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MALACHIAS, Vânia Aparecida Terra. Mecanismos de ação do óxido nítrico em 
modelo experimental de irradiação UVB na pele de murinos. 2013. 138 f. Tese 
(Doutorado em Patologia Experimental) - Universidade Estadual de Londrina, 
Londrina, 2013. 

RESUMO 

A irradiação UVB estimula a produção de radicais livres causando lesões oxidativas 
na pele que podem resultar na aceleração do envelhecimento e o desenvolvimento 
de doenças cutâneas malignas. O presente estudo avaliou o estresse oxidativo e 
nitrosativo na pele de camundongos após a irradiação UVB e determinou as 
espécies reativas formadas imediatamente, 6hs e 24hs após a radiação UVB. Além 
disso, demonstrou o mecanismo de ação do óxido nítrico (NO) na lesão cutânea e 
na modulação da proliferação celular. Ainda com o objetivo de estabelecer o modelo 
experimental de irradiação aguda por UVB eficiente para testes com antioxidantes 
avaliamos o mecanismo protetor da genisteína, neste modelo experimental. Neste 
estudo para que os níveis de NO fossem avaliados foi necessário adaptar e validar 
uma técnica por quimiluminescência (QL) utilizada anteriormente por outros autores 
em tempo real em rim e coração para amostras congeladas e a fresco de pele de 
murinos. A técnica descreve a reação entre o NO e H2O2-luminol. Durante a 
validação, utilizamos além da pele, músculo gastrocnêmio de ratos e dois sistemas 
químicos geradores de NO (Nitroprussiato de sódio- NPS e iodeto de potássio em 
meio ácido). Através do uso de cPTIO (inibidor de NO), foi confirmado que o NO é 
de fato a molécula que reage com H2O2-luminol durante a reação de QL, observado 
pela inibição da emissão de fótons em todos os sistemas estudados. Durante a 
reação do NO e H2O2-luminol, utilizamos também os inibidores histidina, manitol e 
superóxido dismutase (SOD), específico para 1O2, radical hidroxil (OH) e ânion 
superóxido (O2

·), respectivamente e observamos que os resultados obtidos nos 
sistemas químicos e biológicos foram semelhantes aos descritos por outros autores. 
Conforme descrito as espécies emissoras de fótons, resultantes da reação entre o 
NO e H2O2-luminol, são o peroxinitrito (ONOO-) ou oxigênio singlet (1O2). 
Concluímos que a reação rápida, sensível e específica do NO com H2O2-luminol por 
QL, acontece em sistema químico e biológico e pode ser utilizado para examinar o 
papel do NO em processos fisiopatológicos, ampliando a utilização deste método 
para diferentes amostras à fresco e congeladas. Ainda neste estudo utilizamos 
outras metodologias descritas anteriormente através da reação de QL avaliamos o 
estresse oxidativo ou nitrosativo após a radiação aguda por UVB na pele pela 
formação de lipoperóxidos de membrana resultante da reação lipoperoxidativa 
iniciada por radicais livres e a capacidade antioxidante total (TRAP) do tecido. A 
atividade da enzima catalase (CAT) e níveis de glutationa reduzida (GSH) e oxidada 
(GSSG) foram analisadas por espectrofotometria. O estudo da modulação na 
proliferação celular foi realizado por imunohistoquímica através dos marcadores, 
PCNA, VEGF, Ki67, p53 e marcação da apoptose (Tunel). Os resultados mostraram 
a formação de lipoperóxidos de membrana na pele imediatamente após a radiação 
UVB, com níveis superiores após 24hs sendo que após 6hs não ocorreu lesão 
lipoperoxidativa. A redução da capacidade antioxidante total da pele foi observada 



somente imediatamente após a radiação UVB. Quando os animais swiss foram 
tratados com desferroxamina (DFX, quelante de ferro inibindo formação●OH), 
histidina (inibidor 1O2), AG e L-Name (inibidores de iNOS e cNOS, respectivamente), 
houve diminuição da formação de lipoperóxidos de membrana imediatamente após a 
radiação UVB. A redução da capacidade antioxidante total só não foi revertida com o 
tratamento com inibidores de NOS. Concluímos que imediatamente após a radiação 
UVB, diferentes espécies reativas, como o ●OH, 1O2 e NO participam do estresse 
oxidativo e nitrosativo na pele de camundongos swiss. A intensa lesão 
lipoperoxidativa após 24hs da UVB foi acompanhada por altos níveis de NO. Ainda 
neste tempo, houve redução da atividade da CAT e dos níveis de GSH, com 
aumento da GSSG, sugerindo acúmulo de H2O2. Este acúmulo resultou na reação 
entre H2O2 e NO gerando ONOO-, que é a espécie reativa responsável pela nitração 
de proteínas, conforme observado pela intensa marcação de nitrotirosina neste 
tempo. A análise histológica dos camundongos hairless tratados com AG e L-Name 
mostrou preservação tecidual que pode ser confirmada pela diminuição dos 
lipoperóxidos de membrana, na marcação da nitrotirosina assim como nos níveis de 
NO e proporcionou o aumento da proliferação celular avaliada pelo aumento dos 
marcadores PCNA e VEGF. Concluímos que após 24hs da radiação UVB, o NO é 
principal responsável pelo estresse nitrosativo na pele de camundongos hairless e 
swiss, bem como pela modulação da proliferação celular. O tratamento com 
genisteína (10 mg/kg) antes da radiação UVB mostrou pela análise histopatológica 
preservação tecidual sendo que a superfície epitelial permaneceu intacta. A ação 
protetora da Genisteína contra a lesão na pele após 24hs da radiação UVB, foi 
confirmada pela redução na formação de lipoperóxidos de membrana e na marcação 
da nitrotirosina embora os níveis de NO permanecessem elevados. Houve 
estimulação na proliferação celular avaliada pelo PCNA, VEGF, Ki67, p53 e diminui 
a apoptose. Estes resultados revelaram que a genisteína possui ação protetora 
contra o estresse nitrosativo na pele após 24hs da radiação UVB, provavelmente 
pela sua ação scavenger de H2O2 evitando a formação de ONOO-. Neste estudo 
mostramos a importante participação do NO na patogenia da pele provocada pela 
radiação UVB e sugerimos este modelo experimental para a avaliação dos 
mecanismos protetores de substâncias antioxidantes.  

Palavras-chave: Espécie reativa do oxigênio (ERO). Radicais livres. Radiação UVB. 
Estresse oxidativo. Proliferação celular. Óxido nítrico. 

 

 

 

 

 



MALACHIAS, Vânia Aparecida Terra. Mechanisms of nitric oxide action in 
experimental model of UVB irradiation in murine skin. 2013. 138 f. Tese 
(Doutorado em Patologia Experimental) - Universidade Estadual de Londrina, 
Londrina, 2013. 

ABSTRACT 

UVB light stimulates production of reactive species that are the main cause of skin 
lesions and result in accelerated aging and the development of malignant skin 
diseases. The aim of this study was to evaluate the oxidative and nitrosative stress 
after UVB irradiation in the skin of hairless mice and swiss, and to determine the 
reactive species formed in the skin immediately (0h), 6hs and 24hs after UVB 
radiation, demonstrating the important role of nitric oxide ( NO) in the skin injury and 
the modulates on cell proliferation, as well as, the skin protects by the use of a known 
antioxidant, genistein, in this experimental model. To evaluate the lipoperoxidative 
lesion in hairless and swiss mice skin subjected to acute UVB radiation, a technique 
used was the chemiluminescence (CL) reaction, induced by tert-butyl hydroperoxide. 
Total antioxidant capacity (TRAP) was assessed by QL while the activity of the 
enzyme catalase (CAT) and reduced glutathione (GSH) and oxidized (GSSG) by 
spectrophotometry. The levels of nitric oxide (NO) to the skin was also investigated 
by QL, describes a system that NO reacts with luminol-H2O2. The study of cell 
proliferation was performed by immunohistochemistry using the markers, PCNA, 
VEGF, Ki67, p53 and apoptosis marking (Tunnel). The animals were treated (i.p.) 
with deferoxamine (DFX), iron chelator, to characterize the participation of the 
hydroxyl radical (OH●), histidine, "scavenger" of singlet oxygen (1O2), and 
aminoguanidine (AG) and L-name, inhibitors of iNOS and cNOS, respectively.The 
results showed the moderate formation of lipoperoxides in the skin immediately after 
UVB radiation, while after 24 hours there was a important lipid peroxidation, 
estimated by high light emission during the CL reaction. Six hours after UVB radiation 
the lipoperoxidative lesion was not observed. Immediately after UVB radiation, all the 
treatment of animals (DFX, histidine, L-NAME, AG) inhibited the light emission and 
decreased the total antioxidant capacity which was not reversed by treatment with 
NOS inhibitors (AG, L-NAME), indicating the ROS involvement. The lipoperoxidation 
observed 24 hours after UVB radiation was accompanied by high levels of NO. In 
addition, there was a reduction of CAT activity and GSH levels, with increases of 
GSSG levels, suggesting an accumulation of H2O2 and possible reaction with NO to 
generate ONOO-, a highly oxidizing specie, which can cause lipid peroxidation and 
nitrotyrosine formation. The impairment of cell proliferation was also observed. The 
protective action of Genistein against the skin lesion was demonstrated by the 
reduction in nitrotyrosine formation and lipid peroxidation as well as stimulated the 
cell proliferation and decreases apoptosis.In conclusion, immediately after UVB 
radiation differents reactive species, such as the ●OH, 1O2 and NO participates of the 
moderate oxidative and nitrosative stress observed in mice skin. After 24hs of UVB 
radiation, NO is mainly responsible for oxidative stress in hairless and swiss mice 
skin and nitrosative stress, as well as by modulation of cell proliferation. The 
Genistein has protective action against nitrosative stress in the skin, probably due to 
its action of H2O2 scavenger preventing the ONOO- formation . This study showed the 



important role of NO in the pathogenesis of the skin caused by UVB radiation and 
suggest that the anti-nitrosative effect must be considered in photoprotection 
researches. The objective of this study was also validate the technique used to 
assess the NO levels by QL in the mice skin, for frozen and fresh samples, since the 
method has only been used previously in biological systems in real time. To validate 
the techinic was used muscle gastrocnemius rats, two chemical systems (NO donors) 
sodium nitroprusside (NPS solution) and potassium iodide in acid medium (KI-
NaNO3/H2SO4 system) and specific inhibitors of NO, 1O2, 

●OH, and superoxide 
anion (O2

•), cPTIO, histidine, mannitol and superoxide dismutase (SOD), 
respectively. cPTIO added in the mixture reaction, inhibithed the light emission of CL 
reaction in chemical and biological systems, confirming that NO is in fact the 
molecule that reacts with H2O2-luminol-CL system. As described by other authors, 
the light-emitting species, resulting from the reaction between NO and H2O2-luminol-
CL system, are peroxynitrite (ONOO-) or 1O2. Specific reactive species inhibitors 
added in the misture reaction, showed similar effects on the light emission of CL 
curves in the chemical system comparing to biological system and those previously 
described by other authors. We conclude that and H2O2-luminol-CL system is a fast, 
sensitive and specific method to assess the NO levels and can be used to examine 
the role of NO in pathophysiological processes, expanding the use of this method for 
in fresh and frozen differents samples. 

Keywords: Reactive oxygen species (ROS). Free radicals. UVB radiation. Oxidative 
stress. Cell proliferation. Nitric oxide. 

 
 

 

 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 - Penetração dos raios UV nas camadas da pele ........................................ 17 

Figura 2 - Fontes endógenas e exógenas de espécies reativas na pele, e 

mecanismos de defesa antioxidante ......................................................... 19 

Figura 3 - Estrutura química da genisteína ................................................................ 24 

Figura 4 - Mecanismos de formação de espécies reativas na pele provocada 

pela radiação UV ...................................................................................... 28 

Figura 5 - (1) Geração de espécies reativas na pele após 0h e 24hs da 

radiação UVB, observadas neste estudo. A radiação UVB gera 

diretamente (A) as EROS, 1O2 e ●O2
-. (B) SOD converte ●O2

- em 

H2O2. 
●O2

- e H2O2 podem ser convertidos numa espécie altamente 

reativa o radical hidroxil (●OH) numa reação catalizada pelo ferro 

(Fe2+), conhecida por reação de Fenton e reação de Haber-Weiss. 

(C) Espécies reativas do nitrogênio (ERNS) são geradas como 

resultado da conversão da arginina a citrulina numa reação 

estimulada pela óxido nítrico sintase (NOS). Estas EROS e ERNS 

interagem com os lipídios da membrana plasmática e iniciam a 

lipoperoxidação. (2) Formação de radicais livres tempo dependente, 

depois da irradiação UVB. A peroxidação lipídica ocorre 

imediatamente após a radiação UVB e é mediada por várias 

espécies reativas tais como 1O2 
●OH e NO. 24h após a radiação a 

espécie reativa predominante é o NO, provavelmente devido a 

expressão de iNOS. .................................................................................. 29 

Figura 6 - Síntese de óxido nítrico (NO) .................................................................... 32 

Figura 7 - Esquema representativo da estrutura da NOS, mostrando as etapas 

da síntese de NO. Elétrons (e-) são doados pela NADPH ao domínio 

redutase da enzima e prosseguem através dos carreadores redox 

FAD e FMN até o domínio oxigenase, onde interagem com o ferro do 

heme e com o BH4 no sítio ativo para catalizar a reação do O2 com a 

L-arginina, produzindo NO e citrulina. O fluxo de elétrons através do 

domínio redutase requer a ligação Ca2+/Cam. .......................................... 32 

Figura 8 - Regulação da expressão iNOS sobre a proliferação celular. A 

interação de citocinas como por exemplo LPS e IFN-у  com 



receptores na célula gera eventos de sinalização conduzem a 

expressão de iNOS e subsequente produção de grandes 

quantidades de NO, que inibem a proliferação celular. ............................ 40 

Figura 9 – Mostra a ação inibitória de NO na fase de transição G 1 / S, sobre os 

alvos principais que afetam a expressão e / ou atividade de 

diferentes componentes relevantes para a progressão do ciclo 

celular. ...................................................................................................... 41 

Figura 10 - Resumo de alguns dos mecanismos moleculares e vias de 

sinalização que regulam a produção celular de NO e subsequente 

estimulação da proliferação celular, numa célula hipotética ..................... 42 

Figura 11 - Reação de quimiluminescência entre o NO e H2O2-luminol .................... 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

ABAP 2,2-azo-bis(2-amidinopropano diidroclorido) 

AP-1 proteína ativadora 1 

Bax proteína pro-apoptótica  

Bcl-2 proteína oncogênica que inibe apoptose 

BHT butilato de hidroxitolueno 

CaM Calmodulina 

CGC Guanilato ciclase solúvel 

cGMP Guanosina de 3’, 51-monofosfato cíclica 

CAT catalase  

COX-II ciclooxigenase II 

DNPH dinitrofenil hidrazina  

DTNB ácido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico  

eNOS óxido nítrico sintase endotelial 

EROs espécies reativas de oxigênio 

ERNs espécies reativas de nitrogênio 

GSH glutationa reduzida 

GSH-Px glutationa peroxidase 

GSH-Rd glutationa redutase 

GSSG glutationa oxidada 

GT glutationa total 

HCl ácido clorídrico 

HCLO ácido hipocloroso 

H2SO4 ácido sulfúrico 

H2O água 

H2O2 peróxido de hidrogênio 

I CAM-1 molécula de adesão intercelular 

IE índice de estresse 

IFN-γ interferon gama 

IL interleucina  

IκB subunidade do NF- κB 

iNOS óxido nítrico sintase indutível 

J joule 



K constante de velocidade 

KCl cloreto de potássio 

KH2PO4 fosfato monobásico de potássio 

L● radical de ácido graxo 

LOO● radical peroxil 

LO● radical alcoxil 

LOOH peróxido orgânico 

MDA dialdeído malônico 

Mn-SOD manganês superóxido dismutase 

MPO mieloperoxidase 

mtDNA ácido desoxi-ribonucléico mitocondrial 

NaCl cloreto de sódio 

NAOH hidróxido de sódio 

NACO3 carbonato de sódio 

NA2HPO monoidrogenofosfato de sódio 

NK Natural Killer 

NF- κB fator nuclear Κapa B 

NMF fator natural de hidratação 

N2O3 trióxido de dinitrogênio 

N2O3 tetróxido de dinitrogênio 

NO• óxido nítrico 

NOS óxido nítrico sintase 

NTB ácido 2-nitro-5-tiobenzóico 

 1O2  oxigênio singlet 
·O2

-  ânion radical superóxido 
·OH radical hidroxil 

ONOO- peroxinitrito 

PCs proteinas carbonílicas 

PCA ácido pirrolidino carboxílico 

p21 proteína reguladora do ciclo celular 

p53 gene supressor de tumor 

QL quimiluminescência 

SOD superóxido dismutase 

SBCs células queimadas do sol 



TCA ácido tri-cloro acético 

TBARS substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TNF-α fator de necrose tumoral α  

TRAP capacidade antioxidante total 

Ub ubiquitina 

URL unidade relativa de luz 

USOD unidades de SOD 

UV ultravioleta 



SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 16 

1.1 EFEITOS BIOLÓGICOS DA RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA NA PELE .............................. 16 

1.2 EFEITOS OXIDATIVOS DA RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA NA PELE ............................. 18 

1.3 SISTEMAS ANTIOXIDANTES DA PELE .................................................................. 20 

1.3.1 Efeito da radiação UV no sistema antioxidante da pele e o uso de 

genisteína como antioxidante exógeno ......................................................... 23 

1.4 ESPÉCIES REATIVAS NA PELE ESTIMULADAS PELA RADIAÇÃO UV ........................ 25 

1.5 ÓXIDO NÍTRICO ............................................................................................... 30 

1.5.1 Biossíntese do óxido nítrico .......................................................................... 31 

1.6 REAÇÕES ENVOLVENDO ÓXIDOS DE NITROGÊNIO EM SISTEMAS BIOLÓGICOS ....... 33 

1.6.1 Efeitos diretos do óxido nítrico ...................................................................... 33 

1.6.2 Efeitos indiretos do NO ................................................................................. 34 

1.7 PARTICIPAÇÃO DO OXIDO NÍTRICO NA LESÃO OXIDATIVA/NITROSATIVA DA 

PELE PROVOCADA PELA UVB. .......................................................................... 37 

1.8 NO COMO MODULADOR DA PROLIFERAÇÃO CELULAR ........................................ 39 

1.9 MÉTODOS DE ANÁLISE DOS NÍVEIS DE NO E DO ESTRESSE 

OXIDATIVO/NITROSATIVO NA PELE UTILIZADOS NESTE ESTUDO .......................... 45 

1.9.1 Detecção dos níveis de NO .......................................................................... 45 

1.9.2 Métodos de análise do estresse oxidativo/nitrosativo na pele ...................... 48 

 

2 JUSTIFICATIVA ........................................................................................... 51 

 

3 OBJETIVOS ................................................................................................. 52 

3.1 OBJETIVO GERAL ............................................................................................ 52 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS .................................................................................. 52 

 

REFERÊNCIAS ............................................................................................ 54 

 
APÊNDICES ............................................................................................. 67 

APÊNDICE 1 – ARTIGO 1: TIME-DEPENDENT REACTIVE SPECIES FORMATION 

AND OXIDATIVE STRESS DAMAGE IN THE SKIN AFTER UVB 

IRRADIATION. ......................................................................... 68 



APÊNDICE 2 – ARTIGO 2: NITRIC OXIDE IS RESPONSIBLE FOR OXIDATIVE 

SKIN INJURY AND MODULATION OF CELL PROLIFERATION 

AFTER 24H OF UVB EXPOSURE ............................................... 76 

APÊNDICE 3 - ARTIGO 3: GENISTEIN PREVENTS ULTRAVIOLET B RADIATION-

INDUCED NITROSATIVE SKIN INJURY AND PROMOTES CELL 

PROLIFERATION ...................................................................... 87 

APÊNDICE 4 – MEASUREMENT OF NITRIC OXIDE BY A VERY SENSITIVE 

LUMINOL-H2O2 CHEMILUMINESCENCE TECHNIQUE IN 

CHEMICAL SYSTEMS AND IN FRESH AND FROZEN BIOLOGICAL 

SAMPLES ............................................................................. 111 



16 
 
1 INTRODUÇÃO 

1.1 EFEITOS BIOLÓGICOS DA RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA NA PELE 

A exposição dos seres humanos à radiação ultravioleta (UV) causa 

grande preocupação devido aos vários relatos sobre os efeitos nocivos causados 

pela exposição solar. Estudos epidemiológicos revelam que pessoas que trabalham 

sob exposição solar apresentam maior incidência de alterações na pele, desde a 

formação de rugas até o desenvolvimento de câncer (HARRIS, 2005). 

A radiação UV provoca reações fotoquímicas ao alcançarem a pele. 

As ondas de radiação penetram diretamente, interagindo com as células da 

epiderme e da derme (Figura 1). Inicialmente estas reações podem estimular a 

produção de melanina, cuja manifestação é visível sob a forma de bronzeamento da 

pele ou pode levar desde a produção de simples inflamações ou graves 

queimaduras até ao envelhecimento e o câncer (HARRIS, 2005; KVAM; DAHLE, 

2003). 

As manifestações da exposição aguda aos raios UV incluem eritema 

e queimadura solar. A exposição crônica é considerada um dos agentes mais 

importantes para o desenvolvimento de doenças cutâneas malignas e o 

envelhecimento (ARMSTRONG; KRICKER, 2001; BICKERS; ATHAR, 2006; PERES 

et al., 2011). 

Os raios solares contêm a radiação ultravioleta A, B e C. Os raios 

UVC incidem num comprimento de onda entre 180 e 290 nm, os raios UVB entre 

290 e 320 nm e os raios UVA entre 320 e 400 nm (Figura 1). 

Os raios ultravioletas do tipo A e B (UVA e UVB) são os principais 

responsáveis pela maioria das lesões cutâneas devido à excessiva exposição à 

radiação solar (PODDA et al., 1998; SAIJA et al., 2000). 

Embora exista muito mais UVA do que UVB no espectro solar, UVB 

é 1000 vezes mais eficaz em produzir eritema do que a UVA. A UVB requer de 2,0 a 

5,0 J/cm2, para produzir uma dose mínima eritematosa (1 MED), dependendo das 

diferenças entre espécies e padrões considerados individuais, como a cor da pele. O 

eritema atinge máxima intensidade de seis a 20 horas após a exposição (YING; 

PARRISH; PATHAK, 1974). Na pele de camundongos hairless uma dose única de 
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1.5 J/cm2

 equivale a 1 MED (MOORE et al., 2004). 

Como regra geral, quanto menor for o comprimento de onda da 

radiação UV, maior é o efeito biológico.  

Figura 1 - Penetração dos raios UV nas camadas da pele  

 
Fonte: Adaptado de Birch-Marchin e Swalwell (2010). 

A radiação UVB, portanto, é considerada mais prejudicial à pele do 

que UVA, podendo provocar as queimaduras solares com conseqüente eritema, 

potente agente carcinogênico e mutagênico. É o principal componente da luz solar 

que causa lesões no DNA, e outras estruturas celulares resultando em processos 

inflamatórios, envelhecimento e o câncer de pele (IKEHATA et al., 2004; PODDA et 

al., 1998; SAIJA et al., 2000). 

A radiação UVB inibe também a função das células natural killer 

(NK) e os processos de apoptose e lise celular. Esta alteração correlaciona-se 

diretamente com a carcinogênese em condições de desequilíbrio na expressão do 

gene p53 (CLYDESDALE; DANDIE; MULLER, 2001). O UVB pode, portanto, ser 

responsável pelo câncer na pele humana, como carcinomas de células basais e 

escamosas, até melanomas malignos (ARMSTRONG; KRICKER, 2001).  
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1.2 EFEITOS OXIDATIVOS DA RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA NA PELE  

As espécies reativas do oxigênio (EROs) ou nitrogênio (ERNs) são 

fundamentais em diversos processos fisiopatológicos e bioquímicos, mantendo a 

sobrevivência e a homeostase celular, com um equilíbrio refinado entre sua 

formação e remoção. Porém, quando há alterações acentuadas neste equilíbrio, um 

estado pró-oxidante é gerado, levando, assim, ao chamado estresse oxidativo ou 

nitrosativo (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007; TERRA et al., 2012b). 

O estresse oxidativo/nitrosativo, portanto, é um fenômeno que ocorre 

quando há um desequilíbrio entre a produção EROs/ERNs e as defesas 

antioxidantes, podendo resultar tanto na diminuição destas defesas quanto no 

aumento da formação de radicais livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O 

resultado deste desequilíbrio são as lesões oxidativas resultantes do ataque de 

radicais livres aos constituintes celulares, numa reação típica de oxi-redução. Os 

radicais livres reagem com lipídeos das membranas celulares, proteínas estruturais 

e enzimas e o próprio DNA. Todos os componentes celulares são susceptíveis à 

ação das espécies reativas do oxigênio e nitrogênio, porém os lipídeos das 

membranas biológicas (retículo endoplasmático, membranas mitocondriais ou 

plasmáticas) são os mais atingidos em decorrência da peroxidação lipídica ou 

lipoperoxidação (BICKERS; ATHAR, 2006; TERRA et al., 2012a, 2012b). 

Durante a lipoperoxidação, ocorrem as reações em cadeia através 

da indução da peroxidação de ácidos graxos levando à formação de hidroperóxidos 

lipídicos, que na presença de Fe2+, podem ainda ser oxidados a radical alcoxil (LO●), 

e peroxil (LOO●), vindo a sofrer quebra na ligação C-C seguinte e originar compostos 

intermediários, aldeídos de baixo peso molecular, dialdeído malônico (MDA), α-

hidroxinonenal e hidrocarbonetos, como etano e n-pentano (CECCHINI; ARUOMA; 

HALLIWELL, 1990; OHKAWA; NOBUKO; YAGI, 1979), que podem atacar 

grupamentos amino de proteínas e fosfolipídios, modificando moléculas biológicas. 

Os aldeídos formados pela lipoperoxidação podem, ainda, interagir com o DNA 

formando aductos que têm sido associados ao câncer (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2007). 

A peroxidação lipídica traz conseqüências homeostáticas graves 

para as membranas atacadas, refletidas, principalmente, na perda de sua 

integridade, devido à alteração na sua permeabilidade a íons e pequenas moléculas 
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e perda nas suas características de fluidez (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

Esta agressão acaba por interferir em mecanismos celulares importantes, incluindo 

sistemas enzimáticos, alterações na organização estrutural, expressão gênica, entre 

outros (CREMONESE; PEREIRA-FILHO; MAGALHAES, 2001). 

Com relação às proteínas, quando há ação das EROs, suas 

estruturas secundárias e terciárias são rompidas, com subseqüente aumento de 

hidrofobicidade e perda de função (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; LINTON; 

DAVIES; DEAN, 2001).  

A pele está continuamente exposta a uma combinação de fatores, 

tais como agentes químicos, físicos, muitos dos quais induzem a formação 

excessiva de EROs e ERNs (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007; 

KOHEN, 1999; KOHEN; GATI, 2000). 

Figura 2 - Fontes endógenas e exógenas de espécies reativas na pele, e 
mecanismos de defesa antioxidante 

 
Fonte: Adaptado de Guaratini, Medeiros e Colepicolo (2007). 

Dentre as agressões externas, a radiação UV é muito descrita como 

responsável pela maioria das lesões cutâneas devido excessiva exposição a 

radiação solar (ARMSTRONG; KRICKER, 2001; BICKERS; ATHAR, 2006). 

A radiação UVA é considerada como principal fator extrínseco, 
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ligado ao processo do envelhecimento, através da formação de radicais livres na 

pele (YAAR; GILCHREST, 2007; YASUI; SAKURAI, 2000). 

Peres et al. (2011) demonstraram que UVB provoca o 

envelhecimento, através do estresse oxidativo na pele pela formação radicais livres. 

Terra et al. (2012b) evidenciaram a formação tempo-dependente de espécies 

reativas responsáveis pela lesão oxidativa na pele, num modelo experimental de 

radiação aguda por UVB.  

Embora os efeitos prejudiciais da radiação UVB na pele tenham sido 

relacionados durante muito tempo à formação direta de dímeros de pirimidina no 

DNA (WEI, 2002), tem sido demonstrado que as alterações no DNA também estão 

fortemente relacionadas com a formação de radicais livres, que podem causar danos 

oxidativos no DNA, levando a mutações e câncer (BEEHLER et al., 1992; PEAK; 

PEAK, 1982; ROSEN; PRAHALAD; WILLIAMS, 1996; WEI et al., 2002). As primeiras 

evidências experimentais in vitro, sugeriram que todo espectro da radiação UV 

(UVA,B,C) é capaz de gerar espécies reativas do oxigênio e resultar em dano 

oxidativo no DNA (WEI et al., 1997; ZHANG et al., 1997). A radiação UVB pode 

causar oxidação de resíduos de guanina no DNA num processo mediado por EROs 

(ICHIHASHI et al., 2003), bem como alterar os níveis de enzimas antioxidantes 

intracelulares (BICKERS; ATHAR, 2006; KOHEN, 1999; KOHEN; GATI, 2000). 

1.3 SISTEMAS ANTIOXIDANTES DA PELE 

A pele, assim como todos os tecidos, possui uma rede de sistemas 

antioxidantes para manter o equilíbrio redox intracelular e combater o estresse 

oxidativo (SHINDO; WITT; PACKER, 1993). 

Durante o processo de evolução do ser humano, vários mecanismos 

de defesas antioxidantes foram desenvolvidos (KOHEN; GATI, 2000). Na pele, as 

células possuem mecanismos enzimáticos de resposta rápida, bem como moléculas 

antioxidantes de baixo peso molecular para contrabalançar o efeito deletério 

causado pelo estresse oxidativo, como apresentado na figura 2 (GUARATINI; 

MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).  

O sistema antioxidante cutâneo, portanto é formado por substâncias 

enzimáticas e não-enzimáticas. Dentre os antioxidantes enzimáticos, destacam-se a 

glutationa peroxidase (GSH-Px), a catalase (CAT) e a superóxido dismutase (SOD) 
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(KOHEN; FANBERSTEIN; TIROSH, 1997; SHINDO; WITT; PACKER, 1993). 

Estudos demonstraram a presença na epiderme dos principais antioxidantes 

enzimáticos, incluindo a GPx, glutationa redutase (GRx), SOD e CAT (SHINDO; 

WITT; PACKER, 1993). 

As enzimas antioxidantes constituem o principal mecanismo de 

defesa intracelular, previnem as reações em cadeia dos radicais livres pela 

diminuição na concentração disponível destes para iniciar o processo oxidativo 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

A SOD contribui para um dos mecanismos antioxidantes mais 

eficientes, catalisando a dismutação do radical anion superóxido (●O2
-) em peróxido 

de hidrogênio (H2O2) na presença de próton H+ (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) 

e evita os danos que poderiam ser causados por este radical.  

A CAT e a GSH-Px são as principais responsáveis pela remoção 

imediata de H2O2. A CAT encontrada em todos os órgãos do corpo, especialmente 

nos hepatócitos e eritrócitos, está presente em grandes concentrações nos 

peroxissomos e em baixas concentrações nas mitocôndrias, catalisando a 

decomposição específica de H2O2, gerando moléculas de água e oxigênio (O2) 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).  

 

2 H2O2  
CAT   2H2O + O2 

 

A GSH-Px, por sua vez, é fundamental no metabolismo de H2O2 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) (ROVER et al., 2001). 

 

H2O2 + 2 GSH  GPx  2H2O + GSSG 

 

LOOH + 2 GSH  GPx  2H2O + GSSG + LOH 

 

A GSH é um tripeptídeo formado pelos aminoácidos glicina, cisteína 

e ácido glutâmico. Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento tiol–SH 

presente na cisteína (MATSUBARA; MACHADO, 1991). Quando a GSH é oxidada 

pela reação da GSH-Px, há a interligação de duas moléculas do tripeptídeo por uma 
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ponte dissulfeto, com formação de GSSG. A queda nos níveis de GSH pode 

prejudicar as defesas celulares contra a ação deletéria dos radicais livres. As células 

íntegras mantêm uma razão GSH/GSSG alta. Para isso, a GSSG formada é 

reduzida novamente a GSH à custa de NADPH, pela ação da enzima glutationa 

redutase (GR) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).  

 

GSSG + NADPH + H+  GR   GSH + NADP+  

 

GSH, portanto, é um mediador intracelular com uma importante ação 

direta na defesa contra intermediários reativos, com uma importante capacidade 

para conjugar com pro-oxidantes. Além disso, funciona como substrato para 

sistemas antioxidantes já que seu grupo tiol tripeptídio (SH) participa da regeneração 

do ácido ascórbico e do α-tocoferol (CARINI et al., 2000).  

Na classe dos antioxidantes não enzimáticos, incluem-se um vasto 

número de compostos, sintetizados in vivo ou obtidos exogenamente, que previnem 

danos oxidativos por interações diretas ou indiretas com as EROs/ERNs (BIALY et 

al., 2002). Os antioxidantes de baixo peso molecular que protegem a pele contra as 

EROs, incluem o ácido ascórbico, GSH, α-tocoferol e ubiquinol (PODDA et al., 

1998).  

Dentre as substâncias endógenas, podemos ainda 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 moléculas (KVAM; DAHLE, 2003). O ácido lipóico, um cofator essencial 

em vários complexos enzimáticos, apresenta atividade antioxidante, podendo atuar 

como regenerador de formas oxidadas de glutationa, ascorbato e a-tocoferol. Além 

destes, a melanina, um pigmento formado pela oxidação e polimerização da tirosina, 

tem papel antioxidante, protegendo a pele principalmente contra ●O2
- e LOO● (KVAM; 

DAHLE, 2003). O ácido trans-urocanico e o ácido cis-urocânico, foram descritos 

como os principais antioxidantes naturais (·OH scavenger) da epiderme (BARRESI 

et al., 2011; KAMMEYER et al., 1999). 
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1.3.1 Efeito da radiação UV no sistema antioxidante da pele e o uso de genisteína 

como antioxidante exógeno 

Embora os danos causados a pele pela indução do estresse 

oxidativo possam ser controlados pela rápida eliminação das EROs através dos 

mecanismos antioxidantes eficientes da pele (KOHEN; FANBERSTEIN; TIROSHI, 

1997; KOHEN; GATI, 2000), vários estudos sugeriram que as radiações UV são 

responsáveis pela diminuição de sistemas antioxidantes cutâneos, bem como pelo 

aumento de sistemas oxidantes, alterando assim o balanço redox celular e 

conseqüentemente a homeostasia cutânea (PERES et al., 2011; TERRA et al., 

2012b). Diferentes doses de luz UV podem destruir completamente as lojas 

epidérmica de ascorbato, α-tocoferol, GSH, ubiquinol, SOD e CAT (SHINDO; WITT; 

PACKER, 1993). 

Terra et al. (2012a) mostraram uma redução na concentração de 

GSH e aumento nos níveis de GSSG, na pele de camundongos swiss, 

correspondendo ao aumento no índice de estresse, (COLADO SIMÃO et al., 2005), 

depois de 24h da exposição à radiação UVB. Outros estudos atribuíram a redução 

nos níveis de GSH na pele como um mecanismo fotoprotetor (FONSECA et al., 

2011; HANADA; GANGE; CONNOR, 1991; WHEELER et al., 1986). 

Estudos revelaram que na pele de ratos, a distribuição da enzima 

CAT corresponde ao acúmulo de H2O2, indicando que na pele normal a CAT tem um 

importante papel no balanço redox (MURAMATSU et al., 2005). Terra et al. (2012a, 

2012b), demonstraram a diminuição na atividade da CAT, 24h após a exposição à 

radiação UVB, na pele de camundongos swiss e hairless. Alguns estudos já haviam 

demonstrado diminuição na atividade da CAT neste mesmo tempo (FUCHS et al., 

1989; JEON et al., 2003; VAYALIL; ELMETS; KATIYAR, 2003) e estes mesmos 

estudos sugeriram que a CAT é um dos mais sensíveis componentes da defesa 

antioxidante na pele.  

O balanço redox que ocorre na pele após a irradiação UV, tem sido 

um importante parâmetro para compreensão dos sistemas antioxidantes endógenos 

e para a pesquisa por substâncias que minimizem os efeitos oxidativos na pele. 

(BARRESI et al., 2011; SAIJA et al., 2000; VAYALIL; ELMETS; KATIYAR, 2003; WEI 

et al., 2002). 

Considerando que poucos tecidos no corpo estão sujeitos ao 
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estresse oxidativo como a pele (KOHEN; GATI, 2000), vários estudos sugerem o uso 

de substâncias antioxidantes como opção para diminuir os danos neste órgão 

mediados pela radiação UVB. O tratamento com chá verde contendo polifenóis 

preveniu a depledação da GPx, catalase e GSH em pele de camundongos hairless 

após a exposição aguda e crônica por UVB (VAYALIL; ELMETS; KATIYAR, 2003). 

Os flavonóides são compostos que têm atraído vários estudos 

devido as suas propriedades antioxidantes. Foi reportado que a suplementação de 

isoflavonas (encontradas nos grãos de soja) na dieta diminui as lesões oxidativas no 

DNA em humanos, e também foi sugerido que este pode ser o possível mecanismo 

do efeito protetor destes compostos na prevenção ao câncer (DJURIC et al., 2001). 

Estudos sugerem que o efeito antioxidante das isoflavonas é, 

parcialmente, devido aos efeitos sequestrador de radicais livres e quelador de metal, 

e depende da posição da hidroxila fenólica (ARORA; NAIR; STRASBURG, 1998). 

A genisteína (4’,5,7-triidroxisoflavona), uma isoflavona de grãos de 

soja, tem sido associada à prevenção ao câncer, doenças cardiovasculares e 

aumento da resposta imunológica (WATANABE; UESUGI; KIKUCHI, 2002). 

A genisteína possui três grupo hidroxila com diferentes ações 

antioxidantes. A ação antioxidante da genisteína (4’,5,7-triidroxisoflavona) contra 

radical peroxil está diretamente relacionada à presença das hidroxilas fenólicas nas 

posições C3’ e C4’, mas diferentemente de outros compostos fenólicos 

antioxidantes, ela não é consumida na reação (CAO et al., 1997). 

Figura 3 - Estrutura química da genisteína 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Simão et al. (2006). 

Estudos prévios demonstraram que a genisteína aplicada 

topicamente na pele de camundongos hairless expostos a irradiação UVB, age 

diretamente como sequestrador de H2O2 ou indiretamente pela inibição do 

Isoflavona

Genisteína 
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recrutamento de neutrófilos (WEI et al., 1997, 2002), podendo atuar também como 

sequestrador de outras espécies reativas do oxigênio e inibindo a reação de Fenton 

(LIU et al., 1998). 

Em eritrócitos, a genisteína reduz a lesão pré-hemolítica, através da 

inibição da formação de lipoperóxidos na membrana do eritrócito (SIMÃO et al., 

2006). 

Neste estudo investigamos a ação protetora da genisteína contra o 

estresse nitrosativo provocado na pele após 24h da radiação UVB assim como o 

provável mecanismo protetor envolvido.  

1.4 ESPÉCIES REATIVAS NA PELE ESTIMULADAS PELA RADIAÇÃO UV  

Pesquisadores demonstraram a geração de espécies reativas como 

o oxigênio singlet (1O2), 
●O2

-, radical hidroxil (●OH), H2O2, peroxinitrito (ONOO-), e 

óxido nítrico (NO) durante a foto exposição aos raios UV, principalmente in vitro 

(BICKERS; ATHAR, 2006; DELICONSTANTINOS; VILLIOTOU; STAVRIDES, 1996; 

HAKOZAKI et al., 2008; HECK et al., 2003; MASAKI; ATSUMI; SAKURAI, 1995; 

OGURA et al., 1991; VILE; TYRRELL, 1995). 

De acordo com os estudos, podemos agrupar a formação de radicais 

livres na pele promovida pela radiação UV através de 5 principais mecanismos 

descritos a seguir: 

1- As interações entre as ondas provenientes da radiação solar e a 

pele podem ocorrer por meio de ação direta da radiação sobre as estruturas 

celulares, como faz a UVB ou UVA (HARRIS, 2005). O 1O2, uma espécie 

eletronicamente excitada, pode ser produzida por diversas reações químicas e 

fotoquímicas e devido a sua eletrofilicidade, reage com compostos insaturados, 

sulfetos e aminas, sendo os ácidos graxos insaturados, DNA e proteínas importantes 

alvos biológicos (Figura 4) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O dano oxidativo 

dependente de 1O2 aos lipídios e proteínas, foi observado in vitro e em fibroblastos 

da pele humana submetidos aos raios UVA (VILE; TYRRELL, 1995).  

2 - Os danos na pele, provocados pela radiação aguda por UVB, 

podem acontecer também de forma indireta, provavelmente resultante do aumento 

de radicais livres produzidos durante a resposta inflamatória imediata com eritema e 

infiltrado de leucócitos (CASAGRANDE et al., 2006). Os neutrófilos ativados por 
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citocinas pró-inflamatória, geram ●O2

- por uma reação catalisada pela enzima 

NADPH oxidase. No neutrófilo, a SOD catalisa a dismutação do ●O2
- em H2O2, a 

partir do qual podem ser gerados ●OH e ácido hipocloroso (HClO). O ●OH pela 

reação de Haber-Weiss/Fenton. O HClO é gerado a partir de uma reação catalisada 

pela mieloperoxidase (MPO), a partir do qual, podem ser formados derivados 

altamente tóxicos, as cloroaminas (Figura 4) (SHINDO; WITT; PACKER, 1993; 

VINTEN-JOHANSEN, 2004). Ainda durante as repostas inflamatórias o NO 

desempenha importante papel como componente vasodilatador e na modulação das 

respostas imunes na pele. O NO● na presença de ●O2
- resulta em ONOO-, que pode 

provocar danos oxidativos na pele (Figura 4) (DELICONSTANTINOS; VILLIOTOU; 

STAVRIDES, 1996). 

Wei et al. (2002) mostrou que H2O2 é parte da resposta da pele à 

exposição aguda por UVB e as espécies reativas podem ser gerados por 

queratinócitos e infiltração de neutrófilos. O ●OH foi descrito como uma importante 

espécie reativa de oxigênio responsável pela formação de radicais lipídicos na 

exposição da epiderme à luz UV (OGURA et al., 1991). Brenneisen et al. (1998) 

mostrou que a exposição das células da pele aos raios UVB induz uma liberação 

imediata de ferro lábil, o que pode catalisar a produção ●OH através de uma reação 

que requer Fe2+, também conhecida como reação de Haber-Weiss ou reação de 

Fenton (KRUSZEWSKI, 2003). 

3 - As espécies reativas podem ser formadas, ainda, indiretamente, 

por reações da luz com fotossensibilizadores endógenos cutâneos, como por 

exemplo, o ácido urocânico (BICKERS; ATHAR, 2006). Como resultado da ativação 

endógena pode ocorrer a produção do ●O2
- ou 1O2 (Figura 4) (MARTIN; BURCH, 

1990). Substâncias exógenas aplicadas sobre a pele, na forma de cosméticos ou 

drogas fotossensibilizadoras ingeridas que atingem a pele, incluindo alguns 

fenotiazínicos (usado em tranqüilizantes), como também as fluoroquinolonas e os 

antibióticos (tetraciclinas), podem promover a geração de 1O2, 
●OH e outras 

espécies reativas de oxigênio, com efeitos nos queratinócitos da epiderme e células 

de Langerhans (Figura 4). 

4 – Espécies reativas também podem ser geradas devido aos danos 

na mitocôndria pela radiação UV, produzindo ●O2
-, H2O2 e ●OH (BIRCH-MARTIN; 

SWALWELL, 2010). 

5 - Outra situação é que apesar da luz UV não depositar energia 
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suficiente nas moléculas de água para ionizá-las, se H2O2 estiver disponível, a UVB 

pode causar fissão homolítica, gerando ·OH, altamente reativo (Figura 4) 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

 

H2O2               
·OH + ·OH 

 

6 - Outro mecanismo de formação de espécies reativas foi sugerido 

por Heck et al. (2003), quando identificaram uma catalase presente em 

queratinócitos capaz de formar EROs em resposta a radiação UV, em especial UVB. 

Usando cromatografia de troca iônica, afinidade metálica e exclusão de tamanho, 

uma proteína de 240 kDa e capacidade de gerar EROs foi isolada de cultura de 

queratinócitos previamente submetidos à irradiação UVB. A proteína exibiu grande 

absorção na extensão de 320 a 360nm com pico adicional entre 400 e 410 nm, 

sugerindo a presença do grupamento heme. Seqüenciamento pela cromatografia 

líquida iônica acoplada à espectrometria de massa identificou a proteína como 

catalase. Observações que os efeitos da luz UVB na catalase são altamente 

sensíveis ao pH e dependentes de oxigênio, mas que não requerem substratos 

adicionais, sugerem que as EROs podem ser formadas pela transferência de fótons 

derivados da água que subseqüentemente interagem com o oxigênio molecular 

(Figura 4). 



28 
 

Figura 4 - Mecanismos de formação de espécies reativas na pele provocada pela 
radiação UV 
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Fonte: Adaptado de Bickers e Athar (2006). 

Os estudos realizados até agora revelaram, portanto, que a radiação 

UV promove estresse oxidativo na pele e que diferentes espécies são responsáveis 

pelo dano oxidativo na pele, no entanto ainda se fazem necessários estudos para 

determinação das espécies reativas formadas após diferentes tempos (tempo 

dependente) na pele após a irradiação UVB e a participação do NO na lesão da pele 

além do seu efeito sobre a proliferação celular, sendo objetivos do nosso estudo. 

Terra et al. (2012b), demonstraram a participação do ●OH, NO e do 
1O2 na lesão lipoperoxidativa da pele de camundongos swiss, imediatamente após a 

radiação UVB, utilizando desferroxamina, histidina e inibidores seletivos das enzimas 

responsáveis pela produção de NO (i.p). Desferroxamina, um forte quelante de ferro, 

é um importante composto utilizado para caracterizar a participação de ●OH na lesão 

celular oxidativa (GRONBERG et al., 2010; YIAKOUVAKI et al., 2006; ZHONG et al., 

2004), assim como a histidina, um eficiente scavenger de 1O2, tem sido utilizado 

para demonstrar o envolvimento do 1O2 no estresse oxidativo em diferentes tecidos 

(GROSSMAN et al., 1998). Neste mesmo estudo os autores demonstraram também 
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que o NO é a principal espécie reativa responsável pela lesão lipoperoxidativa da 

pele, 24h após a radiação UVB (Figura 5).  

Figura 5 - (1) Geração de espécies reativas na pele após 0h e 24hs da radiação 
UVB, observadas neste estudo. A radiação UVB gera diretamente (A) as 
EROS, 1O2 e ●O2

-. (B) SOD converte ●O2
- em H2O2. 

●O2
- e H2O2 podem 

ser convertidos numa espécie altamente reativa o radical hidroxil (●OH) 
numa reação catalizada pelo ferro (Fe2+), conhecida por reação de 
Fenton e reação de Haber-Weiss. (C) Espécies reativas do nitrogênio 
(ERNS) são geradas como resultado da conversão da arginina a citrulina 
numa reação estimulada pela óxido nítrico sintase (NOS). Estas EROS e 
ERNS interagem com os lipídios da membrana plasmática e iniciam a 
lipoperoxidação. (2) Formação de radicais livres tempo dependente, 
depois da irradiação UVB. A peroxidação lipídica ocorre imediatamente 
após a radiação UVB e é mediada por várias espécies reativas tais como 
1O2 

●OH e NO. 24h após a radiação a espécie reativa predominante é o 
NO, provavelmente devido a expressão de iNOS. 

  
 
Fonte: Terra et al. (2012a). 

Como neste trabalho a avaliação dos danos oxidativos/nitrosativos 
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na pele resultantes de níveis aumentados de NO devido à radiação UVB foi 

fundamental, segue abaixo uma revisão sobre alguns aspectos que envolvem o NO, 

importantes para compreensão deste estudo. 

1.5 ÓXIDO NÍTRICO 

Durante muitas décadas o NO, ou monóxido de nitrogênio, foi 

conhecido apenas por ser um gás poluente e nocivo, produzido pela combustão 

interna dos motores, causador das chuvas ácidas e poluição atmosférica, sendo alvo 

principalmente do estudo de ambientalistas e químicos (FUKUTO, 1995; FUKUTO; 

CHAUDHURI, 1995). Na década de 1980 foi identificado como um mensageiro 

intercelular ubíquo nos sistemas cardiovasculares, imunitário e nervoso. Em 1992, o 

NO foi chamado “a molécula do ano” pela revista Science. O Prêmio Nobel em 

Fisiologia e Medicina, em 1998, foi dado a Ferid Murad, Robert F. Furchgott e Louis 

J. Ignarro pela descoberta das propriedades de sinalização do NO (STANKEVICIUS 

et al., 2003). 

A partir daí, o NO é tema de intensa pesquisa visando a 

compreensão de seu envolvimento em processos fisiológicos e fisiopatológicos. 

Vários livros e artigos de revisão foram publicados a respeito das diferentes funções 

do NO em sistemas biológicos, inicialmente no processo de hemostasia, sobre a 

vasodilatação, sinalização neuronal, atividade antimicrobiana e inibidor da 

agregação plaquetária (IGNARRO, 1990; LAVER; STEVANIN; READ, 2008), 

apresentando funções nos sistemas cardiovascular, reprodutor e imune (EGBRINK 

et al., 2005).  

O NO e seus metabólitos também foram associados com várias 

condições patológicas desde a inflamação, aterosclerose, diabetes, doenças 

neurodegenerativas, acidentes vasculares cerebrais, lesão muscular após os 

eventos de isquemia e reperfusão (KHANNA; COWLED; FITRIDGE, 2005), doenças 

cardiovasculares (ANAYA-PRADO et al., 2002), caquexia associada ao câncer 

(BARREIRO et al., 2005), lesão celular na pele após a irradiação UVB (TERRA et 

al., 2012a; WANG et al., 2010), entre outras.  

Considerando a dualidade de ação do NO, o conhecimento dos 

fatores que determinam a sua bioatividade, como a concentração, difusão desde o 

local de síntese e consumo em múltiplas reações, bem como, o tipo de exposição, 
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crônica ou aguda, parecem determinar o efeito global do NO num determinado 

sistema biológico (EGBRINK et al., 2005). Por exemplo, o NO pode ser citotóxico 

tanto para células eucariotas quanto para células procariotas (FREEMAN, 1994), ou 

também pode exercer um efeito protetor antioxidante devido à sua habilidade de 

seqüestrar o ●O2
- (MILES et al., 1996). 

1.5.1 Biossíntese do óxido nítrico 

Em mamíferos, o NO é gerado pela ação da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS) que existem sob três isoformas distintas: 2 constitutivas (cNOS e 

eNOS) e 1 induzível (iNOS). Apesar da enzima eNOS, inicialmente descoberta no 

endotélio vascular e a nNOS no sistema nervoso periférico, receberem o nome de 

acordo com tipo celular onde foram primeiramente descritas, sabe-se atualmente 

que as isoformas da NOS são expressas em vários tipos celulares, incluindo a iNOS 

(BIAN; MURAD, 2003). 

Existem outras enzimas envolvidas na liberação ou na síntese de 

NO, tais como, nitrito redutases bacterianas e enzimas que agem sobre doadores de 

NO, além do NO poder ser gerado também em condições não enzimáticas nos 

sistemas biológicos, através dos estoques existentes nos tecidos (MOWBRAY et al., 

2009; NAGASE et al., 1997). Neste estudo o enfoque será dado ao NO resultante da 

atividade da NOS, devido a sua relevante participação na lesão nitrosativa 

provocada pela radiação UVB. 

A síntese do NO mediada pela enzima NOS, ocorre durante a 

transformação do aminoácido semi-essencial L-arginina em L-citrulina e óxido 

nítrico, utilizando oxigênio e a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) 

como co-substratos (Figura 6) e como co-fatores a flavina mononucleotídeo (FMN), 

flavina adenina dinucleotídeo (FAD), tetra-hidrobiopterina (BH4), ferro protoporfirina 

IX (heme), cálcio (Ca2+)/calmodulina e possivelmente zinco (Figura 7). Algumas 

isoformas da NOS possuem o cofator adicional, a calmodulina. Na presença de 

elevada concentração de Ca2+, a calmodulina liga-se a certas NOS, ativando-as. 

Esse processo está relacionado com as NOS constitutivas, ou seja, a endotelial e a 

neuronal. No entanto, a situação é diferente para a NOS induzida pelo estímulo 

imunológico ou inflamatório conhecida como iNOS, onde a atividade das mesmas é 

independente da presença de Ca2+ e da calmodulina (ALDERTON; COOPER; 
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KNOWLES, 2001; NATHAN, 1992). 

Figura 6 - Síntese de óxido nítrico (NO) 
 

 
Fonte: Adaptado de Stankevicius et al. (2003). 

Figura 7 - Esquema representativo da estrutura da NOS, mostrando as etapas da 
síntese de NO. Elétrons (e-) são doados pela NADPH ao domínio 
redutase da enzima e prosseguem através dos carreadores redox FAD e 
FMN até o domínio oxigenase, onde interagem com o ferro do heme e 
com o BH4 no sítio ativo para catalizar a reação do O2 com a L-arginina, 
produzindo NO e citrulina. O fluxo de elétrons através do domínio 
redutase requer a ligação Ca2+/Cam.  

 

 
Fonte: Adaptado de Alderton, Cooper e Knowles (2001). 
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1.6 REAÇÕES ENVOLVENDO ÓXIDOS DE NITROGÊNIO EM SISTEMAS BIOLÓGICOS 

O NO é considerado um radical livre por apresenta um elétron 

desemparelhado na última camada de valência. Em sistemas biológicos as 

interações químicas do NO ocorrem por estabilização do elétron desemparelhado 

(IGNARRO, 1990). 

Além disso, o NO em seu estado puro, sob condições normais de 

temperatura e pressão é um gás. Sua solubilidade é moderada em água (1,9mM a 

25o C), sendo muito mais solúvel em solventes apolares, como o hexano (0,13 M a 

25o C) (IGNARRO, 1990). Desta forma, quando presente em sistemas biológicos, o 

NO tende a se concentrar em ambientes lipofílicos, como membranas e domínios 

hidrofóbicos de proteínas e não é, portanto, armazenado em vesículas. Por outro 

lado não existe um receptor de membrana para o NO, podendo se difundir a longas 

distâncias. Um dos alvos melhor estudado é a atividade da enzima guanilato ciclase 

solúvel, que resulta em ações bem conhecidas como a vasodilatação e a 

neuromodulação (KERWIN; LANCASTER; FELDMAN, 1995). 

O conhecimento da química do NO em sistemas biológicos é 

normalmente organizado em função dos efeitos diretos ou indiretos. Os efeitos 

diretos resultam de reações do NO com alvos moleculares (complexos metálicos ou 

espécies radicalares), resultando num efeito biológico enquanto os efeitos indiretos 

são mediados por produtos da reação de NO com O2 ou ●O2
-, (IGNARRO, 1990; 

LIUDET; SORIANO; SZABO, 2000). 

Os efeitos diretos estão relacionados pela atividade de cNOS, 

quando o NO é produzido em baixa concentração e equivale a menos do que 1 µM e 

os indiretos relacionados a expressão de iNOS e alta concentração de NO, mais do 

que 1 µM (EGBRINK et al., 2005; WINK; MITCHELL, 1998). Estudos indicam que a 

baixa produção de NO, direta ou transitória, exerce função homeostática/regulatória 

e antiinflamatória. No entanto, condições fisiológicas alteradas, como as que 

ocorrem durante a inflamação, podem resultar no aumento da iNOS e em altas 

concentrações de NO (KENDALL; MARSHALL; BARTOLD, 2001).  

1.6.1 Efeitos diretos do óxido nítrico 

Em geral a reação direta do óxido nítrico ocorre com outro radical 
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livre ou pela sua interação a um metal como o cobre, ferro e manganês, que são 

geralmente ligados a uma proteína. No primeiro caso, o resultado eventual é a 

formação de espécies diamagnéticas estáveis; no segundo caso, o elétron 

desemparelhado é dividido entre o óxido nítrico e o metal (KERWIN; LANCASTER; 

FELDMAN, 1995). 

 

Reação com complexos metálicos 

 

As mais reconhecidas reações de significância biológica envolvem o 

NO com metais de transição (livres ou em grupos prostéticos associados a 

proteínas. Esta reação ocorre principalmente entre o NO e o heme ferroso (Fe2+) de 

algumas proteínas (Figura 6), resultando no deslocamento do Fe2+ para fora do anel 

porfirínico (COOPER, 1999). Esta alteração de conformação pode ativar ou inativar 

proteínas. Como exemplo, podemos citar a inibição da Catalase, pela formação de 

aductos nitrosilados, resultando na diminuição do consumo de H2O2 (FARIAS–

EISNER et al., 1996). A ativação da guanilato ciclase, devido à interação direta do 

NO com núcleo heme da enzima, resultando no relaxamento do músculo liso, 

inibição da agregação plaquetária, inibição da adesão de leucócitos ao endotélio e 

na transdução de sinais no sistema nervoso (NATHAN; XIE, 1994). 

Além disso, como de extrema importância podemos citar a reação 

com a oxi-hemoglobina que ocorre entre o NO e um complexo metálico (Hb(Fe-O2), 

uma das principais vias de remoção do NO em sistemas biológicos. Esta reação 

resulta na formação de nitrato (NO3
-) e metahemoglobina (KIKUCHI et al., 1993a). 

 

Reação com outras espécies radicalares 

 

O NO age como um antioxidante quando reage com outras espécies 

radicalares como o LO● e LOO● (hidroperóxidos lipídicos), formados durante a 

peroxidação lipídica, funcionando, portanto como um terminador de cadeia 

(KERWIN; LANCASTER; FELDMAN, 1995). 

1.6.2 Efeitos indiretos do NO 

Os efeitos indiretos do NO ocorrem, quando esta espécie reativa é 
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capaz de interagir rapidamente com o O2 e o ●O2

-, (IGNARRO, 1990; LIUDET; 

SORIANO; SZABO, 2000). 

 

Reação com O2 

 

Segundo Liudet, Soriano e Szabo (2000), quando o NO é exposto a 

O2, pode gerar uma variedade de ERNs com maior poder reativo do que NO ou O2, 

individualmente. Em fase aquosa, o produto desta reação é o dióxido de nitrogênio 

(NO2), que pode dimerizar formando tetróxido de dinitrogênio (N2O4) ou pode reagir 

com uma terceira molécula de NO para formar trióxido de dinitrogênio (N2O3) 

(equação 1-3). N2O3 e N2O4 reagem rapidamente com água, formando íons nitrito 

(NO2
-) e nitrato (NO3

- ) (Equações 4 e 5) (IGNARRO, 1990).  

 

2NO + O2 ----------- 2NO2
+        (Equação 1) 

NO + NO2------------ N2O3        (Equação 2) 

NO2 + NO2----------- N2O4        (Equação 3) 

        

      H20  

N2O3-----------2NO2 + 2H2
+        (Equação 4) 

 
      H20 
N2O4----------- NO2

- + NO3
- + 2H2

+   (Equação 5) 
 
 

Baixas concentrações de NO, embora esta reação seja 

relativamente rápida, não possuem impacto biológico e o NO se difunde a distância 

consideráveis desde o seu local de síntese. Quando a concentração de NO pode 

atingir valores bastante elevados (acima de 1mM) a produção de N2O3 pode ser 

significativa. Portanto a concentração pode regular o seu tempo de meia vida: 

enquanto que para concentrações baixas não haverá auto-oxidação significativa de 

NO, este poderá difundir-se a longas distâncias; quando a concentração do gás é 

maior, o seu tempo de vida e a difusão são limitados (WINK; MITCHELL, 1998).  

 

Reação com ●O2
- 

 

A reação do NO com ●O2
-, resulta no ONOO- (Equação 6) 
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(IGNARRO, 1990). 

NO + ●O2
- --------- ONOO-------NO2

 --------- NO3
      (Equação 6) 

 

O valor aproximado de constante de reação para esta reação é de (k 

= 6 x 1010 M-1s-1) (AITKEN et al., 2007). O ONOO- é uma espécie altamente oxidante 

e dada a sua potencial relevância no meio biológico enquanto mediador de ações 

atribuídas ao NO, interessa salientar que a sua produção, é controlada por diversos 

fatores inclusive as concentrações relativas dos dois reagentes. A concentração de 

O2
- e o seu tempo de vida são muito baixas devido a atividade da SOD. A elevada 

velocidade de reação (k = 5 x l05 M-1
·s

-1) em condições fisiológicas de pH (7.0-7.4), 

entre a SOD e O2
-, contribui para que esta enzima compita ativamente com o NO 

pela reação com O2
- (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

Estudos prévios in vitro demonstraram que o NO também pode 

reagir com H2O2 podendo resultar na formação de ONOO-
 (KIKUCHI et al., 1993a, 

1993b; NORONHA-DUTRA; EPPERLEIN; WOOLF, 1993; RADI et al., 1991). Sabe-

se que em condições de lesão celular ou na inflamação, além da grande produção 

de NO, existem grandes quantidades de ●O2
- que é rapidamente dismutado para 

H2O2, sugerindo que a concentração de H2O2 no tecido possa ser muito maior do 

que a do ●O2
-, favorecendo a reação descrita (NORONHA-DUTRA; EPPERLEIN; 

WOOLF, 1993). 

O ONOO- é uma espécie oxidante potente, com capacidade de 

oxidar tióis, iniciar a peroxidação lipídica, nitrar resíduos de tirosina, clivar o DNA e 

oxidar a guanosina (PRYOR; SQUADRITO, 1995). Desta forma, reação oxidativa 

nas bases do DNA promovida pelo ONOO-, pode levar a mutagênese ou a morte 

celular por necrose ou apoptose (IGNARRO, 1990; KENDALL; MARSHALL; 

BARTOLD, 2001). A oxidação dos grupos tiol (SH) de GSH leva a diminuição do 

estado antioxidante (MARSHALL et al., 1999) da célula e ainda ONOO- pode 

catalizar a reação de peroxidação lipídica ocasionado lesões de membrana, 

desmielizações e oxidação de LDL (RADI et al., 1991; TERRA et al., 2012a). A 

reação de oxidação na mitocôndria pode levar à inibição dos complexos I, II e V, 

resultando na inibição da respiração celular, lesão de membrana com liberação do 

citocromo c e apoptose (BROWN, 1999). 

ONOO- também é capaz de promover a nitração dos resíduos de 

tirosina das proteínas, levando mudanças na conformação e perda de função 
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(LAVER; STEVANIN; READ, 2008).  

Tipicamente a nitração de proteínas consiste na adição eletrofílica 

de um equivalente NO2
+ a resíduos de tirosina em proteínas. Como já mencionado 

anteriormente nas equações 1, o NO2
+

 resulta da reação do NO + O2 ou da 

decomposição do ONOO– ou mais especificamente o ONOO– pode 

gerar um intermediário reativo, o íon NO2
+, através da ligação com o ferro sérico 

(COOPER, 1999).  

 

Fe3 + + ONOO– ---------------- Fe2 +-------O------- NO2
+ (Equação 10) 

 

Da reação de nitração dos resíduos de tirosina, resulta a formação 

do principal biomarcador de estresse nitrosativo em sistemas biológicos é a 3-

nitrotirosina (3-NT), que já foi identificada em vários estudos patológicos (RADI, 

2004)  

A reversibilidade destas reações, liberando NO de aductos 

NO/heme, e da proteína tirosina nitrada (RADI, 2004), assegura significante 

importância fisiológica (VILLALOBO, 2006). 

1.7 PARTICIPAÇÃO DO OXIDO NÍTRICO NA LESÃO OXIDATIVA/NITROSATIVA DA PELE 

PROVOCADA PELA UVB. 

Praticamente todas as células humanas estudadas até agora têm a 

capacidade de produzir NO. A maioria dos tipos celulares residentes na pele produz 

NO em resposta à estimulação adequada. Queratinócitos (ARANY et al., 1996), 

células de Langerhans (QURESHI et al., 1996) fibroblastos dérmicos (WANG et al., 

1996), melanócitos (ROCHA; GUILLO, 2001), e células de melanoma, (TSATMALI et 

al., 1999) expressam iNOS, após estimulação por citocinas inflamatórias. 

Estudos realizados sobre o efeito do NO na pele após a irradiação 

UVB eram controversos. Alguns atribuíram um efeito protetor para NO contra a 

peroxidação lipídica (GONZALEZ-MAGLIO et al., 2005; LEE et al., 2000) e ao 

processo de apoptose (BHOWMICK; GIROTTI, 2011; WELLER et al., 2003), 

enquanto outros demonstraram a relação entre níveis aumentados do NO e a morte 

por apoptose (SEN et al., 2008; WANG et al., 2010). A formação de NO e O2
- 

imediatamente após a radiação UVB foi demonstrado in vitro em células de 
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queratinócitos (HaCat) (AITKEN et al., 2007) ou in vivo, na epiderme (WU et al., 

2010). Os autores relataram que estes radicais livres podem reagir rápida e 

imediatamente entre si e formando ONOO- (AITKEN et al., 2007), sendo apontado 

como o principal responsável pelo estresse oxidativo/ nitrosativo na pele após a 

radiação UVB em células endoteliais humanas (DELICONSTANTINOS; VILLIOTOU; 

STAVRIDES, 1996) em queratinócitos e na epiderme de camundongos (WU et al., 

2010).  

Recentemente foi demonstrada a relação entre níveis aumentados 

do NO com a peroxidação lipídica e a nitração de proteínas (formação de 

nitrotirosina) na pele após 24hs da radiação UVB (TERRA et al., 2012b). Os autores 

para esclarecer os relatos contraditórios encontrados na literatura científica até o 

momento, utilizando inibidores seletivos para iNOS e cNOS (AG e L-Name 

respectivamente), demonstraram a relação entre níveis aumentados do NO (TERRA 

et al., 2012a, 2012b; WANG et al., 2010) com a formação de peróxidos lipídicos e 

nitrotirosina na pele (TERRA et al., 2012a, 2012b), assim como a relação do NO com 

a morte celular por apoptose havia sido relatada anteriormente (SEN et al., 2008). O 

mecanismo da morte celular por apoptose descreve a S-nitrosação do gliceraldeído-

3-fosfato desidrogenase (GAPDH), que inativa sua atividade catalítica, localizando-

se no núcleo e mediando a morte celular (SEN et al., 2008). 

Os autores demonstraram que após 24h da irradiação, UVB induziu 

a expressão da iNOS com um nível máximo de mRNA na pele de camundongos 

hairless (GONZALEZ-MAGLIO et al., 2005). 

Imediatamente após a irradiação UVB o NO e outras espécies são 

responsáveis pela lipoperoxidação de membrana das células da pele. Neste tempo é 

provável que ocorra a ativação da enzima óxido nítrico sintase constitutiva (cNOS), 

pela elevação intracelular de Ca2+ e geração de NO (TERRA et al., 2012a; WANG et 

al., 2010). Outros relatos apontam a existência de estoques naturais na pele de NO, 

que são liberados poucas horas após a irradiação UVB, independente da 

participação das enzimas sintases na pele humana (MOWBRAY et al., 2009).  

Neste estudo foi evidenciado ainda a relação dos níveis aumentados 

do NO com a inibição da proliferação celular na pele submetida à radiação UVB 

(TERRA et al., 2012b).  



39 
 
1.8 NO COMO MODULADOR DA PROLIFERAÇÃO CELULAR 

O NO pode regular diversas funções fisiológicas incluindo a 

proliferação celular. A sua ação reguladora depende da sua concentração. Embora 

nem todos os detalhes sejam compreendidos, a ação citostática do NO sobre a 

proliferação celular em altas concentrações tem sido descrita, assim como a ação 

estimuladora sobre a proliferação celular em baixas concentrações de NO (TERRA 

et al., 2012a; VILLALOBO, 2006). 

Estudos principalmente in vitro, demonstraram que este perfil 

paradoxal depende exclusivamente da concentração de NO. Desta forma, houve 

inibição da proliferação das células da retina, em condições de altos níveis de NO 

(GOUREAU et al., 1993; YILMAZ et al., 2000). A suplementação exógena de NO, 

em altas concentrações de NO, inibiu a proliferação de fibroblastos (DU et al., 1997) 

e queratinócitos (FRANK et al., 2000; KRISCHEL et al., 1998) enquanto que baixas 

concentrações de NO levou à estimulação da proliferação destas células. Os 

mecanismos moleculares que expliquem a ação proliferativa do NO em baixas 

concentrações ainda não são totalmente compreendidos. 

Estudos demonstraram que a ação inibitória do NO sobre a 

proliferação celular, envolvem a regulação da expressão de iNOS por citocinas como 

o interferon-у (IFN-у), o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a interleucina 1 (IL-1), 

ou o lipopolissacarídeos (LPS), levando a produção de altas quantidades de NO, 

consequentemente inibindo a proliferação celular, de linfócitos, células musculares 

lisas vasculares, células hepáticas (VILLALOBO, 2007) (Figura 8). Em fibroblastos 

senescentes, a indução da iNOS pelo TNF-a, IFN-у e interleucina 1β (IL-1β) inibiu a 

proliferação celular (GANSAUGE et al., 1997).  
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Figura 8 - Regulação da expressão iNOS sobre a proliferação celular. A interação de 
citocinas como por exemplo LPS e IFN-у  com receptores na célula gera 
eventos de sinalização conduzem a expressão de iNOS e subsequente 
produção de grandes quantidades de NO, que inibem a proliferação 
celular. 

 
Fonte: Villalobo (2007). 

O envolvimento do óxido nítrico sobre a inibição da proliferação 

celular foi descrito pela sua capacidade de parar o ciclo celular na fase de transição 

G1/S (VILLALOBO, 2006) (Figura 9) 
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Figura 9 – Mostra a ação inibitória de NO na fase de transição G 1 / S, sobre os 
alvos principais que afetam a expressão e / ou atividade de diferentes 
componentes relevantes para a progressão do ciclo celular. 

 
Fonte: Villalobo (2006). 

Apesar da inibição sobre a proliferação celular em altas 

concentrações de NO ser o maior efeito exercido em vários tipos de células (normais 

e tumorais), existe um significante número de estudos descrevendo sua ação 

estimulatória sob altos níveis de NO, quando esta molécula é liberada 

endogenamente ou por suplementação exógena (VILLALOBO, 2006). 

Bhowmick e Girotti (2011), utilizando células tumorais em condições 

moderadas de NO, observaram um efeito estimulador do crescimento celular, 

promotor de angiogênese e da expansão tumoral e anti-apoptótico.  

O efeito estimulatório do NO sobre a proliferação celular descreve a 

ativação de receptores na membrana plasmática celular que levam a produção de 

NO através da expressão da iNOS, como os receptores do fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGFR), receptor do fator de necrose tumoral (TNF-αR), 

receptores do interferon-у (IFN-уR) e de receptores de lipopolissacarídeos (LPSR) 

pelos seus respectivos ligantes extracelulares. Outros receptores também 

conhecidos por controlar a produção de NO, são os receptores de tirosina-quinase 

como o VEGFR e o fator de crescimento de fibroblasto (FGFR) e alguns receptores 
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o CD44v10, ativados por seus ligantes extracelulares VEGF, FGF e ácido 

hialurônico, respectivamente, levam ao aumento da concentração de Ca2
+, 

resultando na formação do complexo Ca2
+ /CaM, ativando eNOS e nNOS. Por outro 

lado o receptor de estrogênio 17β (17β-OestR), controla a expressão da eNOS com 

consequente produção de NO (VILLALOBO, 2007) (Figura 10). 

Entre os poucos mecanismos sugeridos como responsáveis pela 

estimulação do NO sobre a proliferação celular, foi citada a ativação via MAPK, 

regulação da ciclooxigenase (COX-2) e a produção de espécies reativas do oxigênio 

como o ●O2
- e H2O2 (VILLALOBO, 2007) (Figura 10). 

Figura 10 - Resumo de alguns dos mecanismos moleculares e vias de sinalização 
que regulam a produção celular de NO e subsequente estimulação 
da proliferação celular, numa célula hipotética  

 
Fonte: Villalobo (2007). 

 
Alguns estudos utilizaram o fator de crescimento do endotélio 

vascular (VEGF) como marcador e estimulador da proliferação celular frente a 

diferentes concentrações de NO, principalmente in vitro. 

O VEGF é importante durante o processo de vasculogênese no 

desenvolvimento embrionário. A vasculogênese diminui progressivamente após o 

nascimento e é mínima na maioria dos tecidos adultos (GERBER et al., 1999). No 
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entanto, a expressão de VEGF é estimulada durante a angiogênese patológica, tal 

como ocorre em pacientes com isquemia do miocárdio ou na retina, no tecido 

inflamado (CARMELIET; COLLEN, 2000) e em carcinomas humanos (NICOL et al., 

1997), sendo um potente fator da neovascularização tumoral (BATES et al., 2002).  

Em pele de camundongos, o aumento da permeabilidade vascular 

induzida pelo VEGF foi relacionado com a produção local de NO, estimulada pela 

iNOS (FUJII et al., 1997). A ação inibitória do NO sobre a proliferação celular, foi 

demonstrada em células de coriocarcinoma, pela diminuição do VEGF (CHA et al., 

2001). Ainda através da expressão do VEGF foi demonstrada a modulação da 

proliferação celular das células endoteliais do glomérulo renal pelo NO. Neste estudo 

o tratamento dos animais com inibidor de iNOS, levou a inibição da proliferação das 

células endoteliais (OSTENDORF et al., 2004). Em células de melanoma humano a 

resposta proliferativa, avaliada pelo VEGF é acompanhado pela super expressão da 

iNOS e conseqüente produção endógena do NO sendo que o tratamento com o 

inibidor de NOS (L-NAME) conteve a proliferação celular (TAO et al., 2005). 

Terra et al. (2012a), observaram na pele de camundongos hairless a 

ação moduladora do NO sobre a proliferação celular após a irradiação UVB. Os 

resultados mostraram aumento nos níveis de NO assim como na imunoreatividade 

do VEGF, 6h e 24hs após a irradiação. O tratamento dos animais com AG resultou 

na diminuição dos níveis de NO, porém houve acentuado aumento na proliferação 

celular, como observado pela intensa marcação do VEGF e PCNA, sugerindo que 

baixas concentrações de NO possam estimular a proliferação celular mais 

intensamente do que altas concentrações de NO. 

O antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), é uma proteína 

nuclear (36 kDa), que atua como cofator da enzima DNA polimeraze e que existe no 

núcleo de todas as células eucarióticas. PCNA é essencial para a síntese de ácido 

nucléico e desempenha um papel essencial nos processos de recombinação, 

replicação, reparo do DNA e na montagem da cromatina (MATHEWS et al., 1984; 

MIYACHI; FRITZLER; TAN, 1978). Portanto a expressão de PCNA está relacionado 

com o crescimento e proliferação celular. Nas células em divisão celular, a 

expressão desta proteína está muito aumentada na fase S do ciclo celular e 

diminuída na fase quiescente (JASKULSKI et al., 1988). Na clínica médica PCNA é 

utilizado para caracterizar a proliferação em populações celulares na epiderme 

humana de indivíduos saudáveis, nas lesões pré-malignas e malignas inclusive no 
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melanoma (GEARY; COOPER, 1992; KAWAHIRA, 1999). Estas investigações 

confirmaram que a distribuição da proteína PCNA está confinada na camada basal 

na epiderme de indivíduos saudáveis, podendo haver variação neste padrão, nas 

doenças cutâneas malignas.  

PCNA foi descrita como um marcador de reparo do DNA e 

indiretamente, como um indicador de danos induzidos por UVB, na pele de 

camundongos e em queratinócitos (AFAQ et al., 2007; MOORE et al., 2004). AFAq 

et al. (2007), demonstraram que a irradiação UVB diminuiu a expressão da proteína 

PCNA em queratinócitos (HaCat) e que o tratamento com antioxidante, delfinidina, 

protegeu as células da apoptose induzida pela irradiação UVB, demonstrando 

expressão da PCNA pelas células com o tratamento.  

Terra et al. (2012b), observaram que não ocorre imunoreatividade 

para PCNA na pele de camundongos hairless, após a irradiação UVB. Quando os 

camundongos hairless foram tratados com o inibidor de iNOS (AG), a marcação do 

PCNA foi evidente, confirmando o efeito modulador de baixos níveis de NO sobre a 

proliferação celular.  

Wei et al. (2002), relatou a ação fotoprotetora da genisteína no 

modelo de pele reconstituída humana utilizando doses agudas de irradiação UVB 

(2,0 e 6,0 J/cm2). As amostras de pele tratadas com 3 concentrações de genisteína 

(10, 20 e 50 µM) 1 horas antes da irradiação UVB e analisadas 12 hs depois da 

radiação demonstraram que a genisteína preservou os mecanismos de proliferação 

e reparo celular avaliados pela aumentoimunoreatividade do PCNA e inibiu a 

formação de dímeros de piramidina, numa relação dose-dependente. Na pele 

irradiada e não tratada, houve aumento na formação de dímeros de piramidina e 

diminuição da imunoreatividade para o PCNA. 

Ainda neste estudo nós utilizamos outro marcador da proliferação 

cellular, Ki67, para avaliar o efeito anti-nitrosativo da genisteína após 24h da 

irradiação UVB na pele de camundongos hairless. Ki67 é uma proteína nuclear de 

359 kDa ou 320. A ausência de Ki67 em células quiescentes e a sua expressão 

universal em tecidos que proliferam revelou o seu potencial como marcador de 

proliferação celular (URRUTICOECHEA; SMITH; DOWSETT, 2005). El-Abaseri, 

Putta e Hansen (2006) relatou que alterações na expressão de Ki67 ocorrem 

paralelamente às alterações observadas na expressão de PCNA na pele de 

camundongos após UV, e que ambos estariam associados com a proliferação elevar 
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na epiderme. 

 
 

1.9 MÉTODOS DE ANÁLISE DOS NÍVEIS DE NO E DO ESTRESSE OXIDATIVO/NITROSATIVO NA 

PELE UTILIZADOS NESTE ESTUDO 

1.9.1 Detecção dos níveis de NO 

Embora o elevado número de trabalhos dedicados ao estudo dos 

efeitos do NO, muito pouco se conhece sobre sua dinâmica de concentração, devido 

às dificuldades analíticas associadas à medição de uma espécie gasosa com tempo 

de vida reduzido em sistemas biológicos.  

A alta instabilidade do NO sob tensões fisiológicas de O2 e alta 

reatividade com as biomoléculas tornou a quantificação do NO um desafio, 

principalmente em sistemas biológicos devido a sua curta meia vida e baixas 

concentrações (ARCHER et al., 1995). Em sistemas biológicos o NO é facilmente 

oxidado a nitrito, com uma meia vida muito curta (< 6 sec.) (KELM et al., 1988), 

apesar que concentrações biologicamente ativas de NO (5nM-4uM) em soluções 

aquosas puras, a meia vida excede 500 segundos (LAVER; STEVANIN; READ, 

2008). 

Algumas metodologias são utilizadas para quantificar indiretamente 

o NO e seus metabólitos em vários tipos de amostras. São exemplos de métodos 

indiretos o uso de inibidores de NOS, L-arginina, doadores de NO, animais 

transgênicos, análises da expressão da isoformas de NOS e a quantificação de 

metahemoglobina ou de NO2
- e NO3

- pela reação de Griess. Contudo, estes ensaios 

fornecem evidências limitadas e por vezes, requerem interpretações complexas 

(KHANNA; COWLED; FITRIDE, 2005).  

Kikuchi et al. (1993a) sugere que a reação do NO e oxi-

hemoglobina, formando metemoglobina e NO3
-, explorada para estimar a síntese de 

NO é um método pouco sensível. 

A reação de Griess que estima os produtos da degradação do NO, 

ou seja, o NO2
- e NO3

- que reage com a sulfinilamida e N-(1-naftil)-etilenodiamina, 

formando um composto que pode ser detectado espectrofotometricamente a 540nm, 
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é considerado pouco específico para o NO. O NO2 é um contaminante que pode ser 

encontrado na água e é produto do metabolismo de certas bactérias (ARCHER et al. 

1995). Além disso, nitrocompostos análogos de L-arginina, tais como L-NAME, AG, e 

LNNA, interferem em ensaios de Griess (GREENBERG et al., 1995).  

Os modelos transgênicos também podem gerar resultados 

duvidosos devido aos possíveis mecanismos compensatórios. Kanno et al. (2000), 

relatou que camundongos transgênicos deficientes de eNOS ou nNOS 

apresentavam expressão aumentada de iNOS, possivelmente para suprir a 

deficiência das isoformas constitutivas.  

Neste estudo um dos objetivos foi determinar os níveis de NO na 

pele (fresca e congelada) pela primeira vez em condições fisiopatológicas através da 

detecção desta molécula por um método por quimiluminescência que descreve a 

reação do NO com o sistema H2O2-luminol, padronizado e utilizado por Kikuchi et al. 

(1993a, 1993b) na determinação os níveis de NO em tempo real, em rim perfundido. 

Kikuchi et al. (1993a, 1993b) descreve a especificidade e 

sensibilidade da reação do NO com H2O2-luminol na reação de quimiluminescência, 

utilizando NO em forma de gás diluído em solução portanto sem interferentes, 

demonstrando que o método detecta de forma direta o NO em baixas concentrações 

(100fmol/l). Tsukada et al. (2003), ilustra a reação conforme figura 11. 

Figura 11 - Reação de quimiluminescência entre o NO e H2O2-luminol 

 
Fonte: Tsukada et al. (2003). 

Como descrito por vários autores, a molécula analisada é de fato o 

NO, ou seja, a reação de quimiluminescência acontece entre o NO e o H2O2-luminol, 

porém desta reação, resulta a formação de outras espécies reativas emissoras de 

radiação responsáveis pela emissão de fótons (KIKUCHI et al., 1993b; NORONHA-

DUTRA; EPPERLEIN; WOOLF, 1993; RADI et al., 1993; TSUKADA et al., 2003). 
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Para que esta hipótese pudesse ser comprovada, os autores utilizaram substâncias 

químicas doadoras de NO e inibidores específicos de radicais livres, apontando o 

ONOO- e 1O2 como as espécies emissoras de fóton. 

Kikuchi et al. (1993b), demonstrou a formação de ONOO-, em tempo 

real durante a reação NO e H2O2-luminol em rim perfundido de ratos, acrescentando 

Mn-SOD durante a reação para excluir a possibilidade do O2
-, ser o precursor do 

ONOO- 

Noronha-Dutra, Epperlein e Woolf (1993), utilizando nitroprussiato de 

sódio (NPS), como doador químico de NO, demonstrou que a reação entre o NO 

com H2O2, resulta na formação de 1O2. Neste estudo, o uso de histidina (scavenger 

de 1O2), revelou a formação do 1O2 e o uso de manitol excluiu a presença de ·OH na 

mistura da reação de QL.  

Tsukada et al. (2003) com o objetivo de estimar concentrações de 

NO, em tempo real pela reação com H2O2-luminol através da QL, em coração 

perfundido de ratos, construiu uma curva padrão de NO, trabalhando com 

concentrações de NO entre 1 a 400 pmol/l. A solução NO, utilizada para a 

construção da curva, foi obtida pela reação de redução do nitrito em meio ácido 

(ácido sulfúrico) preparado de acordo com a reação: 

 

2KNO2 + 2KI + 2H2SO4 ------ 2NO + I2 + 2H2O + 2K2SO4 

 

Para se obter 400pmol/l de solução de NO, utilizou-se 7.2ml de 

solução de 0.1 mmol/l KNO2 + 1,8ml da solução de 0,1mol/l H2SO4 a 25ºC. Todas as 

soluções foram desgaseificadas com gás hélio. 

Terra et al. (2012a, 2012b), com o objetivo de avaliar os níveis de 

NO na pele após a irradiação aguda por UVB, utilizaram a técnica baseada na 

quimiluminescência resultante da reação do NO, no sistema H2O2-luminol, 

desenvolvida por Kikuchi et al. (1993a, 1993b). 

Para que pudéssemos utilizar a reação de QL para o NO com 

segurança, já que anteriormente a técnica foi utilizada apenas em sistemas 

biológicos em tempo real, adaptamos esta técnica para amostras a fresco e 

congeladas em 2 sistemas biológicos (pele de camundongos e músculo esquelético 

de ratos), utilizando conhecidos sistemas químicos doadores de NO (NPS e KI-

NaNO3/ H2SO4), e inibidores específicos de espécies reativas (manitol, histidina e 
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SOD), comparando os resultados obtidos com os descritos anteriormente na 

literatura.  

 

1.9.2 Métodos de análise do estresse oxidativo/nitrosativo na pele 

Modelos experimentais de irradiação por UV, in vivo ou in vitro, têm 

demonstrado a participação de EROs e ERNs e alterações no sistema antioxidante 

endógeno nas doenças cutâneas. Estes mesmos modelos experimentais são 

utilizados na avaliação das propriedades antioxidantes de fármacos. Todavia muitos 

dos resultados obtidos não são consistentes e ainda controversos, devido à falta de 

uma melhor padronização dos modelos e das técnicas de avaliação do estresse 

oxidativo na pele.  

Normalmente a peroxidação lipídica no tecido cutâneo tem sido 

determinada pelo teste colorimétrico clássico, TBARS, ou seja, substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico. TBARS quantifica a presença de aldeídos de baixa massa 

molecular, como o MDA. Através desta técnica pesquisadores demonstraram não 

haver lipoperoxidação na pele após irradiação aguda por UVB atribuindo um efeito 

protetor aos mecanismos endógenos da pele, principalmente ao papel do óxido 

nítrico (NO) na pele (GONZALEZ-MAGLIO et al., 2005; LEE et al., 2000). Várias 

investigações utilizaram a técnica do TBARS como representante do dano 

lipoperoxidativo, porém a quimiluminescência (QL) mostrou-se um teste mais 

sensível (BARBOSA et al., 2003; GONZALEZ-FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 1991; 

OLIVEIRA; CECCHINI, 2000). Procedimentos analíticos baseados em medidas de 

quimiluminescência caracterizam-se pela alta sensibilidade para detecção de 

radicais livres em baixas concentrações em soluções fisológicas. Este método torna 

a detecção possível mesmo em concentrações mínimas (atomol) (LAVER; 

STEVANIN; READ, 2008). 

Luminescência é um termo empregado para descrever a emissão de 

radiação quando uma molécula ou átomo no estado excitado decai para o seu 

estado fundamental (DODEIGNE; THUNUS; LEJEUNE, 2000). Os vários tipos de 

luminescência são caracterizados em função da fonte de energia empregada para 

se obter o estado excitado. Na quimiluminescência, a energia de excitação é 

proporcionada por uma reação química, sendo a emissão de radiação observada 
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geralmente nas regiões do visível ou próximo do infravermelho (MERENYI; LIND; 

ERIKSEN, 1990). 

Embora as duas técnicas (QL e TBARS), descritas acima, verifiquem 

a lesão oxidativa, não devem ser comparadas já que os produtos das reações 

avaliados por elas são diferentes. A QL avalia a formação de lipoperóxidos lipídicos, 

o que acontece num primeiro momento da reação de oxidação da membrana, 

enquanto TBARS quantifica a presença de aldeídos de baixa massa molecular como 

o MDA, que ocorre após a formação de hidroperóxidos lipídicos (TERRA et al., 

2012b). Além disso, a reação de quimiluminescência reflete o estresse oxidativo 

prévio sofrido pelo tecido pela ação dos radicais livres, assim como, o consumo das 

defesas antioxidantes com conseqüente formação de hidrolipoperóxidos, 

responsáveis pela emissão de fótons (GONZALEZ-FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 

1991; GUARNIER et al., 2010; PERES et al., 2011). 

Neste estudo, nós usamos a reação por quimiluminescência, iniciada 

por tert-butil hidroperóxido (GONZALEZ-FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 1991), para 

analisar os níveis de hidroperóxidos, na pele de camundongos swiss e hairless, 

imediatamente, 6hs e 24hs após a irradiação UVB. Nossos resultados mostraram 

moderada emissão de fótons durante a reação de QL, imediatamente após a 

irradiação enquanto que após 24hs observou-se alta emissão de fótons, resultando 

numa lesão oxidativa mais intensa neste tempo. Em contraste, baixos níveis de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), principalmente MDA foram 

observados tanto imediatamente quanto em 24hs após o UVB, indicando que a 

reação de liperoxidação na pele irradiada por UVB tende a formar hidroperóxidos 

lipídicos (TERRA et al., 2012). Este fenômeno pode ser explicado pela presença de 

antioxidantes que protegem a pele da desestabilização de membrana e propagação 

da cadeia de lipoperoxidação após a radiação UVB, como por exemplo, o ácido cis-

urânico e trans urânico, dois componentes da epiderme que foram descridos como 

os maiores scavengers de radicais livres da pele (KAMMEYER et al., 1999). 

Além disso, Wei et al. (2002), demonstrou que a formação de MDA 

reflete o efeito crônico, ou seja, a exposição repetida à radiação UVB na pele, além 

disso, o autor sugere a geração de H2O2 como marcador da resposta aguda da 

radiação UVB na pele. Nós sugerimos que a formação de hidroperóxidos lipídicos 

possa ser o marcador da resposta aguda da radiação UVB na pele (TERRA et al., 

2012b). 
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O estresse oxidativo na pele pode ser avaliado também de maneira 

indireta através de possíveis desequilíbrios no sistema antioxidante, promovido pela 

irradiação UVB. Desta maneira, a avaliação do sistema antioxidante total por QL ou 

a determinação de uma enzima com atividade antioxidante como a CAT ou a SOD, 

além dos níveis de GSH e GSSG, através de técnicas espectrofotométricas, pode 

fornecer parâmetros importantes. Como já descrito anteriormente, nós evidenciamos 

o estresse oxidativo na pele após radiação UVB, também pelo desequilíbrio nas 

defesas antioxidantes, demonstrando a inversão na razão GSH/GSSG, levando a 

GSSG/GSH e pela diminuição na atividade da CAT (TERRA et al., 2012b). 

A capacidade antioxidante total (TRAP) pode ser determinada por 

quimiluminescência e reflete o equilíbrio entre a ação conjunta de antioxidantes de 

baixa massa molecular e espécies oxidantes, portanto pode fornecer uma 

informação mais relevante do que a determinação da concentração isolada de um 

determinado antioxidante (GHISELLI; SERAFINI; NATELLA, 2000). Terra et al. 

(2012b), verificou diminuição das capacidade antioxidantes total na pele de 

camundongos swiss imediatamente após e 6h após a irradiação UVB enquanto que 

na pele de camundongos hairless a diminuição significativa ocorreu após 6h da 

radiação. 

No nosso estudo demonstramos o balanço oxidativo na pele após 0, 

6 e 24hs da irradiação aguda por UVB, pelas técnicas descritas, assim como a 

modulação da proliferação celular pelo NO por imunohistoquímica. Sugerimos a 

utilização deste modelo experimental e a utilização dos mesmos parâmetros de 

avaliação para demonstrar com segurança a atividade antioxidante de compostos 

naturais ou sintéticos. 

Os resultados obtidos durante este estudo foram descritos conforme 

artigos em anexo, 2 publicados (Apêndice 1 e 2) e 2 submetidos (Apêndice 3 e 4). 
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2 JUSTIFICATIVA 

O presente estudo apresenta a importante participação do NO na 

lesão da pele e na proliferação celular após a radiação UVB, avaliando resultados 

contraditórios apresentados anteriormente na literatura científica e garantindo o 

estudo dos mecanismos protetores das substâncias antioxidantes com maior eficácia 

e segurança podendo contribuir no avanço na pesquisa contra o envelhecimento e 

doenças cutâneas malignas.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

- Conhecer as principais espécies reativas envolvidas na lesão 

oxidativa/nitrosativa da pele após diferentes tempos da 

radiação UVB, bem como a participação do NO na 

modulação da proliferação celular, caracterizando um 

modelo experimental in vivo, que possibilite o estudo dos 

mecanismos protetores das substâncias antioxidantes 

garantindo maior eficácia e segurança nos resultados. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Investigar as principais espécies reativas envolvidas no 

estresse oxidativo e nitrosativo da pele de camundongos 

imediatamente, 6hs e 24hs após a radiação UVB. 

- Investigar o efeito modulador do NO sobre a proliferação 

celular na pele após 24hs da radiação UVB.  

- Caracterizar o modelo experimental em pele de camundongo 

hairless submetidos à radiação UVB, para que os 

parâmetros utilizados para avaliar o estresse 

oxidativo/nitrosativo e a proliferação celular, possam ser 

utilizados com segurança e eficácia na investigação do efeito 

e mecanismo protetor de diferentes substâncias antioxidante.  

- Utilizar a genisteína, flavonoide com capacidade antioxidante 

reconhecida para avaliar sua ação protetora contra o 

estresse nitrosativo da pele após 24hs da radiação UVB, 

elucidando os mecanismos protetores envolvidos. 

- Adaptar e validar a técnica que descreve a reação do NO 

com H2O2-luminol durante a reação de quimiluminescência 
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para amostras biológicas de pele, a fresco e congeladas, 

utilizando sistemas químicos doadores de NO (NPS e KI-

NaNO3/H2SO4) e os inibidores cPTIO, manitol, histidina e 

SOD, específicos para NO, ●OH, 1O2 e ●O2
-, 

respectivamente. 
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APÊNDICE 1 – Artigo 1: Time-dependent reactive species formation and oxidative 

stress damage in the skin after UVB irradiation. 
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APÊNDICE 2 – Artigo 2: Nitric oxide is responsible for oxidative skin injury and 
modulation of cell proliferation after 24h of UVB exposure 
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APÊNDICE 3 - Artigo 3: Genistein prevents ultraviolet B radiation-induced nitrosative 

skin injury and promotes cell proliferation 

 



88 
 

 



89 
 

 



90 
 

 



91 
 

 



92 
 

 



93 
 

 



94 
 

 



95 
 

 



96 
 

 



97 
 

 



98 
 

 



99 
 

 



100 
 

 



101 
 

 



102 
 

 



103 
 

 



104 
 

 



105 
 

 



106 
 

 



107 
 

 



108 
 

 



109 
 

 



110 
 

 



111 
 

APÊNDICE 4 – Measurement of Nitric Oxide by a very sensitive luminol-H2O2 

chemiluminescence technique in chemical systems and in fresh and frozen biological 
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