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RESUMO 

 

As alterações que surgem como resultado do fotoenvelhecimento são 

atribuídas á geração contínua das espécies reativas de oxigênio (EROS) pela 

radiação ultravioleta, que provocam injúria tecidual, devido à alta reatividade com 

biomoléculas, principalmente lipídios, proteínas e o DNA. Extratos vegetais 

contêm diversos componentes que apresentam propriedades antioxidantes e 

que podem ser usados para o tratamento do fotoenvelhecimento por meio da 

redução da concentração de EROs no tecido. Já a Fotobiomodulação (FBM) é 

um tratamento baseado na ação exercida pela luz em tecidos, resultando em 

modificações bioenergéticas, bioelétricas e bioquímicas que culminam na 

modulação de diversas funções celulares. O objetivo deste trabalho foi avaliar o 

efeito da FBM com luz LED vermelha associada à extratos naturais com 

diferentes conteúdos polifenólicos, em queratinócitos humanos normais 

submetidos à radiação UVA. Foram avaliados os extratos de camomila e figo, 

FBM 640 ± 12.5nm (1 J/cm2) e radiação UVA 366+10 nm (9 J/cm2). A radiação 

UVA causou redução na viabilidade celular, sendo que a associação de extrato 

0,3% com FBM não foi capaz de recuperar a viabilidade. O tratamento 

combinado foi repetido utilizando os extratos de Camomila e Figo 0,05%, Desta 

forma justamente por não ter sido observada melhora efetiva da viabilidade pela 

associação das terapias, optou-se por compreender os efeitos dos tratamentos, 

avaliando a expressão de mRNA enzimas antioxidantes (catalase) e genes de 

reparo de DNA associados aos diferentes mecanismos de reparo (ERCC2, 

ERCC1, OGG1, BRCA1, DBB1 e TP53). A radiação UVA reduziu a expressão 

da catalase e aumentou a expressão de OGG1, BRCA1e TP53, sem apresentar 

alterações em DBB1, ERCC1 e ERCC2 mostrando que houve ativação dos 

mecanismos de reparo de DNA, especialmente o mecanismo de reparo por 

excisão de bases e recombinação homóloga. O uso combinado dos extratos com 

FBM alterou de forma diferente os genes avaliados, sendo que o extrato de figo 

apresentou efeito protetor atingindo níveis de expressão de mRNA dos diversos 

genes maiores que do grupo exposto ao UVA. 

Palavras-Chave: Envelhecimento cutâneo, Fotoenvelhecimento, Fototerapia, 

LLLT, Extratos vegetais. 



ABSTRACT 

 

The alterations that arise as a result of photoaging are attributed to the 

continuous generation of reactive oxygen species (ROS) by ultraviolet radiation, 

which cause tissue injury due to the high reactivity with biomolecules, mainly 

Lipids, proteins and DNA. Plant extracts contain several components that have 

antioxidant properties and can be used for the treatment of photoaging by 

reducing the concentration of ROS in the tissue. The Photobiomodulation (PBM) 

is a treatment based on the action exerted by light on tissues, resulting in 

bioenergetic, bioelectric and biochemical modifications that culminate in the 

modulation of several cellular functions. The objective of this work was to 

evaluate the effect of PBM with red LED light associated with natural extracts with 

different polyphenolic contents in normal human keratinocytes submitted to UVA 

radiation. The extracts of chamomile and fig, FBM 640±12.5 nm (1 J/cm2) and 

UVA 366±10 nm (9 J/cm2) were evaluated. The UVA radiation caused a 

reduction in cell viability, and the association of extract 0.3% with FBM was not 

able to regain viability. The combined treatment was repeated using the extracts 

of chamomile and fig 0.05%, thus precisely because there was no effective 

improvement of the viability by the Association of Therapies, it was decided to 

understand the effects of the treatments, evaluating the Expression of mRNA 

antioxidant enzymes (catalase) and DNA repair genes associated with different 

repair mechanisms (ERCC2, ERCC1, OGG1, BRCA1, DBB1 and TP53). The 

UVA radiation reduced the expression of catalase and increased the expression 

of OGG1, BRCA1e TP53, without presenting alterations in DBB1, ERCC1 and 

ERCC2 showing that there was activation of the mechanisms of DNA repair, 

especially the mechanism of repair by excision of bases and Homologous 

recombination. The combined use of the extracts with FBM altered differently the 

evaluated genes, and the fig extract had a protective effect reaching levels of 

mRNA expression of the various genes larger than the group exposed to UVA. 

 

Keywords: Skin aging, Photoaging, Phototherapy, LLLT, Natural extracts. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

1.1 Justificativa do Trabalho 

A fotobiomodulação é um tratamento baseado na interação da luz com os 

tecidos estimulando os processos fotofísicos, fotoquímicos e fotobiológicos. 

uma terapia que tem sido estudada em diversas áreas da saúde, e na área da 

estética seus benefícios tem sido pouco a pouco relatados na literatura científica. 

Na área estética, em que muitas tecnologias são utilizadas mesmo sem a 

comprovação científica de sua eficácia e que várias técnicas de tratamento ou 

produtos cosméticos são empregados por profissionais em sua prática clínica, 

poucas são as comprovações dos benefícios destas associações por meio de 

embasamento científico. 

O uso da fotobiomodulação como terapia para retardar os efeitos 

causados pela radiação ultravioleta, em especial, o fotoenvelhecimento tem sido 

amplamente divulgado por profissionais. A racionalidade da associação desta 

técnica com o uso de produtos cosméticos contendo extratos naturais baseia-se 

no fato da fotobiomodulação estimular o metabolismo celular e regeneração 

tecidual, enquanto os extratos naturais atuam como antioxidantes. Apesar disso, 

não existem relatos na literatura que comprovem a eficácia e segurança desta 

associação. 

Diante deste contexto, este grupo de pesquisa optou por estabelecer uma 

metodologia in vitro para avaliar esta associação entre extratos naturais e 

fotobiomodulação no tratamento dos efeitos deletérios da radiação ultravioleta. 

A metodologia foi publicada e este é o primeiro estudo que avalia o efeito da 

associação destas terapias, focando especificamente em enzimas antioxidantes 

e reparo gênico. 

 
1.2 Estrutura e função da pele 

Há mais de 150 anos, a pele foi descrita por Virchow como um envoltório 

corporal com função de revestimento e proteção a órgãos mais complexos 1. A 

pele exerce diversas funções tais como revestimento, controle de temperatura, 

absorção dos raios ultravioleta, eliminação de substâncias, entre outras. É 

considerada o maior órgão do corpo humano, responsável por 15% do peso 
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corporal e tem papel importante na defesa do organismo em face de agressões 

químicas, físicas e microbiológicas. A pele pode ser dividida em camadas: a 

epiderme de origem ectodérmica, que é a camada mais externa; a derme, 

camada endodérmica e a hipoderme, subcutânea, que é formada por tecido 

adiposo 2,3 (Figura 1). 

Figura 1: Esquema da pele humana e suas camadas: epiderme, derme e 

hipoderme. Adaptado.4 

 
 

A epiderme é composta por 5 camadas nas quais os queratinócitos se 

encontram em diferentes estágios de diferenciação: basal, espinhosa, granulosa, 

córnea e lúcida, sendo que esta última se encontra em locais específicos como 

sola dos pés e palma das mãos 5. A renovação da epiderme e a nutrição das 

outras camadas ocorre na camada basal, onde há atividade mitótica. A camada 

espinhosa apresenta extensões citoplasmáticas que se aproximam e mantém as 

células unidas através de junções celulares (desmossomos). Na camada 

granulosa existem grânulos de queratotialina, filamentos de queratina agrupados 

e, além disso, o DNA e as organelas são degradados e a membrana plasmática 

é substituída pelo envelope cornificado. Por fim, a camada córnea é a mais fina 

e superficial, composta pelos queratinócitos diferenciados 5 (Figura 2). 

A derme, devido à presença dos vasos sanguíneos, irriga a epiderme com 

nutrientes e abriga apêndices cutâneos (glândulas sebáceas e sudoríparas, 

folículo piloso e unhas. É constituída por um tecido resistente e elástico que 

proporciona proteção contra agressões mecânicas. Na derme estão presentes 
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células do sistema imunológicas como os mastócitos e os macrófagos, além 

fibroblastos que produzem as proteínas da matriz extracelular (MEC), tais como 

o colágeno, fibras elásticas, fibronectina, glicosaminoglicanos (GAGs) e 

proteoglicanos 2,3. 

A hipoderme é uma camada de tecido conjuntivo frouxo que se localiza 

abaixo da derme. Esta camada contém tecido adiposo em quantidade variável 

dependendo do estado nutricional e da região do corpo. 

Figura 2: Esquema da pele humana: subcamadas da epiderme. A epiderme 
apresenta as camadas: estrato córneo, camada granular, espinhosa e basal, formando a 
superfície da pele. Adaptado 6 

 
 

1.3. Envelhecimento cutâneo 

Assim como os demais órgãos do corpo humano, a pele sofre alterações 

com o processo de envelhecimento. Na verdade, o envelhecimento pode ser 

definido como um conjunto de alterações morfológicas, fisiológicas e 

bioquímicas inevitáveis que ocorre progressivamente no organismo ao longo da 

vida. Essas alterações levam a perda gradativa das funções, aumentando a 

vulnerabilidade ao meio ambiente e diminuindo sua capacidade de 

homeostasia7. O envelhecimento cutâneo é definido pelas alterações da pele 

que podem ocorrer através do tempo (cronológico ou intrínseco) ou ambiental 

(extrínseco). A pele intrinsecamente envelhecida parece mais fina e frouxa com 
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mais rugas aparentes, tornando-se vulnerável à medida que algumas funções 

protetoras diminuem. E na derme as mudanças incluem a diminuição do 

colágeno e fibras elásticas e dilatação dos canais linfáticos. O envelhecimento 

extrínseco é resultado da exposição aos fatores ambientais, principalmente 

radiação ultravioleta (UV) e recebe o nome de fotoenvelhecimento. 

Fotoenvelhecimento aparece em áreas expostas cronicamente ao sol, 

possui características únicas e distintas do envelhecimento normal. As rugas são 

mais profundas e a pele apresenta manchas escuras. Muitos danos causados 

pelo sol ocorrem nas primeiras duas décadas de vida quando a pessoa se expõe 

ao sol, e estes danos são cumulativos ao longo de toda a vida. 

Consequentemente nas áreas mais expostas, como face e pescoço, mais de 

85% das rugas são devidas à exposição ao sol 8. 

As alterações que surgem como resultado do envelhecimento são 

atribuídas à geração contínua das espécies reativas de oxigênio (EROS) 

formadas durante o metabolismo celular oxidativo e devido à exposição à fatores 

ambientais como a radiação UV 7,8. Dos raios UV oriundos do sol, 95% são UVA 

e 5% são UVB, enquanto os raios tipo UVC não atingem a superfície terrestre, 

pois são bloqueados pela camada de ozônio. A classificação da radiação UV é 

definida pelo comprimento de onda, conforme apresentado na Tabela 1. A 

radiação ultravioleta (UV) compreende cerca de 6% do espectro solar e é 

responsável por 90% dos danos causados por ele, podendo-se citar a redução 

na renovação celular, causando a perda da elasticidade da pele, devido ao 

aumento na quantidade das enzimas elastase e da colagenase 9. 

 
Tabela 1: Classificação da radiação Ultravioleta 10. 

 

Classificação Faixa de Comprimento de onda (nm) 

UVA 315-400 

UVB 280-315 

UVC 100-280 

 
 

A formação de EROs na pele é induzida principalmente pela radiação 

UVA, uma vez que a radiação UVB é diretamente absorvida pelas moléculas de 

DNA, gerando danos em DNA que serão posteriormente mencionados. As EROs 
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são naturalmente eliminadas pelo sistema antioxidante, mas a exposição 

prolongada à luz UVA pode resultar em um desbalanço redox 11. A radiação UVB 

atinge principalmente a epiderme enquanto UVA apresenta capacidade de 

penetração na epiderme e na derme. Desse modo, ao atingir a derme, contribui 

significativamente para o dano na pele e efeitos de envelhecimento 12. 

 
 

1.3.1. Estresse oxidativo 

Os radicais livres e espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidos 

naturalmente durante o processo de respiração celular aeróbia, pois uma 

pequena quantidade do oxigênio consumido (2 a 5%) é reduzido, produzindo 

uma variedade de substâncias químicas muito reativas13–15. Em condições 

fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre redução resultando na 

formação de H2O. Durante esse processo são formados intermediários reativos, 

como o ânion radical superóxido (•O2
-), radical hidroperoxila (•HO2) e hidroxila 

(•OH), e peróxido de hidrogênio (H2O2). Normalmente, a redução completa do O2 

ocorre na mitocôndria16 conforme etapas descritas na Figura 3. 

 
 

Figura 3: Redução do oxigênio molecular (O2) na mitocôndria até a formação de 
água (H2O). (Esquema adaptado)17 
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EROs podem provocar danos tecidual devido à alta reatividade com 

biomoléculas, principalmente lipídios e proteínas das membranas celulares e o 

DNA14,18. Desta forma, resulta em disfunções biológicas, sendo que no caso da 

pele a exposição a fatores ambientais, como a radiação ultravioleta, aumenta a 

produção de espécies reativas de oxigênio 13,18. 

A radiação UV causa danos oxidativos na pele como consequência da 

absorção da luz por cromóforos endógenos (tais como DNA, ácido urocânico, 

riboflavina, melanina e seus precursores, entre outros), que desencadeia uma 

cascata de reações químicas diretas ou a produção das espécies reativas de 

oxigênio (EROs) que podem causar danos aos lipídeos, proteínas e DNA 19–21. 

Ao atingir a pele desprotegida, a radiação UV leva ao início de um 

processo fotoquímico, que se inicia com a absorção de luz por uma espécie 

química e resulta na transição de um elétron do estado fundamental para um 

estado excitado, cujo mecanismo pode ser representado por um diagrama de 

Jablonski (Figura 4). Na transição eletrônica, um elétron do orbital molecular 

ocupado de mais alta energia, passa a ocupar, no estado excitado, um orbital 

molecular de mais baixa energia não-ocupado, produzindo uma espécie química 

com características distintas daquelas do estado fundamental. A partir deste 

estado, por meio do cruzamento intersistemas, esta espécie química passa ao 

estado tripleto, no qual pode interagir com o oxigênio de duas maneiras: Reações 

do Tipo I, em que há transferência de elétrons, formando espécies como o radical 

superóxido e hidroxila e reações do Tipo II em que há transferência de energia, 

resultando na formação de oxigênio singlete. Diversas moléculas podem 

absorver a radiação UV na pele e sofrer alterações químicas devido a essa 

absorção. O DNA e uma das principais moléculas que absorve a radiação UV e, 

portanto, pode sofrer mutações que, posteriormente, podem resultar em 

transformações malignas da célula.22,23
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Figura 4: Diagrama de Jablonski. Formação de EROs na pele após a absorção de 
radiação UVA. 

 

As principais EROs formadas na pele distribuem-se em dois grupos, os 

radicalares, como radical hidroxila (•OH), ânion radical superóxido (•O2
-), peroxila 

(ROO•) e alcoxila (RO•); e os não-radicalares, como oxigênio singlete (1O2) e 

peróxido de hidrogênio (H2O2) 14,18. 

 
Ânion Radical superóxido (•O2-) 

 

É formado após a primeira redução do O2 com um elétron. Em condições 

fisiológicas, é gerado principalmente nas mitocôndrias, microssomas e 

peroxissomas. O radical superóxido ocorre em quase todas as células aeróbicas 

e é produzido durante a ativação máxima de neutrófilos, monócitos, macrófagos 

e eosinófilos. É instável, com vida média de milissegundos e, em razão disso, 

dificilmente atravessa membranas. Entretanto, apresenta meia vida mais longa 

do que o radical hidroxila, sendo capaz de reagir com as moléculas por mais 

tempo 16. É instável em meio aquoso e pode sofrer dismutação espontânea ou 

enzimática para produzir peróxido de hidrogênio e oxigênio molecular, apesar de 

ser considerado pouco reativo em soluções aquosas 16. 

É um agente oxidante fraco, incapaz de causar peroxidação lipídica. No 

entanto, o •O2
- pode reduzir o ferro iônico e seus complexos proteicos, podendo 
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causar danos aos aminoácidos ou então causar perda da função proteica. 

Apesar disso, a sua maior toxicidade está na capacidade de produzir outros 

radicais livres ou EROs mais citotóxicos e reativos que ele próprio 16. 

 
Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

Peróxido de hidrogênio é um oxidante relativamente estável e ausente de 

carga, o que facilita a passagem através da bicamada lipídica da membrana 

celular. O peróxido de hidrogênio não é um radical livre, mas um metabólito do 

oxigênio extremamente importante porque participa como intermediário na 

reação que produz o radical hidroxila. Pode ser formado a partir da redução de 

dois elétrons do oxigênio ou a dismutação do superóxido catalisada pela enzima 

superóxido SOD 24. 

Radical hidroxila (•OH) 

 

O radical hidroxila é considerado o radical livre mais reativo em sistemas 

biológicos, pois apresenta alta afinidade por biomoléculas no seu sítio de 

produção, uma vez que possui meia-vida muito curta (< 1 µs)25. É formado a 

partir do peróxido de hidrogênio, em uma reação catalisada por íons metálicos 

(Fe2+ ou Cu+), onde o radical hidroxila é formado pela fissão homóloga da ligação 

O-O da molécula de peróxido de hidrogênio, por meio de sua reação com com o 

íon ferroso (Fe2+), conhecida como reação de Fenton, ou pela interação do H2O2 

peróxido de hidrogênio com o radical superóxido (•O2
-), pela reação de Haber- 

Weiss:13
 

Reação de Fenton: Fe2+ +H2O2 → Fe2+ + •OH + •OH 

Reação de Haber-Weiss: O2
- + H2O2 → O2 +•OH +OH- 

O radical hidroxila reage amplamente com aminoácidos, DNA e ácido 

ribonucleicos (RNA). Além disso, pode inativar várias proteínas (de membrana 

celular ou enzimas) ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (- 

SS). Também pode iniciar a oxidação dos ácidos graxos polinsaturados das 

membranas celulares (lipoperoxidação)16. 
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Oxigênio singlete (1O2) 

 

Semelhante aos radicais hidroxila, os (1O2) têm aproximadamente 2 µs de 

vida e são altamente destrutivos, reagindo com a maioria das moléculas 

biológicas.25 Oxigênio singlete reage facilmente com ligações duplas, devido à 

sua eletrofilicidade, podendo reagir com compostos insaturados, sulfetos e 

aminas, sendo que ácidos graxos insaturados, DNA e proteínas representam 

importantes alvos biológicos 13,16. Nas proteínas reage especialmente com os 

aminoácidos histidina, metionina, triptofano e cisteína25. Possuem dois tipos, 

dependendo da camada na onde se encontra o elétron. 

O equilíbrio entre a formação e a remoção das espécies oxidantes pode 

sofrer ação de agentes exógenos ou endógenos, induzindo um estado de 

estresse oxidativo. Estas espécies oxidativas são fundamentais em diversos 

processos fisiopatológicos e bioquímicos, mantendo a sobrevivência e a 

homeostase celular. Porém, devido à alta reatividade para biomoléculas, a sua 

formação em excesso apresenta efeitos prejudiciais, como a peroxidação dos 

lipídios de membrana e agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, às 

enzimas e DNA 14,18. 

O excesso de espécies oxidantes é combatido por antioxidantes 

produzidos pelo corpo ou absorvidos pela dieta. Antioxidantes são substâncias 

que tem como característica diminuir ou bloquear as reações de oxidação, sen- 

do, portanto, agentes responsáveis pela inibição e redução das lesões causadas 

pelos radicais livres nas células. Naturalmente, nosso organismo possui 

substâncias que tem como objetivo determinar o equilíbrio na presença das 

moléculas oxidantes, os antioxidantes e a pele. Esta última, por sua área extensa 

e função protetora do organismo ao meio, fica muito exposta ao ataque radicalar, 

sendo a defesa antioxidante constantemente requisitada 26,27. 

Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a 

exemplo da glutationa peroxidase, catalase e superóxido dismutase, não 

enzimaticamente a exemplo da glutationa reduzida (GSH), peptídeos de 

histidina, proteínas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), ácido diidrolipóico e 

ubiquinol-2. Os antioxidantes provenientes da dieta, são como o exemplo, o - 

tocoferol (vitamina-E), β-caroteno (pro-vitamina-A), ácido ascórbico (vitaminaC), 

e compostos fenólicos onde se destacam os flavonóides e poliflavonóides14. 
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1.3.2 Enzimas antioxidantes 

O organismo humano possui mecanismos naturais de proteção, a fim de 

controlar a ação das EROs, que pode inativar, eliminar ou impedir a 

transformação dos radicais em produtos mais tóxicos para as células 27. O 

mecanismo de ação dos antioxidantes permite ainda classificá-los como 

antioxidantes de prevenção (impedem a formação de radicais livres), varredores 

(impedem o ataque de radicais livres às células) e de reparo (favorecem a 

remoção de danos da molécula de DNA e a reconstituição das membranas 

celulares danificadas)28. 

O sistema antioxidante é formado por substâncias enzimáticas e não- 

enzimáticas. Dentre os antioxidantes enzimáticos, destacam-se catalase (CAT), 

superóxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), esta última sendo 

mais abundante no corpo humano 15. 

Superóxido dismutase (SOD) 

 

A SOD faz parte de um grupo de metaloenzimas que tem a função de 

proteger as células aeróbicas contra a ação do superóxido. É um dos 

mecanismos antioxidantes mais eficientes, converte superóxido em peróxido de 

hidrogênio, prevenindo os danos que poderiam ser causados por este radical. 

Em meio aquoso, ela catalisa a reação de dismutação do superóxido com 

extrema rapidez, aproximadamente 10 milhões de vezes mais rápida que a 

dismutação espontânea não enzimática 25. 

Diferentes tipos de SOD são descritos na literatura, podendo estar 

localizadas no citosol, em organelas celulares específicas ou extracelularmente, 

e cujos sítios ativos podem conter diferentes íons (como cobre, zinco, manganês 

ou ferro). Em humanos existem três formas de superóxido dismutase. SOD1 

encontra-se no citoplasma e em algumas organelas denominadas peroxissomas, 

SOD2 nas mitocôndrias e SOD3 no líquido extracelular. A primeira é um dímero 

(consiste em duas subunidades), enquanto que as outras são tetrâmeros (quatro 

subunidades). SOD1 e SOD3 contêm cobre e zinco em seus sítios ativos, 

enquanto que SOD2 tem manganês no seu centro reativo13. 
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Catalase (CAT) 

 

A catalase é uma enzima que catalisa a decomposição do peróxido de 

hidrogênio, formado pela ação da superóxido dismutase, a decomposição resulta 

em água e oxigênio 13. 

É encontrada predominantemente no interior das células nos 

peroxissomas, mas pode também ser encontrada livre no citoplasma e nos 

fagolisossomos 13.Tem afinidade apenas por moléculas de baixo peso molecular, 

tais como o peróxido de hidrogênio, não metabolizando moléculas grandes como 

os peróxidos lipídicos, produtos da peroxidação lipídica. 

 

Glutationa 

 

Glutationa, é um tripeptídeo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existente no 

organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta 

ou indiretamente em muitos processos biológicos importantes, incluindo a 

síntese de proteínas, metabolismo e proteção celular.29
 

A glutationa é um agente redutor de numerosas enzimas. As enzimas que 

participam do ciclo incluem, entre elas, a glutationa peroxidase (GSHPx) e a 

glutationa redutase (GR). O ciclo redutor da glutationa é o principal mecanismo 

de remoção de hidroperóxidos, lipoperóxidos e, assim como a catalase, do 

peróxido de hidrogênio13,27. 

A GSHPx é uma enzima que contém selênio em seu sítio ativo e é 

responsável pela redução dos peróxidos orgânicos e inorgânicos, utilizando 

glutationa reduzida (GSH) como substrato doador de elétron, transformando-a 

em glutationa oxidada (GSSG). Uma vez oxidada, a GSSG é convertida em GSH 

pela GR (Figura 5). 
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Figura 5: Formas oxidada e reduzida da glutationa, sob ação das enzimas glutationa 
peroxidase, redutase e oxidase (adaptada)29. 

 

Contudo, apesar do engenhoso maquinário de defesa antioxidante, esse 

potencial antioxidante natural vai reduzindo sua função ao longo dos anos. Além 

disso, devido aos hábitos de vida em termos de alimentação e exposição solar, 

por exemplo, faz com que o sistema oxidante exceda a capacidade antioxidante 

do organismo levando ao acúmulo de danos oxidativos em lipídeos, proteínas, 

carboidratos e ácidos nucleicos que podem levar ao envelhecimento e 

desenvolvimento de doenças (Figura 6) 15. 
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Figura 6: Esquema do balanço redox do organismo (adaptado)15,16 . 

 
 

Além de todo o sistema antioxidante endógeno, um eficiente mecanismo 

de reparo de DNA entra em ação caso os danos tenham ocorrido. 

1.3.3. Reparo gênico 

Os danos causados ao DNA pelas espécies reativas de oxigênio disparam 

respostas celulares como ativação de sistemas de reparo e enzimas 

controladoras do ciclo celular, alguns dos quais iniciam um processo de 

sinalização celular, modificando a expressão gênica 18,30. Se o reparo não for o 

adequado, o dano acumulado ao DNA interfere na divisão e funções celulares, 

levando a falhas homeostáticas, assim como desencadeia mutações nas células 
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em divisão 30. Desta forma, tem papel importante no processo de tumorigênese 

e envelhecimento. 

Os principais tipos de lesão de DNA envolvem a alquilação de bases 

(induzida por compostos N-nitrosos como tabaco e conservantes, gás mostarda 

e alguns quimioterápicos), dupla quebra (causada por raios gama), formação de 

dímeros de pirimidina (devido à radiação ultravioleta), Cross-link (consequência 

da lipoperoxidação ou ação de compostos de platina como a cisplatina) e 

oxidação de bases (resultado do metabolismo mitocondrial e NADPH 

oxidases)31. Após o reconhecimento do sitio danificado, proteínas que 

desencadeiam a interrupção do ciclo celular são ativadas, enquanto enzimas 

envolvidas diretamente com a correção do dano são recrutadas32. 

Os mecanismos de reparo de DNA envolvem o reparo de danos que 

ocorrem na fita simples ou na fita dupla. Os principais mecanismos de reparo de 

DNA na fita simples incluem reparo por excisão de nucleotídeos (nucleotide 

excision repair NER) e reparo por excisão de bases (base excision repair BER), 

enquanto o reparo na fita dupla do DNA ocorre via mecanismo de recombinação 

homóloga ou a junção de pontas não homólogas (NHEJ, do inglês non- 

homologous end joining) 33. 

Os efeitos da radiação UVB ao DNA são a formação de fotoprodutos 

chamados dímeros de pirimidina ciclo-butano e fotoprodutos 6-4 pirimidina- 

pirimidona. A remoção destes fotoprodutos ocorre pela via chamada de reparo 

por excisão de nucleotídeos (NER). Esta via reconhece lesões que causam 

distorção na dupla hélice do DNA, seguida pela excisão de 30 nucleotídeos da 

fita danificada, que é reconstruída pela ação de um DNA ligase 31. Por outro 

lado, a ação da radiação UVA está mais associada à produção de espécies 

reativas de oxigênio. O estresse oxidativo leva à formação de oxo-7,8- 

dihidroguanina (8-oxoG) como fotoproduto, principalmente pela ação de oxigênio 

singlete e radical hidroxila. Isto ocorre pois a guanina apresenta o menor 

potencial de oxidação dentre as bases de DNA 34,35. Este fotoproduto também 

pode sofrer ação de moléculas oxidantes. Desta forma, 8-oxoG e seus produtos 

de oxidação são as lesões de DNA mais abundantes devido à ação do estresse 

oxidativo. 

Sabe-se que bases oxidadas do DNA são primeiramente corrigidas pelo 

mecanismo de reparo por excisão de bases (BER), conhecido por atuar, 
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principalmente, em modificações causadas por agentes endógenos 34,36. A via 

de BER é capaz de tratar lesões decorrentes de oxidação, alquilação ou 

desaminação que resultam em alteração na estrutura do nucleotídeo. É um 

processo de várias etapas que envolvem a atuação de várias proteínas, sendo 

caracterizado pelas seguintes etapas principais: (i) reconhecimento da base 

modificada e excisão de uma base inadequada por uma glicosilase de DNA, (ii) 

incisão no sítio abásico por uma endonuclease, (iii) substituição da base, (iv) 

processamento da (s) extremidade (s) terminal (is) e (v) selagem de uma DNA 

ligase. Portanto, o reparo por excisão de base é iniciado pela ação de enzimas 

glicosilases, que reconhecem a lesão e promovem a remoção da base alterada, 

por meio da hidrólise da ligação N-glicosil. Desta forma, aparece um sítio abásico 

que é reconhecido por uma AP-endonuclease que atua no sítio, removendo a 

pentose e o fosfato que restavam do nucleotídeo. Em seguida, a DNA polimerase 

preenche o espaço deixado, utilizando como molde a fita complementar não 

danificada 37. Este é o principal mecanismo de reparo da lesão 8-oxoG. A 8-oxoG 

é reconhecida e excisada do DNA pela proteína 8-oxoguanina DNA glicosilase 

(OGG1), que é codificada pelo gene OGG1. 

O mecanismo de NER é considerado um mecanismo mais geral e flexível 

(em relação ao BER) pois o reconhecimento da lesão não se baseia em sua 

natureza química, mas no grau de distorção promovido na hélice do DNA. Este 

mecanismo repara danos que provocam distorção da dupla hélice e interferência 

no pareamento de bases, que obstruem a transcrição e replicação. O gene DBB1 

está associado a este mecanismo. O gene DBB1 (DNA damage-binding protein 

1) liga-se ao DDB2 para formar o complexo de proteínas de ligação ao DNA 

danificadas por UV (o complexo UV-DDB). O complexo UV-DDB pode 

reconhecer danos no DNA induzidos por UV, ligando-se à fita e recrutando 

proteínas da via de reparo de excisão de nucleotídeos (a via NER) para iniciar o 

reparo de DNA 38. 

A NER atua em a presença de enzimas, como o complexo ERCC1 e 

ERCC2 39,40.A proteína ERCC1 (Excision repair cross Complementing 1) tem 

papel importante no mecanismo de excisão de nucleotídeos e também no 

mecanismo de recombinação, estando envolvida também no reparo de quebras 

de fitas duplas de DNA. Ela atua posicionando a endonuclease XPC que catalisa 

a incisão do DNA na porção 5’ na fita lesionada. Após a incisão na fita, ocorre a 
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remoção dos nucleotídeos pelas DNA polimerases, que também ressintetizam o 

DNA usando como molde a fita não danificada. Baixa expressão de ERCC1 está 

associada ao risco aumentado de câncer enquanto elevada expressão associa- 

se à “resistência” ao quimioterápico. 39,41
 

O gene de reparo ERCC2 (Excision repair cross Complementation Group 

2) codifica a proteína ERCC2, também chamada de XPD, que atua no processo 

como o helicase provisória, em busca de lesões do DNA causadas por radicais 

livres e consequentemente, a remoção da lesão. A remoção da lesão se dá por 

um heterodímero constituído das proteínas ERCC1 e XPF 39. 

O reparo de fita duplas pode ocorrer por mecanismo de recombinação 

homóloga ou NHEJ. O acionamento destas vias é dependente da presença de 

uma cópia da região lesionada para a homologia necessária ao 

reestabelecimento da informação perdida no local da quebra. No processo de 

reparo por recombinação, a fita complementar não danificada é utilizada como 

molde na substituição do fragmento lesado. 42
 

Na via de recombinação homóloga uma seção de DNA é removida no 

processo de ressecção. Em seguida, proteínas específicas se juntam aos 

filamentos simples de DNA e “invadem” uma fita homóloga, formando estruturas 

em forma de cruz nas quais a união das extremidades não homólogas e a 

recombinação homóloga são utilizadas na correção de quebras de dupla fita de 

DNA42. A extremidade 3’ do filamento anelar é estendida pela ação da DNA 

polimerase, por meio da utilização de uma das fitas da molécula homóloga como 

molde, o que promove o retorno da molécula invadida ao emparelhamento 

normal42. Devido à necessidade da fita homóloga, este mecanismo é ativo 

somente durante as fases S e G2 do ciclo celular.43
 

No mecanismo NHEJ algumas etapas sequenciais ocorrem: (I) 

reconhecimento do final de fita de DNA e estabilização do complexo NHEJ na 

quebra da fita dupla do DNA; (II) Preenchimento do final da fita de DNA e 

promoção da estabilidade final; (III) processamento do final da fita de DNA; e (IV) 

ligação das extremidades quebradas e dissolução do complexo NHEJ. 43
 

O gene BRCA1 (Breast cancer gene 1) é supressor tumoral, atua nos 

mecanismos de reparo de DNA por recombinação e NHEJ atuando na 

transcrição e regulação do ciclo celular. Este gene é expresso quando há 

instabilidade genômica mediada por estrogênio44,45. BRCA1 é uma proteína 
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mediadora de diversos processos associados ao reparo de DNA e regulação do 

ciclo celular e compõe com outras proteínas um complexo proteico que se 

acumula próximo ao dano da fita dupla. 44,45 (Figura 7) 

 

 
Figura 7: Mecanismos de reparo gênico. resumo dos tipos de mecanismos. 

 

 
Outras proteínas também estão envolvidas na regulação do maquinário 

de checagem de danos em DNA. Por exemplo, TP53 é o gene que codifica a 

produção da proteína p53. A proteína p53 está localizada no núcleo das células 

em todo o corpo, onde se liga diretamente ao DNA. Quando o DNA de uma célula 

é danificado por agentes como produtos químicos tóxicos, radiação ou raios 

ultravioletas (UV) da luz solar, essa proteína desempenha um papel crítico na 

determinação se o DNA será reparado ou se a célula danificada se autodestruirá, 

pelo mecanismo de morte celular (apoptose). Ao impedir que as células com 

DNA mutante ou danificado se dividam, a p53 ajuda a prevenir o 

desenvolvimento de tumores. O gene TP53 atua como um fator de transcrição 

regulando a expressão de genes que controlam a progressão do ciclo celular, 

angiogênese e apoptose.46
 

A proteína p53 induz parada de ciclo celular, senescência e apoptose em 

resposta aos diferentes tipos de estresse. Portanto, em situação de estresse os 

níveis da proteína p53 são elevados devido ao aumento da taxa de transcrição 

do gene TP53 e diminuição da degradação da proteína p53 46. 
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As alterações biomoleculares causadas pela ação da radiação ultravioleta 

podem ser reparadas via o sistema de reparo de DNA descrito acima, porém no 

caso da falha deste mecanismo algumas alterações são replicadas, de modo a 

codificar proteínas disfuncionais, que levam ao envelhecimento (Figura 8). 

 
 

 

Figura 8: Mecanismo do fotoenvelhecimento (adaptado) 47. 

 
 

1.4. Tratamentos do Envelhecimento Cutâneo 

 
1.4.1 Extratos vegetais 

Extratos vegetais tem sido cada vez mais empregados em produtos 

cosméticos. Eles são incorporados em concentrações que variam entre 3 a 10% 

em função de sua atividade como, por exemplo, em antirrugas, regeneradores, 

anti-acne entre outras 48
 

Extratos vegetais contém diversos componentes que apresentam 

propriedades antioxidantes e atribui-se esta característica ao processo evolutivo 

destas espécies como proteção natural aos radicais livres formados pela 

radiação necessária à fotossíntese 27. Estes componentes antioxidantes podem 

proteger a pele do fotoenvelhecimento por meio da redução da concentração de 

espécies oxidantes no tecido, redução da resposta inflamatória49, ativação da 

resposta imune50, estímulo à produção de colágeno 51, produção de matriz 
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extracelular por fibroblastos52, estímulo à proliferação e diferenciação celular, 

entre outros mecanismos. Desta forma, os extratos são empregados com o 

objetivo de estimular a renovação celular ou inibir processos bioquímicos que 

levam à danos, e em alguns casos, ambos 53. Diversos extratos vegetais quando 

aplicados em modelos animais ou cultura de células neutralizam a reatividade 

radicalar, diminuindo lesões celulares, a proteínas, lipídeos, ácidos graxos27. 

A camomila conhecida como Matricaria recutita, um membro da família da 

margarida, tem sido usada há séculos, internamente e externamente, mais 

notavelmente em sintomas gastrointestinais, inflamações orais e de pele, 

dermatites, propriedades sedativas, antibacterianas e antifúngicas, e cerca de 

120 constituintes químicos foram identificados na camomila como metabólitos 

secundários, incluindo 28 terpenóides, 36 flavonóides e 52 compostos adicionais 

com potencial atividade farmacológica 54,55. 

As propriedades e aplicações da camomila como importante fitoterápico 

são: antiespasmódica, antiflogística, sedativa, antialérgica, vermífuga e também 

auxilia no aumento da menstruação 55 e atividade anti-inflamatória, a atividade 

antiinflamatória da planta está relacionada à presença de óleo essencial 

constituído de matricina e alfa-bisabolol, enquanto a elevada concentração de 

flavonoides 56. 

Já o figo conhecido como Ficus carica L., pertence a uma árvore da família 

Moraceae, é uma das mais antigas árvores frutíferas cultivadas.57 Desde a 

antiguidade as figueiras fizeram parte do cotidiano da humanidade e suas folhas 

eram utilizadas na medicina popular. A Bíblia descreve sua existência desde a 

criação do mundo (Gn 3:7), e descreve o relato de um fato onde o profeta Isaías 

disse para o rei Ezequias fazer uma pasta de figo e colocar sobre sua úlcera e 

esta sarou (2 Reis 20:7). 

O figo apresenta características quando ao seu potencial antioxidante, o 

figo é fonte de dois grandes grupos principais de compostos fenólicos com 

grandes concentrações de polifenóis, com ação antioxidante potente, como: 

flavonoides, como a quercetina e catequina além de ácidos fenólicos, como o 

ácido gálico. 57
 

Um antioxidante é qualquer substância capaz de retardar ou impedir à 

oxidação 53. Antioxidantes agem nos organismos vivos por meio de diferentes 

mecanismos. Dentre estes, podem ser citados: a complexação de íons 



36  

metálicos, a captura de radicais livres, a decomposição de peróxidos, a inibição 

de enzimas responsáveis pela geração de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio e a modulação de vias sinalizadoras celulares 7. A atividade 

antioxidante de compostos fenólicos de plantas deve-se às suas propriedades 

REDOX e estruturas químicas, que possibilitam a estes compostos exercerem a 

função de neutralizar radicais livres 58. 

De maneira geral, os antioxidantes são formados por composição fenólica 

e carotenóide 53. A atividade antioxidante de compostos orgânicos é dependente 

de algumas características estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a 

presença de grupamentos fenólicos. Alguns destes compostos encontrados e 

extraídos de vegetais são os polifenóis, os flavonoides, entre outros. Os 

compostos fenólicos formam o maior grupo de antioxidantes extraído de 

vegetais27. Flavonóides, fenilpropanóides e outros compostos aromáticos 58, os 

compostos polifenólicos, apresentam atividade fotoprotetora, bem como 

atividade reparadora, cujo mecanismo de ação se baseia na captura de radicais 

livres, inibição da atividade de enzimas que participam da produção de EROs, 

complexação de íons metálicos, bem como na interrupção da cascata de reações 

radicalares 59.(Figura 9) 

Figura 9: Estrutura química dos compostos polifenólicos. 
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Existem relatos a respeito dos efeitos benéficos do tratamento com 

extratos vegetais como por exemplo, chá verde, chá branco e Aloe 60–62, após a 

exposição solar em modelos de células e animais. Porém a maioria dos estudos 

estão associados com a melhora/redução dos efeitos causados pela radiação 

ultravioleta B, sendo que são escassos os estudos com radiação UVA 63,64 Pouco 

se sabe a respeito dos efeitos da aplicação dos extratos após a exposição à 

radiação ultravioleta, em especial a UVA, que é a principal causadora do 

fotoenvelhecimento e tem suas consequências associadas à exposição 

cumulativa. 

1.4.2. Fotobiomodulação 

Fotobiomodulação (FBM) é um tratamento baseado na ação exercida pela 

luz em tecidos. Neste processo, o fóton incidente é absorvido, resultando em 

modificações bioenergéticas, bioelétricas e bioquimicas que culminam na 

modulação de diversas funções das células 65. Desta forma, a luz induz aumento 

da atividade celular, aumento na produção de ATP mitocondrial, liberação de 

fatores de crescimento e proliferação, estimula a divisão celular, produção de 

matriz extracelular, migração de células epiteliais, fibroblastos e leucócitos, 

aumento da atividade fagocitária de macrófagos 66,67 além disso, induz atividade 

mitótica das células do epitélio e estimula microcirculação local 68. 

A molécula do citrocomo C oxidase existente nas mitocôndrias é 

considerada a responsável pela absorção da radiação e o principal mediador da 

produção de moléculas que participam da cascata de sinalização69,70. O efeito 

fotobiomudulador da luz está diretamente relacionado com suas propriedades, 

tais como o comprimento de onda, frequência e dose 71. 

Em termos do efeito rejuvenescedor da FBM, existem relatos do efeito do 

LED vermelho na redução de rugas moderadas, melhora na textura da pele, 

estímulo à síntese de colágeno e elastina, aumento da elasticidade da pele, além 

de inibição da atividade de metaloproteinases, tanto em casos in vivo com in vitro 

(45–47) Em um estudo clínico realizado por Ferolla e colaboradores foi 

observada melhora clínica na maior parte dos pacientes com diferentes fototipos 

de pele, sendo observada melhora na flacidez, textura, cor, elasticidade e 

redução da rugas superficiais em grupos tratados com LED (630 nm, 100 

mW/cm², intensidade de saída 3100 mW/cm²).75
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Diante deste contexto, considera-se que são necessários estudos para 

avaliar a resposta dos queratinócitos com FBM e extratos naturais, aplicados de 

forma isolada e combinada, após uma indução de estresse oxidativo por 

radiação UVA, em termos de retardar os efeitos do fotoenvelhecimento. 



39  

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos Gerais: 

Avaliar o efeito da FBM com luz LED vermelha associada à extratos 

naturais com diferentes conteúdos polifenólicos, em queratinócitos humanos 

normais expostos à radiação UVA. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

Avaliar em queratinócitos humanos normais imortalizados em cultura, 

previamente expostos à radiação UVA e pós-tratados com extratos naturais em 

associação com FBM (UVA+extrato+LED): 

- A viabilidade celular por MTT 

- A expressão gênica de enzimas antioxidantes 

- A expressão de genes de reparo de DNA 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Material 

 
3.1.1 Cultura celular 

A linhagem de queratinócitos normais HaCaT foi gentilmente cedida pelo 

Prof. Dr. Maurício da Silva Baptista, do laboratório de Processos Induzidos e 

Interfaces do Instituto de Química da Universidade de São Paulo. 

O meio de cultura DMEM contendo 4,5 g/L de glicose e 2 mM de L- 

glutamina (Vitrocell-Campinas, Brasil) foi adquirido em sachês e preparado com 

água ultrapura, ajustando-se o pH em 6,9 e esterilizado por filtração em sistema 

a vácuo com membrana de 0,22 µm (Sartoriuus Stedim Biotech, Gottingen, 

Alemanha). O DMEM foi suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB- Vitrocell- 

Campinas, Brasil) a 1 % (para os tratamentos com extratos) e 10 % (para as 

demais manipulações). Após filtragem, o DMEM foi suplementado com solução 

penicilina-estreptomicina com antimicótico (Vitrocell- Campinas, Brasil) a 0,1 %. 

O tampão fosfato salino (PBS) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2HPO4; 

1,47 mM KH2PO4 pH 7,2, foi preparado com água ultrapura e esterilizado por 

autoclavação. Para o processo de subcultivo foi utilizado o tampão acima 

contendo 0,05 % de EDTA. Todos os sais e o EDTA foram 

adquiridos da Labsynth (Diadema, Brasil). 

A tripsina foi adquirida da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA) e a mesma 

foi utilizada na concentração de 0,25 % em PBS filtrada em sistema a vácuo com 

membrana de 0,22 µm (Sartoriuus Stedim Biotech-Gotinga, Alemanha) 

armazenada sob congelamento. 

As garrafas de cultura utilizadas (75 cm²) foram adquiridas da Sarsted 

(Nümbrecht, Alemanha), as placas de cultura de 48 poços tratadas foram 

adquiridas da KASVI (Curitiba/Brasil) e as placas de 35mm com aderência foram 

adquiridas pela Sarsted (Nümbrecht, Alemanha). 

3.1.2. Sistemas de irradiação 

Irradiador ultravioleta 

 
Para a irradiação na região do UVA foi utilizado um irradiador não 

comercial, personalizado, composto por 9 lâmpadas emitindo na região de 366 

± 10 nm (Figura 10), com os parâmetros a apresentados na Tabela 2: 
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Figura 10: Espectro de emissão do irradiador UVA. 

 
 
 

 
Tabela 2: Parâmetros do irradiador UVA. 

 

Parâmetro (unidade) Valor 

Comprimento de onda (nm) 366 ± 10 

Irradiância (mW/cm2) 2,5 

Exposição Radiante (J/cm2) 9 

Tempo de exposição (minutos) 90 

Distância de irradiação (cm) 23 

Número de lâmpadas 9 

Tipo de lâmpadas BLB, 8 watts, 30cm 

Homogenização 4 espelhos laterais 

 
 
 

Sistema de irradiação LED 

 
Foi utilizado um refletor de LED (Figura 11) da marca Condulai (São Paulo/SP) 

com máximo de emissão em 640 nm ± 12 nm, com os parâmetros a 

apresentados na 

Tabela 3: 
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Figura 11: Sistema de Irradiação. Esquerda: Imagem do sistema LED ligado, Direita: 
Espectro de emissão do sistema LED. 

 

 
Tabela 3: Parâmetros do Sistema LED para fotobiomodulação. 

 

Parâmetro (unidade) Valor 

Comprimento de onda (nm) 640 ± 12 

Irradiância (mW/cm2) 2,6 

Exposição Radiante (J/cm2) 1 

Tempo de exposição (minutos) 7 

Distância de irradiação(cm) 0 

Número de LEDs 56 

 
 

3.1.3. Extratos naturais 

Os extratos foram cedidos pela empresa Bioextract, na onde todos os 

extratos são veiculados em meio HG (água, etanol e propilenoglicol), na onde 

todos os extratos possuem validade e em todo os experimentos a validade de 

cada extrato foi respeitada. Segue abaixo: 

 
Tabela 4: dados dos extratos para o tratamento 

 

 Validade Lote 

Camomila HG 02/2019 33311 – 0217 

Figo HG 03/2020 33406 - 0317 
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3.2 Método 

 
3.2.1 Desenho do estudo 

Este trabalho contou com 6 grupos de tratamento com extratos: 

 
 

Grupo Controle: Sem tratamento com extratos 

Grupo HG: Tratamento das células com veículo Hidroglicólico 

Grupo Camomila: Tratamento das células com extrato de camomila. 

Grupo Mirtilo: Tratamento das células com extrato de mirtilo. 

Grupo Figo: Tratamento das células com extrato de figo. 

Grupo Nogueira: Tratamento das células com extratos de nogueira. 

 
 

Todos os grupos descritos acima foram expostos a 4 condições experimentais: 

(Figura 12) 

Escuro: Células que recebem o tratamento sham para UVA e FMB 

UVA: Células que foram expostas à radiação ultravioleta UVA e recebem FMB 

sham; 

FBM: Células que sem exposição à radiação ultravioleta UVA (UVA sham) e 

recebem o tratamento por FBM; 

UVA + FBM: Células são expostas à radiação ultravioleta UVA e recebem o 

tratamento por FBM. 

Desta forma, no total foram utilizados 24 grupos experimentais. 
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Figura 12: Desenho Experimental do estudo. 

 
 

 
3.2.2 Cultivo celular 

As células HaCat foram armazenadas sob criopreservação na densidade 

de 1,0 x 106 células/mL, sobre meio DMEM suplementado a 10%, SFB e DMSO. 

O processo de descongelamento contemplou a transferência total do conteúdo 

de um tubo criogênico para um tubo contendo 10 mL de DMEM suplementado a 

10% SFB e 0,1% de antibiótico. As células então foram submetidas à 

centrifugação por 5 minutos a 1.200 rpm e ressuspendidas em 10 mL de DMEM 

a 10% SFB, transferidas para uma garrafa de 75 cm² e mantidas em estufa 

(37°C, 5 % CO2, atmosfera úmida). 

Observando-se confluência em torno de 85 % da garrafa as células foram 

submetidas ao processo de subcultivo, no qual as células são lavadas e 

mantidas em PBS com EDTA, duas vezes, a primeira vez foi desprezado o PBS 

e a segunda foi mantido 5 minutos em incubadora para, em seguida, desprezar 

o PBS e adicionar 2 mL da solução de tripsina incubando-se por 5 minutos. A 

ação da tripsina foi inativada com a adição de 8 mL de DMEM com 10 % SFB. 

Em seguida, é retirada uma alíquota para contagem das células utilizando a 

câmara de Neubauer. 
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3.2.3. Ensaio de viabilidade celular 

Após cultura celular apresentando em torno de 85 % de confluência as 

células HaCaT foram semeadas no meio de DMEM 10% em placas de 48 poços 

na densidade de 60.000 células/poço. Após 18-24 horas, o meio de cultivo foi 

retirado, as células foram lavadas PBS e mantidas em de PBS. Duas placas 

foram submetidas ao UVA e duas placas foram mantidas no escuro, cobertas 

com papel alumínio, durante 90 minutos. Ao término deste período, o PBS foi 

retirado, as células foram tratadas com extratos naturais em diferentes 

concentrações (de 0,3 a 0,01% v/v) em DMEM 1% SFB durante 24 horas. Por 

fim, as placas foram lavadas com PBS e mantidas em PBS, sendo que 2 placas 

foram irradiadas com LED e outras 2 mantidas no escuro (cobertas com papel 

alumínio). Ao término do tratamento, o PBS foi retirado e aplicado DMEM 10% 

SFB, mantendo as placas e incubadora por 48 horas. Para determinação da 

viabilidade celular foi realizado o ensaio colorimétrico com uso do MTT (3-(4,5- 

Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazólio, com algumas 

modificações 76. As células foram lavadas em PBS, e tratadas com MTT 75 

µg/mL em DMEM 1 % SFB por 2 horas em incubadora. As soluções foram 

aspiradas com cuidado e foi adicionado isopropanol aos poços. Para 

determinação da porcentagem de células viáveis foi realizada a leitura de 

absorbância em 620 nm em um leitor de placas (Spectramax – Molecular 

devices) e os valores de absorbância para as células controle foram 

considerados como 100 % de células viáveis e comparados aos valores das 

amostras. 

 

 
3.2.4 Expressão Gênica 

As células HaCaT foram semeadas no meio de DMEM 10% em 12 placas 

de 35mm na densidade de 150.000 células/poço. Após 18-24 horas, o meio de 

cultivo foi retirado, as células foram lavadas PBS e mantidas em PBS, 8 placas 

foram submetidas ao UVA e 8 placas foram mantidas no escuro, cobertas com 

papel alumínio, durante 90 minutos. Ao término deste período, o PBS foi retirado, 

foram aplicados os extratos vegetais (Camomila e Figo) a 0,05% v/v diluídos 

DMEM 1% SFB durante 24 horas. Por fim, as placas foram lavadas com PBS e 

mantidas em PBS, sendo que 8 placas foram irradiadas com LED e outras 8 
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mantidas no escuro (cobertas com papel alumínio). Ao término do tratamento, o 

PBS foi retirado e aplicado DMEM 10% SFB, mantendo as placas e incubadora 

por 24 horas. Após as 24 horas foi realizada extração de RNA. As análises de 

expressão gênica foram realizadas na Universidade de São Paulo, no laboratório 

liderado pelo Prof. Dr. Fábio Daumas Nunes. 

 

 
Extração total de RNA 

 

Para extração do RNA total das amostras, as células foram lavadas com 

PBS gelado e incubadas por 5 minutos à temperatura ambiente em 0,5 mL de 

TRIzol (Thermo Fisher). Após a lise celular, as amostras foram coletadas e 

transferidas para tubos de polipropileno livres de RNase e DNase. Foram 

adicionados 0,100mL de clorofórmio gelado em cada amostra, agitando por 15s. 

Incubou-se por 3min em temperatura ambiente, centrifugando em seguida 

(12.000g, 15 min, 4ºC). A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para tubos 

estéreis nos quais foram adicionados 0,250 mL de álcool isopropílico gelado, 

incubando por 10 min a temperatura ambiente. Os tubos foram novamente 

centrifugados (12.000g, 15 min, 4ºC), sendo que ao término da centrifugação foi 

possível observar o precipitado de RNA no tubo. O sobrenadante foi descartado 

e foram adicionados 0,300mL de etanol 75% gelado aos tubos. Após 

centrifugação (6.000g, 5 min), o álcool foi descartado e o RNA foi ressuspenso 

em água DEPC. A concentração e pureza do RNA foi determinada no Nanodrop 

2000 (ThermoFisher, USA) avaliando as absorbâncias em comprimentos de 

onda de 260 e 280 nm. 

 

Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

Previamente à síntese de cDNA, um micrograma do RNA total foi 

incubado com a enzima DNAse I Amplification Grade (Thermo Fisher, USA) por 

15 min em temperatura ambiente. Para a síntese do cDNA utilizou-se o High 

Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosytems), de acordo com as instruções do 

fabricante. As amostras foram incubadas em termociclador (Termociclador 

Matercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) e submetidas a 
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ciclos de 10 min à 25°C, seguidos de 120 min à 37°C e 5 min à 85°C. O cDNA 

foi armazenado em freezer a -20ºC até o momento de sua utilização. 

 

RT- PCR quantitativo (RT- qPCR) 

 

As reações de qPCR foram realizadas utilizando-se o termociclador 7500 

Real-Time PCR System (Applied BiosystemsCarlsbad, CA, USA), primers 

específicos para os genes ERCC1, ERCC2, DBB1, BRCA1, TP53, e OGG1 e o 

gene constitutivo GAPDH e CAT (InvitrogenTM). Os primers foram desenhados 

utilizando-se o software Gene Tool 2.0 (Biotools Incorporated, Edmonton, 

Alberta, Canada). 

O cDNA serviu de molde para a amplificação por qPCR, sendo todas as 

reações realizadas num volume final de 10 µL em tubos óticos com os primers 

sense e antisense para cada gene (400nM), 5 µL de Sybr Green Master Mix® 

(Applied Biosystems), cDNA (1 µL) e água. Para cada par de primers foi realizada 

qPCR utilizando-se água estéril (blank) para avaliação de sua possível 

contaminação. O processo de ciclagem térmica consistiu em desnaturação inicial 

a 95ºC por 10 min, seguido por quarenta ciclos de amplificação a 95ºC por 10 

seg e 60ºC por 1 min para todos os genes de análise. Para o gene constitutivo 

GAPDH, o processo de ciclagem constituiu em desnaturação inicial a 95ºC por 

10 min, seguido por quarenta ciclos de amplificação a 95ºC por 10 seg, 60ºC por 

30seg e 72 ºC por 40seg. Todas as amostras foram submetidas à análise da 

curva de dissociação ao final do último ciclo, conferindo-se a ausência de 

qualquer curva bimodal ou sinal anormal de amplificação. As sequências dos 

primers utilizados bem como as condições das reações de qPCR específicas 

para cada gene estão descritas na Tabela 5. 

A análise quantitativa da expressão foi realizada de acordo com o método 

matemático de Livak e Schmittgen77. A expressão gênica para cada gene foi 

calculada por meio da equação E = 2–∆∆CT, na qual 'E' é a expressão gênica. Foi 

calculado o ∆CT de cada amostra, subtraindo-se o CT (limiar do ciclo) do gene 

controle (GAPDH) dos valores do gene alvo. Escolheu-se como amostra 

normalizadora o grupo Controle escuro, em que as células HaCaT não foram 

expostas a nenhum agente químico ou luz. Realizou-se o cálculo do ∆CT da 

amostra (subtraindo-se o CT do gene GAPDH dos valores do gene alvo para a 
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amostra normalizadora). Em seguida, calculou-se o ∆∆CT de cada amostra, 

subtraindo-se o ∆CT da amostra normalizadora do ∆CT da amostra. Por fim, 

após determinado o ∆∆CT aplicou-se a fórmula 2–∆∆CT. 

 
Tabela 5: Genes alvo via reação em cadeia da polimerase quantitativa da transcriptase 

reversa, de acordo com o número de acesso do GenBank, sequência dos primers e temperatura 
de anelamento. 

 

Gene Banco de genes Primer 5̕̕  ˈ→ 3ˈ Temperatura 
de anelamento 

(C°) 

BRCA1 NM_004656.4 F: GATACGTCCGTGATTGATGATGA 60 

R: TGAGTTGCACAAGAGTTGGGTA 

ERCC1 XM_017026460.2 F: CCTTATTCCGATCTACACAGAGC 62 

R: TATTCGGCGTAGGTCTGAGGG 

ERCC2 XM_017026467.1 F: AGAAGGTGATTGAAGAGCTTCG 60 

R: ACCTCAGGGTGAATACACAAGT 

DBB1 NM_001923.4 F: ACCGGACACTTTACTTCGGC 60 

R: TCGGCGGTGACCACATAGA 

TP53 NM_001126118.1 F: CAGCACATGACGGAGGTTGT 50 

R: TCATCCAAATACTCCACACGC 

OGG1 XM_017006499.2 F: ATGGGGCATCGTACTCTAGC 60 

R: CTCCCTCCACCGGAAAGAT 

CAT NM_001752.4 F: TGGGATCTCGTTGGAAATAACAC 61 

R: TCAGGACGTAGGCTCCAGAAG 

Os experimentos foram realizados no laboratório na do Prof. Dr. Fábio 

Daumas Nunes na instituição Universidade de São Paulo, FOUSP. 

3.2.8. Análise Estatística 

O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a 

normalidade dos dados. Os dados gaussianos foram expressos em média e 

desvio padrão (média DP), enquanto os dados não paramétricos foram 

expressos em mediana e percentis 5 e 95. Para análise inferencial, foi utilizado 

um teste ANOVA One-Way e o teste post hoc de Tukey para dados gaussianos, 

e um teste de Kruskal-Wallis seguido por um Mann Whitney para os dados não 

paramétricos. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. O software utilizado para os testes e gráfico de preparação foi 

GraphPad Prism 6, versão 6,1 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os parâmetros utilizados para este estudo foram previamente 

determinados em nosso grupo de pesquisa (Elineides Santos Silva, Dissertação 

de Mestrado). Os parâmetros estabelecidos foram: exposição radiante de 9J/cm2 

de UVA para simular o dano causado pela exposição solar, promovendo uma 

queda na viabilidade de aproximadamente 20%; FBM com exposição radiante 

de 1 J/cm2; e extratos a 0,3% concentração em que os mesmos não apresentam 

toxicidade no escuro. O veículo dos extratos é o meio HG (mistura de água, 

etanol e propilenoglicol em uma proporção que varia dependendo do extrato 

utilizado) sendo que este não apresenta toxicidade nas concentrações testadas 

(até 0,5%). 

Inicialmente, os extratos foram selecionados por suas classes 

fitoquímica, ou seja, apresentaram um conteúdo maior de um determinado tipo 

de polifenóis. No entanto, analisando o teor total de polifenóis (TPC) dos extratos 

(tabela 1), foi possível verificar a que os extratos que apresentaram as maiores 

toxicidades foram aqueles que apresentou o maior TPC, independentemente do 

tipo de polifenol que eles continham, estes dados foram reprotados e discutidos 

no artigo Silva ES, Machado GB, Lino-dos-Santos-Franco A, Pavani C. 

Combination of Natural Extracts and Photobiomodulation in Keratinocytes 

Subjected to UVA Radiation. Photochem Photobiol. 2018;Anexo A78. 

 
Tabela 6: Teores totais de polifenóis (TPC) dos extratos utilizados. 

 

Extratos Naturais * TPC (g Kg-1) 

Nogueira HG 4,22 ± 0,19 

Camomila HG 0,92 ± 0,01 

Mirtilo HG 0,78 ± 0,04 

Figo HG 0,19 ± 0,00 

HG, hidrogylica. * TPC é apresentado em equivalente ácido gálico (GAE). 

 

 
4.1 Determinação da viabilidade celular por MTT 

Utilizando os parâmetros citados acima foram avaliados os extratos de 

Camomila, Figo, Mirtilo e Nogueira (Figura 13) a 0,3%. O veículo hidroglicólico 

(HG) utilizado a 0,3% não influenciou os resultados, apresentando valores de 
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viabilidade similares ao controle. Avaliando somente o grupo controle dos 

diferentes tratamentos (escuro, UVA, FBM e UVA+FBM) observa-se que houve 

uma diminuição de aproximadamente 20% na viabilidade após o tratamento UVA 

(exposição radiante de 9 J/cm2) estatisticamente significante em relação ao 

controle. Huynh e colaboradores verificaram queda de 50% na viabilidade de 

queratinócitos (HaCat) com exposição radiante de 20 J/cm2.79 O grupo FBM 

(1J/cm2), em que houve aplicação da FBM sem danos celulares prévios, não 

apresentou diferença na viabilidade celular em relação ao controle. Outros 

trabalhos já evidenciaram a ausência de efeito da FBM em tecidos em 

homeostase. No grupo UVA+ FBM, em que houve aplicação da FBM após a 

radiação UVA, foi observada melhora na viabilidade celular em relação ao grupo 

UVA (de 80 para 92%), porém sem atingir os níveis basais. Neste sentido, Tian 

e colaboradores mostraram que, após a exposição de fibroblastos ao UVB, o 

tratamento com LED 630 nm (FBM) aumentou a quantidade relativa de células 

sendo que 1 J/cm2 foram suficientes para causar este efeito80. Porém a literatura 

de aplicação FBM após a exposição UVA, não se mostra muito extensa, pois 

estes efeitos não são amplamente estudados. 
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Figura 13: Viabilidade celular de queratinócitos expostos ao UVA e tratados com fotobiomodulação e extratos de camomila, figo, nogueira e 
mirtilo a 0,3% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. A) Camomila e Mirtilo B) Figo e Nogueira. Parâmetros UVA (366+10 nm, 2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2.) LED 
(640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 1J/cm2). Dados apresentados como média + DP, n=6, 04 experimentos independentes, n total de 24. Os dados apresentados 
como mediana e barras de erro indicam 5 e 95 percentis, n = 24. * P < 0,5 em comparação com o CT escuro; #P < 0,5 entre os tratamentos, δP < 0,5 em 
comparação com o UVA + PBM controle. 
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A resposta observada em termos de aumento da viabilidade em função 

da redução do MTT pode ser interpretada de forma ambígua81. Uma vez que o 

ensaio de viabilidade pelo método do MTT se baseia na redução do reagente 

pela ação das enzimas mitocondriais, é conhecido que a resposta do MTT 

depende das condições energéticas e metabólicas das células, bem como do 

ciclo celular, entre outros fatores 81,82. Neste sentido, a literatura mostra que a 

FBM é uma técnica que ativa a produção de ATP, proliferação celular e a 

modulação de muitos mecanismos de sinalização. A FBM modula os níveis de 

EROs, uma vez que as estas moléculas podem ser produzidas devido a 

absorção de luz vermelha por mitocôndrias e opsinas e também pelo aumento 

do potencial de membrana mitocondrial (MMP), que consequentemente aumenta 

a produção de ATP 83. É possível que tenha ocorrido um aumento real na 

quantidade de células vivas por meio da ativação da proliferação devido à ação 

da FBM. Por outro lado, também é possível que tenha ocorrido somente um 

aumento da atividade das enzimas mitocondriais, sem que haja real aumento no 

número de células. Portanto, uma combinação de diferentes ensaios de morte 

celular / viabilidade / proliferação deve ser realizada para explicar melhor esse 

resultado. 

O veículo HG mostrou comportamento semelhante ao CT em todos os 

tratamentos realizados. Da mesma forma, o tratamento de queratinócitos com 

extrato de camomila (Figura 13 Painel A) e figo (Figura 13 Painel B) não 

apresentou melhora em comparação com CT, quando a viabilidade celular foi 

avaliada: UVA causou redução viabilidade celular e pós-tratamento com extrato 

não trouxe celular recuperação; FBM após exposição ao extrato não apresentou 

alterações na viabilidade celular em relação ao tratamento no escuro (extrato de 

figo e camomila não apresentaram toxicidade quando combinados com FBM. 

Uma vez que não há diferença estatística entre UVA e UVA+FBM, mas também 

não há entre UVA+FBM e CT acredita-se que é possível afirmar que a 

combinação de FBM com tratamento com extrato promoveu leve recuperação 

em relação ao grupo extrato UVA apesar dessa ausência de diferença em 

relação à CT em termos de células vivas, outros parâmetros relacionados à 

sinalização celular e fotoenvelhecimento pode apresentar melhorias com o uso 

do extrato. A modulação na expressão de citocinas anti e pró-inflamatórias, 
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metaloproteinases, e genes de reparo de DNA são alguns dos fatores que podem 

ser influenciados por FBM e extrato de figo, necessitando maiores investigações. 

No ensaio realizado com extrato de Mirtilo (Figura 13 Painel A) verificou- 

se que UVA causou redução viabilidade celular e pós-tratamento com extrato 

não trouxe recuperação da viabilidade celular em relação ao grupo CT-UVA. O 

extrato de Mirtilo também não apresentou toxicidade quando associado à FBM, 

isto é, a realização da FBM após exposição ao extrato não apresentou alterações 

na viabilidade celular em relação ao tratamento no escuro (Mirtilo escuro). O 

grupo UVA+FBM mostrou redução da viabilidade em relação ao controle escuro, 

de modo que além de não haver efeito benéfico, houve morte celular quando o 

extrato de Mirtilo foi associado à FBM após à exposição ao UVA. 

O extrato de nogueira (Figura 13 Painel B) gerou resultados muito 

diferentes de outros tratamentos. A viabilidade celular do grupo FBM após 

tratamento com nogueira foi significativamente diferente do controle escuro, ou 

seja, ocorreu morte celular. Este dado mostra que o extrato de nogueira é 

fotossensível na região vermelha do espectro. O provável mecanismo para o 

efeito observado envolve absorção de luz pelo extrato, produzindo estados 

excitados que podem gerar EROS, que são agentes citotóxicos bastante 

conhecidos. Esta sequência de eventos é o princípio de terapia fotodinâmica 84,85
 

e foi observada em outros tipos de amostras, como cabelos 86. Viabilidade celular 

após tratamento com nogueira UVA + FBM foi significativamente menor do que 

com CT UVA + FBM, mostrando que o tratamento com nogueira após a 

exposição UVA e seguido por PBM não reduz a citotoxicidade; ao invés disso, 

causa morte celular. Os dados do Figo e Nogueira foram reportados no artigo 

Silva ES, Machado GB, Lino-dos-Santos-Franco A, Pavani C. Combination of 

Natural Extracts and Photobiomodulation in Keratinocytes Subjected to UVA 

Radiation. Photochem Photobiol. 2018;Anexo A 78. 

Os extratos estudados contém substâncias com ação antioxidante, 

conhecidos como polifenóis. A quantidade de polifenóis (Anexo A) presente em 

cada um dos extratos varia em função do tipo de planta, época do ano, tipo de 

extração, etc.53 Apesar de inicialmente os extratos não se mostrarem tóxicos no 

escuro na concentração de 0,3%, foi observada tendência de toxicidade quando 

aplicados após a exposição ao UVA, isto é, comparando os grupos extrato UVA 
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com o grupo CT UVA. Acredita-se que este efeito tenha relação com a fragilidade 

da membrana celular após o dano induzido por UV, que aumentaria a 

permeabilidade aos polifenóis, causando toxicidade. Acredita-se também, que 

apesar de todos os extratos apresentarem tendência à toxicidade quando 

aplicado após o UVA, apenas um dos extratos apresentou diferença estatística 

em relação ao grupo controle UVA devido aos elevados valores de desvio 

padrão. Estes valores de desvio, apesar do cuidado e treinamento do 

manipulador, são resultado da elevada quantidade de procedimentos e 

manipulações que são realizados com as células, como por exemplo, lavagens 

e troca de meios. 

Para dar continuidade ao estudo os extratos de nogueira e mirtilo foram 

excluídos. Ambos extratos apresentaram toxicidade quando combinados com a 

FBM após a exposição ao UVA e o extrato de mirtilo. Por outro lado, optou-se 

por dar prosseguimento ao estudo utilizando os extratos de Camomila e Figo. 

Porém, como foi observada tendência de toxicidade dos extratos quando 

aplicados após a exposição ao UVA foi importante rever as concentrações 

utilizadas. 

 

4.2. Avaliação da toxicidade dos extratos após dano UVA. 

A toxicidade dos extratos de camomila e figo (Figura 14) em diferentes 

concentrações (0,01 a 0,1%) foi avaliada após a exposição das células à 

radiação UVA. 

A exposição ao UVA causou aproximadamente 20% de redução da 

viabilidade conforme verificado anteriormente (p<0,05). Todos os tratamentos 

com extratos após exposição ao UVA não apresentaram diferença na viabilidade 

celular em relação ao grupo irradiado com UVA, isto é, não foi observada 

toxicidade de nenhum dos extratos nas concentrações estudadas após a 

exposição ao UVA. Desta forma, optou-se por utilizar a concentração de 0,05%. 
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Figura 14: Viabilidade celular de queratinócitos expostos aos extratos (camomila 
e figo em diferentes concentrações) por 24 horas em DMEM 1 % SFB após exposição ao 
UVA. A) camomila B) figo. Parâmetros UVA (366+10 nm, 2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2.). Dados 
apresentados como média + DP, n=6, 03 experimentos independentes, n total de 18, *p<0,05 
em relação aos demais tratamentos. 

 
 

4.3. Determinação da viabilidade celular por MTT 

Após a determinação das novas concentrações de trabalho, o protocolo 

combinado foi repetido utilizando os extratos de Camomila e Figo 0,05% (Figura 

15). Os extratos de camomila e Figo, a 0,05% não apresentaram toxicidade 

quando utilizados após exposição UVA nem apresentaram toxicidade associada 

à FBM. Também foi observada tendência à aumento da viabilidade quando 

compara-se dentro do mesmo tratamento com extrato os grupos UVA e 

UVA+FBM, porém não foi observada diferença estatística. Desta forma, 

justamente por não ter sido observada melhora efetiva da viabilidade pela 

combinação de extrato com FBM após exposição ao UVA, optou-se por avaliar 

a expressão de enzimas antioxidantes e genes de reparo de DNA, para 

compreender melhor esta não melhora . 
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Figura 15: Viabilidade celular de queratinócitos expostos ao UVA e tratados com 
fotobiomodulação e extratos de camomila e figo a 0,05% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. 
Parâmetros UVA (366 ±10 nm, 2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2), FBM (640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 
1J/cm2). Dados apresentados como mediana e percentis 5 e 95, n= 16, 3 experimentos 
independentes, n total de 48. * p < 0,05 em comparação com o controle; #p < 0,05 entre os 
tratamentos. 

 
 

4.3 Expressão gênica da Catalase 

A avaliação da expressão gênica da catalase foi avaliada em todas as 

amostras e os dados estão apresentados da Figura 16. As amostras foram 

normalizadas em função do grupo controle escuro. No tratamento na ausência 

de extratos (painel A) houve redução na expressão da CAT somente no grupo 

que recebeu exposição ao UVA e tratamento com FBM (UVA+FBM). Porém a 

FBM após o tratamento das células com o veículo HG (painel B) causou aumento 

na expressão de CAT em relação aos demais grupos. Quando o foi realizada 

associação entre FBM e extrato de camomila (Painel C) foi observada redução 

na expressão da CAT nas células que foram expostas ao UVA e pós tratadas 

com camomila. Esta redução foi menor quando foi realizada a associação de 

camomila e FBM após a exposição UVA (Painel C). O tratamento com extrato de 

Figo não causou alteração da expressão gênica da CAT (Painel D). 

A catalase é uma enzima que contém grupos heme, que são cromóforos 

na região UVA. Por este motivo, já foi mostrado que o UVA pode danificar a 

catalase e levar à liberação de grupos heme livres, que podem amplificar o 

estresse oxidativo87. Neste trabalho, apesar da exposição ao UVA, não foi 



57  

observada alteração na expressão da catalase. Acredita-se que não foi 

observada alteração porque a exposição radiante UVA utilizada neste trabalho 

foi de 9J/cm2 enquanto para a liberação de heme livre foi utilizado 50 J/cm2 88. A 

FBM (1J/cm2) também não causou alteração na expressão gênica da CAT, 

sendo que resultados semelhantes já foram observados em tratamentos de FBM 

com 12.86 J/cm2 89. Uma vez que o veículo HG é composto de uma mistura de 

solventes (água, etanol e propinenoglicol), é possível que exista algum potencial 

de toxicidade do mesmo, de modo que a FBM induziu o mecanismo antioxidante 

protetor aumentando a expressão de CAT. 

 

Figura 16: Expressão relativa do mRNA de CAT1 em queratinócitos humanos após 
a exposição à radiação ultravioleta A e tratados com fotobiomodulação (FBM) e extratos 
de camomila e figo a 0,05% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. Parâmetros UVA (366 ±10 nm, 
2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2), FBM (640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 1J/cm2). A) controle, B) veículo 
HG, C) camomila e D) figo. GAPDH foi usado como padrão interno para normalização. Dados 
apresentados como média ± desvio padrão, n=6 por grupo, * p < 0.05 em relação ao escuro, # p 
< 0.05 em relação ao UVA e &p< 0.05 em relação a FBM. 

 

 
Apesar da expressão do mRNA da Catalase reduzir com a exposição ao 

UVA e pós tratamento com camomila, o valor de expressão relativa é similar ao 

observado na ausência do pós tratamento com este extrato. Além disso, a 

associação da FBM com o extrato de camomila foi capaz de aumentar a defesa 
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antioxidante do sistema uma vez que a expressão gênica da catalase encontra- 

se aumentada em relação ao tratamento com extrato, sem a FBM (grupo UVA). 

Por outro lado, o extrato de Figo utilizado sozinho ou em associação com a FBM 

não causou nenhuma alteração na expressão gênica da catalase. As diferenças 

observadas entre a ação do extrato de camomila e do extrato de Figo na 

expressão da CAT está associada ao potencial antioxidante dos mesmos. O 

extrato de camomila apresenta conteúdo polifenólico total 4,8 vezes maior que o 

extrato de Figo.78 Os polifenóis apresentam capacidade antioxidante devido ao 

poder redutor das hidroxilas aromáticas que acabam reduzindo os radicais livres 

presentes e produzindo o radical fenoxila que é estabilizado por ressonância. 90
 

 
4.4 Expressão Gênica de genes de reparo de DNA 

 
4.4.1 OGG1 

Dado que a expressão do gene OGG1 está associada à expressão da 

enzima 8-oxoguanina DNA glicosilase que é participante do mecanismo de BER, 

sua expressão é importante dentro da avaliação do efeito dos tratamentos anti- 

envelhecimento isolados e combinados. 

As amostras foram normalizadas em função do grupo controle escuro e 

os dados estão apresentados na Figura 17. O tratamento na ausência de 

extratos (painel A) mostrou que a exposição à radiação UVA aumentou a 

expressão de OGG1 em relação ao grupo CT enquanto que a FBM reduziu a 

expressão de OGG1. A associação dos tratamentos com extrato de camomila e 

FBM após a ação do UVA (UVA+FBM) não mostrou diferença na expressão do 

gene OGG1 em relação aos grupos CT e UVA, sendo maior que o grupo FBM. 

No painel B, em que todos os grupos receberam tratamento com o veículo 

HG foi observada maior expressão gênica no grupo exposto à irradiação UVA 

em relação ao grupo escuro, sendo que não foi observada diferença nos demais 

grupos. O tratamento com Camomila no escuro causou aumento da expressão 

do gene OGG1 em relação ao grupo CT escuro (CT Painel C X CT Painel A). 

Porém, todos os demais tratamentos associados à camomila (UVA, FBM e 

UVA+FBM) mostraram redução na expressão gênica em relação ao grupo 

Camomila escuro, todos estes dados mostraram que a luz tem potencial 

prejudicial para o extrato de camomila. Por fim, nos tratamentos realizados com 
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extrato de Figo (Painel D) somente o grupo das terapias combinadas após 

exposição ao UVA (UVA+FBM) apresentou expressão aumentada do OGG1 em 

relação à todos os demais grupos. 

 

Figura 17: Expressão relativa do mRNA de OGG1 em queratinócitos humanos após 
a exposição à radiação ultravioleta A e tratados com fotobiomodulação (FBM) e extratos 
de camomila e figo a 0,05% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. Parâmetros UVA (366 ±10 nm, 
2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2), FBM (640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 1J/cm2). A) controle, B) veículo 
HG, C) camomila e D) figo. GAPDH foi usado como padrão interno para normalização. Dados 
apresentados como média ± desvio padrão, n=6 por grupo, * p < 0.05 em relação ao escuro, # p 
< 0.05 em relação ao UVA e &p< 0.05 em relação a FBM. 

 

Trabalhos anteriores mostraram que exposição ao UVA gera EROS e 

causa dano em DNA, em especial a formação de 8-oxoG 91. Por outro lado, 

também foi relatado que a formação de dímeros de pirimidina tem relação linear 

com a exposição radiante de UVA utilizada e que sua formação é maior que 8- 

oxoG, atingindo valores de 0,081 lesões em cada 106 bases normais por J/cm2 

versus 0,0071, respectivamente 92. 

Apesar desta controvérsia, ainda é bastante aceito o mecanismo 

oxidative para o dano em DNA promovido por UVA e neste sentido, OGG1 tem 

papel importante em evitar mutagênese induzida por UVA, reparando a lesão 8– 

oxoG 93. 
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Neste estudo, com exposição radiante de 9J/cm2 de UVA foi possível 

verificar o aumento da expressão do mRNA de OGG1 enquanto a FBM reduziu 

sua expressão. Porém, a aplicação de FBM após a exposição ao UVA não 

alterou a expressão de OGG1 em relação ao grupo UVA e ao grupo controle 

escuro, apesar de vários estudos mostrarem que a FBM reduz o estresse 

oxidativo após exercício aeróbico 94 e resistido95, após exposição ao barulho 

excessivo 83 e outros. Seria esperado que a redução no estresse oxidativo 

reduzisse o dano oxidativo em DNA (e produção de 8-oxoG), levando ao 

aumento da expressão de OGG1. 

Os extratos de camomila e figo aumentaram a expressão de OGG1 em 

relação ao controle escuro, indicando que o tratamento com estes compostos 

ativa os mecanismos de defesa antioxidante. Por este motivo, quando as células 

foram expostas ao UVA e pós tratadas com os extratos, não houve aumento na 

expressão de OGG1 (no extrato de Figo) inclusive causando diminuição de sua 

expressão (com extrato de camomila). Uma vez que estes extratos contém 

diferentes componentes antioxidantes, o estresse oxidativo gerado pela radiação 

UVA foi controlado pela presença dos extratos, assim não estimulando o gene 

de reparo. Mais uma vez, o efeito do extrato de figo é menor em relação ao 

extrato de camomila devido ao menor teor polifenólico total, como mencionado 

anteriormente. De forma interessante, por outro lado, quando a FBM foi 

associada ao extrato de figo após a exposição à radiação UVA, a mesma ativou 

o mecanismo protetor de reparo de DNA de modo que a expressão de OGG1 

estava aumentada em relação aos demais grupos. 

 

 
4.4.2 TP53 

O gene TP53 codifica a produção da proteína p53 que tem papel 

importante na definição se a célula que sofreu lesão de DNA entrará  em 

processo de reparo ou será encaminhada à morte celular por apoptose. A 

expressão deste gene foi avaliada em todas as amostras e os dados, 

normalizados em relação ao controle escuro, estão apresentados na Figura 18. 

Nas amostras que não receberam tratamento com extratos (painel A), o 

grupo UVA mostrou aumento da expressão de TP53 em relação aos demais 

grupos (escuro, FBM e UVA+FBM). Por outro lado, as amostras tratadas com o 
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veículo hidroglicólico mostraram expressão aumentada do TP53 nos grupos que 

receberam FBM (FBM e UVA+FBM, no painel B). 

Quando o foi realizada associação entre FBM e extrato de camomila 

(Painel C) todos os grupos apresentaram redução na expressão do TP53 em 

relação ao grupo escuro. O grupo FBM não apresentou expressão de TP53 

enquanto a associação de camomila com FBM após UVA (UVA+FBM) causou 

aumento da expressão gênica em relação ao grupo UVA. Nos grupos tratados 

com extrato de Figo (Painel D) somente o grupo UVA apresentou expressão 

reduzida de TP53 em relação aos demais grupos (escuro, FBM e UVA+FBM). 

Os grupos que receberam FBM (FBM e UVA+FBM) apresentaram expressão 

aumentada do TP53 em relação ao grupo controle e ao grupo UVA, sendo que 

a associação da FBM com extrato de Figo após a exposição ao UVA apresentou 

um efeito ainda maior. 

Após o dano de DNA algumas vias são ativadas de modo a promover a 

parada do ciclo celular para que as enzimas de reparo de DNA possam atuar, 

limpando o genoma antes da síntese de DNA 96. TP53 regula vários outros genes 

que modulam as defesas contra o crescimento de tumores por meio da ativação 

do mecanismo apoptótico, parada de ciclo celular e senescência 97. 

Almeida e colaboradores não observaram efeitos do laser na expressão 

de mRNA de TP53 em pele, dados que corroboram com os achados deste 

estudo 97. Esta resposta celular sugere que não há indução de apoptose/reparo 

de DNA após a FBM. Por outro lado, o aumento na expressão de TP53 após a 

exposição ao UVA sugere a parada de ciclo celular, que fornece mais tempo 

para a realização do reparo de DNA ou eliminação das células danificadas por 

apoptose. Karthikeyan verificaram 40% de apoptose após exposição de 

queratinócitos à 10J/cm2 de UVA 98. O dano induzido por UVB é extensivamente 

mais estudado que UVA. Foi relatado aumento na expressão de p53 após 

exposição ao UVB e que o pré-tratamento com polifenóis do chá-verde reduziram 

a expressão de p53 induzida por UVB, corroborando com os resultados 

encontrados neste estudo para UVA 99. 

Neste estudo o uso de um antioxidante antes da exposição à UV preveniu 

a indução de apoptose e o dano em DNA devido à diminuição da produção de 

EROs. Maiores exposições radiantes (de UVA e de FBM) poderiam fornecer 

outras respostas gênicas, provavelmente associadas à indução de apoptose, 
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uma vez que no maiores valores de exposição radiante nesta linhagem celular 

leva à redução da viabilidade 78. Os efeitos da FBM nos tecidos são dependente 

do tipo de tecido e parâmetros utilizados, como comprimento de onda e 

exposição radiante 100. Quando a FBM foi associada ao extrato de figo após a 

exposição à radiação UVA, a mesma ativou o mecanismo protetor de reparo de 

DNA de modo que a expressão de TP53 estava aumentada em relação aos 

demais grupos. O mesmo foi observado para o extrato de camomila, porém o 

aumento foi menos expressivo. 

 
 

Figura 18: Expressão relativa do mRNA de TP53 em queratinócitos humanos após 
a exposição à radiação ultravioleta A e tratados com fotobiomodulação (FBM) e extratos 
de camomila e figo a 0,05% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. Parâmetros UVA (366 ±10 nm, 
2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2), FBM (640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 1J/cm2). A) controle, B) veículo 
HG, C) camomila e D) figo. GAPDH foi usado como padrão interno para normalização. Dados 
apresentados como média ± desvio padrão, n=6 por grupo, * p < 0.05 em relação ao escuro, # p 
< 0.05 em relação ao UVA e &p< 0.05 em relação a FBM. 

 
 

 
4.4.3 BRCA1 

A determinação da expressão do gene BRCA1 nas amostras que não 

receberam o tratamento com extrato (Figura 19 painel A) mostrou que o grupo 
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UVA apresentou expressão aumentada em relação ao grupo escuro quanto os 

grupos FBM (FBM e UVA+FBM). As amostras tratadas com o veículo 

hidroglicólico (Painel B) mostraram expressão aumentada do gene BRCA1 nos 

grupos que receberam FBM (FBM e UVA+FBM, no painel B) em relação aos 

demais grupos (Escuro e UVA). Nas amostras tratadas com o extrato de 

camomila (Painel C) os grupos UVA e FBM causaram diminuição da expressão 

do BRCA1 em relação ao grupo escuro, enquanto a combinação da FBM com 

extrato de camomila após a exposição ao UVA restabeleceu a expressão para 

valores similares ao grupo escuro. Nos grupos tratados com extrato de Figo 

(Painel D) somente o grupo em que foi feita a associação da FBM com extrato 

de Figo após a exposição ao UVA (UVA+FBM) apresentou expressão 

aumentada do BRCA1 em relação aos demais grupos. 

 

Figura 19: Expressão relativa do mRNA de BRCA1 em queratinócitos humanos 
após a exposição à radiação ultravioleta A e tratados com fotobiomodulação (FBM) e 
extratos de camomila e figo a 0,05% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. Parâmetros UVA (366 
±10 nm, 2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2), FBM (640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 1J/cm2). A) controle, B) 
veículo HG, C) camomila e D) figo. GAPDH foi usado como padrão interno para normalização. 
Dados apresentados como média ± desvio padrão, n=6 por grupo, * p < 0.05 em relação ao 
escuro, # p < 0.05 em relação ao UVA e &p< 0.05 em relação a FBM. 
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O aumento da expressão de BRCA1 após a exposição ao UVA está relacionado 

à ativação do mecanismo de reparo ao dano causado ao DNA, uma vez que os 

produtos deste gene estão associados ao reparo de DNA, controle transcricional, 

crescimento celular e apoptose101. O BRCA1 tem papel importante no reparo de 

lesões de DNA desencadeados por UVC, sendo recrutado durante a fase S/G2 

do ciclo celular de forma independente da via de NER 102, por outro lado, não 

existem relatos na literatura acerca do efeito da FBM na expressão do BRCA1. 

Dilenburg e colaboradores mostraram que a aplicação de 4J/cm2 de FBM leva 

ao aumento de EROs em uma quantidade segura, sem induzir dano em DNA 

uma vez que não observou influxo nuclear da proteína de reparo BRCA1 103. 

Aos extratos de camomila e figo apresentaram expressão aumentada de 

mRNA de BRCA1 em relação ao grupo controle. Acredita-se que este efeito foi 

observado devido à presença de flavonoides. Sabe-se que a quercetina aumenta 

a expressão de BRCA1104 e que quercetina e luteolina são os principais 

flavonoides presentes no extrato de Figo 105. Por outro, a associação dos extratos 

com fotobiomodulação foi capaz de estimular o efeito protetor, por meio da 

ativação do mecanismo de reparo por recombinação, atingindo níveis de 

expressão de mRNA de BRCA1 próximos ou maiores que o controle. 

 
 

4.4.4 ERCC1 

As proteínas codificadas pelos genes ERCC2 e ERCC1 estão envolvidas 

no processo de desnivelamento do DNA e incisão em uma molécula de DNA 

contendo um sítio de oxidação, respectivamente 39. Os dados referentes à 

expressão do gene ERCC1 também estão apresentados com normalização 

relativa ao grupo controle escuro e os dados estão apresentados na Figura 20. 

O tratamento na ausência de extratos (painel A) mostrou que os grupos FBM e 

FBM+UVA mostraram redução da expressão do ERCC1 em relação ao grupo 

CT e ao grupo UVA, enquanto no grupo UVA+FBM apresentou expressão 

aumentada de ERCC1 em relação ao grupo UVA. 

No painel B, em que todos os grupos receberam tratamento com o veículo 

HG foi observado aumento na expressão de ERCC1 nos tratamentos com FBM 

(FBM isolado e UVA+FBM) em relação ao grupo CT e UVA. No painel C, em que 

as amostras foram tratadas com extrato de camomila todos os grupos mostraram 
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redução na expressão gênica relativa ao ERCC1 em relação ao grupo controle, 

porém os grupos combinados com FBM (FBM isolado e UVA+FBM) foi 

observado aumento em relação ao grupo UVA. No painel D, em que as amostras 

foram tratadas com o extrato de Figo, foi observado redução na expressão do 

gene ERCC1 no grupo UVA em relação ao grupo controle escuro, porém nos 

grupos combinados com FBM (FBM isolado e UVA+FBM) foi observado aumento 

em relação ao grupo UVA. O grupo UVA+FBM apresentou expressão 

aumentada em relação ao grupo controle escuro e ao grupo FBM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 20: Expressão relativa do mRNA de ERCC1 em queratinócitos humanos 

após a exposição à radiação ultravioleta A e tratados com fotobiomodulação (FBM) e 
extratos de camomila e figo a 0,05% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. Parâmetros UVA (366 
±10 nm, 2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2), FBM (640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 1J/cm2). A) controle, B) 
veículo HG, C) camomila e D) figo. GAPDH foi usado como padrão interno para normalização. 
Dados apresentados como média ± desvio padrão, n=6 por grupo, * p < 0.05 em relação ao 
escuro, # p < 0.05 em relação ao UVA e &p< 0.05 em relação a FBM. 

 

 
Karthikeyan e colaboradores expuseram células HaCat à 10J/cm2 UVA e 

observaram redução na expressão proteica de ERCC1 e DBB2 98. Por outro lado, 

Song e colaboradores verificaram o aumento na expressão de ERCC1 por 



66  

exposição ao UVB 106. Sabe-se que a exposição ao UVB está associada à 

produção de dímeros de pirimidina que são removidos via mecanismo NER no 

qual a ERRC1 atua. A ausência de alterações na expressão de ERCC1 após a 

exposição ao UV observada neste estudo corrobora com os dados apresentados 

por Song e colaboradores em pele de camundongos adultos e queratinócitos de 

camundongo em cultura 106. Acredita-se que este gene já estava expresso em 

níveis máximos e a exposição ao UV não altera a sua expressão. Por outro lado, 

é possível que a radiação UVA não ative o mecanismo de NER por este motivo 

não houve o aumento da expressão de mRNA de ERCC1. 

Em termos da FBM, Sergio e colaboradores não observaram alteração no 

mRNA de ERCC1 em peles expostas ao laser vermelho, porém a exposição 

radiante utilizada foi muito maior que neste estudo (25, 50 e 100 J/cm2 versus 9 

J/cm2) 39. Por outro lado, a expressão de ERCC1 após exposição da pele à laser 

infravermelho (25, 50 e 100 J/cm2) diminui 39. 

Pathania e colaboradores mostraram que o recrutamento de ERCC1 é 

reduzido quando há diminuição de BRCA1 102. É possível verificar que nos 

grupos que apresentaram redução na expressão de mRNA de BRCA1 também 

apresentaram menor expressão de ERCC1. 

Os extratos de camomila e figo aumentaram a expressão de mRNA de 

ERCC1, indicando que o tratamento com estes extratos tem papel protetor 

estando ativo o mecanismo de NER. Quando os extratos de figo e camomila 

foram utilizados após a exposição UVA, houve redução na expressão de ERCC1. 

As EROs formadas durante a exposição ao UVA foram neutralizadas pelos 

compostos polifenólicos dos extratos, de forma que o potencial antioxidante que 

aumenta a expressão gênica estava diminuído. Por fim, a associação dos 

extratos com fotobiomodulação foi capaz de estimular o efeito protetor, atingindo 

níveis de expressão de mRNA de ERCC1 próximos ou maiores que o controle. 

 

 
4.4.5 ERCC2 

Os resultados de expressão gênica do ERCC2 relativa ao grupo controle 

escuro estão apresentados na Figura 21. Na ausência de extratos (painel A) 

nota-se que houve redução na expressão do gene ERCC2 nos grupos que 

receberam FBM (FBM e FBM+UVA) em relação ao grupo CT e ao grupo UVA, 
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sendo que a expressão do ERCC2 foi aumentada no grupo UVA+FBM 

apresentou em relação ao grupo FBM. 

Assim como observado para o gene ERCC1, foi observado aumento na 

expressão de ERCC2 nos tratamentos com FBM (FBM isolado e UVA+FBM) em 

relação ao grupo CT e UVA quando as células foram incubadas com o veículo 

HG (painel B). Comparando os dois grupos que receberam FBM, a expressão 

do ERCC2 foi aumentada no grupo FBM apresentou em relação ao grupo 

UVA+FBM. 

No painel C, em que as amostras foram tratadas com extrato de camomila 

somente o grupo UVA+FBM apresentou redução na expressão gênica relativa 

ao ERCC2 em relação ao grupo controle. No painel D, em que as amostras foram 

tratadas com o extrato de Figo, foi observado aumento na expressão do gene 

ERCC2 nos grupos combinados com FBM (FBM isolado e UVA+FBM), porém o 

grupo UVA+FBM apresentou expressão aumentada em relação ao grupo FBM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 21: Expressão relativa do mRNA de ERCC2 em queratinócitos humanos 

após a exposição à radiação ultravioleta A e tratados com fotobiomodulação (FBM) e 
extratos de camomila e figo a 0,05% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. Parâmetros UVA (366 
±10 nm, 2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2), FBM (640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 1J/cm2). A) controle, B) 
veículo HG, C) camomila e D) figo. GAPDH foi usado como padrão interno para normalização. 
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Dados apresentados como média ± desvio padrão, n=6 por grupo, * p < 0.05 em relação ao 
escuro, # p < 0.05 em relação ao UVA e &p< 0.05 em relação a FBM. 

 

 
Uma vez que ERCC2 atua no processo de NER antes de ERCC1, 

normalmente os dados de expressão de ERCC1 são similares aos do ERCC2, 

confirmando a ativação (ou não) do mecanismo NER. Assim como observado 

para ERCC1, a radiação UVA não alterou a expressão de ERCC2 provavelmente 

porque a radiação UVA não ativa o mecanismo de NER. Tanto quando utilizada 

sozinha quanto utilizada após a exposição ao UVA, a FBM reduziu a expressão 

de ERCC2. Já a FBM reduziu a expressão do mRNA de ERCC2 como observado 

por Sergio e colaboradores em amostras de pele irradiadas com laser 

infravermelho 880nm e (25, 50, e 100 J/cm2)39. 

Os extratos não causaram alteração em termos da expressão de ERCC2, 

exceto no grupo em que foi feita a associação com FBM após a exposição à 

UVA. Neste caso, a resposta induzida pelo extrato de camomila (diminuição da 

expressão de mRNA de ERCC2) foi oposta à resposta observada para o extrato 

de Figo, provavelmente devido aos diferentes conteúdos polifenólicos destes 

extratos. 

 

 
4.4.6 DBB1 

Realizou-se a análise da expressão do gene DBB1 para as amostras e os 

resultados estão apresentados na Figura 22. Os dados de todas as amostras 

foram normalizados em função do controle escuro. No painel A estão 

apresentadas as amostras que não receberam tratamento com extratos. É 

possível verificar que somente a FBM mostrou redução significativa em relação 

aos demais grupos (escuro, UVA e UVA+FBM). Quando foi realizado tratamento 

das células com o veículo hidroglicólico pós UVA (painel B), verificou-se 

diminuição da expressão do DBB1, enquanto a associação de veículo com FBM, 

bem como, a associação de veículo com FBM após exposição ao UVA 

resultaram em aumento da expressão do gene DBB1 em relação aos grupos 

escuro e UVA. 

Quando o foi realizada associação entre FBM e extrato de camomila 

(Painel C) todos os grupos apresentaram redução na expressão da DBB1 em 

relação ao grupo escuro. Esta redução foi mais expressiva quando foi realizada 
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a associação de camomila e FBM após a exposição UVA (UVA+FBM) e menor 

no grupo em que a FBM foi realizada após o tratamento com camomila. Nos 

grupos tratados com extrato de Figo (Painel D) somente o grupo das terapias 

combinadas após exposição ao UVA (UVA+FBM) apresentou expressão 

aumentada do DBB1 em relação aos demais grupos. 

Uma vez que DBB1 está envolvida no mecanismo de NER, que conforme 

visto anteriormente não é ativado por UVA, os resultados obtidos são bastante 

similares àqueles observados para ERCC1 e ERCC2. Neste sentido, a 

expressão do mRNA de DBB1 não é alterada após a irradiação com UVA. Por 

outro lado, já foi relatado que 10J/cm2 de UVB promove a translocação de DBB1 

para o núcleo, ativando o mecanismo de reparo de DNA 38. 

 
 

Figura 22: Expressão relativa do mRNA de DBB1 em queratinócitos humanos após 
a exposição à radiação ultravioleta A e tratados com fotobiomodulação (FBM) e extratos 
de camomila e figo a 0,05% por 24 horas em DMEM 1 % SFB. Parâmetros UVA (366 ±10 nm, 
2,5 mW/cm², 13,5 J/cm2), FBM (640nm ± 12.5nm, 2.6 mW/cm², 1J/cm2). A) controle, B) veículo 
HG, C) camomila e D) figo. GAPDH foi usado como padrão interno para normalização. Dados 
apresentados como média ± desvio padrão, n=6 por grupo, * p < 0.05 em relação ao escuro, # p 
< 0.05 em relação ao UVA e &p< 0.05 em relação a FBM. 



70  

5. CONCLUSÕES 

 

A exposição à radiação UVA (9J/cm2) 

✓  Reduz a capacidade antioxidante das células reduzindo a expressão de 

enzimas antioxidantes como a catalase. 

✓  Causa danos oxidativos no DNA ativando a vida de reparo por excisão 

de bases (aumento da expressão de OGG1). 

✓  Além disso, gera fotoprodutos que ativam a via de reparo por 

recombinação homóloga (aumento da expressão de BRCA1). 

✓  Sem indícios da ativação da via de excisão de nucleotídeos (sem 

alteração na expressão de DBB1, ERCC1 e ERCC2). 

✓  O aumento da expressão de TP53 após à exposição UVA também indica 

a ativação do processo de reparo de DNA. 

 
A fotobiomodulação (FBM) (1J/cm2) 

Utilizada isoladamente, sem exposição prévia à radiação UVA 

✓ Não alterou a expressão de enzimas antioxidantes (Catalase). 

✓ Reduziu a expressão do mRNA de todos os genes associados aos 

mecanismos de reparo de DNA por excisão de bases (OGG1), reparo por 

recombinação homóloga (BRCA1) e reparo por excisão de nucleotídeos 

(DBB1, ERCC1 e ERCC2). 

✓ Além disso, não alterou a expressão de TP53. 

 
 

Extrato camomila 

✓ Aumentou a expressão de todos os genes em relação ao controle escuro 

sem extrato sugerindo seu potencial como antioxidante protetor. 

✓ Quando as células foram expostas ao ultravioleta e pós tratadas com 

camomila, todos os genes tiveram a expressão do mRNA reduzida, 

mostrando o efeito deletério da radiação UVA e ausência de efeito positivo 

da camomila. 

• O efeito da associação entre FBM e extrato de camomila, sem 

exposição à radiação UVA foi variável dependendo do gene estudado. 

✓ Não houve alteração na expressão de mRNA da catalase e ERCC2. 
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✓ Houve pequena redução na expressão dos genes ERCC1 e DBB1 

✓ redução de OGG1 e BRCA1 na mesma extensão que houve no UVA. 

✓ A redução expressiva em p53. 

• A combinação entre FBM e extrato de camomila, após exposição à 

radiação UVA foi variável dependendo do gene estudado. 

✓ Em relação ao grupo UVA os genes CAT, BRCA1, ERCC1 e TP53 tiveram 

sua expressão aumentada, 

✓ DBB1 e ERCC2 tiveram a expressão diminuída 

✓ enquanto OGG1 não teve alteração. 

 
 

Extrato Figo 

✓ O extrato de figo não altera a expressão de mRNA da catalase em 

nenhum dos processos de irradiação. 

✓ Todos os genes associados aos mecanismos de reparo de DNA (CAT, 

BRCA1, OGG1, DBB1, TP53, ERCC1 e ERCC2) tiveram a expressão de 

mRNA aumentada quando foi realizada a combinação entre FBM e 

extrato de figo após exposição à radiação UVA. 

✓ Algum dos componentes do extrato de figo, diferencia sua ação do extrato 

de camomila e faz com que sua a associação com fotobiomodulação seja 

capaz de estimular o efeito protetor, atingindo níveis de expressão de 

mRNA dos diversos genes maiores que o grupo UVA. 

Concluindo o extrato da camomila não se mostrou eficiente após expostas 

ao UVA, porem quando associado a FBM foi variável dependendo do gene 

estudado. 

O figo não se mostrou eficiente após a exposição UVA, porem quando 

associado a exposição com a fotobiomodulação se mostrou eficiente, mostrando 

que a FBM associado com o figo mostrando um efeito benéfico, quando 

administrado o tratamento completo. 
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INFORMAÇÕES PARA MEMBROS EXTERNOS DE BANCAS 

 

Caro(a) professor(a), agradecemos ter aceitado nosso convite, ficaremos 

muito honrados com sua presença. 

Para facilitar sua análise, esclarecemos que os trabalhos de dissertação 

e tese do Programa de Pós-graduação em Biofotônica Aplicada às Ciências da 

Saúde devem seguir a seguinte estrutura: 

1. Contextualização do objeto de estudo com a respectiva justificativa; 

2. Objetivos que devem estar alinhados aos artigos publicados; 

3. Métodos. Toda metodologia utilizada no(s) artigo(s); 

4. Resultados. Descrição dos resultados ainda não publicados e/ou 

apenas a referência completa do(s) manuscrito(s) publicado(s) ou aceito(s) para 

publicação no caso de todos resultados já terem sido aceitos ou publicados. Os 

artigos devem estar disponíveis na seção “Anexos” 

5. Discussão. Abordagem do conjunto dos resultados frente à literatura 

pertinente; 

6. Conclusão. Descrição concisa do significado dos resultados; 

7. Anexo. Informações adicionais não reportadas nas seções anteriores e 

o(s) artigo(s) publicado(s) ou submetido(s) a publicação. 


