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RESUMO 

KAWAKAMI, C. M. Avaliação da segurança e eficácia de formulações fotoprotetoras 
associadas a carreadores lipídicos nanoestruturados contendo quercetina (CLN-QT). 
2019. 100f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto  
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 

Atualmente, sabe-se que a aplicação regular de filtros solares constitui umas das principais 
medidas na prevenção dos danos induzidos pela radiação ultravioleta (UV). No entanto, o uso 
de associações fotoinstáveis pode reduzir a eficácia fotoprotetora e levar à formação de 
intermediários reativos, os quais podem apresentar potencial em causar fotoirritação, 
fotoalergia e fotogenotoxicidade na pele. Além disso, tem-se observado uma tendência na 
adição de substâncias antioxidantes aos filtros solares convencionais, a fim de prevenir os danos 
oxidativos mediados pelas espécies reativas do oxigênio (EROs), sendo que a quercetina (QT) 
é uma opção interessante. No entanto, sua limitada absorção cutânea pode levar à falta de 
eficácia como agente fotoprotetor, o que leva a necessidade da utilização de sistemas de 
liberação, a fim de melhorar sua penetração na pele. Portanto, este trabalho teve como objetivo 
avaliar a segurança e eficácia de formulações fotoprotetoras associadas a carreadores lipídicos 
nanoestruturados contendo quercetina (CLN-QT) em cultura celular, em modelo de pele 
humana reconstituída e em humanos. Primeiramente, quatro formulações fotoprotetoras (F1, 
F2, F3 e F4), contendo diferentes associações dos filtros solares dietilamino hidroxibenzoil 
hexil benzoato (DHHB), metoxicinamato de etilexila (MTX), avobenzona (AVO) e 
bemotrizinol (BMTZ), foram submetidas aos estudos de fotoestabilidade, fotorreatividade, 
geração de EROs (por meio da sonda DCFH2-DA), fototoxicidade em cultura de fibroblastos 
3T3 e fotogenotoxicidade, por meio do ensaio do cometa. Uma vez que a associação A2 
(contendo DHHB e MTX) apresentou melhores resultados quanto à fotoestabilidade e 
fotorreatividade em relação às associações A1 (contendo MTX, AVO) e A3 (contendo MTX, 
AVO e 3% BMTZ) ela foi associada aos CLN-QT e estudos posteriores foram realizados. Além 
disso, a associação A2 não aumentou os níveis de EROs intracelular após irradiação UVA e 
também não foi considerada fototóxica. No presente estudo foi observado que a inclusão de 
ensaios biológicos complementares ao estudo de fotoestabilidade forneceu informações mais 
relevantes e completas em relação ao ensaio de fotodegradação realizado de forma isolada para 
a seleção da associação mais adequada. Além disso, houve correlação entre a produção de EROs 
intracelular e fotorreatividade, portanto, sugerimos a inclusão desse ensaio na estratégia de 
avaliação da fotoestabilidade. Os resultados do estudo de avaliação da segurança e eficácia dos 
CLN-QT associados aos filtros solares demonstraram que os mesmos não apresentaram 
citotoxicidade em queratinócitos humanos primários e não foram considerados fototóxicos no 
modelo de pele humana reconstituída. Além disso, os CLN-QT associados aos filtros solares, 
apesar de não terem alterado o FPS (fator de proteção solar) em humanos (proteção contra 
eritema), reduziram significativamente a geração de EROs intracelular induzidos pela 
irradiação UVA (cerca de 30%) em relação aos filtros solares isolados e desta forma, 
complementaram a eficácia dos fotoprotetores   
 
Palavras-chave: Fotoestabilidade, fototoxicidade, filtros solares, antioxidantes, quercetina, 
carreadores lipídicos nanoestruturados, pele humana reconstituída  
 
 
 



ABSTRACT 

KAWAKAMI, C. M. Safety and efficacy assessment of photoprotective formulations 
containing quercetin in nanostructured lipid carriers (CLN-QT). 2019. 100f. Thesis 
(Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto  Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 

Nowadays it is well known that the regular application of UV filters is one of the main strategies 
in the prevention of damage induced by ultraviolet radiation (UV). However, the use of 
photounstable combinations can reduce photoprotective efficacy and lead to the formation of 
reactive intermediates, which may have potential to cause photoirritation, photoallergy and 
photogenotoxicity on the skin. In addition, there has been a tendency to combine antioxidants 
to conventional UV filters in order to prevent oxidative damage mediated by reactive oxygen 
species (ROS) and quercetin (QT) is an interesting option. However, its limited cutaneous 
absorption can lead to a lack of photoprotective efficacy, which leads to necessity of the use of 
delivery systems in order to improve its penetration into the skin. Therefore, this study aimed 
to evaluate safety and efficacy of photoprotective formulations containing quercetin in 
nanostructured lipid carriers (CLN-QT) in cell culture, reconstructed skin model and humans. 
Firstly, four photoprotective formulations (F1, F2, F3 and F4), containing different 
combinations of diethylamino hydroxybenzoyl hexyl benzoate (DHHB), ethylhexyl 
methoxycinnamate (MTX), avobenzone (AVO) and bemotrizinol (BMTZ) were submitted to 
the studies of photostability, photoreactivity, ROS generation (using DCFH2-DA probe), 
phototoxicity in 3T3 fibroblast culture and photogenotoxicity by comet assay. The combination 
C2 (containing DHHB and MTX) presented better results regarding photostability and 
photoreactivity when compared to combinations C1 (containing MTX and AVO) and C3 
(containing MTX, AVO and 3% BMTZ), so it was combined to CLN-QT and subsequent 
studies were performed. Moreover, combination C2 did not increase intracellular ROS levels 
after UVA irradiation and it was not considered phototoxic. In the present study, it was observed 
that the inclusion of complementary biological assays to the photostability study provided more 
relevant results when compared to the photostability as a stand-alone assay for the selection of 
the best combination. In addition, it was demonstrated a good correlation between intracellular 
ROS production and photoreactivity, so we suggest the inclusion of intracellular ROS 
production in the photostability evaluation strategy. The safety and efficacy results 
demonstrated that UV filters + CLN-QT did not present cytotoxicity in primary human 
keratinocytes and were not considered phototoxic in reconstructed skin model. The CLN-QT + 
UV filters did not alter SPF (sun protection factor) in humans (protection against erythema), 
however they reduced intracellular ROS generation after UVA irradiation (about 30%), when 
compared to UV filters alone and thus complemented the efficacy of photoprotective 
formulations.  

 
Keywords: Photostability, phototoxicity, UV filters, antioxidants, quercetin, nanostructured 
lipid carriers, reconstructed skin model  
 
 
 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO  
 

 

 

 



Atualmente, sabe-se que a exposição à radiação ultravioleta (UV) é responsável por 

causar diversos danos à pele, tais como eritema, fotoenvelhecimento, imunossupressão e câncer 

(JANSEN et al., 2013; YOUNG et al., 2017). No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA) estimou-se para o ano de 2018, 6.260 novos casos de câncer de pele melanoma e 

165.580 novos casos de não melanoma, o que corresponde cerca de 30% de todos os tumores 

malignos registrados no país (INCA, 2018).  

As radiações responsáveis por causar tais danos à pele correspondem às radiações UVB 

e UVA. A radiação UVB devido ao seu menor comprimento de onda (290-320 nm) é altamente 

energética e capaz de penetrar nas camadas mais superficiais da pele. Por outro lado, a radiação 

UVA apresenta um maior comprimento de onda (320-400 nm) e é capaz de penetrar nas 

camadas mais profundas da pele (DUPONT et al., 2013; NARAYANAN et al., 2010). Dessa 

forma, enquanto a radiação UVB é responsável por causar danos mais superficiais, tais como 

eritema, queimaduras solares e danos diretos no DNA, a radiação UVA atinge a derme e pode 

causar imunossupressão, fotoenvelhecimento e danos indiretos no DNA por meio da formação 

de EROs (VIOUX-CHAGNOLEAU, et al, 2006). 

Nesse sentido, os filtros solares desempenham um papel fundamental na proteção 

contra os danos causados pela radiação UV. Uma formulação fotoprotetora ideal deve 

proporcionar uma proteção uniforme frente às radiações UVB e UVA, propriedades sensoriais 

agradáveis, uma vez que irão influenciar a adesão do consumidor ao produto e fotoestabilidade 

(SOHN, 2016; JANSEN et al., 2013).  

 A fotodegradação dos filtros solares pode resultar na perda da eficácia fotoprotetora, 

por meio da diminuição da capacidade de absorver a radiação UV e também levar à formação 

fotoprodutos reativos e EROs, os quais podem resultar em fotoirritação, fotoalergia e 

fotogenotoxicidade na pele. Portanto, existe uma crescente preocupação acerca da 

fotoestabilidade dos filtros solares (NASH; TANNER, 2014; KOCKLER, 2012; CHATELAIN; 

GABARD, 2001; KARLSSON et al., 2009). Ensaios biológicos devem ser considerados testes 

complementares ao estudo de fotoestabilidade, uma vez que podem demonstrar a relevância da 

fotodegradação e se representam riscos à saúde do consumidor (NASH; TANNER, 2014; 

BENEVENUTO et al., 2015).  

Dentre os filtros solares orgânicos mais utilizados mundialmente, pode-se citar o 

metoxicinamato de etilexila (MTX), que confere alta proteção UVB, no entanto, está sujeito a 

sofrer fotoisomerização cis-trans, que por sua vez pode resultar na redução da absorção UVB 

(SHAATH, 2010). Já a avobenzona (AVO) está entre as poucas moléculas disponíveis capazes 

de absorver a radiação UVA. No entanto, ela pode sofrer reações de tautomerização e 



fragmentação quando exposta à radiação UV, o que pode resultar na perda de sua eficácia 

fotoprotetora e formação de fotoprodutos tóxicos, tais como arilglioxals e benzílicos 

(SHAATH, 2016; KARLSSON et al., 2009). 

Nesse contexto, novas abordagens têm sido utilizadas a fim de melhorar a 

fotoestabilidade dos filtros solares e também desenvolver novos compostos considerados mais 

fotoestáveis e capazes de substituir a avobenzona (SHAATH, 2010). No caso dos 

fotoestabilizadores, eles podem agir por diversos mecanismos tais como, competição pela 

absorção de fótons, transferência de energia dos estados excitados e por meio da atividade 

antioxidante (SHAATH, 2016). 

O bemotrizinol é um filtro solar que confere ampla proteção frente à radiação UV (entre 

290 a 390 nm) e também ajuda a promover a fotoestabilização de alguns filtros solares, como 

a avobenzona (SHAATH, 2010; BENEVENUTO et al., 2015). Já o dietilamino hidroxibenzoil 

hexil benzoato (DHHB) é um filtro solar que foi introduzido no mercado com o propósito de se 

tornar o sucessor da avobenzona, uma vez que possui alto desempenho na região UVA, no 

entanto apresenta elevada fotoestabilidade (LHIAUBET-VALLET et al., 2010; KOCKLER et 

al., 2012; PUGLIA et al., 2014).  

Considerando que os filtros solares convencionais não são completamente eficientes 

em proteger a pele contra os danos da radiação UV e que muitos deles podem levar a geração 

de EROs após reações de fotodegradação, a adição de ingredientes naturais com propriedades 

antioxidantes é uma tendência crescente. Formulações fotoprotetoras constituídas de filtros 

solares e antioxidantes podem apresentar efeitos sinérgicos quando comparados ao uso desses 

componentes de forma isolada e, portanto, promover um aumento da eficácia fotoprotetora 

(KAWAKAMI; GASPAR, 2015; MATSUI, 2016).  

Nesse sentido, o flavonóide quercetina (QT) representa uma alternativa interessante, 

uma vez que apresenta elevada atividade antioxidante, principalmente por meio de sua 

capacidade de sequestrar EROs, inibir a peroxidação lipídica, promover a quelação de íons 

metálicos e a modulação de antioxidantes endógenos (WANG et al., 2016; HATAHET et al., 

2016; LESJAK et al., 2018). Além disso, estudos mostraram que a aplicação tópica da 

quercetina levou a diminuição dos danos oxidativos causados pela radiação UVB e também à 

redução de citocinas inflamatórias, tais como IL-6, IL-8, IL- - (CASAGRANDE et 

al., 2006; VICENTINI et al., 2011).  

 No entanto, considerando sua limitada absorção cutânea, é importante que sejam 

utilizados sistemas de liberação a fim de aumentar sua biodisponibilidade e, consequentemente, 

garantir sua eficácia fotoprotetora (VICENTINI et al., 2008; HATAHET et al., 2018; PIVETTA 



et al., 2019).  Vicentini et al. (2008) demonstraram que a quercetina incorporada em 

microemulsão aumentou a penetração cutânea in vitro em cerca de 20 vezes e inibiu a depleção 

do antioxidante endógeno glutationa (GSH). Outro estudo mostrou que carreadores lipídicos 

nanoestruturados contendo quercetina (CLN-QT) promoveram um aumento da retenção da 

quercetina na derme e epiderme e melhoraram a atividade antioxidante e anti-inflamatória dessa 

substância (CHEN-YU et al., 2012).  

Nosso grupo de pesquisa tem trazido contribuições na área de fotoproteção, uma vez 

que avaliamos a fotoestabilidade de filtros solares, bem como a influência da fotoestabilidade 

na eficácia de fotoprotetores e antioxidantes (KAWAKAMI; GASPAR, 2015; KAWAKAMI 

et al., 2017; FREITAS et al., 2015). No entanto, pela primeira vez, iremos demonstrar um 

estudo detalhado envolvendo o efeito da fotoestabilidade de filtros solares na fotorreatividade, 

produção de EROs intracelular e fotogenotoxicidade.  

Os órgãos regulatórios preconizam a determinação do fator de proteção solar in vivo 

(FPS) e o fator de proteção UVA (FP-UVA) durante o processo de desenvolvimento de 

fotoprotetores (BRASIL, 2012a). No entanto, apesar de adequados, esses parâmetros são 

baseados na avaliação de sinais clínicos, tais como eritema e pigmentação cutânea. Desta forma, 

eles não levam em consideração as lesões causadas em níveis celulares por EROs e produtos 

de fotodegradação, os quais podem conduzir a sensibilização cutânea, dermatites de contato 

alérgica, fotoirritação e fotogenotoxicidade (SCHUCH et al., 2013; 2014; ONOUE et al., 2017).  

No presente estudo, foram desenvolvidas formulações fotoprotetoras contendo 

diferentes associações de filtros solares e em seguida, as mesmas foram submetidas aos estudos 

de fotoestabilidade, fotorreatividade, fototoxicidade, avaliação de EROs intracelular e 

fotogenotoxicidade. Posteriormente, a formulação fotoprotetora considerada mais promissora 

foi adicionada de carreadores lipídicos nanoestruturados contendo quercetina (CLN-QT) e sua 

eficácia e segurança foi avaliada em cultura de células em monocamadas, pele humana 

reconstituída e em humanos.  

Os resultados desse trabalho serão fonte de informação quanto à segurança e à eficácia 

das formulações fotoprotetoras e fornecerão, ainda, informações mais completas quando 

comparadas aos atuais estudos preconizados por agências regulatórias, os quais são apenas 

baseados na avaliação visual do eritema e da pigmentação cutânea.  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÕES 
 
 
 
 
 

 



 A associação de filtros solares A2 apresentou melhores resultados quanto à fotoestabilidade 

e fotorreatividade em relação às associações A1 e A3. Além disso, não aumentou os níveis 

de EROs intracelular após irradiação UVA e também não foi considerada fototóxica. 

Portanto, foi associada aos CLN-QT e submetidos aos estudos posteriores. 

 A inclusão de ensaios biológicos complementares ao estudo de fotoestabilidade forneceu 

informações mais relevantes quando comparado ao ensaio de fotodegradação realizado de 

forma isolada. Além disso, houve correlação entre a produção de EROs intracelular e a 

fotorreatividade, portanto, sugerimos a inclusão desse ensaio na estratégia de avaliação da 

fotoestabilidade/fototoxicidade. 

 Os filtros solares, filtros solares + CLN-QT, CLN-QT, CLN-vazios e QT não foram 

considerados citotóxicos. Os filtros solares + CLN-QT e a QT proporcionaram redução na 

geração de EROs induzidos pela irradiação UVA em relação aos filtros solares isolados. 

 A QT e CLN-QT apresentaram potencial fototóxico no ensaio 3T3 NRU PT, entretanto todas 

as substâncias em estudo foram consideradas não fototóxicas no modelo de pele 

reconstituída. 

 Os resultados de liberação de IL-6 demonstraram que os tratamentos empregados não 

promoveram redução na produção de IL-6, em relação ao controle não tratado (+UV).  

 O estudo de determinação do FPS in vivo demonstrou que as formulações (F1, F2, F3 e F4) 

não apresentaram diferenças em relação aos valores de FPS. 

 Os CLN associados aos filtros solares, apesar de não alterarem o FPS em humanos, 

reduziram significativamente a geração de EROs EROs intracelular induzidos pela 

irradiação UVA (cerca de 30%) em relação aos filtros solares isolados. Desta forma, a 

utilização dos filtros solares + CLN-QT é vantajosa, uma vez que podem proporcionar 

proteção contra os efeitos crônicos induzidos pela radiação UV. 
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