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ANTIOXIDANTS IN THE SKIN: APPLICATIONS AND EVALUATION OF THEIR EFFICACY. The skin is a very complex organ,
continuously exposed to physical, chemical and microbiological agents. Enzymes as well as low-molecular weight antioxidants
are present in the cutaneous tissue to counterbalance the deleterious effect caused by an oxidative stress and thus maintain
homeostasis. Antioxidants such as vitamins C and E, carotenoids, and extracts with these properties have been extensively used for
treatment of pathologies and skin aging prevention. We review here different mechanisms that can interfere in the redox equilibrium
of the skin, as well as the chemical reactions involved in these processes. Moreover, we discuss the importance of endogenous or
exogenous antioxidants that can be acquired from the diet or from oral or topical administration, and methodologies that have
been developed to evaluate their efficacy
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INTRODUÇÃO

A pele é um órgão complexo, formado por diferentes estrutu-
ras e com diversos tipos celulares (Figura 1), que atua como uma
barreira protetora dos órgãos internos ao ambiente, enquanto man-
tém o balanço entre proliferação e descamação celular1. Mais que
qualquer outro tecido, é exposta a inúmeros agentes químicos, físi-
cos e microbiológicos, muitos dos quais induzem à formação de
espécies reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN). Estas
espécies são fundamentais em diversos processos fisiopatológicos
e bioquímicos, mantendo a sobrevivência e a homeostase celular,
sendo que há um equilíbrio refinado entre sua formação e remo-
ção. Porém, quando há alterações acentuadas neste equilíbrio, um
estado pró-oxidante é gerado, levando assim ao chamado estresse
oxidativo2.

Neste contexto, fica claro que a pele, por sua importância, é
um órgão cujas células possuem mecanismos enzimáticos de res-
posta rápida, bem como moléculas antioxidantes de baixo peso
molecular para contrabalançar o efeito deletério causado por um
estresse oxidativo2, como apresentado na Figura 2.

Dentre as ERO formadas na pele, podemos destacar os radicais
hidroxila (HO•) e superóxido (O

2
•-), os radicais peroxila e alcoxila

(RO
2
• e RO•), o oxigênio singlete (1O

2
)3-5 e os peróxidos de hidrogê-

nio (H
2
O

2
) e orgânicos (ROOH). Além das ERO, também estão

envolvidas em processos redox outras espécies intermediárias, as
espécies reativas de nitrogênio (ERN), tais como •NO e espécies
reativas de enxofre, com importância biológica significativa6.

As reações de redução completa do O
2
 requerem a transferên-

cia de quatro elétrons, que ocorrem diretamente nos complexos
enzimáticos encontrados na membrana mitocondrial, resultando na
formação de H

2
O. Porém, é sabido que pode ocorrer também uma

transferência univalente de elétrons, envolvendo a formação de in-
termediários radicalares ou não, pela redução incompleta do O

2
 na

mitocôndria durante a cadeia de transporte de elétrons6, como mos-
tra o Esquema 1. Além disso, hipóxia, isquemia-reperfusão, pro-

Esquema 1. Redução do O
2 

pela transferência univalente de elétrons e
formação de intermediários reativos

Figura 1. Estrutura esquemática da pele

Figura 2. Fontes de espécies reativas na pele e mecanismos de defesa
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cessos do ciclo redox como a oxidação de quinonas e metabolismo
de xenobióticos, entre outros, também podem gerar essas ERO7.

O
2
•- é uma espécie radicalar, originado da adição de um elétron

no orbital π anti-ligante do O
2
, que não atravessa membranas, exceto

por alguns canais específicos, ou quando apresentado em sua for-
ma protonada6 (Esquema 2). Este radical pode ser gerado esponta-
neamente em condições controladas nas células por diferentes pro-
cessos, tais como oxidação de hemoglobinas nos eritrócitos, ativi-
dade oxidativa do citocromo P

450
, reações de catálise realizada pela

xantina oxidase, bem como o próprio processo de respiração mito-
condrial, entre outros8.

Por suas características químicas, o O
2

•- pode induzir
desprotonações ou transferência de elétrons, além de atuar como
um potente nucleófilo6. Porém, sua velocidade de reação com DNA,
lipídeos e aminoácidos em solução aquosa (pH=7,4) é muito bai-
xa, sendo que os danos biológicos pelo qual é responsável
freqüentemente envolvem sua reação com outros radicais, com
grupamentos ferro-enxofre de proteínas, bem como sua indução
indireta na formação do radical HO• pela redução de metais de
transição, como ferro ou cobre6 (Esquema 3).

A dismutação espontânea ou catalisada enzimaticamente de O
2
•-,

bem como o metabolismo mitocondrial e a atividade de algumas
enzimas, como xantina, urato e aminoácidos oxidases, podem origi-
nar H

2
O

2
. Esta espécie é um fraco agente oxidante e redutor, que não

reage diretamente com DNA, lipídeos e a maioria das proteínas6,9,
porém, é difusível entre membranas e pode originar o radical HO•,
pela reação de Fenton (Esquema 3). Além disso, seus alvos diretos
incluem enzimas como a gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase,
cetoácidos como o piruvato e o oxoglutarato e grupos heme6.

O radical HO•, por sua vez, é bastante reativo, podendo abstrair
hidrogênios de outras moléculas, reagir com compostos por adição,
ou ainda transferir seus elétrons. Os danos genéticos provocados pela
radiação UV envolvem não somente a absorção de energia direta
pelo DNA, como também a formação de radical HO•, que reage com
esta biomolécula, podendo gerar modificações mutagênicas, estan-
do assim envolvido nos mecanismos de indução do câncer6,10,11.

O 1O
2
 é outra ERO envolvida em processos fisiológicos e pato-

lógicos. Esta espécie eletronicamente excitada pode ser produzida
por diversas reações químicas e fotoquímicas, e devido à sua eletro-
filicidade, pode reagir com compostos insaturados, sulfetos e
aminas, sendo que ácidos graxos insaturados, DNA e proteínas re-
presentam importantes alvos biológicos12-15.

O equilíbrio entre a formação e a remoção das espécies citadas
pode sofrer ação de agentes exógenos ou endógenos, induzindo um
estado de estresse oxidativo. Este, por sua vez, pode ser restabele-
cido pelos sistemas antioxidantes presentes no tecido cutâneo.

BALANÇO REDOX NA PELE

O sistema antioxidante cutâneo é formado por substâncias
enzimáticas e não-enzimáticas. Dentre os antioxidantes enzimáticos,
destacam-se a glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a
superóxido dismutase (SOD)16.

A SOD, que contribui para um dos mecanismos antioxidantes
mais eficientes, converte O

2
•- em peróxido de hidrogênio (H

2
O

2
),

prevenindo os danos que poderiam ser causados por este radical
(Esquema 4). Diversos tipos de SOD são descritos na literatura,
podendo estar localizadas no citosol, em organelas celulares espe-
cíficas ou extracelularmente, e cujos sítios ativos podem conter
diferentes íons (como cobre, zinco, manganês ou ferro)17.

A CAT e a GPx são as principais responsáveis pela remoção
imediata de H

2
O

2
. A CAT, encontrada em peroxissomos, catalisa a

decomposição específica de H
2
O

2
 gerando moléculas de água e

oxigênio17 (Esquema 5). A GPx, por sua vez, é fundamental no
metabolismo de H

2
O

2
 e de outros peróxidos, pois catalisa reações

de doação de elétrons, no qual se utiliza da glutationa reduzida (GSH)
como agente redutor, formando a glutationa oxidada (GSSG)18

(Esquema 5).

Os antioxidantes não-enzimáticos, ou de baixo peso molecular
também contribuem com a manutenção do balanço redox celular.
Nesta classe inclui-se um vasto número de compostos, sintetiza-
dos in vivo ou obtidos exogenamente, que previnem danos oxidativos
por interações diretas ou indiretas com as ERO/ERN19,20.

Dentre as substâncias endógenas podemos destacar alguns
hormônios, como estradiol e estrógeno que apresentam atividade
antioxidante semelhante à vitamina E, devido, provavelmente, à
sua porção fenólica, comum a ambas as moléculas21 e a melatonina,
reguladora do relógio biológico nos mamíferos, que também apre-
senta atividade antioxidante, provavelmente devido à desidro-
genação do grupamento -NH, além de induzir a síntese de antio-
xidantes enzimáticos in vivo, como a glutationa peroxidase22,23.
Destacam-se também o ácido lipóico, um cofator essencial em vá-
rios complexos enzimáticos que apresenta atividade antioxidante e
que pode atuar como regenerador de formas oxidadas de glutationa,
ascorbato e α-tocoferol24; bem como a melanina, um pigmento for-
mado pela oxidação e polimerização da tirosina, com papel prote-
tor contra a radiação UV, que também possui papel antioxidante,
protegendo a pele principalmente contra O

2
•- e RO

2
25 (Figura 3).

Esquema 2. Equilíbrio químico do radical O
2
•-

Esquema 3. Reações de O
2

•- e H
2
O

2
 contribuindo para a formação de HO•

Esquema 4. Dismutação do O
2
•- pela enzima SOD

Esquema 5. Degradação enzimática de H
2
O

2
 e de peróxidos orgânicos (GSH:

glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; LOOH: hidroperóxido
lipídico e LOH: o produto de redução correspondente)
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Além de todo o sistema antioxidante endógeno exemplificado, a
pele conta ainda com um eficiente mecanismo de reparo, caso os
danos já tenham ocorrido, envolvendo enzimas e substâncias de bai-
xo peso molecular26. Por ex., lesões oxidativas em DNA podem ser
identificadas por enzimas específicas, removidas e reparadas27, ou
ainda, substâncias que sofreram ataque de radicais podem ser res-
tauradas pela doação de hidrogênio de outras moléculas26.

ALTERAÇÕES REDOX MEDIADAS PELA EXPOSIÇÃO
SOLAR

Diversos fatores podem iniciar ou contribuir para alterações no
equilíbrio redox na pele, sendo que muitos aceleram o envelheci-
mento intrínseco cutâneo, ou seja, o envelhecimento cronológico
inerente a todos os órgãos. A exposição solar é um dos fatores mais
importantes, por seus efeitos cumulativos, podendo ter como con-
seqüência o câncer de pele26.

A radiação UV pode ser dividida em três faixas, considerando-
se suas características de propagação e efeitos biológicos: UVC
(100-290 nm) que praticamente não chega à superfície da Terra por
ser filtrada pela camada de ozônio; UVB (290-320 nm) que devido
à sua alta energia é responsável pelos danos imediatos da radiação
solar; e UVA (320-400 nm), que induz alterações celulares, sendo
os fibroblastos e os melanócitos particularmente susceptíveis28,29.
Assim, no estudo das respostas cutâneas à radiação UV, deve ser
avaliado o comprimento de onda em questão, a dose, e caracterís-
ticas intrínsecas, como por ex., susceptibilidade genética e pig-
mentação da pele30.

As radiações UVA e UVB são responsáveis pela diminuição de
sistemas antioxidantes cutâneos, bem como pelo aumento de siste-
mas oxidantes, por diversos mecanismos, alterando assim o balanço
redox celular e, conseqüentemente, a homeostasia cutânea31-35. A pri-
meira resposta observada na pele após exposição ao sol é a inflama-
ção, caracterizada por eritema, edema e calor, e pela elevação dos
níveis de prostaglandinas e leucotrienos. Células especializadas, como
neutrófilos, são recrutados e estimulados, seguido da ativação do
sistema NAD(P)H oxidase, gerando uma série de espécies reativas36-

38. Como resultado, há uma alteração no sistema imunológico, dimi-
nuindo sua capacidade de eliminar células alteradas, devido às mu-
danças na produção de citocinas pelos queratinócitos e outras célu-
las cutâneas, alterações na expressão de moléculas de adesão e per-
da de funções celulares36,39.

Além da inflamação, outros mecanismos de resposta podem
originar espécies reativas na pele. Heck e colaboradores40 identifi-
caram uma catalase presente em queratinócitos capaz de formar
ERO em resposta à radiação UV, em especial, UVB. Kuhn e cola-
boradores41 também demonstraram uma expressão aumentada de
óxido nítrico sintase (NOS) na pele quando exposta à radiação UVB,
resultando em formação excessiva de óxido nítrico (•NO), que tem
o papel fisiológico de estimular os melanócitos a produzirem mais

melanina6. Além disso, o •NO pode reagir com O
2

•- formando
peroxinitrito (ONOO-), uma espécie altamente reativa42,43. As es-
pécies reativas podem ser formadas ainda por reações da luz com
fotossensibilizadores endógenos cutâneos na presença de O

2
, como

por ex., o ácido urocânico44,45.
A reação das espécies reativas então formadas, com compo-

nentes celulares, pode resultar em lipoperoxidação, oxidação de
proteínas46,47 e de DNA. A indução da peroxidação de ácidos graxos
pode induzir à conversão de vários deles em hidroperóxidos, por
reações em cadeia (Esquema 6). Um dos produtos formados destas
reações é o malonaldeído (MDA), composto reativo que pode ata-
car grupamentos amino de proteínas e fosfolipídios, modificando
moléculas biológicas e ativando uma resposta auto-imune48. Os
aldeídos formados pela lipoperoxidação podem ainda interagir com
o DNA, formando adutos que têm sido associados com câncer49,50.

Os danos diretos, ou mediados pelas espécies reativas que ocor-
rem ao DNA, disparam respostas celulares como ativação de siste-
mas de reparo e enzimas controladoras do ciclo celular51. Esses
intermediários e seus metabólitos podem, então, reagir com ele-
trófilos celulares, alguns dos quais iniciam um processo de sinali-
zação celular, modificando a expressão gênica52.

Há evidências de que em peles com exposição crônica ao sol
há maior incidência de mutações no gene supressor de tumor p53,
pelo estresse oxidativo ocasionado53,54. Mutações neste gene, res-
ponsável pela manutenção da integridade genômica por bloquear a
replicação do DNA em resposta a danos, ou induzir seu reparo55,
reduzem sua capacidade em disparar a morte programada de célu-
las (apoptose), resultando em maior proliferação celular56. Sugere-
se ainda que, independentemente dos danos causados ao DNA, o
desequilíbrio redox provocado pela radiação UV pode interferir na
apoptose57-59.

Assim, os efeitos deletérios da radiação UV na pele são cada vez
mais evidentes. Além disso, os mecanismos descritos, como trans-
duções de sinais, mutações em genes específicos, alterações na pro-
liferação celular e no mecanismo de apoptose, podem exemplificar
os passos do complexo processo carcinogênico, que é a principal
preocupação quanto à exposição à radiação UV e seus metabólitos.

Tendo em vista a prevenção ou terapias para o câncer de pele, que
é um dos tipos de câncer de maior ocorrência, são muito discutidos
mecanismos para o restabelecimento do equilíbrio redox, sendo que o
uso de antioxidantes nesses casos é uma alternativa, que tem sido am-
plamente utilizada, apesar das divergências encontradas60.

USO DE SUBSTÂNCIAS ANTIOXIDANTES E SUA
RELAÇÃO RISCO-BENEFÍCIO

A aplicação tópica ou oral de antioxidantes enzimáticos ou não-
enzimáticos representa uma estratégia interessante de proteção
cutânea contra o estresse oxidativo ocasionado por diferentes agen-
tes. Além da reposição utilizando moléculas endógenas, buscam-

Figura 3. Estrutura química de alguns dos antioxidantes cutâneos

sintetizados in vivo

Esquema 6. Mecanismo de início e propagação da lipoperoxidação (LH:
ácido graxo insaturado; L•: radical lipídico; LOO•: radical peroxila e LOOH:

hidroperóxido lipídico)
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se novas substâncias com ação antioxidante, bem como substânci-
as que irão aumentar direta ou indiretamente os níveis endógenos
dos antioxidantes.

Alguns antioxidantes fundamentais são normalmente adquiri-
dos pela dieta, como por ex., as vitaminas C e E, os carotenóides e
substâncias fenólicas derivadas de plantas (Figura 4). A vitamina
E, ou α-tocoferol, além de estabilizar as bicamadas lipídicas no
estrato córneo, é um dos mais importantes inibidores da peroxidação
lipídica em animais, por capturar RO

2
• 61. Glândulas sebáceas são

as responsáveis pela sua secreção na superfície cutânea, bem como
de outros tocoferóis e tocotrienóis11, sendo que a região facial apre-
senta maior concentração desta substância, coerente à maior expo-
sição a agentes externos nesta área62.

Inúmeros são os trabalhos relatando que o α-tocoferol pode
atenuar o estresse oxidativo, principalmente por proteger membra-
nas contra a lipoperoxidação61,63-66. Assim, por ter sua eficácia com-
provada, esta vitamina é muito utilizada na prevenção de doenças
ou fotoenvelhecimento da pele, sendo veiculada tanto em suple-
mentos orais, como em produtos de uso tópico. Em suplementos
orais, sua biodisponibilidade cutânea após a ingestão deve ser con-
siderada. Além da biotransformação que pode ocorrer durante a
digestão, outros fatores, como a composição da dieta, podem inter-
ferir na biodisponibilidade dos suplementos administrados por via
oral. No caso desta vitamina, por ser uma molécula lipossolúvel, a
ingestão concomitante de gordura é fundamental para que seja ab-
sorvida e, assim, possa exercer sua atividade.

Estudos mostram que voluntários suplementados com cápsu-
las de α-tocoferol deuterado (150 mg por dia), juntamente com
ingestão de lipídios, têm a vitamina detectada na pele após 7 dias.
Os vários passos bioquímicos e fisiológicos necessários para a li-
beração cutânea do α-tocoferol não são ainda conhecidos66.

Vários produtos fotoprotetores ou para aplicação após exposição
ao sol contêm o α-tocoferol, ou seu éster, como princípio ativo co-
adjuvante, por inibir não somente a lipoperoxidação como também
a formação de dímeros de timina e a imunossupressão67,68. Em

contrapartida, recentemente foi verificado que esta vitamina (e o seu
éster), em concentrações abaixo ainda da encontrada em tais formu-
lações, pode inibir a glutationa-S-transferase (GST), sendo que a
ausência desta enzima, que é responsável pela detoxificação de com-
postos citotóxicos, como os aldeídos resultantes da lipoperoxidação,
aumenta o risco de câncer de pele69. Estes dados confirmam os da-
dos obtidos por Mitchel e McCann, que detectaram em 1993, uma
atividade promotora de tumor pela vitamina E70.

Outros metabólitos da vitamina E, como quinonas ou produtos
da oxidação de sua cadeia69,71, também foram identificados e estu-
dados, sendo que o risco do uso desta substância por via oral ou
tópica deve ser considerado, e a relação custo-benefício avaliada
antes de seu uso indiscriminado.

A administração de antioxidantes em combinação parece ser
uma estratégia de tratamento mais efetivo. Este sinergismo pode
ser muito bem exemplificado pelo uso concomitante das vitaminas
E e C. A vitamina C (ácido ascórbico), cofator de diversas enzimas
e essencial na síntese de colágeno, regenera o radical tocoferila
formado na reação do α-tocoferol com radicais e atua como um
antioxidante in vivo, fazendo parte da linha de defesa hidrossolúvel72.
Em estudos com voluntários foi verificado que o uso da vitamina E
apresenta maiores efeitos benéficos quando administrada em con-
junto com a vitamina C, pelo fato de ambas atuarem sinergis-
ticamente, sendo que a vitamina C pode reciclar o radical tocoferila
(Esquema 7) e a combinação dessas vitaminas podem aumentar
efetivamente a atividade antioxidante total da pele73-75.

O ácido ascórbico quando administrado isoladamente também
atua contra os danos induzidos pela radiação UV, capturando as es-
pécies reativas geradas34,76,77. Esta vitamina está presente na forma
de ânion ascorbato em pH fisiológico, sendo que este apresenta me-
nor penetração em comparação à sua forma esterificada (palmitato
de ascorbila), que é mais lipossolúvel78. Estudos mostram que a apli-
cação de uma formulação contendo ascorbato pode aumentar até em
25 vezes a sua concentração na pele79, contudo a suplementação oral
não mostra efeitos benéficos significativos na pele80.

Por outro lado, a vitamina C, assim como o α-tocoferol, pode
atuar como pró-oxidante, pois por ser um forte agente redutor, pode
reagir com metais de transição, reciclando-os para a reação de Fenton
(Esquema 3) e facilitando a formação dessas espécies81. Porém, ape-
sar dos efeitos adversos constatados, autores afirmam que tanto sua
forma ácida quanto as diversas formas esterificadas utilizadas atual-
mente, apresentam-se seguras para utilização tópica ou oral82.

Atuando sinergisticamente com as vitaminas C e E83, estão os
carotenos e as xantofilas (oxocarotenos), presentes em folhas, frutos
e legumes frescos84,85 e que se concentram nas membranas celulares
protegendo-as da lipoperoxidação, por interagirem com RO

2
• 86-88.

Os carotenóides são conhecidos ainda pela sua eficiência em desativar
1O

2
 e espécies tripletes de moléculas fotossensibilizadas, além de

sua habilidade em interagir com outras espécies reativas, formando
adutos ou carotenóides radicalares, inibindo processos oxidativos89.

A eficácia dos carotenóides está relacionada ao número de li-

Esquema 7. Reação do α-tocoferol (sendo R, a sua cadeia lateral) com
radicais peroxila (LOO•), formando hidroperóxidos lipídicos (LOOH) e sua

regeneração pela vitamina C, originando o radical ascorbila
Figura 4. Exemplos de substâncias antioxidantes obtidas pela dieta: vitaminas

C (ácido ascórbico) e E (α-tocoferol), carotenóides (licopeno, β-caroteno e

luteína) e compostos fenólicos (quercetina, ácido cafeico e resveratrol)
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gações duplas conjugadas na molécula, sendo o licopeno o mais
eficiente90,91. Sua atividade antioxidante é dependente da tensão
parcial de O

2
 presente no meio. As baixas pressões de O

2
, como a

encontrada na maioria dos tecidos, inibem a oxidação, porém, po-
dem ser pró-oxidantes em maiores concentrações deste gás92-94. O
efeito pró-oxidante observado pode estar relacionado aos efeitos
adversos detectados em suplementações com altas doses de β-
caroteno93, ou ainda, aos produtos de degradação do β-caroteno,
não sendo elucidado o mecanismo completo desta toxicidade95.
Contudo, apesar dos resultados parecerem contraditórios na litera-
tura, o uso como suplemento oral é muito difundido.

Ao lado do uso oral, a aplicação tópica de carotenóides tam-
bém é uma maneira eficaz de restabelecer o balanço redox cutâneo.
Alguns trabalhos mostram sua atividade frente ao estresse oxidativo
causado pela radiação UV, sendo que sua habilidade protetora au-
menta quando aplicados na pele juntamente com vitaminas96. Por
serem moléculas pouco estáveis, a veiculação dos carotenóides
requer um desenvolvimento farmacotécnico elaborado, a fim de
assegurar sua integridade na formulação.

Também para restabelecimento do equilíbrio redox cutâneo,
bem como para prevenção ou tratamento de patologias causadas
por estresse oxidativo, são utilizadas muitas classes de substâncias
antioxidantes provenientes de produtos naturais. Muitos extratos
são veiculados em formulações para uso tópico, tendo sua eficácia
comprovada. Além disso, inúmeras são as formas orais de suple-
mentação, como a ingestão de chás, cápsulas, decotos, entre ou-
tros. Diversos estudos descritos na literatura abordam o uso de
antioxidantes oriundos de produtos naturais. A eficácia de antioxi-
dantes desta origem é extensamente investigada, principalmente
frente aos efeitos da radiação UV, sendo utilizados alguns extratos
como o de Calendula officinalis97, de Polypodium leucotomos98, de
Pothomorphe umbellata99, entre muitos outros, a fim de prevenir
ou amenizar os efeitos causados pela radiação UV.

O chá verde, nome popular dado para a infusão obtida a partir
da planta Camellia sinensis, é rico em catequinas, que são podero-
sos antioxidantes. Dentre os efeitos observados, podem-se citar a
inibição da lipoperoxidação e dos danos causados ao DNA pelas
ERO, a inibição da imunossupressão e da inflamação cutânea
induzida pela radiação UV, a indução de apoptose nas células
tumorais e inibição do crescimento do tumor induzido pela radia-
ção UV100. Além de ser consumido por quase um terço da popula-
ção mundial, encontra-se também em produtos para uso tópico,
apresentando efeitos semelhantes101,102.

Outra planta muito utilizada é o Ginkgo biloba, que apresenta
propriedades antiinflamatórias, imunomodulatórias e antioxidantes,
e vem sendo clinicamente testada em desordens cutâneas103,104.
Recentemente, foi demonstrada sua eficácia também no tratamen-
to de pacientes com vitiligo, sendo que a ingestão de 40 mg de seu
extrato mostrou-se eficaz em controlar a doença, além de repig-
mentar áreas afetadas105.

Os antioxidantes naturais são promissores na prevenção do cân-
cer de pele, pois muitos já mostraram seus efeitos anticarcinogênico
e antimutagênico, além de baixa toxicidade106. Assim, o uso de
substâncias antioxidantes, por via oral ou tópica, pode auxiliar os
sistemas endógenos de proteção da epiderme, além de contribuir
para prevenção de problemas a longo prazo107.

MÉTODOS ANALÍTICOS PARA A DETERMINAÇÃO DA
EFICÁCIA DE ANTIOXIDANTES NA PELE

A eficácia do uso de antioxidantes na pele pode ser medida por
uma série de parâmetros físico-químicos e com diferentes objeti-
vos, dependendo da finalidade do emprego. Por ser um assunto

muito amplo, os resultados podem demonstrar um problema clíni-
co imediato ou ser suporte para pesquisas científicas, as quais exi-
gem um alto grau de detalhamento108.

Os estudos podem ser realizados in vitro ou in vivo, este último
utilizando animais ou seres humanos. Os estudos in vitro apresen-
tam como vantagem a possibilidade de estudos mais agressivos,
contudo necessitam de extrapolação e muitas vezes não reprodu-
zem o mesmo efeito in vivo109. Os estudos in vivo, por sua vez, têm
como maior vantagem, a possibilidade de determinação da eficá-
cia de uma substância diretamente em seu local de ação, além de
originarem resultados mais próximos do real.

As técnicas utilizadas quando se realizam os testes in vivo po-
dem ser invasivas ou não-invasivas110. As técnicas não-invasivas são
normalmente associadas à análise das conseqüências do desequilíbrio
redox, como mudanças nas características elásticas da pele, altera-
ções na perda de água transepidérmica e conteúdo aquoso do estrato
córneo, mudanças no pH e na coloração cutânea, além de alterações
no fluxo sangüíneo111. Essas propriedades da pele são mensuradas
utsando-se métodos de bioengenharia, que constitui uma técnica efi-
ciente para verificação de modificações cutâneas frente ao uso de
um antioxidante, a fim de reverter um quadro de estresse oxidativo108.

Por outro lado, os sistemas invasivos ou com tecidos humanos
obtidos por biopsia (ex vivo) são voltados à compreensão do fenô-
meno e utilizam técnicas e equipamentos mais sofisticados, como
cromatografia líquida ou gasosa acoplada à espectrometria de mas-
sas, quimiluminescência, geração de imagem por espectroscopia
de ressonância de spin eletrônico ou por espectrometria de massas
com ionização por MALDI.

O uso da técnica de quimiluminescência permite a determina-
ção quantitativa dos efeitos na pele humana112. Em circunstâncias
normais, os processos fisiológicos levam à formação de radicais,
resultando em emissão de fótons (na ordem de 20 a 40 contagens
por s), contudo essas quantidades são muito baixas para serem de-
tectadas por instrumentações correntemente empregadas113. No
estresse oxidativo, os níveis de radicais são geralmente aumenta-
dos, permitindo assim sua detecção através da emissão de fotóns
produzidos35,114,115 Para a realização destes testes, os voluntários
selecionados são acomodados em uma sala escura, com o equipa-
mento de excitação e leitura sobre uma superfície do corpo previa-
mente selecionada. Ao redor desta área o tecido é protegido com
fitas adesivas hospitalares para evitar estresse desnecessário em
outras regiões. Inicialmente o aparelho faz a leitura dos níveis basais,
para a obtenção do branco e, a seguir, uma energia no comprimen-
to de onda selecionado (no caso do UVA, de 2 J/cm2, liberado a 20
mW/cm2) é aplicada e instantaneamente inicia-se a leitura pela
célula fotomultiplicadora. Recentemente, foi demonstrado que o
uso desta técnica permite o estudo da cinética de decaimento de
fótons após o estímulo, construindo-se um modelo cinético que
permite estudos comparativos entre pele total e estrato córneo113.
Apesar de não ocorrerem lesões mecânicas nos voluntários como,
por ex., micro-cirurgias, este procedimento é considerado invasivo,
pois a radiação provoca danos, mesmo que pequenos e reversíveis.

Outro sistema com base no mesmo princípio de emissão de
energia sobre a pele foi recentemente demonstrado116. Sugeriu-se
pela primeira vez, o uso da técnica de espectroscopia de Raman
para detecção de substâncias antioxidantes na pele humana, neste
caso, β-caroteno e licopeno. O processo tem início com a emissão
de um feixe de laser verde, o qual pode promover os estiramentos
típicos dos sistemas poliênicos conjugados, sendo específico para
carotenóides no experimento em questão. Por não levar a danos,
nem resultar na formação de espécies reativas, este experimento
foi considerado pelos autores como não-invasivo e permite sua
aplicação em estudos de quantificação116.



211Antioxidantes na manutenção do equilíbrio redox cutâneoVol. 30, No. 1

Dentre as técnicas invasivas, o sistema de microdiálise tem sido
amplamente utilizado para os estudos onde se pretende avaliar a
absorção de substâncias antioxidantes e possíveis metabólitos for-
mados. Neste sistema, uma pequena sonda de membrana de
policarbonato (aproximadamente 10 mm) é introduzida cirurgica-
mente na região dérmica do corpo de um voluntário117. O material
é aplicado topicamente na região acima da membrana por onde é
perfundida uma solução (fisiológica ou de lactato, entre outras), a
qual é recolhida em um amostrador para análise posterior. Nor-
malmente as concentrações do material recolhido são extremamente
baixas, o que muitas vezes limita o uso de sistemas de cromatografia
líquida com detecção por ultravioleta. Neste modelo, o mais reco-
mendado é o uso de detecção por espectrometria de massas, que
por ser mais seletiva e sensível permite a quantificação das subs-
tâncias em estudo. Algumas moléculas, como o ácido ascórbico,
são passíveis de análise por cromatografia gasosa118, contudo a
maioria das substâncias antioxidantes é termolábil, o que impede
sua análise por esta metodologia.

Na cromatografia líquida acoplada à espectrometria de mas-
sas, o sistema mais relatado na literatura para estudos de molécu-
las com estrutura poliênica apresentando propriedades antioxidantes
é a ionização por APCI (ionização química à pressão atmosférica).
Quando se trabalha com moléculas comerciais, o sistema de APCI
é recomendado por possuir um menor número de parâmetros a se-
rem controlados, permitindo estudos de liberação na pele de várias
substâncias antioxidantes, incluindo a detecção de compostos mar-
cados isotopicamente, como a vitamina E deuterada66. Contudo,
quando estão sendo estudadas moléculas que não dispõem de quan-
tidade de massa suficiente, em sistemas utilizando-se diretamente
da bomba de infusão, essa técnica passa a ser limitante pois neces-
sita de um fluxo alto (1 mL/min) na fonte, sendo o sistema de
ionização por “electrospray” (ESI) então recomendado, já que pode
operar em fluxos muito baixos (10 μL/min na fonte), consumindo,
portanto, muito menos amostra.

O maior problema no uso do sistema de ESI é a dificuldade de
observarmos os íons quasi-moleculares esperados nesta técnica para
alguns sistemas conjugados119. A análise de retinóides por APCI e
ESI mostrou a presença de [M+H]+ ou eliminação neutra de água a
partir da molécula protonada [MH - H

2
O]+ para vários deles no

modo positivo, e retirada de H+ para os seus derivados ácidos no
modo negativo119,120. Por outro lado, em sistemas de solventes
próticos, os carotenóides não apresentavam boas respostas nos ex-
perimentos de ESI, sendo que em experimentos com agentes
oxidantes, o íon molecular ou bi-radicalar pode ser observado121.
Em trabalho complementar, esses autores compararam o capilar
da fonte a uma célula eletrolítica e sugeriram que a formação de
íons moleculares seria relacionada aos potenciais redox das molé-
culas122. Recentemente, foi definitivamente demonstrado que a
ionização por ESI e MALDI de sistemas poliênicos similares ao β-
caroteno apresentam relação direta entre formação de íon molecular
e seu potencial redox, abrindo caminho para um novo uso analítico
para a determinação das reações de metabolismo119. Em contraste,
outros antioxidantes naturais, como flavonóides, derivados do áci-
do cafeico, resveratrol entre outros, não apresentam essa relação e
são passíveis de análise em ambos os sistemas, APCI e ESI.

Alguns estudos visando compreender os locais onde ocorrem
as reações deletérias podem ser realizados através de geração de
imagens, porém, essas análises limitam os estudos a animais ou à
pele retirada por biópsia. Trabalhos demonstram a utilidade da téc-
nica de espectroscopia de ressonância de spin eletrônico (ESR) na
observação de espécies radicalares em pele de ratos123. O desenvol-
vimento e a aplicação da técnica consistem na adição de substânci-
as que reagem efetivamente com os radicais, formando um novo

radical mais estável e, portanto, com maior tempo de vida. A con-
dição para a escolha dos reagentes (“spin trap”) é que este seja
diamagnético, para reação com o radical e posterior análise por
ESR123-125. Os nitróxidos estão sendo empregados para esses estu-
dos, por reagirem rapidamente com ERO, sendo utilizados princi-
palmente o 2,2,6,6,-tetrametilpiperidina-1-oxila (TEMPO), a 3-
carbamoil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxila (PCM) e a 3-
carbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxila (PCA)126. A pele após
a reação com os nitróxidos é analisada em um sistema de gradiente
de campo em duas dimensões e a diferença entre locais onde ocor-
reram reações (que indicam presença de radicais) permite a gera-
ção de uma imagem e, por conseqüência, a definição dos sítios
reativos da pele. O mais recente estudo sistemático do emprego da
técnica com as substâncias TEMPO, PCM e PCA demonstrou que
essas moléculas podem ser empregadas em baixas concentrações
(na ordem de 1 mM), sendo resistentes a processos de redução que
podem interferir na análise126.

O mais novo sistema de análise por geração de imagem está
sendo desenvolvido através do emprego da espectrometria de mas-
sas com ionização por MALDI, nomeada de MMI (imagem por
espectrometria de massas). O princípio do método é auto-radio-
grafia de cortes histológicos, onde ocorre uma varredura de pulsos
de laser e acúmulo de espectros, sendo cada poço ou área de análi-
se não superior a 100 µm. A reunião desses dados permite localizar
a existência dos íons previamente selecionados de micromoléculas
ou de proteínas com alta especificidade e geração de uma imagem.
A imagem gerada, por sua vez, permite definir se os produtos de
interesse estão no estrato córneo, derme, epiderme ou hipoderme127.

CONCLUSÃO

Os antioxidantes têm sido extensivamente utilizados tanto no
tratamento de patologias, como na prevenção do envelhecimento
cutâneo e das conseqüências causadas pela radiação UV em curto
e longo prazo, como o câncer de pele.

Para conhecer sua eficácia é necessário analisar quais biomo-
léculas estão sendo protegidas, e se conseguem atingir o seu alvo,
poupando o tecido ou não. Para isso, novas técnicas vêm sendo
desenvolvidas visando a avaliação correta dos efeitos dos antioxi-
dantes e sua biodisponibilidade na pele.

Assim, com o avanço da tecnologia, metodologias cada vez
mais modernas estão disponíveis para avaliação de antioxidantes
cujo uso é consagrado, ou ainda para estudo de novas substâncias
que podem ser promissoras, sendo que a própria tecnologia se tor-
na o limite para a avaliação quantitativa dos seus efeitos reais no
tratamento ou prevenção de patologias.
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