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Resumo 

 

A pele apresenta diversas funções como revestimento, controle de temperatura, 

eliminação de substâncias químicas, etc. A exposição da pele à radiação ultravioleta 

provoca alterações associadas com o envelhecimento precoce e o câncer de pele. 

Estudos demonstram que extratos vegetais com propriedades antioxidantes minimizam 

os efeitos do fotoenvelhecimento; paralelamente, o efeito biomoestimulador da luz visível 

pode promover modificações bioenergéticas, bioelétricas e bioquímicas. Neste sentido, 

a associação de fontes naturais de antioxidantes e fototerapia mostra-se estratégia 

interessante para promover o rejuvenescimento da pele. O objetivo do projeto é 

padronizar os parâmetros do protocolo experimental para avaliar o efeito da combinação 

de extratos naturais e fotobiomodulação na viabilidade de queratinócitos humanos 

normais imortalizados submetidos à radiação UVA. Foram utilizados uma série de 

extratos naturais, previamente selecionados em função da família fitoquímica à que 

pertencem: Camomila e Alecrim (Flavonas), Mirtilo (Antocianinas), Chá verde 

(Catequinas), Figo (Cumarinas), Romã (Tanino Elágico) e Nogueira (Tanino Gálico). Para 

simular a exposição à radiação UVA foi utilizado um sistema irradiador (366 ± 10 nm; 2,5 

mW/cm2). Para fototerapia foi utilizado um sistema de Diodos Emissores de Luz (640 ± 

12,5 nm; 2,6 mW/cm2), posicionado exatamente acima da placa. A avaliação da 

viabilidade foi realizada pelo método do MTT, comparando a toxicidade em relação ao 

grupo controle. Os parâmetros experimentais definidos foram 60 minutos de irradiação 

com UVA (9 J/cm2), 7 minutos de irradiação com LED (1 J/cm2) e, dependendo do 

conteúdo polifenólico de cada extrato, concentrações de 0,01 a 0,3 % v/v de extratos. 

 

Palavras chaves: Fotoenvelhecimento da pele, fotorejuvenescimento, extratos naturais, 
antioxidantes, fotobiomodulação. 



 

 

Abstract 

 
Skin presents different functions, such as coating, temperature control, eliminating 

chemicals, etc.The skin exposure to UV radiation may cause some alterations related to 

premature aging and skin cancer. Studies have shown that plant extracts with antioxidant 

properties reduce the effects of photoaging; in parallel, the bioestimulating effect of visible 

light may promote bioenergetic, bioelectrical and biochemical changes. In this sense, the 

combination of natural antioxidants and phototherapy is an interesting strategy to promote 

skin rejuvenation. The objective of the project is to standardize the parameters of the 

experimental protocol to evaluate the effect of the combination of natural extracts and 

photobiomodulation on the viability of immortalized normal human keratinocytes subjected 

to photoinduced damage by Ultraviolet type A (UVA). Some extracts, previously selected 

by their phytochemical family, were evaluated: Chamomile and Rosemary (Flavones), 

Blueberry (Anthocyanines), Green tea (Catechins), Fig (Coumarines), Pomegranate 

(Ellagic Tannin) and Walnut (Gallic Tannin). Human immortal keratinocytes in culture 

(HaCaT) were used as experimental model. Simulating UVA exposure, a system was 

used (366 ± 10 nm; 2.5 mW / cm2). A Light Emitting Diode (LED) cluster were used for 

phototherapy (640 ± 12.5 nm; 2.6 mW / cm2). The percentage of living cells was 

determined by MTT method. The viability assessment was performed using the MTT 

method, comparing the toxicity in relation to the control group. The experimental 

parameters defined were 60 minutes of irradiation with UVA (9 J/cm2), 7 minutes of LED 

irradiation (1 J/cm2) and, depending on the polyphenolic content of each extract, 

concentrations of 0.01 to 0.3 % v/v of extracts. 

 
 
 
 
 

 
Key words: skin photoaging, photorejuvenation, natural extracts, antioxidants, 
photobiomodulation. 
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1. Contextualização 

Considerada o maior órgão humano, a pele é responsável por 

aproximadamente 15 % do peso corporal. Entre suas diversas funções, podemos 

citar as de revestimento, controle de temperatura, absorção dos raios 

ultravioleta, eliminação de substâncias químicas, entre outras. Podemos dividi- 

la em duas estruturas básicas: a epiderme e a derme (Figura 1). 

Figura 1: Esquema da pele humana e suas camadas: derme e epiderme. A epiderme 
apresenta as camadas: estrato córneo, camada granular, camada espinhosa e camada basal, 
formando a superfície da pele. Traduzido e adaptado de(1) 

 

 
A epiderme é uma estrutura complexa, composta por queratinócitos em 

seus estágios de diferenciação, apresentando cinco camadas (também 

chamadas de estratos): basal, espinhosa, granulosa, córnea e lúcida, esta última 

encontra-se em locais específicos como sola dos pés e palma das mãos. A 

derme por sua vez, consiste em um tecido resistente e elástico que proporciona 

proteção frente a agressões mecânicas, irriga a epiderme com nutrientes e 

abriga apêndices cutâneos, vasos sanguíneos, linfáticos e células de natureza 

conjuntiva e origem sanguínea. É subdividida em derme papilar, que fica em 

contato direto com a epiderme, e logo abaixo a derme reticular(2). 

Diversos estudos têm evidenciado que a exposição da pele à radiação 

ultravioleta (UV) é responsável por alterações cutâneas associadas com o 

envelhecimento precoce e o câncer de pele(3). Dos raios UV oriundos do sol, 95 

% são UVA e 5 % são UVB, enquanto os raios tipo UVC são bloqueados pela 

camada de ozônio(4). A classificação da radiação UV é definida pelo comprimento 
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de onda, conforme apresentado na Tabela 1, sendo que quanto menor o 

comprimento de onda da radiação, maior é a energia da radiação(5). 

 
Tabela 1: Classificação da radiação Ultravioleta(6) 

 

Classificação Faixa de Comprimento de onda (nm) 

UVA 315-400 

UVB 280-315 

UVC 100-280 

 
 

1.1 Mecanismos dos danos celulares causados pela radiação UV 

A radiação UVA apresenta capacidade de penetração mais profunda nas 

camadas da epiderme e uma pequena parte chega a alcançar o tecido 

subcutâneo. Desse modo, ao atingir as camadas basais da epiderme, 

responsáveis pela proliferação das células epidérmicas, contribui 

significativamente para as alterações da pele(7). Por outro lado, os raios UVB 

possuem penetrabilidade limitada, atingindo principalmente as camadas 

superficiais da epiderme e, devido a sua elevada carga energética, são os 

maiores responsáveis pelos danos(8–11). Estes efeitos deletérios da radiação UV 

dependem de diversos fatores, entre eles: duração e frequência da exposição; 

intensidade da radiação solar baseada na latitude; presença ou ausência de 

nuvens de poluição, época do ano; reação baseada na constituição genética, cor 

e fototipo da pele(12). 

Os danos causados pela radiação UV na pele são danos oxidativos e são 

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

urocânico, riboflavina, melanina e seus precursores, entre outros), 

desencadeando reações químicas diretas ou produzindo Espécies Reativas de 

Oxigênio (EROs) que podem causar danos aos lipídeos, proteínas e DNA (13–15). 

A absorção direta do UVB pelo DNA leva à formação de dímeros de 

pirimidina provocando a distorção da estrutura da dupla hélice e causando erros 

na leitura das fitas durante as etapas de transcrição e replicação(16). Dependendo 

da extensão deste dano, a proteína supressora tumoral p53 e algumas enzimas 

como as caspases, podem induzir o queratinócito ao processo de morte celular 

(apoptose). Por outro lado, durante o ciclo celular existe um mecanismo 
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verificador e de reparo que garante que o DNA das células esteja preservado 

antes da replicação e divisão. Este mecanismo é constituído de muitas vias de 

reparação (excisão, reparação por quebras duplas, etc.) além da via de 

tolerância de danos em que ocorre a síntese translesão. Desta forma, a célula 

pode reconhecer e reparar danos no DNA causados pela radiação UVB, 

mantendo-se viva após um dano em DNA; ou pode haver uma falha no 

mecanismo de reparo que pode resultar na sobrevida de uma célula com 

mutações, aumentando a predisposição ao câncer(17–19). 

A formação de EROs na pele é induzida principalmente pela radiação 

UVA. As EROs são naturalmente eliminadas pelo sistema antioxidante, mas a 

exposição prolongada à luz UVA pode resultar em um desbalanço redox(20). O 

desbalanço redox pode causar efeitos como a inflamação, eritema, queimadura, 

imunossupressão e fotoenvelhecimento(21,22). O processo de 

fotoenvelhecimento, resultante da exposição prolongada e acumulativa aos raios 

ultravioleta, em especial o UVA, pode ser entendido como um processo 

resultante do desgaste celular que resulta em perda da viabilidade e capacidade 

funcional. É influenciado por um programa genético, por danos endógenos e 

ambientais acumulativos(23,24). 

Estima-se que aproximadamente 80 % dos sinais visíveis apresentados 

no envelhecimento são provocados pelos raios UV e pelos radicais livres 

formados devido à exposição a estes e, no mínimo, 10 % de todos os novos 

casos de câncer seriam evitados se a população fizesse uso contínuo e 

adequado de protetores solares(25). 

 
1.2 Efeito reparador de extratos naturais 

Extratos vegetais com propriedades antioxidantes minimizam os efeitos 

do fotoenvelhecimento por meio de redução da concentração de radicais livres 

no tecido(26), bem como redução da resposta inflamátoria(27), ativação da 

resposta imune(28), estímulo à produção de colágeno(29), produção de matriz 

extracelular por fibroblastos(30), estímulo à proliferação e diferenciação celular, 

entre outros mecanismos . Estes compostos são empregados com o objetivo de 

estimular a renovação celular ou inibir processos bioquímicos que levam à 

danos, ou em alguns casos, ambos(31). 
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. 

Resveratrol 
Flavonol (Quercetina) 

Flavonol (Catequina) Isoflavona (Genisteína) 

 

Por exemplo, os polifenóis do chá verde demonstraram atividade 

fotoprotetora e fotoreparadora em ensaio clínico, em especial reduzindo o 

eritema e o dano em DNA causado pela radiação UV(32). Antocianidinas da 

semente de uva e outros antioxidantes, utilizados em suplementação da dieta, 

inibem o desenvolvimento de tumores induzidos por UV(33,34). De maneira geral, 

os compostos polifenólicos (como por exemplo aqueles cujas estruturas estão 

apresentadas na Figura 2) 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, 

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

radicalares(16). 

 
 

Figura 2: Estrutura de compostos polifenólicos. 

 

 
A literatura demonstra o efeito benéfico do tratamento com extratos 

vegetais associados à exposição solar em modelos de células e animais, 

podendo citar, entre eles o chá verde, chá branco e Aloe, sendo que Aloe tem 

efeito profilático e também quando utilizado durante e depois da exposição solar 

da pele(27,35–37). A maioria dos relatos da literatura estão associados com a 

melhora/redução dos efeitos causados pela radiação ultravioleta B, sendo que a 

literatura é menos extensa em relação aos efeitos exclusivamente da radiação 

UVA(38,39). Além disso, os efeitos observados estão associados a uma ação 
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preventiva, isto é, aplicação prévia do extrato em relação à exposição solar(40,41). 

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. 

 

1.3 Fototerapia para rejuvenescimento 

A ação exercida pela luz em tecidos é conhecida por fotobiomodulação, 

sendo que como efeito podem ocorrer modificações a nível celular e/ou tissular. 

O citrocomo C oxidase existente nas mitocôndrias é um fotoreceptor mediador, 

isto é, uma molécula responsável pela absorção da radiação e o principal 

mediador da produção de moléculas que participam da cascata de sinalização 

(42–49). O efeito biomoestimulador da luz está diretamente relacionado com suas 

propriedades, tais como o comprimento de onda, frequência e dose(50). Desta 

forma, a luz estimula funções celulares por meio de modificações bioenergéticas, 

bioelétricas e bioquimicas(51,52) como aumento da atividade celular, aumento na 

produção de ATP mitocondrial, liberação de fatores de crescimento, proliferação 

de diversas células(53–56), estímulo à divisão celular, rapida produção de matriz 

extracelular, migração de células epiteliais, fibroblastos e leucócitos, aumento da 

atividade fagocitária de macrófagos(54,57). Além disso, induz atividade mitótica 

das células do epitélio, inibe secreção de mediadores químicos e estimula 

microcirculação local(51,58). 

Existem relatos do uso de LED vermelho na pele fotoenvelhecida, sendo 

que foram observadas a redução de rugas moderadas, melhora na textura da 

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

além de inibir a atividade de metaloproteinases(50,59–61,62–64). Em um estudo 

clínico realizado por Lee e colaboradores foi verificada a redução de rugas, 

melhora na elasticidade e redução nos níveis de melanina em grupos tratados 

com LED (633 ± 6 nm; 105 mW/cm²). A terapia LED induziu a produção inicial 

de IL-1β e TNF-α (agentes pró-inflamatórios) que induzem as metaloproteinases, 

capazes de remover o colágeno degradado na pele fotoenvelhecida. Na 

sequência, os níveis das metaloproteinases se normalizam havendo a formação 

de novas fibras de colágeno(59). 
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Com a conhecida potencialidade da fotobiomodulação na ação 

rejuvenescedora e o efeito antioxidante dos extratos vegetais, a associação de 

fontes naturais de antioxidantes e fototerapia mostra-se estratégia interessante 

para promover o rejuvenescimento da pele. Sommer e colaboradores realizaram 

a aplicação de luz LED (670 nm, 4 J/cm2) em área de 10 cm² ao redor dor olhos 

de pacientes após a administração tópica de chá verde por 20 minutos, 

diariamente durante 30 dias e verificaram que a combinação dos efeitos 

biológicos da luz com a ação antioxidante do chá verde resultou na redução 

significativa das rugas(66). 

Diante deste contexto, o presente estudo busca contribuir para a 

identificação de extratos vegetais que retardem os efeitos da radiação na pele, 

associados ou não à fototerapia, em queratinócitos humanos em cultura 

submetidos ao dano fotoinduzido por radiação UVA. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos Gerais: 

Padronizar parâmetros experimentais para avaliar o efeito de extratos 

naturais e ação de luz LED vermelha em queratinócitos humanos normais 

imortalizados submetidos à radiação UVA. 

 

2.2. Objetivos Específicos: 

- Definir o tempo de exposição à radiação UVA suficiente para causar até 20 % 

de morte celular de queratinócitos humanos normais imortalizados em cultura; 

- Avaliar as concentrações de extratos naturais que não induzem toxicidade em 

queratinócitos humanos normais imortalizados em cultura e que possam 

apresentar efeitos reparadores; 

- Determinar o tempo máximo de exposição à luz LED suficiente para não causar 

morte celular. 



19 
 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 MATERIAIS 

3.1.1 Extratos vegetais 

Os extratos vegetais que foram utilizados neste projeto foram gentilmente 

cedidos pela empresa Bioextract Farma Service LTDA. Os extratos foram pré- 

selecionados conforme sua composição, procurando selecionar um extrato 

representativo de cada uma das famílias fitoquímicas: Flavonas (alecrim e 

camomila), Antocianinas (mirtilo), Catequinas (chá verde), Cumarinas (figo), 

Tanino Elágico (Romã) e Tanino Gálico (Nogueira). Todos os extratos são 

veiculados em meio Hidroglicólico – HG, composto por água, etanol e 

propilenoglicol em proporção que varia ligeiramente entre os extratos, uma vez 

que a mesma é otimizada para a extração dos componentes e sua estabilidade. 

O veículo HG foi utilizado como comparação em todos os experimentos. 

 

3.1.2 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, Gotinga, 

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). No caso do tratamento com os extratos, a interação de 

seus componentes com o SFB poderia reduzir a disponibilidade dos mesmos e 

interferir nos resultados; deste modo, apenas 1% de SFB é utilizado, para que 

reduzir estas interações. O SFB não é retirado totalmente para que não haja 

privação nutricional. A suplementação a 10 % é praticada como protocolo em 

cultura celular, com o intuito de oferecer às células em cultura condições que 

favoreçam o crescimento celular. Após filtragem, o DMEM foi ainda 

suplementado com solução penicilina-estreptomicina com antimicótico (Vitrocell- 

Campinas, Brasil) a 0,1 %. 
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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) e as placas de cultura de 48 poços tratadas foram 

adquiridas da KASVI (Curitiba/Brasil). 

 

3.1.3 Sistema de irradiação UVA: 

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

por lâmpadas emitindo na região de 366 ± 10 nm (Figura 3), com densidade de 

potência de 2,5 mW/cm2. 

 

 
 
 

Figura 3: Espectro de emissão do irradiador UVA. 

 
 

3.1.4 Sistema de irradiação LED: 

Foi utilizado um refletor de LED (Figura 4) da marca Condulai (São 

Paulo/SP) com máximo de emissão em 640 nm ± 12,5 nm, 2,6 mW/cm2, 

In
te

n
s
id

a
d
e
 (
u
.a

.)
 



21 
 

 

posicionado exatamente acima da placa. O sistema é composto por 56 LEDs 

dispostos homogeneamente na área do refletor. 

 
 

Figura 4: Sistema de Irradiação. Esquerda: Sistema posicionado acima da placa como 
foi utilizado nos experimentos, Direita: Espectro de emissão do sistema LED. 

 
 

3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Cultivo celular 

As células HaCat foram armazenadas sob criopreservação na densidade 

de 1,0 x 106 células/mL. 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 

eram 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 incubadora (37°C, 5 % CO2, atmosfera úmida). 

Observando 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 10 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 interrompida 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. 

Na etapa de plaqueamento foram utilizadas placas de 48 poços, 

trabalhando na densidade de 60.000 células por poço que após aderência foram 

submetidas aos tratamentos. 



22 
 

 

3.2.2 Padronização dos parâmetros 

De forma a facilitar a visualização das metodologias descritas abaixo, a 

Figura 5 apresenta um desenho experimental do estudo. 

 

Figura 5: Esquema geral dos experimentos. Foram utilizadas placas de 48 poços 

(60.000 células/poço) e volume de trabalho de 400L. 

 
 

3.2.2.1 Viabilidade dos queratinócitos após exposição à radiação UVA 

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

células HaCaT foram semeadas 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 400 L de PBS, sendo submetidas a diferentes 

tempos de exposição à radiação UVA (0 – 2 horas). Ao término da exposição, o 

PBS foi retirado, as células foram mantidas em 400 L de PBS durante 24 horas 

e, após esse período, receberam DMEM 10 % SFB (400 L) por 48 horas em 

incubadora, quando foi realizado o ensaio colorimétrico para determinação da 

viabilidade celular com uso do MTT (3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H- 

brometo de tetrazólio, com algumas modificações(67). 
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As células foram lavadas em PBS, sendo que os poços foram incubados 

com MTT 75 g/mL em DMEM suplementado com 1 % SFB por 2horas em 

incubadora. As soluções foram aspiradas e foram adicionados 400 L de 

isopropanol aos poços. Para determinação da porcentagem de células viáveis 

foi realizada a leitura de absorbância em 560 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. 

 

3.2.2.2 Viabilidade dos queratinócitos após exposição aos extratos naturais 

As células HaCaT foram semeadas 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 colocado 400 µL para deixa-las no escuro (não 

foram submetidas à irradiação UVA) cobertas por papel alumínio e deixadas fora 

da incubadora por 60 minutos. Ao finalizar o tempo da simulação do UVA, as 

células foram tratadas com extratos naturais diluídos em DMEM 1 % SFB em 

diferentes concentrações (de 0,05 a 0,5 % v/v) por 24 horas em incubadora. Após 

este período, retira-se a solução de tratamento, lavavam-se as células com PBS 

e adiciona-se DMEM 10 % SFB, por mais 48 horas. Por fim, realiza-se o ensaio 

colorimétrico MTT, descrito anteriormente. 

 

3.2.2.3 Viabilidade dos queratinócitos tratados com LED 

As células HaCaT foram semeadas em placas de 48 poços na densidade 

de 60000 células/poço. Após 18-24 horas, o meio de cultivo foi retirado, as 

células foram lavadas com PBS e mantidas em 400L de PBS por 60 (sessenta) 

minutos no escuro para simular a exposição ao UVA. O PBS foi retirado e as 

células foram mantidas em 400 L/poço de DMEM 1 % SFB por 24 horas para 

simular o tempo de aplicação de extratos. Após 24 horas, as células foram 

lavadas com PBS e mantidas em 400 L de PBS, sendo submetidas à diferentes 

tempos de tratamento com LED (0 – 23 minutos). Ao término da exposição, o 

PBS foi retirado e as células receberam DMEM 10 % SFB por mais 48 horas. 

Por fim, realiza-se o ensaio colorimétrico MTT, descrito anteriormente. 
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3.2.3 Análise Estatística 

A variável primária do estudo foi a porcentagem de células vivas 

determinada por meio da medida colorimétrica por utilização do MTT. O teste de 

Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade dos dados. Os dados 

paramétricos foram expressos em média e desvio padrão (Média + DP) e foi 

utilizado o teste ANOVA com posthoc de Bonferroni para análise inferencial. O 

valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante. O programa 

utilizado para os testes foi o IBM SPSS Statistics® versão 22. 
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4. RESULTADOS 

Manuscrito a ser submetido à revista Photomedicine and Laser Surgery, 

fator de impacto 1,631, classificação B2 na área de Medicina II onde o P.P.G. 

Biofotônica está inserido (APÊNDICE 1). 
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5. DISCUSSÃO 

Sabendo-se da importância dos parâmetros de irradiação como a 

exposição radiante, bem como da possibilidade de toxicidade dos extratos 

naturais, o estabelecimento dos parâmetros experimentais para combinação de 

extratos naturais e fotobiomodulação é essencial. 

Foi estabelecido o tempo de exposição de 60 minutos, sendo que a 

exposição radiante é de 9 J/cm2, com queda na viabilidade de aproximadamente 

20 %. Huynh e colaboradores verificaram queda de 50 % na viabilidade de 

queratinócitos (HaCat) com exposição radiante de 20 J/cm2. Neste sentido, 

acredita-se que o irradiador que foi idealizado pelo grupo mostra-se adequado 

para realização dos estudos e que os resultados obtidos são plausíveis com os 

valores encontrados na literatura(68).
 

Outros estudos utilizaram a exposição radiante de 20 J/cm2. Com o intuito 

de verificar o efeito protetor da cicloheterofilina em fibroblastos após a exposição 

ao UVA, Huang e colaboradores utilizaram uma maior exposição radiante, 20 

J/cm2, porém partiram de um dano celular de aproximadamente 70 %(69). 

Similarmente, Chan e colaboradores utilizaram 20 J/cm2 em células epiteliais da 

retina, causando 50% de morte celular(70). Por outro lado, Xu e colaboradores 

utilizaram a exposição radiante de 10 J/cm2 por resultar em aproximadamente 

90% de fibroblastos viáveis e ausência de alterações morfológicas. Nestas 

condições eles mostraram aumento na expressão de Catepsina K que tem papel 

na degradação intracelular de elastina, enquanto as Os efeitos imediatos da 

exposição à radiação ultravioleta na pele são eritema e pigmentação enquanto 

os efeitos à curto-médio prazo são o fotoenvelhecimento e fotocarcinogênese(71). 

Uma dose eritematosa mínima (DEM) é considerada 20 J/cm2(72) Desta forma, a 

utilização de 9 J/cm2 de UVA seria menor que uma dose eritematosa mínima e 

os efeitos avaliados no trabalho seriam associados à resposta celular frente a 

uma exposição solar considerada segura. Lavker e colaboradores mostraram 

que utilizando doses diárias de 0,5 DEM, houve resposta eritematosa 

cumulativa, com hiperplasia epidermal e espessamento do estrato córneo, 

presença de infiltrados inflamatórios e deposição de lisozima nas fibras de 

elastina(73). Neste sentido, o entendimento dos efeitos iniciais da radiação UVA 

nas células que constituem a pele (em especial fibroblastos e queratinócitos) é 
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essencial para desenvolver estratégias para minimizá-los. 

Sabe-se que a radiação UVA gera espécies reativas de oxigênio em 

queratinócitos e gera inflamação, além de aumentar a atividade das 

metaloproteinases que degradam de forma acelerada o colágeno e fibras 

elásticas, levando à formação de rugas(72). Também já foram observadas lesões 

em DNA e indução da apoptose após a exposição UVA como consequência da 

produção e espécies reativas de oxigênio(69,74). A utilização dos extratos naturais 

associados à fotobiomodulação será realizada em um estudo futuro avaliando 

parâmetros como estresse oxidativo, a resposta inflamatória e a 

expressão/atividade de metaloproteinases. 

Os extratos utilizados são produtos comerciais, produzidos e 

comercializados pela empresa Farma Service Bioextract, que gentilmente nos 

forneceu os extratos e dados associados ao seu controle de qualidade. Estes 

extratos estão veiculados em HG sendo que o mesmo não apresenta toxicidade 

nas concentrações testadas (dados não apresentados), desta forma, qualquer 

toxicidade apresentada pelos extratos provém única e exclusivamente de seus 

componentes, sem influência do veículo. Quanto à avaliação dos extratos, foi 

observada relação dose-dependente, isto é, o aumento da concentração de 

extrato resultou em maior toxicidade, sendo que cada um dos extratos tem uma 

concentração ótima de trabalho, para que não haja toxicidade. Os extratos de 

Camomila, Figo e Mirtilo não apresentam toxicidade a 0,3 %; Chá verde, Alecrim 

e Nogueira a 0,1 %, enquanto que Romã deverá ser avaliada em concentrações 

menores que 0,05 %, pois mesmo nesta concentração apresenta toxicidade de 

30 %. Foi observado que a toxicidade dos extratos mostrou uma relação com o 

conteúdo de polifenóis totais dos mesmos. Os extratos com menor toxicidade, 

Camomila, Figo e Mirtilo, tem PFT abaixo de 1 g/kg de extrato. Chá verde, 

Alecrim e Nogueira que apresentaram toxicidade intermediária apresentam PFT 

de aproximadamente 5 g/kg de extrato. Já o extrato de Romã, o mais citotóxico 

de todos, tem PFT acima de 15 g/kg de extrato. 

Os polifenóis têm sido considerados importantes agentes anti- 

inflamatórios(75), indutores de parada de ciclo celular e apoptose(76). O efeito 

citotóxico de extratos tem sido avaliado frequentemente em linhagens tumorais 

com o intuito de usá-los como agentes antitumorais porém existem relatos que 

o efeito em células normais é similar ao verificado em tumorais(76–78). O 



28 
 

 

mecanismo associado ao efeito citotóxico ainda não é bem descrito na literatura. 

Sabe-se que os polifenóis reagem com proteínas e poderiam alterar funções 

celulares(79). A resposta biológica que tem sido observada é parada de ciclo 

celular e morte celular por apoptose, mas ainda não foi mostrado se estes 

eventos estão interligados(80).
 

Os compostos fenólicos tendem a doar um elétron ou um átomo de 

hidrogênio à um radical livre, convertendo-o em uma molécula inofensiva. Desta 

forma apresentam atividade antioxidante bastante relevante(81). Devido à sua 

capacidade antioxidante, os extratos naturais podem reduzir o estresse oxidativo 

induzido pela exposição ao UVA, protegendo a pele dos efeitos danosos. 

Por fim, precisava-se determinar o tempo de exposição ao LED. O 

efeito fotobiomodulador em cultura celular pode variar em função de diversos 

fatores, tais como: dose de energia, densidade de potência e tipo de célula. 

Esses parâmetros aplicados em valores mais elevados do que os adequados 

podem causar efeitos adversos em células, tais como danos estruturais ao DNA 

e aumento de EROs(82). Foi adotado o tempo de 7 minutos de exposição ao LED 

(1,0 J/cm2), pois deseja-se utilizar uma quantidade de energia adequada para 

induzir a fotobiomodulação, não induzir perda de viabilidade. Acredita-se que 

exposição radiante de 1,0 J/cm2 seja suficiente para induzir fotobiomodulação 

uma vez que Zhang e colaboradores (2003) verificaram regulação direta de 

genes específicos relacionados à síntese, reparo e metabolismo celular quando 

fibroblastos normais submetidos ao LED vermelho (628 nm) por 3 dias com uma 

dose total de 0,88 J/cm² (83). Kim e colaboradores, utilizando LED vermelho (633 

nm), mostraram aumento de procolágeno do tipo I, redução em 

metaloproteinases (MMP-1 e MMP-2), além da redução na expressão de genes 

inflamatórios (COX-2 e IL1-). Apesar de valores de exposição radiante que 

causaram este efeito serem da ordem de 4-12 J/cm2; a irradiância utilizada era 

muito baixa (5 µw/cm² e 47,5 µW/cm²) sendo necessário entre 24 e 72 horas de 

iluminação, o que não seria viável em um protocolo clínico(84). Já Tian e 

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

tratamento com LED 630 nm aumentou a quantidade relativa de células sendo 

que 1 J/cm2 foram suficientes para causar este efeito. Além disso, a expressão 

do colágeno tipo I aumentou e a expressão da metaloproteinase-1 diminuiu(85)
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6. CONCLUSÕES 

 

Sabendo-se da importância dos parâmetros de irradiação como a 

exposição radiante, bem como da possibilidade de toxicidade dos extratos 

naturais, o estabelecimento dos parâmetros experimentais para combinação de 

extratos naturais e fotobiomodulação é essencial. Diante dos resultados obtidos, 

as células serão expostas à 9 J/cm2 de UVA para simular o dano causado pela 

exposição solar, 1 J/cm2 de LED para desencadear o efeito fotobiomodulador e, 

dependendo do conteúdo polifenólico de cada extrato, receberão entre 0,01 e 

0,3 % de extratos. Estes parâmetros serão utilizados em estudos futuros que 

avaliarão medidas como o estresse oxidativo, inflamação e expressão/atividade 

de metaloproteinases. 
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a recupera§âo celular. Considerando  o tempo de exposigâo  de 60 minutos, a 

exposigao radiante é de 9 J/cm’. Huynh e colaboradores verificaram queda de S0 

% na viabilidade de queralinécilos (HaCat) Earn exposicâo radiante de 20 

resultados que corroboram com as enEontrados neste trabalho. 
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Figura 1. Viabilidade celular dDs quera1iFlâcitDB BX DBtOS B rGCllBgBO EA (388+10 nm, 2,5 

rnW'czn-- i. Dados apresI2ntadas camo m*ediB + DP. n=8, 02 experimen1os indI2pendentes. "p«3,C5 

em reIa§ao ao grupo con1role. 

 

 
Com o intuito de verificar o efeito protelor da ciclohelerofilina em 

fibroblastos a pos a exposi§ao ao UVA, Huang e colaboradores ulilizaram uma 

mai or exposi§âo  radiante. 20 J/cm*. partiram de um dano celular de 

aprazimadamente 70 %. ** Similarmente, Chan e colaboradores utilizaram 20 

J/cm' em células J2piteliais da retina, causando 50 % de morte celular.' ' Por outro 

lado, Xu e colaboradores izlilizaram a exposi§âo radiante de 10 J/EFfI* QOF FGsuhar 

km apraxiFñ6damente 90 % de fibroblastos viâveis e auséncia de alleragoes 

morfologicas. Neslas condigoes eles mostraram aumento na expressâo de 

Catepsina K que tern papel na degrada§ao inlracelular de elaslina, enquanlo as 

melaloproteinases 1em atividade elaslolitica extracelular.“ 

Os efeilos imediatos da exposigao a radia§âo ultravioleta na pele sâo 

Rri1ema e pigmentagao enquanto os efeilos â curto-médio prazo sao a 

foloenvelhecimenlo e fotocarcinogénese. 3* Uma dose eritemalosa mi'nima (OEM) 

é considerada 20 J/cm* *’ Desta forma, a utiIiza§âo de 9 J/cm* de UVA seria 
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menaces que 0,05%, pois 

30%. 

nesta concentra ao apresenta tazicidade de 

110 
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Figura 2: ViabiEdade celular de queratinécbzs  expDstos  aos e›sFdIDB 1 24 horas em 
DMEM 1 % SFB. Dadas apresentadas em rnédia + OP, NO, 03 ezperirnentas independerrtes. “p 
0,05 em rela a ao grupo oontrole. 



47 
 

 

 

 



48 
 

 
 
 

 



49 
 

 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 

 

?a 
 

 

 

 

Figura 3. Viabilidade celular das qu eratinockas expos1os a LED vermelhD. IuIBS HaCaT 
foram expDs1as ao sis1ema LEE 840 12.5 nm. cam densidade de poténcia de 2,0 mW.•'cm', e a 
viabilidade celular detl2rrr inada par rr I2ID dD FFIe1Ddo do h1TT. Media + SD , NO, 02 I2xpl2rimentDB 
indI2pendI2ntI2B, "p < 0.05 I2IY rela@o ao con1role ; $p < -3,C5 e m rIgIBcaO a 2, 5 I2 7 min. 

 
 

O efeito fotobiomodulador em cuEura celular pode variar em funcâo de 

diversos fatores, tais como: dose de energia, densidade de poténEia e 1ipO de 

célula. Estes parâmetros fi'sicos aplicados em valores elevados do que os 

adequados podem causar efeitos adversos em células, tais corno danos 

estruturais ao DNA e aumento de EROS." Acredila-se que exposicâo radiante de 

1,0 J/cm“ seja suficiente para induzir fotobiomodulacâo uma vez que Zhang e 

colaboradores verificaram regulagâo direta de genes especffiEos relacionados â 

sfntese, reparo e melabolismo celular quando fibroblastos normais submetidos ao 

LEO vermelho (628 nm) par 3 dias com uma dose total de 0,88 J/EFfI*.*° Kim J2 

colaboradores, utilizando LED vermelho (633 nm), mostraram aumento de 

QFOEOlâgeno do tipo I, redugâo em metaloproteinases (MMP-1 e MNP-2), além da 

redugao na expressâo de genes inflamatérios (CDX-2 e IU-a). Apesar de valores 

de exposigao radiante que causaram este efeito ser da ordem de 4-12 J/cm*, a 

irradiância utilizada era muito baixa (5 gtV/Em* e 47,5 pW/cm’) sendo necessârio 

errlre 24 e 72 horas de iluminagao, o que nao seria viavel em um protocols clfnico 

’* Jâ Tian e colaboradores mostraram que, apos a expasi§âo de fibroblaslos ao 
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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. Apenas a referência completa do(s) manuscrito(s) publicado(s) 

ou aceito(s) para publicação. Os resultados em sua totalidade estarão 

disponíveis nos respectivos artigos 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. 


