíquota de 500 µL do sobrenadante foi misturada com 500 µL de ácido tiobarbitúrico (TBA) a 

0,67%. A mistura foi aquecida a 95°C durante 30 minutos. Após o resfriamento, as absorvâncias 

foram determinadas a 532 nm em espectrofotômetro Hitaschi U-2001. A porcentagem de 

inibição da peroxidação lipídica foi determinada comparando os resultados dos compostos 

testes com o controle (amostra não tratada com extrato (A0)), através da equação II.1. 
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II.3.8 Avaliação do extrato otimizado de cranberry em cultura de células              

 

II.3.8.1 Linhagem e cultivo celular  

 

As células de fibroblastos da linhagem L929, adquiridas do Banco de Células do Rio de 

Janeiro (BCRJ), foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco´s modified Eagle´s medium 

(DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina (100 U/mL), estreptomicina 

(0,1 mg/mL) e anfotericina B (0,25 μg/mL); e incubadas a 37ºC com 5 % de CO2. As células 

foram periodicamente subcultivadas (a cada 3-5 dias) utilizando-se tripsina 0,25 % para 

promover a desagregação celular.  

 

II.3.8.2 Avaliação da citotoxicidade do extrato de cranberry  

 

As células da linhagem L929 foram semeadas em placas de 96 poços a uma densidade 

de 1 x 105 células/poço e incubadas em estufa a 37ºC com 5 % de CO2 e, 24 horas depois, foi 

realizado o tratamento com extrato dissolvido em etanol 80% nas concentrações de 4,0 µg/mL 

a 1000 µg/mL em meio não suplementado com SBF. Vinte e quatro horas após o tratamento, 

foram adicionados 180 µL de meio completo e 20 µL de solução aquosa de resazurina (Sigma-

Aldrich, EUA) a 0,01% em cada poço, resultando num volume total de 200 µL. A microplaca 

foi incubada a 37ºC por 4 horas. A fluorescência foi determinada em fluorímetro de placa 

(BioTek Synergy 2 - multi-mode microplate reader, BioTek Instruments Inc., EUA), com 

excitação de 540 nm e emissão de 590 nm (KUETE et al., 2013). A viabilidade celular foi 

expressa em porcentagem de células viáveis em relação ao grupo controle sem tratamento.   

 

II.3.8.3 Determinação da atividade inibidora da peroxidação lipídica em cultura de células 

 

Células da linhagem L929 foram semeadas em microplacas de 6 poços a uma densidade 

de 8x105 células/poço e incubadas em estufa a 37ºC com 5 % de CO2 e, 24 h depois, foi 

realizado o tratamento com extrato até uma concentração final 100 µg/mL em cada poço. Vinte 

e quatro horas após o tratamento, o meio de cultivo foi descartado, os poços foram lavados com 

solução salina 0,9 % e, foi adicionado em cada poço 2 mL de tampão de Hank. As placas foram 

expostas à radiação UVB (10 J/cm2) em simulador solar (Bio-Espectra 3; Vilber Lourmat 

Marne-La-Vallée, França).  
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Após a irradiação, as células foram desprendidas da microplaca por raspagem utilizando 

um suporte plástico (cell scraper, TPP®) obtendo-se assim, uma suspensão celular. Dessa 

suspensão, 900 µL foram recolhidos em eppendorfs contendo 90 µL de  BHT (2% em etanol 

p/v) e congelados a -20°C até a realização do experimento. O volume restante de suspensão foi 

armazenado para a determinação de proteínas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).  

As suspensões celulares foram descongelados e transferidos para tubos de ensaio 

adicionados de 1 mL de uma solução 0,375% (p/v) de TBA em 0,25 M de ácido clorídrico, 

contendo 15% de TCA (p/v). A mistura foi aquecida a 80°C por 15 min. e resfriada em gelo. A 

seguir, 2 mL de n-butanol foram acrescentados à mistura para extração do complexo MDA-

TBA formado. Após agitação e centrifugação da mistura, a fase orgânica foi coletada e a leitura 

realizada por espectrofotometria de fluorescência, com excitação de 515 nm e emissão de 550 

nm (MORLIERE et al., 1991). Os resultados foram expressos em nM MDA/pg de proteína e a 

curva padrão foi construída empregando tetraetoxipropano, que quantitativamente libera o 

aduto malondialdeído-ácido tiobarbitúrico nas condições do experimento. Cada determinação 

foi realizada em triplicata. 

 

II.3.8.4 Avaliação da fotoestabilidade do extrato de cranberry 

 

Foi preparada uma solução hidroalcoólica (80%) do extrato de cranberry a uma 

concentração de 0,5 mg/mL. Em seguida, a solução foi submetida à análise espectrofotométrica 

na faixa espectral de 280-400 nm para obtenção do perfil de absorção do extrato não irradiado. 

Posteriormente, a solução foi transferida para duas placas de petri. Uma foi exposta à RUVA e 

a outra, à RUVB, ambas foram irradiadas durante um período de 2h. Após, as soluções 

irradiadas foram analisadas novamente em espectrofotômetro. Os espectros de absorção das 

amostra não irradiada e irradiada com luz UVA e UVB foram comparados.  

 

II.3.8.5 Determinação da capacidade fotoprotetora do extrato de cranberry 

 

Os fibroblastos L929 foram semeados em microplacas de 6 poços com confluência de 

8x105 células/poço e incubados em estufa a 37ºC com 5% de CO2. Após 12 horas, as 

microplacas tiveram o meio substituído por 1,5 mL de tampão de Hank e foram cobertas por 

uma placa de quartzo, sobre as quais foram aplicadas as amostras: formulação contendo 2% do 

extrato otimizado de cranberry (tabela II.4); formulação placebo e protetor solar comercial 

(FPS 15) a uma concentração de 2 mg/cm2 (COLIPA, 2011). O conjunto microplaca/placa de 
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quartzo foi exposto à radiação UVB, a uma dose de 10 J/cm2. Foi realizado o controle, com a 

exposição das linhagens celulares à radiação UVB sem a aplicação de fotoprotetor ou 

formulação contendo extrato sobre a placa de quartzo (controle irradiado) (FIGUEIREDO et 

al., 2014). Após a exposição das células à radiação UVB, foi determinada a viabilidade celular 

conforme item II.3.8.2. 

 

Tabela II.4. Composição da emulsão semi-sólida obtida. 

 Componente % (p/p) 

 Fenoxietanol 0,5 

Fase 1 Propilenoglicol 2,0 

 Água deionizada Q.s.p. 

 Aristoflex 2,0 

 Polawax 12,0 

Fase 2 Álcool cetílico 5,0 

 Glicerina bi destilada 2,0 

 Extrato seco de cranberry 2,0 

 

II.3.8.6 Determinação in vitro do FPS 

 

Foi realizada a determinação do FPS sendo empregado o método de Mansur (1986). 

para o extrato otimizado e para o protetor solar da marca A com FPS 15 descrito na embalagem. 

Uma solução de 0,2 mg/mL do extrato e do fotoprotetor em etanol foi submetida à análise 

espectrofotométrica de 290 a 320 nm, com intervalo de 5 nm. O valor de FPS é calculado através 

da equação I.2 (capítulo I, item 2.9). 

 

II.3.9 Análise estatística dos resultados 

 

A análise estatística dos resultados foi realizada através do programa de estatística 

GraphPad Prism® (versão 5.01, 2007). Os resultados foram expressos pela medida ± erro padrão, 

comparando os diferentes grupos de acordo com o método de análise de variância ANOVA e 

Bonferroni. Foram consideradas diferenças significativas os valores de p < 0,05. 
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II.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

II.4.1 Estudo para determinação do melhor solvente extrato do pó de cranberry 

 

As extrações foram realizadas utilizando quatro solventes diferentes: etanol (50% e 

80%); metanol (50% e 80%); acetona (100%) e acetato de etila (100%) com tempos de extração 

de 2 e 5 horas, empregando soxhlet, com o intuito de determinar o melhor solvente extrator 

para os compostos fenólicos do cranberry em pó. Os extratos fluidos obtidos desse estudo foram 

analisados quanto à atividade redutora do DPPH•, expressa em termos de CI50 (mg/mL); ao teor 

de sólidos totais (TST % p/p) e polifenois totais (TPT mg/g de extrato), conforme apresentados 

na tabela II.4. 

 

Tabela II.5 Caracterização dos extratos fluidos de cranberry obtidos por soxhlet. 

Experimento Solvente 

Teor 

Solvente 

(% v/v) 

Tempo 

(h) 

CI50  

(mg/mL) 

TST  

(% p/p) 

TPT 

(mg/g) 

1 Etanol 50 2 0,127±0,003 4,36±0,13* 315,7±2,9* 

2 Etanol 50 5 0,115±0,003* 4,5±0,16 336,1±9,9 

3 Etanol 80 2 0,140±0,02 4,73±0,07 395±4,0 

4 Etanol 80 5 0,120±0,013 4,68±0,14 338,6±2,8 

5 Metanol 50 2 0,120±0,011 4,74±0,43 406,3±0,9** 

6 Metanol 50 5 0,120±0,011 4,84±0,34 385,1±1,6 

7 Metanol 80 2 0,150±0,004** 5,02±0,12** 393,8±7,3 

8 Metanol 80 5 0,125±0,013 4,73±0,03 388,1±2,6 

9 Ac. de etila 100 2 - - - 

10 Ac. de etila 100 5 - - - 

11 Acetona 100 2 - - - 

12 Acetona 100 5 - - - 

(**) Valores máximos e (*) valores mínimos obtidos para as respostas analisadas. 

 

A análise da tabela II.4 evidencia que na extração contínua com soxhlet, o teor de 

sólidos totais variou de 4,36% ± 0,13, utilizando como solvente o etanol 50%, no tempo de 

extração de 2 h, a 5,02% ± 0,12, com metanol 80% e tempo de extração de 2h; não havendo 

diferença estatística significante entre todos os valores obtidos, sugerindo que ambos os 
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solventes etanol (50 e 80%) e metanol (50 e 80%) resultam em concentrações semelhantes 

de sólidos solúveis, independente dos tempos de extração empregados nesta etapa do 

estudo. Nas amostras em que se utilizou os solventes acetato de etila e acetona (solventes 

de menores polaridades), não foram detectados sólidos solúveis ou compostos fenólicos, 

não sendo possível determinar a atividade antioxidante. Estes resultados estão de acordo 

com outros autores que sugerem que solventes com alta polaridade, como a água, e solventes 

com polaridade muito baixas, ou apolares, como hexano ou diclorometano, não são bons 

extratores (LIU et al., 2000). 

Estudos prévios demonstram uma possível correlação entre o teor de polifenois totais e 

propriedades antioxidantes de extratos vegetais, destacando a importância desta análise 

(ZUJKO, 2005; IVANOVA, 2005; KISELOVA et al., 2006; ALMAJANO, 2008; MURILLO; 

BRITTON; DURANT, 2012; GONÇALVES et al., 2017). O teor de polifenois totais foi 

determinado através da equação obtida pela curva padrão de ácido gálico: y=0,0063x – 0,0023 

(r=0,999), onde x representa a concentração de polifenois e y, a absorvância obtida. O teor de 

polifenois variou de 315,7 ± 2,9 mg/g para o solvente etanol 50% com 2h de extração, a 406,3 

± 0,9 mg/g, com metanol 50% e 2h de extração, havendo diferença significante entre os valores 

obtidos. No entanto, foi observado que não há diferença significante entre solventes com a 

mesma proporção de água e tempos de extração distintos (etanol 50% com 2 e 5h de extração; 

etanol 80% 2 e 5h de extração; metanol 50% 2 e 5h de extração; metanol 80% 2 e 5h de 

extração), indicando que o tempo de extração empregado nestes testes não influenciou na 

concentração de compostos fenólicos nos extratos fluidos obtidos. Ressalta-se também que a 

extração com etanol a 80% (2 e 5h) não apresentou diferença significante em relação ao valor 

máximo de polifenois obtidos com o solvente metanol 50% (2 ou 5h). A redução da proporção 

de água no etanol de 50% para 20%, proporcionou um meio moderadamente polar, contribuindo 

para a extração de compostos fenólicos em nível semelhante ao metanol 50%, uma vez que a 

polaridade do solvente exerce grande influência na qualidade da extração, devendo este ser o 

mais seletivo possível (MIGLIATO et al., 2011). 

A atividade antioxidante dos extratos fluidos obtidos foi determinada através da 

capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estável DPPH•, 

expressa em CI50. Na tabela II.3 nota-se que os solventes empregados (exceto acetato de etila e 

acetona) e os tempos de extração não afetaram a atividade antioxidante, que variou de 0,115 ± 

0,03 mg/mL (etanol 50%, 2h de extração) a 0,150 ± 0,04 mg/mL (metanol 80% 5h de extração), 

não sendo observada diferença significante entre todos os valores de CI50 obtidos. 
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Com base nos dados obtidos nesta primeira etapa do processo de otimização da extração 

do cranberry, evidenciando que não houve diferença significante entre os solventes metanol 

(50% e 80%) e etanol (50% e 80%) quanto à análise de sólidos totais e atividade antioxidante 

(CI50) e, em relação ao teor de polifenois totais os solventes metanol 50% e etanol 80% 

resultaram em concentrações estatisticamente semelhantes entre si; o solvente etanol 80% foi 

selecionado para a próxima fase do estudo de otimização das condições de extração do 

cranberry em razão de seu baixo potencial tóxico quando comparado ao metanol, classificados 

pela Farmacopeia Americana (USP) em relação ao grau de risco tóxico em classe 3 e classe 2, 

respectivamente (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2007).  

 

II.4.2 Estudo de otimização do processo de extração do cranberry em pó por maceração 

dinâmica 

 

A metodologia de superfície de resposta (MSR) é uma técnica matemática e estatística, 

que pode ser usada para estudar e otimizar sistemas multivariáveis, pois permite encontrar a 

verdadeira relação entre a resposta e o conjunto de variáveis independentes (MAJEED, 2015).  

Neste estudo quatro variáveis operacionais: (i) tempo de extração; (ii) proporção planta: 

solvente; (iii) temperatura e (iv) velocidade de agitação em três níveis (baixo, médio e alto), 

foram otimizadas para obter o máximo rendimento do extrato e a maior atividade antioxidante 

usando MRS e empregando etanol 80% como solvente extrator. A tabela II.5 apresenta os 

resultados obtidos a partir da análise dos extratos fluidos quanto à atividade redutora do DPPH•, 

expressada em termos de CI50 (mg/mL); ao teor de sólidos totais (TST % p/p) e polifenois totais 

(TPT mg/g de extrato). 
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Tabela II.6 Teor de polifenois totais, sólidos totais e CI50 dos diferentes extratos fluidos de cranberry obtidos.  

 Fatores Respostas 

Experimento Tempo 

(h) 

Proporção 

planta:solvente 

(p/p) 

Velocidade 

de 

agitação 

(RPM) 

Temperatura 

(°C) 

TPT (mg/g) CI50 

(mg/mL) 

TST (%) 

1 1 2 200 45 432,2 

±0,21** 

0,141 20,31±0,2 

2 5 2 200 45 432,1±0,09 0,126±0,04 21,42±0,03** 

3 1 10 200 45 366,8±3,91 0,110±0,03 5,01±0,1 

4 5 10 200 45 388,8±2,08 0,126±0,03 5,69±0,4 

5 3 6 80 25 417,9±1,58 0,159±0,1 7,34±0,2 

6 3 6 320 25 424,7±0,66 0,113±0,002 7,73±0,01 

7 3 6 80 65 426,1±0,45 0,101±0,015 8,26±0,3 

8 3 6 300 65 424,7±1,03 0,104±0,03 8,57±0,2 

9 3 6 200 45 423,8±0,93 0,145±0,018 7,93±0,04 

10 1 6 200 25 424,7±0,14 0,177±0,03** 7,76±0,1 

11 3 6 200 25 417,8±1,81 0,145±0,02 7,55±0,06 

12 1 6 200 65 425,3±1,61 0,172±0,02 7,82±0,5 

13 5 6 200 65 413±1,44 0,122±0,024 8,02±0,1 

14 3 2 80 45 429,2±2,82 0,111±0,021 19±0,3 

15 3 10 80 45 337,1±10,8 0,113±0,016 5,24±0,1 

16 3 2 300 45 429±0,05 0,148±0,035 19,53±0,02 

17 3 10 300 45 309,8±8,19 0,073±0,013* 4,77±0,01* 

18 3 6 200 45 412,1±4,63 0,138±0,017 7,7±0,4 

19 3 2 200 25 429±0,14 0,181±0,05 18,96±0,2 

20 3 10 200 25 266,8±4,5* 0,112±0,01 4,92±0,03 

21 3 2 200 65 427,9±0,47 0,162±0,035 20,72±0,05 

22 3 10 200 65 304,6±14,2 0,103±0,02 4,98±0,4 

23 1 6 80 45 406,6±1,15 0,163±0,03 7,98±0,4 

24 5 6 80 45 412±0,71 0,104±0,02 8,13±0,2 

25 1 6 300 45 396,1±3,77 0,135±0,016 7,96±0,01 

26 3 6 300 45 382,6±14,7 0,122±0,03 7,76±0,65 

27 3 6 200 45 419,5±3,28 0,141±0,02 7,79±0,1 

(**) Valores máximos e (*) valores mínimos obtidos para as respostas analisada 

 

A análise da tabela II.6 mostra que o TPT foi influenciado pela proporção 

planta:solvente (S/D), graficamente demonstrado na figura II.7 A e II.7 B, sugerindo que quanto 

menor a proporção de planta:solvente, maior será o TPT. 
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Tabela II.7. Fatores significativos (p≤0,05) que influenciam o processo de extração de acordo com os parâmetros 

(respostas) analisados.  

Extração por Maceração 

Respostas Fatores p ≤ 0,05 

TPT S/D: p = 0,019 

CI50 S/D: p=0,007/ATEMP: p=0,05 

TST S/D: p=0,000/AT: p= 0,039 

S/D: proporção planta:solvente; ATEMP: 

temperatura (°C); AT: tempo de extração (h) 

 

 

Figura II.7. Superfície de resposta para o teor de polifenois totais (TPT) em função da (A) proporção 

planta:solvente (S/D) e tempo e (B) temperatura e S/D. 

 

A CI50 foi influenciada pela proporção planta:solvente e temperatura (tabela II.5, figura II.8). 

Analisando a figura II.8 A, os menores valores para o CI50 são obtidos quando, simultaneamente a 

proporção planta:solvente e temperatura são aumentadas. A Figura II.8 B mostra o efeito da 

contribuição do tempo e da proporção planta:solvente e suas interações no teor de sólidos totais.  
 

 

Figura II.8. Superfície de resposta para a CI50 em função da (A) proporção planta:solvente (S/D) e temperatura, 

e (B) teor de sólidos totais em função do S/D e tempo.  

Neste estudo, o objetivo da otimização foi encontrar as condições que resultem no máximo 

teor de polifenois e sólidos totais e em mínima CI50 para o processo de extração do pó de cranberry 
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por maceração dinâmica. O software gerou ótimo tempo de extração, proporção planta:solvente, 

velocidade de agitação e temperatura como sendo 5 h, 1:2, 80 RPM e 45°C, respectivamente. 

Experimentos em triplicata foram realizados sob as condições otimizadas e os resultados foram 

comparados com os valores preditos, sendo similares, conforme apresentado na tabela II.7. 

 

Tabela II.8. Comparação entre os valores preditos e experimentais para as condições ótimas determinadas.  

 Condições ótimas para maceração  

 Tempo (h) S/D (p/p) Vel. agit.  (RPM) Temperatura (°C) 

 5 1:2 80 45 

 Função de Desejabilidade 

 TPT (mg/g) CI50 (mg/mL) TST (%) 

Valor predito 433,08 0,100 19,87 

Valor experimental 418,3±1,78 0,109±0,006 21,8±1,09 

 

II.4.3 Avaliação da atividade antioxidante do extrato in vitro 

 

II.4.3.1 Medida da atividade doadora de íons H+ ao radical DPPH 

 

O DPPH•, (1,1-difenil-2-picrilhidrazila), é caracterizado como um radical estável (figura 

II.9 A), com pico de absorção em 517 nm. Em presença de substâncias antioxidantes, a 

molécula de DPPH• é convertida em sua forma reduzida, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (figua 

II.9 B), com perda da coloração violeta característica e aparecimento de uma cor residual 

amarela devido à presença do grupo picril, indicando o potencial antioxidante da substância 

testada (BLOIS, 1958; MOLYNEUX, 2004). Um parâmetro bastante utilizado para a 

interpretação dos resultados obtidos é a CI50, definida como a concentração de substrato que 

causa 50 % de perda da atividade de DPPH• (coloração). (BLOIS, 1958). 

 

 

Figura II.9. (A) radical difenilpicrilhidrazila e (B) molécula difenilpicrilhidrazina. 

No presente estudo, o potencial antioxidante do extrato otimizado de cranberry em 

diferentes concentrações foi avaliado. A concentração necessária para reduzir a atividade inicial 
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do DPPH• em 50% (CI50) sob condições experimentais específicas foi calculado e, o resultado 

é apresentado na figura II.10. O extrato de cranberry otimizado reduziu o DPPH• de maneira 

concentração-dependente, com valor de CI50 de 136,7 ±6,8 µg/mL (corresponde a Log CI50 = 

2,136 µg/mL).  

 

 

Figura II.10. Medida da atividade redutora do radical DPPH• pelo extrato de otimizado de cranberry. Resultado 

representa média±DP, n=9. 

 

Huang et al. (2012) investigaram a atividade antioxidante três frutos pertencentes, assim 

como o cranberry, à classe das berries, também chamada de "a classe das superfrutas", 

considerada um fonte particularmente rica de antioxidantes naturais (VVEDENSKAYA; 

VORSA, 2004). Os autores encontraram, no o ensaio de DPPH•, valores de CI50 de 810 µg/mL; 

420 µg/mL e 440 µg/mL para o morango, blueberry e blacberry, respectivamente, sugerindo 

maior potencial antioxidante do extrato de cranberry.  

A presença de flavonoides geralmente fornece alta atividade antioxidante em virtude da 

presença de duplas ligações existentes nos anéis benzênicos e a dupla ligação da função oxo (-

C=O) de algumas moléculas de flavonoides, de modo que a estrutura química, posição e arranjo 

dos grupos hidroxila desta classe de polifenois influenciam a atividade antioxidante. Uma alta 

atividade sequestradora de radicais livres é exibida por substâncias que possuem em sua 

estrutura a fração orto  3', 4'-dihidroxi no anel B (quercetina e catequina), a fração 5', 7'- 

dihidroxi no anel A (canferol), bem como dupla ligação entre as posições 2 e 3 combinadas 

com o grupo carboxílico na posição 4 do anel C (LOGANAYAKI; SIDDHURAJU; MANIAN, 

2013). Dessa forma, foi previamente demonstrado que nenhuma substância isoladamente é 

capaz de reagir com todos os tipos de radicais livres (KONDO et al. 2000; RICE-EVANS et al. 

1996), ressaltando-se assim a importância da utilização de extratos vegetais brutos, que são 

compostos por uma variedade de substâncias, apresentando efeito sinérgico.  
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Embora o método de DPPH• seja amplamente utilizado para avaliar a atividade 

antioxidante de extratos vegetais, não é o melhor método para a determinação de compostos 

antioxidantes, uma vez que o DPPH•, espécie radicalar centrada no nitrogênio, não está presente 

nos sistemas biológicos e a maioria dos radicais envolvidos na deterioração oxidativa são EROs 

(HUANG; OU; PRIOR, 2005). Já os radicais peroxila e alcoxila, envolvidos na peroxidação 

lipídica, e o ânion superóxido, radical que tem sua presença exacerbada relacionada a alguns 

tipos de câncer (PIETTA, 2000), são importantes EROs geradas no processo de estresse 

oxidativo. Assim, os extratos também foram avaliados quanto à capacidade de inibir a 

peroxidação lipídica e de sequestrar EROs geradas nos sistemas xantina/XOD/luminol.      

 

II.4.3.2 Determinação da inibição da quimioluminescência gerada no sistema 

xantina/XOD/luminol  

 

O extrato otimizado de cranberry apresentou atividade inibidora do sistema 

xantina/XOD/luminol de maneira dependente da concentração, variando de aproximadamente 

22 a 96% (em concentrações de 0,0145 a 7,5 µg/mL no meio reacional), com CI50 de 0,202 ± 

0,032 µg/mL (corresponde a Log de CI50 de -0,694), como demonstrado na figura II.11.  

 

 

Figura II.11. Medida da inibição da quimioluminescência gerada no sistema xantina/XOD/luminol. Os resultados 

representam média de três determinações ± DP. 

 

Dados apresentados na literatura por nosso grupo de pesquisa, empregando a mesma 

metodologia para o ensaio xantina/XOD/luminol, indicam um CI50 de 11,3 µg/mL para a 

quercetina, um conhecido flavonoide utilizado como composto de referência em razão de seu 

alto poder antioxidante (FONSECA et al., 2010). Esta evidência sugere que o extrato de 

cranberry possui uma elevada capacidade de sequestro do radical superóxido (O2
•-), que, neste 
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ensaio, é um produto da reação entre xantina e xantina oxidase (XOD) em presença de O2 

(figura II.12).  

 

 

Figura II.12. Representação esquemática da reação de quimioluminescência gerada no sistema 

xantina/XOD/luminol para determinação de atividade antioxidante. 

 

EROs são produzidas normalmente pelo organismo como produto do metabolismo no 

processo de respiração celular, como também são geradas pela exposição não protegida da pele 

à radiação UV, que fotossensibiliza cromóforos endógenos, tais como porfirinas, riboflavinas, 

bases nucleotídicas, aminoácidos e seus derivados (ácido urocânico, por exemplo), originando 

radicais livres (WONDRAK, 2005).  

O ânion radical superóxido (O2
•-) em especial aparece como um radical livre pró-

inflamatório que provoca danos às células endoteliais promovendo aumento da permeabilidade 

microvascular e contribui para a migração de neutrófilos para focos inflamatórios, como 

também desempenha papel importante na patogênese de doenças cardiovasculares, incluindo 

hipertensão e aterosclerose. O radical superóxido pode ainda ser dismutado em espécies mais 

agressivas como o radical hidroxila (HO●), formado a partir da interação do O2
•- com íons de 

ferro ou cobre livres; como também pode ser combinado com óxido nítrico (NO, do inglês 

Nitric Oxide) e produzir peroxinitrito (ONOO-), alterando assim a biodisponibilidade de NO 

(AFONSO et al., 2007; FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011). 

Dessa forma, o resultado apresentado com este ensaio in vitro fornece indícios acerca 

da elevada atividade do extrato de cranberry no sequestro de radicais superóxidos, sugerindo 

uma possível alternativa ao combate desta espécie reativa extremamente danosa para o 

organismo humano. 
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II.4.3.3 Determinação da atividade inibidora da peroxidação lipídica 

 

A peroxidação lipídica foi avaliada pelo método colorimétrico de quantificação do 

TBARS, um ensaio bastante empregado para determinar a peroxidação de lipídeos de 

membranas e em sistemas biológicos. Baseia-se na reação estequiométrica 2:1 do TBA com o 

MDA gerado durante a incubação do substrato lipídico com um agente indutor de peroxidação. 

A reação resulta em um cromóforo rosa, cuja leitura é realizada em espectrofotômetro a 532 

nm (Figura II.13).  

 

 

Figura II.13. Representação esquemática da indução da peroxidação lipídica in vitro. 

 

Os resultados obtidos mostram que o extrato apresentou uma CI50 de 32,6 ± 5,8  µg/mL 

(corresponde a Log de CI50 de 1,51), como mostra a figura II.14, sugerindo que o extrato de 

cranberry exerceu um efeito antioxidante bastante significativo contra os radicais peroxilas 

induzidos pelo Fe2+, protegendo os lipídeos da oxidação de maneira concentração dependente, 

variando de aproximadamente 45 a 80% (e concentrações de 7,1 µg/mL a 114 µg/mL no meio 

reacional).  

 

 

Figura II.14. Medida da Inibição da peroxidação lipídica induzida por Fe2+. Os resultados representam a média 

de três determinações ± DP. p<0,05. 
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II.4.4 Avaliação do extrato otimizado de cranberry em cultura de células 

 

II.4.4.1 Citotoxicidade em fibroblastos de camundongo L929 

 

A atividade citotóxica in vitro do extrato de cranberry otimizado foi avaliada pelo ensaio 

com resazurina em fibroblastos de camundongos da linhagem L929.  

A resazurina é um indicador fluorescente redox capaz de determinar a atividade 

metabólica celular. Células metabolicamente ativas mantém a habilidade de reduzir a resazurina 

(forma oxidada), de coloração azul e não fluorescente, a resorufina, altamente fluorescente 

(Figura II.15). Células não viáveis perdem rapidamente a capacidade metabólica, sendo 

impossível reduzir o indicador, e assim, não geram sinal fluorescente (WANG et al, 2014).  

Portanto, a quantidade de resorufina produzida é proporcional ao número de células viáveis, 

e pode ser quantificada utilizando um fluorímetro de microplaca com excitação/emissão de 540 

nm/590 nm (RISS et al., 2013). 

 

 

Figura II.15. Representação esquemática da redução metabólica da resazurina a resofurina. Figura adaptada de 

<www.promega.com.br> e WANG et al. (2014). 

 

A curva resposta foi construída num intervalo de concentração de 3,9 µg/mL a 1000 

µg/mL. Como apresentado na figura II.16, após 24 h de tratamento, com concentrações até 

250 µg/mL do extrato de cranberry não provocou perda significante da viabilidade celular 

em relação ao controle do solvente. Foi observada aproximadamente 20% de morte celular 

na concentração de 500 µg/mL e 82% de morte para a concentração de 1000 µg/mL. A CI50 

calculada foi de 641,3 µg/mL. 
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Figura II.16. Medida da viabilidade celular de fibroblastos L929 tratados por 24h com concentrações crescentes 

do extrato otimizado de cranberry. ** p<0,05 em relação ao controle solvente; *** p<0,01 em relação ao controle 

solvente pelo teste de variância ANOVA, seguida de Bonferroni, com p<0,05. 

 

II.4.4.2 Determinação da atividade inibidora da peroxidação lipídica em L929 

 

A peroxidação lipídica em células L929 irradiadas com luz UVB foi determinada 

utilizando o ensaio de TBA. Tendo como base as concentrações de extrato que não causam 

danos às células L929 observadas no ensaio de citotoxicidade, para a avaliação da atividade 

fotoquimiopreventiva frente à peroxidação lipídica induzida pela radiação UVB, os fibroblastos 

de camundongos foram pré-tratados com uma concentração do extrato otimizado de cranberry 

de 100 µg/mL. 

Os radicais livres e o estresse oxidativo induzidos pela radiação UV são fortemente 

relacionados com a peroxidação lipídica das membranas celulares e com o aumento dos níveis 

de MDA, um biomarcador da peroxidação lipídica. O aumento de MDA tem sido associado a 

eventos prejudiciais na membrana celular, tais como a perda de fluidez, a inativação de enzimas, 

o aumento da permeabilidade da membrana a íons, e, finalmente, a ruptura da membrana, que 

conduz à liberação de organelas celulares (SONG; GAO; XU, 2014).  

Sob as condições experimentais, houve um aumento expressivo da peroxidação lipídica 

nas células irradiadas não tratadas em comparação às células do grupo controle não irradiado 

(0,178 – 3,36 nM MDA/µg proteína). Como ilustrado na figura II.17, a quantidade de MDA foi 

significativamente reduzida pelo pré-tratamento com extrato otimizado de cranberry, em 

relação ao controle irradiado (41% de redução). Além disso, foi observado que não houve 

diferença significante entre o controle não irradiado não tratado para o grupo tratado com 100 

µg de extrato e irradiado. A capacidade do extrato otimizado de cranberry em reduzir a 
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peroxidação lipídica, pode ser resultado de sua elevada atividade antioxidante preventiva, que 

elimina os radicais iniciadores da peroxidação. 

 

 

Figura II.17. Medida da geração de peróxidos lipídicos (expressa em quantidade de malondialdeído formado) 

pelos fibroblastos L929 tratados com 100 µg/mL de extrato otimizado de cranberry e submetidos à uma única dose 

de radiação UVB (10 J/cm2). Os resultados representam a média de três determinações. Letras diferentes foram 

estatisticamente diferentes pelo teste de variância ANOVA, seguida de Bonferroni, com p<0,05. 

 

II.4.4.3 Espectro de absorção UV/Vis e avaliação da fotoestabilidade do extrato de 

cranberry 

 

A figura II.18 apresenta o espectro de absorção da solução hidroalcóolica (80%) 

extrato otimizado de cranberry (0,5 mg/mL), que apresentou um pico de absorção em 

280 nm, semelhante ao PABA, um dos filtros solares mais utilizados em formulações 

fotoprotetoras, que possui ʎ máx. em 283 nm (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).  

 

 

Figura II.18. Espectro de absorção do extrato de cranberry em etanol 80%, 0,5 mg/mL. 

 

A figura II.19 A e B mostra os espectro de absorção obtido após irradiação do extrato 

com luz UVA e UVB durante 2h.  
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Figura II.19. Espectro de absorção das soluções hidroalcoólicas do extrato de cranberry (0,5 mg/mL) irradiadas 

durante 2h com luz UVA (A) e luz UVB (B). 

 

A ASC do extrato não irradiado foi de 216,1 (figura II.18); ao passo que as áreas sob a 

curva obtidas para os extratos irradiados por 2h com luz UVA foi de 202,2 e UVB, 189,3, 

(figura II.19), representando uma perda de 6,43% e 12,4% após a exposição às radiações UVA 

e UVB, respectivamente. Este resultado sugere uma fotoestabilidade do extrato de cranberry 

quando comparado a filtros solares comumente utilizados em formulações fotoprotetoras. De 

fato, salicilato de octila, metoxinamato de ocitla e benzofenona 3, presentes em 

aproximadamente 75% dos protetores solares disponíveis no mercado, demonstram perder sua 

capacidade absortiva na região UVA e UVB dentro de 60-90 minutos de exposição, diminuindo 

sua eficiência fotoprotetora (HOJEROVÁ; MEDOVCÍKOVÁ; MIKULA, 2011).   

 

II.4.4.4 Determinação da atividade fotoprotetora em L929 

 

A figura II.20 mostra que o protetor solar comercial (FPS 15) protegeu as células contra 

a redução da viabilidade, de maneira estatisticamente significante em relação ao controle 

irradiado, promovendo um aumento de 29,3% das células viáveis.  

A formulação contendo 2% do extrato otimizado de cranberry, foi capaz de absorver a 

radiação UVB e proteger a viabilidade dos fibroblastos em 10,7%, com diferença significante 

em relação ao controle irradiado (CI) e ao branco. No entanto, a formulação contendo 2% de 

extrato otimizado do cranberry não apresentou eficácia absorvedora da radiação semelhante ao 

protetor comercial (FPS 15), o que já era esperado, uma vez que produtos fotoprotetores 

comerciais são formulados com misturas complexas de filtros solares orgânicos e inorgânicos, 

promovendo um efeito fotoprotetor sinérgico, de forma a propiciar uma proteção mais eficiente 

(SERPONE; DONDI; ALBINI, 2007) e, neste estudo, o extrato otimizado de cranberry foi 
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incorporado em uma formulação gel-creme relativamente simples, como único ingrediente 

ativo presente. Portanto, o resultado observado é bastante promissor e revela grande potencial 

no emprego do extrato de cranberry em formulações fotoprotetoras. 

 

 

Figura II.20. Viabilidade de fibroblastos protegidos ou não por fotoprotetor comercial (FPS 15); por formulação 

contendo 2% de extrato otimizado de cranberry ou pelo branco (formulação sem adição de extrato). CNI: controle 

não irradiado; CI: controle irradiado. Os resultados representam a média de três determinações. Letras diferentes 

foram estatisticamente diferentes pelo teste de variância ANOVA, seguida de Bonferroni, com p<0,05. 

 

II.4.4.5 Determinação in vitro do FPS 

 

A tabela II.8 resume os valores de FPS determinados para cada amostra. Como 

esperado, o valor FPS in vitro para o extrato cranberry foi de 12,92 ± 0,16. Quando 2 % de 

extrato otimizado de cranberry foi adicionado à formulação de gel creme, o valor do FPS foi 

de 8,04 ± 0,08. 

 

Tabela II.9. Valores de FPS obtidos empregando a metodologia de Mansur. 

Amostra FPS 

Protetor solar com FPS 15 descrito na embalagem 16,08 ± 0,03 

Formulação contendo 2% do extrato otimizado 8,04 ± 0,08 

Formulação placebo 1,4 ± 0,05 

Extrato otimizado 12,92 ± 0,16 

 

O resultado obtido mostrou a capacidade do extrato em absorver a radiação UV e, 

portanto, provou o potencial de proteção contra a RUV. Além disso, o extrato isolado  também 

mostrou-se estável quando exposto à irradiação UVB e UVA (figura II.19 A e B). 
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 Esta atividade mostrou a utilidade profilática do cranberry em uma formulação 

fotoprotetora, representando uma alternativa mais segura para filtros solares orgânicos, uma 

vez que alguns filtros mais utilizados são prejudiciais à saúde.  

 

II.5 CONCLUSÕES 

 

A radiação UV é o principal fator de risco causador do câncer de pele em humanos. 

Diversos estudos in vitro e in vivo demonstram que o emprego de substâncias antioxidantes de 

origem natural, tais como extratos brutos de plantas com propriedades antioxidantes, reduz os 

danos à pele induzidos pela radiação UV. Os resultados apresentados neste trabalho, 

demonstram que o estudo da otimização de parâmetros relativos ao processo de extração do 

cranberry foi satisfatório, permitindo a obtenção de um extrato rico em compostos fenólicos. 

Na avaliação da citotoxicidade em cultura de células da linhagem L929, foi demonstrado 

que o extrato apresenta baixo ou nenhum potencial citotóxico. 

O extrato otimizado de cranberry mostrou-se eficaz em sequestrar radicais livres, 

apresentando um elevado potencial antioxidante ao inibir satisfatoriamente a 

quimioluminescência gerada no sistema xantina/XOD/luminol; a peroxidação lipídica 

empregando gema de ovo como substrato lipídico; bem como reduzir danos induzidos pela 

radiação UVB a nível celular em fibroblastos de camundongos da linhagem L929, prevenindo 

a peroxidação lipídica nas células.  

Sob RUVA e UVB, o extrato demonstrou ser fotoestável, sendo uma característica 

indispensável filtros solares. 

Além disso, o extrato, quando incorporado a uma formulação gel-creme, apresentou 

elevado potencial fotoprotetor, protegendo células da linhagem L929 da morte celular induzida 

pela radiação UVB.  

Estes dados são de extrema relevância, pois fornecem informações inéditas acerca do 

potencial fotoprotetor e antioxidante do extrato de cranberry.  
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