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INTRODUZIONE E SCOPO 

 

 

Nessuno sottovaluterebbe l'importanza della luce solare per l'evoluzione della vita 

sulla terra e il suo ruolo nello sviluppo umano, tuttavia, tutti gli esseri umani, in 

particolare gli individui che sono leggermente pigmentati o la cui occupazione o stile 

di vita li espone a quantità eccessive di luce solare, sono potenzialmente suscettibili 

ai suoi effetti deleteri. Questi effetti possono variare da risposte biologiche acute, 

come scottature solari e abbronzatura della pelle, a condizioni derivanti da 

esposizione cronica, come la pelle fotoinvecchiata e condizioni potenzialmente 

pericolose per la vita come il cancro della pelle (Polefka, 2012). 

La radiazione solare ultravioletta (UV) che raggiunge la terra è una combinazione 

di lunghezze d'onda UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm). Poiché gli UVA sono 

meno energetici degli UVB, gli UVB sono stati a lungo considerati il fattore 

responsabile degli effetti dannosi della radiazione solare, ma con strumenti moderni 

come i modelli in vitro, è stato dimostrato che, anche se gli UVA sono meno 

energetici degli UVB, sono più abbondanti, penetrano più in profondità nella pelle, 

arrivando fino al derma e sembrano svolgere un ruolo importante nel deterioramento 

della struttura dermica che porta all'aspetto fotoinvecchiato della pelle (Battie, 

2012). Gli UVA attraversano lo strato dell'epidermide, del derma e dei vasi 

sanguigni, danneggiando le cellule indirettamente attraverso l'aumento della 

produzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS). I ROS, come l'anione 

superossido, il perossido di idrogeno e il radicale ossidrile, interagiscono con le 

membrane ricche di lipidi, gli enzimi e il DNA cellulare, portando allo stress 

ossidativo e, di conseguenza, alla morte cellulare (Maverakis,2010). Inoltre, gli UVA 

possono innescare la formazione di ROS anche molto tempo dopo l'esposizione 

(Aroun,2012). 

Per cui negli anni i ricercatori hanno tentato di trovare delle soluzioni che potessero 

evitare o quantomeno ridurre l’effetto dannoso dei raggi ultravioletti sulla pelle 

umana, soffermandosi sull’effetto protettivo dei filtri solari, ed in particolare, 

recentemente su molecole naturali con ottime capacità antiossidanti e fotoprotettive.  
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I benefici e l'applicazione delle piante della medicina tradizionale cinese in varie 

patologie possono essere fatti risalire ai primi tempi dell'evoluzione umana. Infatti, 

molte ricerche hanno indicato che gli estratti di diverse piante medicinali possono 

essere utilizzati per proteggere e trattare la pelle dai danni delle radiazioni e dal 

fotoinvecchiamento (Yang, 2018). 

Ad esempio, la Nigella sativa (NS) è una specie di dicotiledone appartenente alle 

famiglia delle Ranunculaceae, nota anche nella medicina tradizionale in Cina e nei 

Paesi dell'Asia sud-occidentale (Gęgotek, 2019). Per molti anni, la Nigella sativa è 

stata utilizzata nella ristorazione grazie all'aroma e alle caratteristiche di condimento 

dei suoi semi (Pandey, 2017). Tuttavia, è stato dimostrato che l'estratto di semi di 

Nigella sativa è efficace contro l'ossidazione e l'infiammazione (Venkatachallam, 

2010) e che il Thymoquinone (TQ), che è il principale costituente bioattivo della 

composizione oleosa dell'estratto di semi, ha un effetto terapeutico per una varietà 

di disturbi umani secondo numerose indagini, tra cui l'effetto terapeutico sulle lesioni 

cutanee umane stimolate dall'irradiazione UVA (Gholamnezhad, 2016). Il TQ ha 

attenuato la citotossicità, lo stress ossidativo, le risposte infiammatorie e la morte 

cellulare causata dalla disfunzione mitocondriale nei cheratinociti, inoltre, la via di 

segnalazione NrF2/ARE è stata attivata e l'espressione di COX-2 è stata inibita con 

il trattamento col TQ (Liang, 2021). 

Anche l’acido cumarico, un acido idrossi-cinnamico estratto dai semi di Nigella 

sativa, mostra una buona attività antiossidante, essendo capace di proteggere i 

costituenti cellulari dagli effetti ossidativi dannosi dei ROS, come l'ossigeno 

singoletto, il superossido e i radicali idrossilici, limitando il rischio di diverse malattie 

associate allo stress ossidativo (Forman, 2021). 

Queste evidenze possono rappresentare un nuovo punto di partenza per la 

prevenzione sulle malattie della pelle. Tuttavia, riguardo l’utilizzo di Nigella sativa 

contro il danno indotto dall’irradiazione UVA, ci sono pareri contrastanti, in quanto 

in vari studi è stato osservato che l’effetto del TQ è dose dipendente, e che ad una 

certa concentrazione comporta una riduzione della vitalità cellulare (Liang, 2021). 

Lo scopo del presente lavoro di tesi è stato quindi quello di determinare l’effetto 

fotoprotettivo di emulsioni a base di Nigella sativa contenenti acido cumarico ed un 

suo derivato, un estere cumarico, al fine di utilizzarli eventualmente per combattere 
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il danno ossidativo indotto dall’esposizione ai raggi UVA in fibroblasti di derma 

umano (HuDe).  
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CAPITOLO 1 

LA LUCE E LE RADIAZIONI ULTRAVIOLETTE 

 

1.1      La radiazione solare e le radiazioni ultraviolette 

La luce è composta da radiazioni elettromagnetiche (REM), descritte secondo due 

teorie complementari: ondulatoria, definita dalla lunghezza d’onda (Lo) (espressa in 

nanometri), e corpuscolare, caratterizzata da un quanto di energia (espressa in 

Joule [J] o in elettronvolt) chiamato fotone.  

Il sole emette una radiazione policromatica e continua che si estende dai raggi 

cosmici alle onde radio; questa emissione viene filtrata dall’attraversamento 

nell’atmosfera, in particolare dallo strato di ozono che blocca le radiazioni più 

dannose.  

Lo spettro terrestre comprende, quindi, solo l’ultravioletto (UV) B e A, il visibile e una 

parte dell’infrarosso (IR), di cui tra i raggi UVA, i più lunghi, chiamati UVA 1 (340-

400 nm), sono i più biologicamente attivi (Beani, 2019). I raggi UVA2 rientrano 

invece nel range di lunghezza d’onda tra 320-340 nm 

La radiazione visibile è la regione dello spettro elettromagnetico che l'occhio umano 

può vedere, anche detta luce visibile o semplicemente luce. La lunghezza d’onda 

della luce visibile varia da 400 a 750 nm e nello spettro elettromagnetico la luce 

visibile si trova ai margini delle radiazioni ultraviolette (UV) e delle radiazioni 

infrarosse (IR). All'interno della radiazione visibile l'occhio umano percepisce i vari 

colori, a seconda della lunghezza d'onda delle radiazioni (Figura 1). Al di sopra e al 

di sotto della regione della luce visibile (400-700 nm), l'occhio umano non 

percepisce nulla.  

o Rosso da 750 a 640 nm 

o Arancio da 640 a 580 nm 

o Giallo da 580 a 570 nm 
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o Verde da 570 a 490 nm 

o Blu da 490 a 450 nm 

o Indaco da 450 a 420 nm 

o Violetto da 420 a 400 nm 

 

Quindi la luce solare è uno spettro continuo di radiazione elettromagnetica che è 

diviso in tre principali spettri di lunghezza d'onda: ultravioletto, visibile e infrarosso.  

La gamma UV è lo spettro più significativo della luce solare che causa il 

fotoinvecchiamento e il cancro della pelle. L'UVR è suddiviso in ultravioletto A (UVA 

315-400 nm), ultravioletto B (UVB 280-315 nm) e ultravioletto C (UVC 100-280 nm), 

in cui circa il 90-99% dell'energia solare UVR che raggiunge la superficie terrestre 

è UVA e solo l'1-10% è UVB.  

I raggi UVA non vengono filtrati dallo strato di ozono stratosferico nell'atmosfera, 

passano attraverso il vetro ed hanno una lunghezza d'onda lunga e bassa energia, 

per cui possono penetrare più in profondità nella pelle. Una volta erano considerati 

innocui, ma ora sono ritenuti dannosi se si ha un'esposizione eccessiva e a lungo 

termine, in quanto provocano l'invecchiamento della pelle e inducono una 

pigmentazione immediata e persistente (abbronzatura).  

Al contrario, i raggi UVB vengono filtrati dallo strato di ozono stratosferico 

nell'atmosfera, non passano attraverso il vetro ed hanno una lunghezza d'onda 

Figura 1- Spettro elettromagnetico della luce visibile. 
https://lc.cx/GVnNDB. 
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corta e alta energia per cui possono penetrare solo negli strati superiori 

dell'epidermide. Sono capaci di causare scottature (mille volte più efficaci dei raggi 

UVA), abbronzatura, rughe, fotoinvecchiamento e cancro della pelle.  

Infine, i raggi UVC vengono completamente filtrati dallo strato di ozono 

stratosferico nell'atmosfera prima di raggiungere la terra, perciò le principali fonti 

artificiali sono le lampade germicide, ed anche essi causano bruciature e cancro 

della pelle (Figura 2). 

 

1.2    Fattori che influenzano l’emissione dei raggi ultravioletti 

La radiazione ultravioletta che raggiunge la superficie terrestre può aumentare o 

diminuire in base a una varietà di fattori. Un fattore è lo strato di ozono, che forma 

un sottile scudo nell'atmosfera stratosferica, proteggendo la vita sulla terra dai raggi 

UV del sole. Abbiamo già detto che questo strato assorbe tutte le radiazioni UVC, 

la maggior parte delle radiazioni UVB e pochissime radiazioni UVA (Lautenschlager, 

2007).  Dalla metà degli anni 1980, gli scienziati hanno cominciato a preoccuparsi 

che lo strato di ozono si stesse esaurendo.  La ragione dell'assottigliamento 

Figura 2- Differenze tra raggi UVA, UVB e 
UVC. https://lc.cx/etqmCr. 
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dell'ozono stratosferico deriva dal rilascio nell'atmosfera di sostanze chimiche che 

lo riducono (clorofluorocarburi) che vengono rilasciate nell'atmosfera dai gas di 

scarico dell'industria e dei veicoli a motore (Armstrong, 2001).  

Una diminuzione approssimativa dell'1% dei livelli di ozono corrisponde a un 

aumento dell'1-2% della mortalità causata dal melanoma (Lautenschlager, 2007). 

L'esaurimento dello strato di ozono provoca un aumento dei raggi UVR (in 

particolare UVB, che è l'UVR più cancerogeno), che raggiungono la superficie 

terrestre. I raggi UVB vengono assorbiti direttamente dal DNA e provocano danni 

strutturali al DNA, invece, i raggi UVA provocano danni indiretti al DNA attraverso la 

formazione di ROS che creano rotture nel DNA.  Questi eventi portano a mutazioni 

e quindi al cancro della pelle (Brenner, 2008).   

Un altro fattore che influenza il livello di UVR che raggiunge la superficie terrestre è 

l'ora del giorno e il periodo dell’anno; infatti, il sole esercita la sua vetta più alta tra 

le 10 e le 16, dato che durante questo periodo, i raggi del sole hanno la minima 

distanza da percorrere attraverso l'atmosfera e i livelli di UVB sono al loro massimo. 

Al mattino presto e nel tardo pomeriggio, i raggi del sole attraversano l'atmosfera ad 

angolo e la loro intensità è notevolmente ridotta. L'angolo del sole varia con le 

stagioni, causando il cambiamento dell'intensità dei raggi UV, che tende ad essere 

la più alta durante la stagione estiva (Hill, 1993).   

I fattori ambientali che aumentano la quantità di esposizione UVR agli esseri umani 

includono anche latitudini più vicine all'equatore, infatti, a latitudini più elevate il sole 

è più basso nel cielo, quindi, i raggi UV devono percorrere una distanza maggiore 

attraverso porzioni ricche di ozono dell'atmosfera e, a loro volta, vengono emesse 

meno radiazioni ultraviolette. Quindi, vivere più vicino all'equatore aumenta 

l'esposizione ai raggi UV (Lautenschlager, 2007). Inoltre, per ogni aumento di 1000 

m di altitudine, l'intensità UVR aumenta del 10-12%.  

I livelli UV dipendono anche dalla copertura nuvolosa; quindi, ci sono livelli UV più 

bassi a densità di copertura nuvolosa più elevata, invece, in estate, il sole è più alto 

nel cielo e meno radiazioni ultraviolette vengono assorbite durante il suo passaggio 

attraverso l'atmosfera. Nebbia, foschia, nuvole e sostanze inquinanti possono 

ridurre i livelli di raggi ultravioletti del 10-90%, mentre neve, sabbia e metallo 
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possono riflettere fino al 90% delle radiazioni ultraviolette. L'acqua di mare può 

riflettere fino al 15%, mentre poca riflessione si verifica sull'acqua ferma (ad 

esempio, una piscina), inoltre l'ombra da sola riduce i raggi UV solari del 50-95% 

(Lautenschlager, 2007). 
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CAPITOLO 2 

BENEFICI E RISCHI DELL’ESPOSIZIONE ALLA LUCE SOLARE 

 

2.1      Benefici e rischi per l’ambiente e per l’essere umano 

Il Sole è la risorsa più importante per la vita su questo Pianeta. I raggi della stella 

concorrono infatti ad ogni singolo processo naturale che caratterizza il globo: dalla 

produzione dell’ossigeno al ciclo delle piante, dal ritmo delle stagioni alla 

stabilizzazione del clima, passando per molto altro ancora.  

Il primo beneficio che l’energia solare garantisce all’ambiente è quello 

della produzione di ossigeno; infatti, non solo l’esposizione alla luce del Sole è 

essenziale per le piante per il processo della fotosintesi clorofilliana, ma interagisce 

anche con alghe e microrganismi presenti negli oceani, una delle fonti più efficienti 

di rilascio di ossigeno a livello mondiale.  

Ancora, a seconda delle latitudini, l’energia del sole contribuisce alla stabilizzazione 

del clima con l’alternanza delle stagioni, favorisce la crescita di ogni tipo di vegetale, 

anche quelli di cui l’uomo si nutre, ed è essenziale per la sopravvivenza di 

moltissime specie animali, si pensi ad esempio agli esemplari a sangue freddo.  

Oltre ai processi completamente naturali, l’energia solare è da tempo divenuta 

protagonista di uno sviluppo sostenibile per l’uomo, grazie alla possibilità di 

produrre elettricità ecologica, priva di scarti e lontana dalle emissioni nocive dovute 

al ricorso ai combustibili fossili. Il tutto grazie a tecnologie all’avanguardia, come 

quelle impiegate per la realizzazione di impianti fotovoltaici.   

Il sole svolge i suoi effetti su di noi con l’irraggiamento, emettendo cioè energia sotto 

forma di fotoni, che noi chiamiamo comunemente luce. La luce visibile ha effetti 

diretti sia nella regolazione del ciclo sonno-veglia, sia sull’umore; infatti, 

l’esposizione al sole favorisce la produzione di serotonina, il cosiddetto “ormone del 

benessere” ed incide molto sul nostro ciclo sonno-veglia, regolato dall’alternanza di 

notte e giorno. Inoltre, più ci si espone al sole (sempre con i dovuti accorgimenti) 
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maggiore è la produzione durante la sera di melatonina, ormone che diminuisce la 

reazione allo stress e facilita il sonno.  

Se è vero che un’esposizione eccessiva e senza adeguata protezione può favorire 

la comparsa di tumori della pelle, è vero anche però che in alcuni casi può aiutare 

a migliorare alcune patologie dermatologiche, come la psoriasi e alcune forme 

di dermatiti ed eczemi.  È anche ben noto che la luce ultravioletta (UV) che colpisce 

l'epidermide catalizza la sintesi della vitamina D e innesca la produzione di 

melanina. Sebbene sia un elemento causale nei tumori della pelle, la luce solare è 

anche associata a risultati positivi per la salute, tra cui una ridotta incidenza di 

malattie autoimmuni e tumori (Grant, 2008).  

I meccanismi precisi con cui la luce solare influisce sulla funzione immunitaria non 

sono chiari, ed anche se, una maggiore sintesi di vitamina D è una possibilità 

(Hayes, 1997), ci sono prove emergenti per gli effetti della luce solare indipendenti 

dalla vitamina D (Becklund, 2010). In particolare, la pelle normale contiene un'alta 

densità di linfociti T che effettuano la sorveglianza immunitaria e il numero totale di 

cellule T residenti nella pelle è stimato essere il doppio di quello in circolazione 

(Clark, 2006). Le cellule T possiedono una sensibilità intrinseca alla luce blu e UV.  

Il rilevamento della luce è accoppiato alla generazione di H2O2 e l'attivazione di Src 

chinasi e PLC-γ1 che porta ad un elevata concentrazione di calcio intracellulare. La 

fotosensibilità è maggiore nelle cellule T attivate e migliora la loro motilità. Pertanto, 

le cellule T sono un nuovo tipo di cellula fotorecettiva e la loro fotosensibilità può 

contribuire agli effetti della luce solare sulla funzione immunitaria (Phan, 2016).  

Tuttavia, l’esposizione alla luce solare non è sempre vantaggiosa e può indurre 

svariati danni, soprattutto nell’uomo. Infatti, negli ultimi anni, gli effetti dannosi delle 

radiazioni UVA sono stati dimostrati con maggiore precisione a livello cellulare e 

molecolare, utilizzando metodi adeguati per identificare i bersagli biologici delle 

radiazioni UVA e la conseguente compromissione a cascata delle funzioni cellulari 

e della degradazione dei tessuti. Il 70% delle radiazioni UVB che raggiungono la 

pelle viene assorbito dallo strato corneo, il 20% raggiunge l'epidermide vitale e solo 

il 10% penetra nella parte più alta del derma. D'altra parte, le radiazioni UVA sono 

parzialmente assorbite dall'epidermide, ma il 20-30% di esse raggiunge il derma 

profondo.  
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Le radiazioni UVB hanno quindi un'azione maggiore sull'epidermide rispetto alle 

radiazioni UVA, che possono colpire anche il derma, e questo è uno dei motivi per 

cui le radiazioni UVA sono oggi considerate un fattore importante nel processo di 

fotoinvecchiamento cutaneo, ma partecipano anche alla fotocarcinogenesi. 
Gli studi in vivo hanno dimostrato chiaramente che le radiazioni UVA contribuiscono 

in modo significativo al deterioramento della struttura dermica a lungo termine e ai 

segni clinici del fotoinvecchiamento; perciò, sono responsabili della comparsa 

precoce dei segni del fotoinvecchiamento, che comprendono pigmentazione a 

chiazze/macchie, rughe, lassità, cedimenti, secchezza, ecc. (Battie, 2014). 
Inoltre, è stato osservato che l'esposizione ai raggi UVA induce un aumento 

dell'espressione della ferritina negli strati 

basale e soprabasale dei cheratinociti e 

nelle cellule dermiche interstiziali (Fig. 3a). 

Poiché la ferritina è un importante 

marcatore dell'attività antiossidante, il suo 

aumento dimostra che le radiazioni UVA 

hanno indotto uno stress ossidativo. Le 

radiazioni UVA inducono anche un 

marcato aumento dell'espressione della 

tenascina, appena sotto la giunzione 

dermo-epidermica (Fig. 3b).                                                    

La tenascina è una grande glicoproteina 

della matrice extracellulare, che 

interagisce con collagene, proteoglicani e 

fibronectina, espressa a bassi livelli nella 

pelle normale, mentre è upregolata nei 

tumori cutanei e in diverse malattie della 

pelle, il che rivela gli effetti dannosi delle 

radiazioni UVA.  

Le radiazioni UVA inducono anche un 

aumento significativo del deposito di lisozima (Fig. 3c) (Séite, 1998). È stato 

dimostrato che il lisozima è associato alle fibre elastiche danneggiate in molti 

Figura 3- Figura 3 - Microscopia a 
immunofluorescenza con antisieri 
contro ferritina (a), tenascina (b) e 

lisosima (c) (Séite, 1998). 
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tessuti. Nella pelle, i depositi di lisozima sulle fibre elastiche si osservano nelle 

regioni danneggiate dal sole e il numero di fibre di elastina contenenti lisozima 

sembra essere correlato al grado di danno solare (Albrecht, 1991). 

Uno dei principali meccanismi d'azione dei raggi UVA è la generazione di stress 

ossidativo, un fattore molto importante nella patogenesi del fotoinvecchiamento.  

Molti studi hanno riportato che i ROS e le specie reattive dell'azoto (RNS), la cui 

produzione viene indotta dai raggi UV, possono agire come messaggeri di 

segnalazione per aumentare il danno cutaneo e la melanogenesi (Kim, 2013). Livelli 

misurabili di perossido d’idrogeno (H2O2) e del radicale ossidrile (•OH) sono stati 

osservati entro 15 minuti dall'esposizione agli UV e continuano ad aumentare fino a 

60 minuti (Masaki, 1995).  

Un’ altra importante conseguenza, da non sottovalutare, dovuta all’esposizione ai 

raggi UV, è il danno al microbiota della pelle. Essendo uno degli organi più versatili, 

la pelle umana ospita una comunità diversificata di microrganismi, definita anche 

microbiota cutaneo. I cambiamenti nel microbiota cutaneo sono stati associati alla 

salute della pelle, alle condizioni dermatologiche e all'invecchiamento cronologico 

(Krutmann, 2016), inoltre il microbiota cutaneo può essere influenzato anche 

dall'esposizione ai raggi UV, forse associata all'immunosoppressione indotta dai 

essi stessi (Patra, 2016). 

 

2.2     Apparato tegumentario 

Il sistema tegumentario è il più grande organo del corpo che forma una barriera 

fisica tra l'ambiente esterno e l'ambiente interno che serve a proteggere e 

mantenere. Questo sistema comprende l'epidermide, il derma, l'ipoderma, le 

ghiandole associate, i capelli e le unghie. I vari componenti di questo sistema 

lavorano in combinazione per svolgere queste funzioni, ad esempio, la regolazione 

della temperatura corporea avviene attraverso termorecettori che portano alla 

regolazione del flusso sanguigno periferico, del grado di sudorazione e dei peli del 

corpo. 

La pelle è composta da due strati: l'epidermide superficiale e il derma più profondo. 



16 

 

L'epidermide è lo strato esterno duro che funge da prima linea di difesa contro 

l'ambiente esterno, ed è composto da cellule epiteliali squamose stratificate che si 

scompongono ulteriormente in quattro o cinque strati. Da superficiale a profondo, 

gli strati primari sono lo strato corneo, lo strato granuloso, lo strato spinoso e lo 

strato basale (Figura 4). Nei palmi delle mani e nelle piante dei piedi, dove la pelle 

è più spessa, c'è un ulteriore strato di pelle tra lo strato corneo e lo strato granuloso 

chiamato strato “lucidum”. L'epidermide si rigenera dalle cellule staminali, situate 

nello strato basale, che crescono verso lo strato corneo, ed è priva di afflusso di 

sangue, perciò, deriva la sua nutrizione dal derma sottostante (Kim, 2023). 

 

 

Il derma è la struttura al di sotto del tessuto connettivo che supporta l'epidermide. 

Si suddivide ulteriormente in due strati: il derma papillare superficiale e lo strato 

reticolare profondo. Lo strato papillare forma proiezioni simili a dita nell'epidermide, 

note come papille dermiche, ed è costituito da tessuto connettivo altamente 

vascolarizzato e sciolto. Lo strato reticolare ha tessuto connettivo denso che forma 

una forte rete (Brown, 2022). Il derma nel suo complesso contiene vasi sanguigni e 

Figura 4- Raffigurazione dei diversi strati della pelle. DOI:10.21474/IJAR01/7989 
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linfatici, nervi, ghiandole sudoripare, follicoli piliferi e varie altre strutture incorporate 

nel tessuto connettivo. 

L'ipoderma si trova tra il derma e gli organi sottostanti, ed è comunemente indicato 

come tessuto sottocutaneo ed è composto da tessuto areolare sciolto e tessuto 

adiposo. Questo strato fornisce un ulteriore cuscino e isolamento attraverso la sua 

funzione di accumulo di grasso e collega la pelle alle strutture sottostanti come i 

muscoli. 

Dato che il tegumento è il rivestimento del corpo umano, la sua funzione più 

evidente è la protezione fisica; infatti, la pelle stessa è una fitta rete di cellule, in cui 

ogni strato contribuisce alla sua resistenza. L'epidermide ha uno strato più esterno 

creato da strati di cheratina morta in grado di resistere all'usura dell'ambiente 

esterno, mentre il derma fornisce all'epidermide l'apporto di sangue ed ha nervi che 

richiamano l'attenzione sui pericoli, tra le altre funzioni. L'ipoderma fornisce 

un'imbottitura fisica a qualsiasi trauma meccanico grazie all'accumulo adiposo, 

mentre le ghiandole secernono pellicole protettive in tutto il corpo (Kim, 2023). 

Inoltre, agisce come barriera fisica che impedisce l'ingresso diretto di agenti 

patogeni (Nguyen, 2019), regola la temperatura corporea, presenta funzioni 

sensoriali, ma una delle funzioni principali della pelle, è la sintesi della vitamina D.  

Le fonti primarie di vitamina D sono l'esposizione al sole e l'assunzione orale.  

Con l'esposizione alla luce solare ultravioletta, in particolar modo radiazioni di 

lunghezza d’onda compresa tra 290 e 315 nm (raggi UVB), il 7-deidrocolesterolo si 

converte in vitamina D3 (colecalciferolo) nella pelle. Il colecalciferolo viene quindi 

idrossilato nel fegato, quindi nel rene nella sua forma di metabolita attivo, 1,25-

diidrossi vitamina D (calcitriolo). Questo metabolita alla fine porta ad un aumento 

dell'assorbimento del calcio nell'intestino ed è cruciale per la salute delle ossa (Lips, 

2006). La “mission” è un po’ meno “impossibile” nella bella stagione: da Aprile a 

Luglio, con il 25% del corpo esposto, bastano appena 10 minuti. In autunno i tempi 

si allungano: nel mese di ottobre, ad esempio, servirebbe una mezz’oretta di sole. 
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2.3    Danni intracellulari dovuti all’esposizione ai raggi solari 

È ormai assodato che la luce ultravioletta solare produce una serie di diversi tipi di 

danni al DNA che, a loro volta, possono portare alla formazione di mutazioni e, in 

ultima analisi, alla fotocarcinogenesi (Cadet, 2005). I profili di danno al DNA 

dipendono dalla lunghezza d'onda. Gli UVB generano fotoprodotti del DNA (dimeri 

di ciclobutano pirimidina cis-syn (CPD), fotoprodotti di pirimidina (6-4) pirimidone (6-

4PP) e isomeri di valenza Dewar (DewPP)) attraverso l'assorbimento diretto da 

parte del DNA (figura 5). Sebbene gli UVA siano meno energetici degli UVB, sono 

anche molto più abbondanti di questi ultimi e costituiscono la maggior parte degli 

UV solari disponibili. Quindi, gli UVA, sebbene siano molto meno assorbiti dal DNA 

rispetto agli UVB, 

generano comunque 

dimeri di pirimidina 

(Runger, 2008). 

Analogamente alle 

mutazioni indotte 

dagli UVB, è stato 

dimostrato che anche 

le mutazioni indotte 

dagli UVA sono 

prevalentemente 

transizioni C → T, sia 

in vitro che in vivo 

(Ikehata, 2008). 

Poiché le transizioni 

C → T si formano 

soprattutto nei siti dei 

dimeri di pirimidina, 

ciò indica che i dimeri di pirimidina sono le lesioni pre-mutageniche del DNA più 

comuni, non solo nella mutagenesi da UVB, ma anche in quella da UVA. 

Figura 5- Fotoprodotti del DNA. 
https://doi.org/10.1590/S0365-05962009000300008. 
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Le CPD corrispondono alla formazione di una struttura ad anello di quattro membri 

che coinvolge i carboni 5 e 6 di entrambe le basi vicine, mentre i 6-4PP sono formati 

da un legame non ciclico tra C6 e C4 delle pirimidine coinvolte (Friedberg, 2006). 

 Poiché queste lesioni derivano da legami covalenti, causano gravi distorsioni 

strutturali nella molecola del DNA e disturbano processi cellulari essenziali, come la 

replicazione e la trascrizione del DNA, compromettendo la vitalità cellulare e 

l'integrità funzionale e, in ultima analisi, contribuendo alla mutagenesi e 

all’oncogenesi (van Steeg, 1999). Le rese di CPD e 6-4PP dopo irradiazione UV 

variano a seconda della sequenza del DNA e anche delle lunghezze d'onda UV 

(Besaratinia, 2011). In generale, la CPD è generata 3-4 volte di più di 6-4PP con 

radiazioni UV-C e UV-B a ≤296 nm ed è una delle principali fonti di mutazioni nelle 

cellule di mammifero (You, 2001). Tuttavia, il 6-4PP è anche citotossico e mutageno, 

sebbene l'elevata mutabilità del 6-4PP sia probabilmente soppressa dalla rapida 

riparazione della lesione nelle cellule (Cadet, 2018).  L'impatto biologico delle lesioni 

UV, in particolare quello di 6-4PP, può aumentare poiché l'ozono stratosferico che 

funge da barriera protettiva contro i raggi UV-C continua a diminuire (Karentz, 2014). 

I tipi di danno al DNA indotto dai raggi UV discussi finora derivano dall'assorbimento 

diretto dei fotoni da parte delle basi del DNA. Tuttavia, le radiazioni UV possono 

anche danneggiare indirettamente il DNA (Piette, 1986). Dopo l'assorbimento dei 

fotoni da parte di cromofori diversi dal DNA, l'energia può essere trasferita sia al 

DNA (reazione fotosensibilizzata di tipo I), sia all'ossigeno molecolare, con specie 

reattive dell'ossigeno che a loro volta danneggiano la molecola di DNA (reazione 

fotosensibilizzata di tipo II). È stato suggerito che la generazione indiretta di danni 

ossidativi al DNA sia alla base della mutagenesi e della carcinogenesi dei raggi UVA. 

Tuttavia, la formazione di danni ossidativi al DNA non è limitata agli UVA, in quanto 

può anche essere formata da UVB e persino dalla luce visibile (Kielbassa, 1997). 

Le specie reattive dell'ossigeno indotte dai raggi UV includono l'ossigeno singoletto 
1O2) e probabilmente altre specie reattive dell'ossigeno non radicaliche e 

radicaliche, come il perossido di idrogeno (H2O2) e il radicale superossido (O2-•) 

(Darr, 1994). Anche il radicale idrossile (•OH) altamente reattivo può essere formato 

da una reazione del perossido di idrogeno con metalli di transizione attraverso una 

reazione di Fenton.  
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L'ossigeno singoletto e le altre specie reattive dell'ossigeno reagiscono 

prevalentemente con la guanina e generano diversi cambiamenti nel DNA tra cui il 

mutageno ben studiato 7,8-diidro-8-ossiguanina (8-oxoG). Questa lesione è nota 

per causare transversioni G→T attraverso l’accoppiamento errato di 8-oxoG con 

l’adenina, o transversioni A→C attraverso l’incorporazione errata di nucleotidi 8-

oxoG opposti all'adenina (Cheng, 1992). Poiché l'8-oxoG è più facilmente generato 

da lunghezze d'onda superiori a 350 nm (Kielbassa, 1997), è stato suggerito che il 

danno ossidativo al DNA contribuisca alla mutagenesi e alla carcinogenesi, in 

particolare con lunghezze d'onda più lunghe degli UVA (Darr, 1994). Tuttavia, è 

importante evidenziare che il DNA non è l’unico target del danno indotto 

dall’esposizione alle radiazioni ultraviolette.  

Le proteine sono i principali bersagli per la foto-ossidazione all'interno delle cellule 

a causa della loro elevata abbondanza, della presenza di cromofori endogeni 

all'interno della struttura proteica, della loro capacità di legare materiali cromofori 

esogeni e dei loro rapidi tassi di reazione con altre specie di stato eccitato. 

Tradizionalmente, si ritiene che la foto-ossidazione delle proteine avvenga 

attraverso due vie principali.  

La prima di queste è la fotoossidazione diretta derivante dall'assorbimento della 

radiazione UV da parte della struttura proteica (principalmente catene laterali), o 

cromofori legati, generando così specie di stato eccitato (singoletto o terzine) o 

radicali come risultato della fotoionizzazione. Il secondo processo principale 

coinvolge l'ossidazione indiretta della proteina attraverso la formazione e le 

successive reazioni dell’ossigeno singoletto, generato dal trasferimento di energia 

all'ossigeno molecolare allo stato fondamentale (tripletto) da parte di proteine legate 

o di altri cromofori (Davies, 2001). 

Una serie di cambiamenti è stata riportata nelle proteine foto-ossidate. Questi 

includono: un aumento della suscettibilità della proteina ossidata agli enzimi 

proteolitici; alterazioni delle proprietà meccaniche (ad esempio, della seta e del 

collagene); una maggiore estensione o suscettibilità allo sviluppo; cambiamenti 

nella conformazione; un aumento dell'idrofobicità; alterate proprietà di diffusione 

della luce e rotazione ottica; e cambiamenti nel legame di co-fattori e ioni 

metallici (Balasubramanian, 1990). 
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Come gli acidi nucleici e le proteine, i lipidi insaturi sono bersagli importanti 

dell'attacco dell'ossigeno singoletto o dei radicali liberi nelle cellule sottoposte a 

stress fotossidativo. I lipidi di membrana possono essere particolarmente importanti 

a questo proposito, soprattutto se l'agente sensibilizzante responsabile è lipofilo. Le 

reazioni che ne derivano (perossidazione lipidica) possono potenzialmente alterare 

le proteine, gli acidi nucleici e altre molecole circostanti, oltre ai lipidi stessi. 

Pertanto, il danno che ha origine in un compartimento della membrana lipidica 

potrebbe plausibilmente diffondersi ad altri compartimenti (Girotti, 1990).  

Questa prospettiva sottolinea l'importanza della perossidazione lipidica come 

evento deleterio associato allo stress fotossidativo. Uno studio ha dimostrato che la 

perossidazione lipidica e la compromissione delle membrane indotte dagli UVA sono 

strettamente correlate (Morliere, 1991). Entrambi possono variare in un intervallo 

piuttosto ampio, a seconda del donatore di fibroblasti. Si può quindi pensare che lo 

stato antiossidante delle cellule possa essere di grande importanza nella 

regolazione dei processi perossidativi (Moysan, 1993).  

La perossidazione lipidica è un'ossidazione a catena dei lipidi avviata dai radicali 

liberi, che può essere suddivisa in tre processi separati: inizio, propagazione e 

terminazione. Durante l'iniziazione un numero molto piccolo di radicali (ad esempio, 

ioni di metalli di transizione o un radicale generato dalla fotolisi o dall'irradiazione 

ad alta energia) può estrarre idrogeno dalle molecole lipidiche per produrre radicali 

liberi dei lipidi. La propagazione consente quindi una reazione con l'ossigeno 

molecolare per formare radicali perossilici lipidici. Questo radicale perossido può 

quindi reagire con il substrato originale, producendo un idroperossido e un nuovo 

radicale. Pertanto, gli eventi costituiscono la base di un processo di reazione a 

catena. La decomposizione lipidica dell'idroperossido produce più radicali e aldeidi 

nocive. Quando il substrato è esaurito, inizia la reazione di terminazione. Gli 

elettroni spaiati di due radicali si combinano tra loro per formare un prodotto non 

radicalico.  

L'insorgenza della perossidazione lipidica nelle membrane biologiche provoca gravi 

danni al funzionamento della membrana, cambiamenti nella fluidità della 

membrana, inattivazione dei recettori e degli enzimi legati alla membrana e aumento 

della permeabilità non specifica a ioni come il Ca2+. L'interruzione della struttura 
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della membrana cellulare può ulteriormente causare l'inefficacia dei sistemi 

antiossidanti. Inoltre, la decomposizione degli idroperossidi lipidici produce gas 

idrocarburici (come etano e pentano), più specie radicaliche e aldeidi citotossiche. 

Pertanto, la perossidazione lipidica può danneggiare indirettamente altri 

componenti cellulari con questi prodotti della sua decomposizione (Zhengwei Cai, 

2005). 
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CAPITOLO 3 

STRESS OSSIDATIVO ED ANTIOSSIDANTI 

 

3.1      Stress ossidativo e principali forme reattive dell’ossigeno (ROS) 
Il termine "stress ossidativo" è stato coniato per la prima volta da Helmut Sies come 

squilibrio tra produzione di ossidanti e difese antiossidanti che possono causare 

danni ai sistemi biologici (Sies, 2017). Esso, infatti, ha dimostrato di partecipare a 

una vasta gamma di malattie, tra cui l'aterosclerosi, la broncopneumopatia cronica 

ostruttiva (BPCO), il morbo di Alzheimer e il cancro, che hanno rivelato i molteplici 

meccanismi con cui gli ossidanti contribuiscono al danno cellulare (Valko, 2006).  

Ci sono due meccanismi principali attraverso i quali lo stress ossidativo contribuisce 

alla malattia; Il primo riguarda la produzione di specie reattive, che ossidano 

direttamente le macromolecole, compresi i lipidi di membrana, le proteine strutturali, 

gli enzimi e gli acidi nucleici, portando alla funzione cellulare aberrante e alla morte. 

Il secondo meccanismo dello stress ossidativo è la segnalazione redox aberrante.  

Ossidanti, in particolare il H2O2 generato dalle cellule dopo stimolazione fisiologica, 

possono agire come secondi messaggeri (Forman, 2010). Nello stress ossidativo, 

perciò, la produzione non fisiologica di H2O2 può causare problemi nella 

segnalazione redox (Sies, 2017).  

I ROS sono piccole molecole derivate dall'ossigeno che includono radicali 

dell'ossigeno, come radicale superossido (O2•−), idrossile (•OH), perossile (RO2•), 

alcossile (RO•) ed alcuni non radicali che sono agenti ossidanti o sono facilmente 

convertibili in radicali, come l'acido ipocloroso (HOCl), l'ozono (O3), ossigeno 

singoletto (1O2) e perossido di idrogeno (H2O2). Essi sono prodotti all'interno delle 

cellule sia da fonti endogene che esogene.  

I ROS endogeni sono prodotti come sottoprodotto negli organelli subcellulari come 

mitocondri, perossisomi e citocromo P-450. Le fonti esogene di ROS sono 

inquinanti, tabacco, fumo, droghe, xenobiotici, radiazioni e altri mediatori. Le 

radiazioni ionizzanti producono ROS attraverso l'interazione con l'acqua. Dopo 

l'interazione, l'acqua perde un elettrone e viene convertita sequenzialmente in un 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/small-molecule
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidizing-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hypochlorous-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/singlet-oxygen
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ionizing-radiation


24 

 

radicale ossidrile (•OH), perossido di idrogeno (H2O2), un radicale superossido 

(O2•−), e infine ossigeno (O2) (Poljšak, 2012).  

Tuttavia, i ROS intracellulari sono prodotti attraverso molteplici meccanismi, a 

seconda dei tipi di cellule e tessuti, di cui una delle principali fonti di ROS 

intracellulare è la NADPH ossidasi (NOX), il sistema enzimatico che genera 

principalmente ROS invece di generare ROS come sottoprodotto.  I complessi NOX 

si trovano in 7 isoforme distinte nelle membrane cellulari, nei mitocondri, nei 

perossisomi e nel reticolo endoplasmatico (Hernandes, 2012). 

A basse concentrazioni, i ROS mostrano effetti benefici regolando la segnalazione 

intracellulare e l'omeostasi; ad alti livelli, tuttavia, svolgono un ruolo importante nel 

danno di proteine, lipidi e DNA (Acharya, 2010). I sistemi di difesa antiossidante nel 

corpo umano mantengono l'equilibrio tra la produzione e la neutralizzazione di ROS 

e includono la superossido dismutasi (SOD), catalasi (CAT), 

glutatione perossidasi (GPx), glutatione reduttasi (GR), glutatione S-transferasi 

(GST) e glutatione (GSH) (Paulsen, 2013). Tuttavia, gli squilibri tra ROS e sistemi 

di difesa antiossidanti portano allo stress ossidativo, che avvia la 

carcinogenesi (Klaunig, 1998). La pelle umana è costantemente e direttamente 

esposta all'aria, alle radiazioni solari, ad altri inquinanti ambientali o ad altre offese 

meccaniche e chimiche, che sono in grado di indurre la generazione di ROS nel 

nostro metabolismo. Il danno alla pelle si sviluppa a causa di diversi fattori: 

radiazioni ionizzanti, grave stress fisico e psicologico, assunzione di alcol, cattiva 

alimentazione, eccesso di cibo, inquinamento ambientale ed esposizione alle 

radiazioni UV (UVR).  

La generazione di ROS indotta dai raggi UV nella pelle sviluppa stress ossidativo, 

quando la loro formazione supera la capacità di difesa antiossidante della cellula 

bersaglio (Katiyar, 2001). L'esposizione acuta ai raggi UVR esaurisce l'attività della 

catalasi nella pelle e aumenta l'ossidazione delle proteine (Sander, 2002). Si stima 

che tra tutti i fattori ambientali, l'UVR contribuisca fino all'80% ed è il fattore 

ambientale più importante nello sviluppo del cancro della pelle e 

dell'invecchiamento cutaneo (Poljsak, 2010). 
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3.2    Ruolo dello stress ossidativo nella pelle 

Le radiazioni UVB, producendo radicali liberi dell’ossigeno, inducono eritemi nella 

pelle, che sono comunemente chiamati scottature solari, attraverso la sintesi delle 

prostaglandine E2 (Ahn, 2002), in cui l'espressione di COX-2, un enzima cardine 

nella sintesi delle prostaglandine E2, è sovraregolata dai ROS per stimolare il 

processo infiammatorio (Rhodes, 2009). Però, l'eritema indotto da UVB è attenuato 

dall'inibitore NOS NG-monometil-l-arginina e dall'inibitore della cicloossigenasi 

(COX) indometacina (Warren, 1994). Oltre all’eritema, anche i lipidi e le proteine 

ossidati inducono alterazioni nelle condizioni della pelle. Come esempio, si è notato 

che l'applicazione topica di squalene ossidato (squalene monoidroperossido) sulla 

pelle interrompe la funzione della barriera cutanea come risposta acuta e induce 

rugosità cutanea come risposta cronica (Chiba, 2003).  

Le aldeidi alchiliche ossidano ulteriormente gli idroperossidi lipidici e le proteine per 

produrre proteine carbonilate nello strato corneo (SCCP). I livelli di queste proteine 

aumentano dopo l'esposizione ai raggi UV (Fujita, 2007) e durante la stagione 

invernale (Kobayashi, 2008), inoltre, i pazienti affetti da dermatite atopica hanno 

livelli più elevati di SCCP rispetto ai soggetti normali (Niwa, 2003). I livelli di proteine 

carbonilate nello strato corneo sembrano quindi riflettere il grado di stress ossidativo 

nella pelle indotto dall'ambiente.  

Lo stress ossidativo indotto dalle radiazioni UV stimola, anche, la funzione delle 

ghiandole sebacee, aumentando infine la secrezione di sebo a causa dell'aumento 

dei livelli di lipidi ossidati, idroperossidi di trigliceridi e idroperossidi di 

colesterolo (Akitomo, 2003).  

Nel processo infiammatorio dell'acne vulgaris, Propionibacterium acnes (P. acnes), 

un batterio anaerobico Gram-positivo, produce coproporfirina, che 

genera 1O2 durante l'esposizione ai raggi UVA, e quindi ha un ruolo critico nello 

sviluppo delle lesioni infiammatorie dell'acne. La reazione infiammatoria è 

ulteriormente stimolata dall’ ossigeno generato dai cheratinociti infettati da P. acnes 

(Grange, 2009).  

Infine, i ROS hanno un'azione paradossale sui melanociti perché non solo 

migliorano la depigmentazione, ma aumentano anche la pigmentazione della pelle. 
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Un esempio di degenerazione dei melanociti indotta dallo stress ossidativo è la 

vitiligine, caratterizzata da macule depigmentate circoscritte nella 

pelle (Schallreuter, 1999). La pelle dei pazienti con vitiligine vulgaris contiene alti 

livelli di SOD e bassi livelli di catalasi (Sravani, 2009).  

Uno squilibrio del sistema di scavenging dei ROS provoca l'accumulo di H2O2 nella 

pelle, per cui i cheratinociti sono una fonte di H2O2 che colpisce i melanociti (Pelle, 

2005). L’H2O2 attraversa facilmente la membrana cellulare ed è quindi facilmente 

trasferito ai melanociti dai cheratinociti. Si pensa che il trasferimento di H2O2 è uno 

dei meccanismi patogenetici della vitiligine. I ROS possono anche accelerare la 

pigmentazione della pelle, infatti, i cheratinociti adiacenti ai melanociti 

contribuiscono intensamente alla pigmentazione cutanea indotta dai raggi UV. Tra i 

ROS, l’ossido di azoto, derivato da cheratinociti agisce per indurre la melanogenesi 

aumentando la quantità dei fattori melanogenici tirosinasi e proteina correlata alla 

tirosinasi 1 (Roméro-Graillet, 1997; Sasaki, 2000). 

La pelle è dotata di una rete di antiossidanti protettivi che includono antiossidanti 

enzimatici come: glutatione perossidasi (GPx), superossido dismutasi (SOD) e 

catalasi (CAT) e antiossidanti non enzimatici a basso peso molecolare come 

isoforme di vitamina E, vitamina C, glutatione (GSH), acido urico e ubichinolo-10 

(Shindo, 1993). Vari altri componenti presenti nella pelle sono potenti antiossidanti, 

tra cui i carotenoidi. Gli antiossidanti idrosolubili nel plasma includono glucosio, 

piruvato, acido urico, acido ascorbico, bilirubina e glutatione, mentre gli antiossidanti 

liposolubili includono vitamina E, ubichinolo-10, licopene, β-carotene, luteina, 

zeaxantina e -carotene.  

Nella fase lipofila, l’α-tocoferolo è l'antiossidante più importante, mentre la vitamina 

C e il GSH hanno la più alta abbondanza nel citosol. Su base molare, gli 

antiossidanti idrofili non enzimatici tra cui acido L-ascorbico, GSH e acido urico 

sembrano essere gli antiossidanti predominanti nella pelle umana (Thiele, 2006). In 

generale, la parte esterna della pelle, l'epidermide, contiene concentrazioni più 

elevate di antiossidanti rispetto al derma (Shindo, 1994). Lo strato corneo (SC) 

contiene antiossidanti sia idrofili che lipofili; infatti, le vitamine C ed E (sia γ- che α-

tocoferolo) così come il GSH e l'acido urico sono stati trovati nello strato corneo. 

(Thiele, 1998; Weber, 1999).   
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3.3    Antiossidanti 
Gli antiossidanti sono sostanze che inibiscono l'ossidazione, quindi prevengono o 

eliminano le malattie legate allo stress ossidativo contrastando l'effetto deteriorante 

dei ROS, e svolgono un ruolo cruciale nella conservazione delle migliori funzioni 

cellulari. Numerosi sono gli antiossidanti naturali e sintetici. Quelli endogeni 

possono essere suddivisi in enzimatici o non enzimatici (Aguilar, 2016). Tra gli 

antiossidanti enzimatici endogeni ci sono la GPx, SOD e CAT, mentre tra gli 

antiossidanti non enzimatici ne esistono diversi quali acido urico, l'acido lipoico, la 

bilirubina, il glutatione e la melatonina. Gli antiossidanti esogeni sono carotenoidi, 

vitamina E, A e C, flavonoidi naturali o altri composti (Figura 5).  

Gli antiossidanti sintetici sono antiossidanti derivati dal petrolio e comprendono 

l'idrossitoluene butilato (BHT), il gallato di ottile (OG), l'idrossianisolo butilato (BHA), 

il gallato di propile (PG) e il tert-butilidrochinone (TBHQ) (Bouayed, 2010). Gli 

antiossidanti sintetici sono ritenuti forti antiossidanti in quanto utilizzati per evitare il 

deterioramento dei prodotti alimentari, ma sono anche noti per avere effetti 

discutibili sui sistemi enzimatici umani e sul DNA (Liu, 2016).  

Diverse sono le modalità attraverso le quali gli antiossidanti proteggono i sistemi 

biologici (Mut-Salud, 2016):  

➢ Inibizione della creazione di nuovi radicali (SOD, CAT, Se, Cu, Zn). 

➢ cattura dei radicali liberi per evitare la reazione a catena (vitamine E e C, 

carotenoidi). 

➢ Ripristino dei danni causati dai radicali liberi (lipasi, proteasi). 

In alcuni lavori in cui è stato discusso lo stress ossidativo delle specie ROS dovuto 

all'esposizione ai raggi UV, che provoca alterazioni nella pelle, sono stati individuati 

antiossidanti come l'acido ascorbico, i polifenoli e i tocoferoli, ed è stato osservato 

che essi sono in grado di resistere allo stress ossidativo e recuperare 

l'invecchiamento cutaneo. Inoltre, hanno migliorato il sistema endogeno di 

eliminazione dei ROS nei tessuti dei mammiferi ed hanno contribuito alla gestione 

delle infezioni e dell'invecchiamento cutaneo (Masaki, 2010).  
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Ad esempio, l'acido ascorbico (Figura 6) elimina la maggior parte dei ROS dovuti 

all'ossidazione dell'ascorbato a monodeidroascorbato e poi a deidroascorbato e 

svolge diverse funzioni per mantenere il normale stato fisiologico nell'uomo. Nella 

pelle, l'acido ascorbico è un cofattore necessario per l'attività enzimatica della 

prolilidrossilasi, che idrossila i residui prolilici nel procollagene e nell'elastina 

(Myllyla, 1984). Inoltre, l'acido ascorbico è ampiamente utilizzato come agente 

depigmentante grazie al suo effetto inibitorio sulla tirosinasi ed attraverso alcuni 

studi è stato scoperto che contribuisce anche 

alla formazione della barriera cutanea 

migliorando la differenziazione epidermica 

(Boyce, 2002) e stimolando il flusso 

sanguigno attraverso la produzione di ossido 

nitrico (NO) mediante l'aumento della stabilità 

della tetraidrobiopterina, un cofattore della 

NO Sintasi costitutiva (Heller, 2001).  

Invece, i tocoferoli (Figura 7) sono composti 

chimici che comprendono un anello di 

cromanolo e una catena laterale idrofobica di 

una molecola di isoprene e sono presenti in 

otto forme diverse basate sulla diversa posizione sostituita del gruppo metile 

nell'anello di cromanolo e sulla diversa insaturazione della catena laterale 

idrofobica. 

Il meccanismo antiossidante dei tocoferoli è in parte dovuto al gruppo idrossile del 

cromanolo, che dona un atomo di idrogeno per ridurre i radicali liberi. In condizioni 

fisiologiche, l’α-tocoferolo stimola la sintesi di GSH nei cheratinociti attraverso 

l'upregolazione dell'mRNA della glutamilcisteina sintetasi (Masaki, 2002). Questo 

dato suggerisce che il tocoferolo ha effetti biologici attraverso la modulazione delle 

risposte cellulari. Il tocoferolo ha effetti preventivi in varie condizioni di stress 

ossidativo, infatti l'acetato di α-tocoferolo sopprime l'edema, l'eritema e la 

perossidazione lipidica indotti dagli UVB. Gli UVA aumentano drasticamente 

l'espressione dell'mRNA dell'IL-8 e la secrezione della proteina, oltre a potenziare 

l'attività di legame al DNA dell'AP-1. Questi effetti degli UVA sono efficacemente 

Figura 6- Struttura chimica 
dell’Acido ascorbico (vitamina C). 

https://lc.cx/_WWPWB. 
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ridotti dall'α-tocoferolo in modo dipendente dalla dose di quest’ultimo (Wu, 2008). 

Inoltre, uno studio dettagliato sull'attività di rimozione dei ROS da parte dei 

tocoferoli, ha dimostrato che il γ -tocoferolo è superiore all' α-tocoferolo nella sua 

capacità di rimuovere l'NO (Yoshida, 2006). Il tocoferolo, quindi, è utile per 

sopprimere la melanogenesi e l'espressione dell'mRNA della tirosinasi e della 

proteina-2 correlata alla tirosinasi nelle cellule di melanoma B16 (Kamei, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Infine, i polifenoli (Figura 8) sono un gruppo di molecole prodotte nelle piante, 

caratterizzate dalla presenza di unità fenoliche nella loro struttura molecolare. I 

polifenoli sono ampiamente distribuiti negli alimenti vegetali, tra cui frutta, verdura, 

noci, semi, fiori e corteccia. Importanti fonti alimentari di polifenoli sono cipolle 

(flavonoli); cacao, semi d'uva (proantocianidine); tè, mele e vino rosso (flavonoli e 

catechine); agrumi (flavanoni); bacche e ciliegie (antocianidine); e soia (isoflavoni) 

(Manach, 2004). La maggior parte dei polifenoli naturali sono pigmenti, tipicamente 

gialli, rossi o viola, e possono assorbire le radiazioni UV, pertanto, se applicati 

localmente, possono impedire la penetrazione delle radiazioni nella pelle. La 

Figura 7- Struttura chimica dei Tocoferoli. 
https://lc.cx/2ByGUW. 
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radiazione che i polifenoli possono assorbire include l'intero spettro UVB di 

lunghezze d'onda e parte degli spettri UVC e UVA. Quindi i polifenoli possono agire 

come una protezione solare e questa capacità filtrante può ridurre l'infiammazione, 

lo stress ossidativo e gli effetti dannosi al DNA dalle radiazioni UV nella pelle e, 

quindi, sull'applicazione topica gli effetti fotoprotettivi dei polifenoli sono dovuti in 

parte a questo effetto di protezione solare (Nichols, 2009). 

Ad esempio, la somministrazione orale di epigallocatechina gallato (EGCG), un 

polifenolo rappresentativo, per otto settimane, aumenta in modo significativo la dose 

minima di eritema ai raggi UV e previene l'interruzione della funzione di barriera 

epidermica. Questi dati suggeriscono che l'EGCG rafforza la tolleranza della pelle 

agli UV (Jeon, 2009) e 

riduce marcatamente MMP-

1, MMP-8 e MMP-13 indotte 

dagli UVB in modo dose-

dipendente, indicando che 

l'EGCG attenua la 

produzione di MMP indotta 

dagli UVB attraverso 

l'interferenza con le vie di 

risposta della proteina 

chinasi attivate dal 

mitogeno (Bae, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Struttura chimica di diverse classi di 
Polifenoli. https://lc.cx/NkG1cK. 
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CAPITOLO 4 

I FILTRI SOLARI 

 

4.1      I filtri solari: caratteristiche ed utilizzo 

I danni del sole possono essere prevenuti adottando misure adeguate. Secondo 

l'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), vestiti, ombre, occhiali da sole e 

cappelli forniscono la migliore protezione quando vengono utilizzati insieme alle 

creme solari che vengono spalmate sulle parti del corpo esposte. Quando i protettivi 

solari vengono utilizzati quotidianamente, prevengono l'incidenza del cancro della 

pelle e l'invecchiamento precoce della pelle (Green, 2011).  

Ci sono una varietà di colori della pelle e la sensibilità ai raggi UV varia a seconda 

del colore della pelle; infatti, una resistenza alle scottature e una maggiore 

tolleranza ai raggi UV si osservano nei toni della pelle più scuri, ma sono comunque 

suscettibili ai danni indotti dalle radiazioni UV. I tumori non possono essere 

diagnosticati in una fase precoce, poiché le scottature solari e l'abbronzatura della 

pelle non sono facilmente osservabili nei toni di pelle scuri (Kabigting, 2009).  

Quindi, si dovrebbero utilizzare creme solari su base giornaliera, 

indipendentemente dal tipo di pelle. 

In termini semplici, i filtri solari possono essere definiti come i principi attivi delle 

formulazioni solari che proteggono la pelle dai danni dei raggi UV attraverso la loro 

capacità di disperdere, assorbire o riflettere i raggi UV. I filtri solari, al momento, 

sono un mainstream per la fotoprotezione e si distinguono in filtri UV organici o 

inorganici (Figura 9). Il filtro UV organico può essere ulteriormente classificato in 

base alla sua capacità di assorbire tipi specifici di radiazioni UV. Se assorbono le 

radiazioni UVA, allora sono filtri UVA e allo stesso modo, i filtri che assorbono UVB 

sono noti come filtri UVB. Infine, alcuni filtri in grado di assorbire sia UVA che UVB 

sono noti come filtri UV ad ampio spettro.  

Attualmente, i protettivi solari con filtri UV inorganici sono ampiamente utilizzati 

perché questi filtri non penetrano in profondità nella pelle, il che riduce l'insorgenza 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/photoprotection
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ultraviolet-radiation
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di reazioni allergiche. Il principale svantaggio è la tonalità biancastra che si forma a 

causa della dispersione della luce. Tuttavia, questo problema può essere superato 

utilizzando le nanotecnologie o con l'aggiunta di tinte universali del tono della 

pelle (Suozzi, 2020 – Maier, 2005 – Scheuer, 2006).  

 

In diverse formulazioni per la protezione solare, vengono utilizzate anche varie 

molecole naturali grazie ai loro eccellenti effetti sulla pelle con effetti fotoprotettivi 

attraverso vari meccanismi. Queste biomacromolecole comprendono carotenoidi, 

composti fenolici, vitamina C, vitamina E e composti flavonoidi. I carotenoidi 

esercitano un'azione fotoprotettiva assorbendo la luce UV visibile e blu (Stahl, 

2012). I composti fenolici mantengono la corretta struttura della pelle 

inibendo l'elastasi e la collagenasi (Filho, 2016) e rimuovono anche i radicali liberi 

formati a causa delle reazioni in presenza di raggi UV (Chen, 2012). Altri composti 

presenti in natura che sono stati valutati per la loro fotoprotezione sono la lignina, 

Figura 9- Filtri UV organici, inorganici e naturali.  
DOI: 10.3390/cosmetics6040064. 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/allergic-reaction
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/carotenoid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ascorbic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/alpha-tocopherol
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/flavonoid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/elastase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/collagenase
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l'acido rosmarinico, l'estratto di alghe marine e l'estratto fungino marino (hailun He, 

2021 – Romanhole, 2020).  

Un'altra sostanza naturale è l’acido ferulico (Figura 10), che è un composto fenolico 

che rientra nella categoria degli acidi idrossicinnamici ed ha un buon effetto 

antiossidante. Diversi gruppi funzionali nella struttura dell'acido ferulico sono 

responsabili degli effetti antiossidanti e fotoprotettivi. La presenza di un gruppo 

carbossilico nella struttura dell'acido ferulico può conferire protezione contro la 

perossidazione lipidica, mentre la neutralizzazione dei radicali liberi è possibile 

grazie al gruppo ossidrile sull’anello benzenico. Invece, la catena laterale vinilica 

che collega il benzene e il gruppo carbossilico rende stabile la molecola e il legame 

idrogeno tra sostituto metossilico e gruppo idrossile migliora ulteriormente la 

stabilità della molecola (Peres, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I filtri solari in tutto il mondo sono disponibili in varie forme come gel, lozioni e creme. 

Tutti questi sono prodotti a base di emulsioni e tali veicoli influenzano il loro 

assorbimento ed efficacia. Generalmente, due tipi di emulsione sono più 

ampiamente utilizzati: acqua in olio (W/O) o olio in acqua (O/W) (Kullavanijaya, 

2005). In uno studio in vitro, è stata valutata la protezione solare con lo stesso filtro 

UV ma in diversi veicoli come spray lipoalcolico trasparente, spray O/W, gel, crema 

O/W e crema W/O. I risultati hanno mostrato che il contatto con l'acqua porta ad 

una riduzione dell'efficacia per un'emulsione O/W mentre, nonostante il contatto con 

l'acqua, l'efficacia dell'emulsione W/O non è diminuita a causa della presenza di 

un emulsionante insolubile in acqua e di un basso valore di equilibrio idrofilo-lipofilo 

Figura 10- Struttura chimica dell’acido ferulico.  
DOI: 10.1007/s12011-019-02005-w 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/marine-alga
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ferulic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/coumaric-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hydroxyl-group
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hydrogen-bond
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hydrogen-bond
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/emulsifying-agent
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(HLB). Inoltre, l'emulsione W/O aveva il più alto SPF tra tutte le formulazioni 

valutate. Inoltre, uno dei principali vantaggi delle formulazioni W/O sono le loro 

proprietà non comedogeniche (Sohn, 2014; Couteau, 2012; Li, 2019). Nel 

complesso, per una protezione solare ottimale, è utile utilizzare un tipo di 

formulazione W/O. Tuttavia, alcune formulazioni O/W sono preferiti a causa delle 

loro proprietà non comedogeniche e della sensazione più leggera. 

La FDA statunitense raccomanda l'applicazione di 2 mg/cm2 di protezione solare 

per ottenere la protezione solare desiderata. Tuttavia, numerosi studi hanno 

confermato che c'è una sotto applicazione della protezione solare e solo il 25-50% 

di quella raccomandata viene applicata (Pillai, 2005; Balk, 2004; Teramura, 2012). 

Per compensare questo, una protezione solare ad ampio spettro con un SPF30 o 

superiore (Sohn, 2014; Couteau, 2012; Li, 2019) viene raccomandato. Sempre 

secondo le linee guida suggerite dall'American Academy of Dermatology 

Association, è opportuno applicare la protezione solare almeno 15 minuti prima di 

uscire all'aperto in quanto richiede circa 15 minuti per l’assorbimento all'interno della 

pelle e fornire protezione. Infine, è stato suggerito di riapplicare la protezione solare 

dopo ogni 2 ore, in quanto la riapplicazione è necessaria anche dopo aver sudato e 

nuotato. 

 

4.2      Filtri organici ed inorganici 

La sovraesposizione alle radiazioni ultraviolette (UV) è la causa principale di diversi 

disturbi della pelle come scottature, foto-invecchiamento e persino cancro della 

pelle. La crescita della consapevolezza pubblica di questi pericoli ha portato ad un 

aumento della disponibilità di protettivi solari contenenti filtri UV organici ed 

inorganici (Langford, 2015) (Figura 11).  

I filtri UV inorganici come l'ossido di zinco, il biossido di titanio, l'ossido di ferro, il 

caolino, l'ittammolo, il petrolato rosso, il talco, la calamineina (Lowe, 2006), 

nanomateriali a base di fosfati e carbonati e idrossiapatite pura e drogata (Araujo, 

2008) diffondono, riflettono e/o assorbono le radiazioni solari che raggiungono la 

pelle. Attualmente, negli Stati Uniti e in Brasile esistono solo due filtri inorganici, il 
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biossido di titanio e l'ossido di zinco, approvati rispettivamente dalla FDA (Wang, 

2010) e dall'ANVISA (Brasile, 2006).  

I filtri UV organici sono solitamente composti aromatici con un gruppo carbonilico. Quando 

ricevono l'energia dei fotoni UV, questi filtri possono agire in tre modi: subire cambiamenti 

molecolari conformazionali, emettere radiazioni a lunghezza d'onda superiore o rilasciare 

l'energia incidente come calore (Antoniou, 2008; Kiss, 2008). La modalità d'azione delle 

molecole protettive organiche è reversibile, per cui la stessa molecola può funzionare 

ripetutamente. Esempi di filtri solari organici sono i salicilati, i cinnamati, i benzofenoni, gli 

antranilati, i dibenzoilmetani e i p-aminobenzoati (Antoniou, 2008; Jain, 2010). Sono 

presenti in creme solari e cosmetici per prevenire danni alla pelle sotto irradiazione solare, 

ma sono anche usati come agenti di protezione solare per la protezione di diversi 

materiali come plastica, adesivi e gomma (Brooke, 2008; Gackowska, 2014; Kupper, 

2016). 

 

La quantità e il tipo di filtri UV incorporati nelle formulazioni cosmetiche dipendono 

dal grado desiderato di fattore di protezione solare (SPF) e gamma di lunghezze 

d'onda di protezione (UVA, UVB). Tuttavia, le concentrazioni combinate di filtri UV 

organici o inorganici non dovrebbero superare il 10% (Santos, 2013). Ognuno dei 

filtri UV organici ha una banda spettrale limitata di assorbimento, quindi, sono per 

lo più usati in combinazione. Attualmente, un totale di 45 filtri UV organici possono 

Figura 11 - Modalità d'azione dei filtri UV organici (sinistra) e inorganici (destra). 
DOI: 10.1590/S1984-82502013000200002. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/spectral-band
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essere aggiunti nei cosmetici, con limiti massimi di additivi che vanno dal 2 al 20% 

in UE, USA, Cina e Giappone. 

Considerando il loro ampio utilizzo in vari prodotti, questi filtri organici entrano 

nell'ambiente acquatico attraverso percorsi diretti (cioè lavati via dalla pelle durante 

le attività ricreative nell'ambiente) e indiretti (cioè scarichi di acque reflue). Il loro 

ampio utilizzo in vari prodotti ha portato alla loro presenza onnipresente in diverse 

matrici acquatiche, tra cui fiumi, laghi, acque marine, acque reflue e fanghi. Una 

rassegna recente sulla presenza e la distribuzione mondiale di filtri UV organici negli 

ambienti marini dal 2008 al 2018, ha evidenziando il loro ampio utilizzo e la 

potenziale minaccia per gli organismi marini (Cadena-Aizaga, 2020). L'espansione 

della ricerca sui filtri UV organici ha anche portato a una crescente preoccupazione 

per i loro effetti sugli esseri umani. Infatti, i filtri UV sono altamente lipofili e quindi 

tendono ad accumularsi nei tessuti adiposi degli organismi viventi (Huang, 2021). 

Nonostante i filtri organici dominino il mercato dei prodotti per la protezione solare, 

l'uso combinato di composti inorganici, come l'ossido di zinco (ZnO) e il biossido di 

titanio (TiO)2, è in costante aumento a causa dell'ampio spettro di protezione UV e 

della loro limitata penetrazione nella pelle (Lu, 2015). Tuttavia, è stato dimostrato il 

potenziale di questi composti di generare  ROS e rilasciare ioni 

metallici nell'ambiente acquatico, con conseguenti possibili effetti negativi sugli 

organismi acquatici (Haynes, 2017; Hu, 2018; Minetto, 2017; Wong, 2010). 

L'aumento dell'uso di filtri solari UV inorganici è dovuto anche al loro basso 

potenziale di produrre reazioni irritanti e in parte alla loro efficacia cosmetica. Infatti, 

i chimici cosmetici hanno formulato prodotti con un elevato SPF utilizzando solo il 

biossido di titanio. In combinazione con filtri UV organici, il TiO2fornisce SPF molto 

elevati, oltre a mostrare un ampio assorbimento nella regione UVB e UVA (Hewitt, 

2002 – Spruce, 1994). I formulatori hanno anche incorporato il TiO2 microfine nei 

protettivi solari per evitare la diminuzione dell'SPF che può verificarsi a causa della 

fotoinstabilità dei filtri UV organici (Serpone, 2002). Tuttavia, l’utilizzo di 

nanoparticelle di TiO2 desta preoccupazione in quanto potrebbero nuocere alla 

salute umana. A causa delle loro piccole dimensioni, le nanoparticelle di TiO2hanno 

diversi modi per entrare nel corpo umano: inalazione (tratto respiratorio), ingestione 

(tratto gastrointestinale), penetrazione cutanea (pelle) ed altri ancora (Jin, 2008). I 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/united-states-of-america
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sludge
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/inorganic-substance
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/metal-ion
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/metal-ion
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test in vitro sulla pelle di maiale, ampiamente utilizzata per la sua somiglianza con 

la pelle umana, hanno dimostrato che l'applicazione topica di TiO2 e di ZnO non 

erano in grado di permeare la pelle normale intatta (Gamer, 2006). Attualmente non 

ci sono prove che le applicazioni topiche di TiO2 siano in grado di causare 

cambiamenti patogeni nella pelle. Si ritiene che la pelle possa svolgere la sua 

funzione protettiva grazie ai cheratinociti situati nello strato corneo dell'epidermide, 

che impediscono la penetrazione del TiO2 negli strati più profondi della pelle. Un 

altro esperimento condotto su pelle umana intatta ha dimostrato che le 

nanoparticelle di TiO2 non penetrano nello strato corneo; tuttavia, quando il TiO2 è 

a contatto con lo strato corneo danneggiato, le nanoparticelle possono essere 

internalizzate da alcune cellule cutanee. Le cellule che crescono sui vetrini 

coprioggetto sono state trattate con 15 μg/cm2 di TiO2 per 24 ore e poi 

l'internalizzazione delle particelle è stata visualizzata con un microscopio a 

contrasto di fase (ingrandimento, 400X). Si noti che le nanoparticelle possono 

essere osservate nel citoplasma dei fibroblasti (a) e dei melanociti (b) ma non nei 

cheratinociti HaCaT (c) e nei sebociti SZ95 (d) (Kiss, 2008) (Figura 12). 

 

Figura 12 - Internalizzazione delle 
nanoparticelle di TiO2 da cellule della pelle 

umana in coltura.  
(Kiss, 2008). 
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Infatti, alcuni dati sostengono inequivocabilmente che, nel caso di barriera 

epidermica intatta, le nanoparticelle in vivo non penetrano nello strato corneo e 

quindi non raggiungono gli strati cellulari più profondi e "viventi" della pelle umana 

(Kiss, 2008). Ma nei casi di compromissione della funzione barriera, strato corneo 

danneggiato o penetrazione putativa attraverso le appendici della pelle, si può 

presumere che le nanoparticelle possono essere internalizzate da alcune cellule 

della pelle. Possono disregolare il complesso meccanismo di differenziazione 

epidermica e/o possono esercitare effetti tossici. Queste alterazioni delle funzioni 

cellulari possono quindi "indebolire" ulteriormente la barriera epidermica e (ad 

esempio con l'apoptosi dei fibroblasti dermici) indurre conseguenti cambiamenti 

elastotici nel collagene dermico.  

 

 

4.3      I fototipi della pelle  

 

Esistono numerosi metodi per la caratterizzazione della pigmentazione della pelle e 

l'identificazione di diversi fototipi di pelle (SPT) (Tabella 1), ma l'angolo di tipologia 

individuale (ITA) e la classificazione dei fototipi di Fitzpatrick sono i due metodi più 

utilizzati. Di questi, ITA è il più preciso ma richiede la misurazione colorimetrica 

(Fitzpatrick, 1988; Chardon,1991; del Bino, 2018). Tutti gli SPT hanno requisiti di 

protezione solare diversi. Ad esempio, rispetto alla popolazione di pelle scura, la 

popolazione di pelle chiara ha un rapporto eumelanina/feomelanina inferiore e una 

quantità inferiore di melanina nello strato superiore dell'epidermide.  

Pertanto, l'esposizione ai raggi UVB porta a danni al DNA sia nello strato superiore 

dell'epidermide che nello strato basale, mentre questo danno è limitato allo strato 

superiore dell'epidermide nella popolazione della pelle scura (Miyamura, 2007). 

Quindi, la popolazione della pelle chiara è più soggetta a danni causati dai raggi 

UVB, mentre, al contrario, la popolazione dalla pelle scura è più 

incline all'iperpigmentazione causata dai raggi UVA e dalla luce visibile (Mahmoud, 

2010; Duteil, 2014; Kohli, 2018). Quindi, la protezione solare che fornisce una 

protezione UVB ottimale è più vantaggiosa per la popolazione dalla pelle chiara, 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hyperpigmentation
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mentre la protezione solare con protezione ottimale contro UVA e luce visibile è più 

vantaggiosa per la popolazione con la pelle scura. Inoltre, per la popolazione di pelle 

scura, il TiO2 e/o gli ossidi di ferro contenuti in creme solari colorate con un colore 

simile alla loro carnagione sono più utili (Moyal, 2012). In generale, per la 

popolazione dalla pelle chiara, si raccomanda un SPF di 50+ e per la popolazione 

di pelle scura, si raccomanda un SPF di 30+ (Passeron, 2021). 

 

4.4      Effetti nocivi dei filtri solari 

I filtri UV sono fonte di preoccupazione emergente a causa dei loro grandi volumi di 

produzione, del crescente turismo costiero, della loro persistenza legata alle loro 

proprietà chimiche e della loro tossicità (Raineri, 2017). Studi precedenti hanno 

riportato la presenza di filtri UV che vanno dal nano al microgrammo per litro in 

diversi biotopi: fiumi (Kameda, 2011; Fent, 2010), laghi (Balmer, 2005; Fagervold, 

2019; Langford, 2015), acque costiere (Fagervold, 2019; Tovar-Sánchez, 

2013; Apel, 2018; Sánchez Rodríguez, 2015; Tsui, 2019; Sankoda, 2015) e 

sedimenti (Kameda, 2011; Fagervold, 2019; Mitchelmore, 2019), ma hanno anche 

dimostrato il loro bioaccumulo e gli effetti tossici su diversi organismi acquatici: 

Tabella 1 - I fototipi della pelle. 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/iron-oxide
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/biotope


40 

 

alghe (Mao, 2018; Seoane, 2017), corallo (Mitchelmore, 2019; He, 2019; Tsui, 

2017), molluschi bentonici (Giraldo, 2017), pesci (Araújo, 2018), delfini (Alonso, 

2015; Gago-Ferrero, 2013), considerando un'ampia varietà di endpoint 

tossicologici.  

I filtri UV organici mostrano anche una fotostabilità variabile. Mentre benzofenone-

3 (BP3), octocrylene (OC) e 4-metilbenzilidene canfora (4-MBC) sono stati descritti 

come fotostabili (Rodil, 2009; Herzog, 2009; Liu, 2011), i derivati del cinnamato e 

del triazone tendono a produrre fotoprodotti (Jentzsch, 2016; MacManus-Spencer, 

2011; Damiani, 2010) e la loro tossicità è ancora da esplorare. Uno studio ha 

indagato per la prima volta la tossicità dei filtri UV comunemente usati, vale a dire 

BP3, OC, 4-MBC, EHMC e omosalato (HS) su batteri eterotrofi marini, campionati 

dal Mar Mediterraneo (Banyuls sur Mer, Francia) (Lozano, 2020). A tale scopo, 

ventisette batteri rilevanti per l'ambiente sono stati testati per la loro risposta contro 

i composti sopra menzionati (Tabella 2). 

 

 

Tabella 2 - Proprietà fisico-chimiche dei filtri UV testati. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/camphor
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I risultati hanno dimostrato che il 26% di tutti i batteri marini studiati erano sensibili 

ad almeno un filtro UV organico comunemente usato nei protettivi solari. La tossicità 

dell'HS è stata per la prima volta osservata su un organismo marino. BP3 ha 

dimostrato di influenzare esclusivamente gram negativi, mentre EHMC e HS hanno 

avuto un impatto sia sulle specie gram positive che su quelle gram negative. 

L'EHMC, noto anche come octinoxate, è stato il composto considerato più tossico 

nello studio, in grado di colpire cinque specie batteriche. Le analisi di fototossicità 

hanno rivelato una minore tossicità per HS e EHMC dopo il pretrattamento alla 

radiazione solare, mentre l'esposizione combinata ha evidenziato un aumento della 

tossicità di HS. Nessuno dei filtri UV ha mostrato alcuna tossicità a 1000 μg/ L−1 sulle 

cellule in fase stazionaria, dimostrando che lo stato fisiologico è un parametro 

chiave nella risposta batterica.  

In termini di caratterizzazione del rischio ambientale, questi risultati hanno rivelato 

che l'uso crescente di filtri solari potrebbe avere impatti dannosi sulle comunità 

batterioplanctoniche nelle aree costiere (Lozano, 2020). Inoltre, se i filtri UV sono 

fotochimicamente instabili, ciò porta alla perdita di assorbanza dopo la loro 

esposizione ai raggi UV, che alla fine si traduce in una ridotta fotoprotezione. Lo 

spettro di assorbanza dei filtri UV organici fotoinstabili cambia durante l'esposizione 

ai raggi UV a causa di trasformazioni strutturali o degradazione, portando in 

quest'ultimo caso a fotoprodotti (Bonda, 2005). Questi prodotti, che possono 

includere anche i radicali liberi (Brezova, 2005; Allen, 1996) possono interagire con 

altri filtri UV coformulati, altri ingredienti della formulazione, ossigeno e persino 

costituenti cutanei (ad esempio lipidi, proteine, acidi nucleici), alterando così le 

prestazioni dei filtri solari e possibilmente inducendo danni ossidativi sulla struttura 

e/o sulla funzione della pelle (Cook, 2001; Butt, 2000). Valutare il destino dei filtri 

UV dopo la dissipazione dell'energia UV assorbita è quindi fondamentale. 

Ma questi filtri UV organici possono causare effetti nocivi anche sull'uomo, oltre che 

sull'ambiente. Gli effetti avversi di queste sostanze chimiche sono stati monitorati 

per più di 20 anni e dimostrano che i filtri UV possono portare a disturbi endocrini, 

epatotossicità, mutagenicità e tossicità sistemica (Oral, 2020). Indagini preliminari 

su animali da esperimento sembrano anche indicare che alcuni filtri UV organici 

hanno significativi effetti estrogenici (Tinwell, 2002; Schlumpf, 2001) e antitiroidei 
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(Schmutzler, 2004), sebbene le variazioni nei livelli ormonali dei volontari umani, in 

seguito all'applicazione di filtri solari, fossero piuttosto mediocri (Janjua, 2004). Nel 

2013 alcuni ricercatori hanno studiato le concentrazioni di filtri UV di tipo 

benzofenone (BP) in campioni di sangue e urine di bambini, e adulti e donne in 

gravidanza in Cina ed hanno misurato i livelli di BP nel sangue del cordone 

ombelicale. Hanno ottenuto 101 campioni di urina da una popolazione adulta 

generale ed hanno raccolto campioni di sangue corrispondenti a 50 partecipanti. 

Inoltre, sono stati raccolti 20 campioni di sangue del cordone ombelicale di 20 donne 

in gravidanza e sangue intero di dieci bambini. La BP-3 è stata trovata nel sangue 

dell'83% degli adulti, 35% delle donne in gravidanza e 30% dei bambini. Inoltre, in 

una donna adulta che faceva spesso uso di creme solari, sono state riscontrate 

concentrazioni molto elevate di BP-3 (475 ng/mL) e BP-1 (338 ng/mL). 

L'esposizione al BP-3 è risultata più elevata nelle femmine che nei maschi (Zhang, 

2013). Oggi, il BP-3 ed il BP-4 sono i filtri UV di tipo BP più utilizzati (Kim, 2014; Wu, 

2017). Infatti, sono stati rilevati a livelli fino a 125 ng/L nei laghi di balneazione 

svizzeri, a 3.3 µg/L sulla costa mediterranea, a 700 ng/L negli effluenti degli impianti 

di depurazione negli Stati Uniti e a 27 ng/L nei sedimenti della Spagna nord-

orientale (Kinnberg, 2015; Kim, 2014). 

Questi risultati hanno destato preoccupazione ed hanno portato a ulteriori indagini 

sulla tossicità del BP-3 negli ultimi anni. Infatti, alcuni studi suggeriscono che 

l'esposizione al BP-3 è legata alla tossicità riproduttiva nell'uomo e negli animali 

(Ghazipura, 2017; Philippat, 2012). Ad esempio, nel 2017, alcuni studiosi hanno 

osservato che l'esposizione prenatale al BP-3 era responsabile di una riduzione 

dell'età gestazionale, di un parto più precoce, di un aumento del peso alla nascita 

dei neonati maschi e di una riduzione del peso alla nascita delle femmine. Nel feto 

in via di sviluppo, l'esposizione al BP-3 ha causato alterazioni del sistema endocrino 

e ha avuto come bersaglio i precursori degli ormoni sessuali che hanno influenzato 

i livelli di estrogeni e testosterone (Ghazipura, 2017) (Tabella 3).  
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Studi in vivo e in vitro hanno dimostrato che anche l’ottil-metossicinnamato (OMC) 

agisce come composto estrogenico. Nel 2011, alcuni ricercatori hanno dimostrato 

l'alterazione del sistema endocrino causata dall’OMC. I ricercatori hanno studiato 

gli effetti dell'OMC sullo sviluppo del sistema riproduttivo e degli ormoni tiroidei ed 

hanno esaminato lo sviluppo neurologico correlato ai livelli di ormoni tiroidei nella 

prole di ratto. Diciotto ratti Wistar gravidi sono stati esposti a OMC a 0, 500, 750 e 

1000 mg/kg durante la gestazione e l’allattamento. I livelli di T4 sono diminuiti in 

modo netto e significativo durante il periodo di dosaggio in tutte le madri, tuttavia, 

questo effetto non è stato così grave nella prole. 

Al sedicesimo giorno postnatale si è verificata una diminuzione relativa dose-

dipendente della prostata e il peso dei testicoli ed i livelli di testosterone sono risultati 

significativamente inferiori nei figli maschi esposti a 1000 mg/kg di OMC.  

Le femmine hanno mostrato una diminuzione dell'attività motoria.  

Nei gruppi esposti a 500, 750 e 1000 mg/kg di OMC, la conta degli spermatozoi e il 

peso della prostata erano nettamente inferiori a quelli dei controlli.  

Gli investigatori hanno suggerito, quindi, che l'esposizione perinatale all'OMC 

potrebbe causare disturbi nello sviluppo riproduttivo e neurologico della prole di ratto 

(Axelstad, 2011). 

 

 

 

Tabella 3 - Effetti di interferenza endocrina del BP-3. 
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CAPITOLO 5 

LE NUOVE FRONTIERE DELLA 

PROTEZIONE SOLARE, VERSO UN MONDO PIÙ NATURALE 

 

 

5.1      I filtri UV naturali 
La selezione naturale e l’evoluzione hanno fatto sì che piante e animali abbiano 

sviluppato efficaci meccanismi di protezione contro gli effetti collaterali deleteri dello 

stress ossidativo e delle radiazioni ultraviolette. Infatti, alcuni prodotti naturali 

o estratti vegetali con anelli aromatici nella loro struttura, come i flavonoidi o i 

polifenoli, sono in grado di assorbire i raggi UV, agendo come un filtro UV naturale, 

mostrando anche attività antiossidante e/o antinfiammatoria. Questo potrebbe 

spiegare perché, sebbene non esistano filtri solari naturali commerciali ufficialmente 

approvati, sono sempre più numerosi i prodotti solari commerciali contenenti estratti 

vegetali disponibili sul mercato (Li, 2022).  

I flavonoidi (Figura 13) sono un gruppo di composti con proprietà fotoprotettive che 

sono stati frequentemente studiati. Questi composti sono un gruppo di fenoli 

secondari vegetali con notevoli proprietà antiossidanti, noti da tempo per i loro effetti 

benefici sulla salute. Sono stati identificati più di 4000 tipi di flavonoidi, molti dei quali 

sono responsabili dei colori attraenti di fiori, frutti e foglie. Oltre a varie verdure e 

frutta, i flavonoidi si trovano in vari semi, noci, cereali, spezie ed erbe, così come 

nelle bevande, come il vino (soprattutto il vino rosso), il tè e (a livelli più bassi) la 

birra (Brouillard, 1998).  

Gli effetti protettivi dei flavonoidi nei sistemi biologici sono attribuiti alla loro capacità 

di cedere elettroni ai radicali liberi. A causa di questa proprietà, questi composti 

hanno una rilevanza importante nel sistema biologico (Saewan, 2013). Altre 

caratteristiche studiate nei flavonoidi includono quanto segue: chelanti di metalli che 

catalizzano reazioni radicaliche (Ferrali, 1997), attivazione di enzimi antiossidanti 

(Elliott, 1992), riduzione dei radicali del -tocoferolo (Hirano, 2001) ed inibizione 

delle ossidasi (Cos, 1998). Infine, i flavonoidi, grazie alla loro struttura molecolare, 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electron-transport
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/radical-chemistry
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/vitamin-e
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possono proteggere le piante dai raggi ultravioletti del sole ed eliminare i radicali 

liberi prodotti dai raggi UV (Shirley, 1996). Pertanto, i flavonoidi agiscono attraverso 

tre modalita’ per la protezione solare: l'assorbimento ultravioletto; proprietà 

antiossidanti dirette e indirette; modulazione di più vie di segnalazione.  

Come mostrato in Figura 13, la struttura principale dei flavonoidi è costituita da 

due anelli benzenici (A e B) collegati da un anello eterociclico di pirano con un 

doppio legame nel mezzo (C) (Beecher, 2003). 

I flavonoidi sono divisi in sei sottogruppi: flavoni, flavanoli, isoflavoni, flavanoli, 

flavanoni ed antocianidine, in base al legame dell'anello B all'anello C, nonché a 

seconda dell'ossidazione e dei gruppi attivi collegati all'anello C (Beecher, 2003). La 

maggior parte degli studi tra i flavonoidi sono stati condotti su quercetina e rutina. 

Diverse proprietà terapeutiche sono state studiate, principalmente nella quercetina, 

che è il principale flavonoide nella dieta umana. Infine, i flavonoidi non hanno solo 

un potenziale antiossidante e anticancro, ma proteggono anche il sistema renale, 

cardiovascolare ed epatico (Cefali, 2016; Ahlenstiel, 2003; Tomazellia, 2018; 

Hertog, 1992; Su, 2003).  

La maggior parte dei polifenoli naturali sono pigmenti, tipicamente gialli, rossi o 

viola, e possono assorbire le radiazioni UV, infatti, se applicati localmente, possono 

Figura 13- Struttura chimica dei flavonoidi. https://lc.cx/xE0M1P. 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/benzene-ring
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pyran
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/flavonol
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/isoflavone
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/anthocyanin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/quercetin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/rutin
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impedire la penetrazione delle radiazioni nella pelle. Le radiazioni che i polifenoli 

possono assorbire includono l'intero spettro di lunghezze d'onda UVB e parte degli 

spettri UVC e UVA. Questa capacità di agire come filtri solari può ridurre 

l'infiammazione, lo stress ossidativo e gli effetti dannosi al DNA delle radiazioni UV 

nella pelle (Nichols, 2009).                     
Vari studi hanno dimostrato l'efficacia dei polifenoli presenti in natura, come i 

polifenoli del tè verde (GTP), la silimarina dal cardo mariano e le proantocianidine 

dai semi d'uva (GSP) (Figura 14), contro l'infiammazione indotta dalle radiazioni UV, 

lo stress ossidativo, il danno al DNA e la soppressione delle risposta immunitaria.  

È stato dimostrato, per esempio che il trattamento orale o topico di alcuni polifenoli 

del tè verde ha un grande potenziale per prevenire danni come scottature solari, 

soppressione immunitaria e invecchiamento della pelle (Shuting, 2017).   

Studi meccanicistici sulla fotocarcinogenesi hanno rivelato che la somministrazione 

orale di GTP (attraverso l'aggiunta all'acqua potabile) a topi glabri SKH-1 ha 

provocato una significativa inibizione dell'edema cutaneo indotto dalle radiazioni 

UV, dell'eritema e dello spessore della pelle. Il trattamento con GTP inibisce anche 

l'espressione indotta da UVB della COX-2, dei suoi metaboliti e delle 

prostaglandine, che sono implicati nella carcinogenesi cutanea e svolgono un ruolo 

nella promozione dei tumori nella pelle (Meeran, 2009). Inoltre, è stato anche 

scoperto che l'applicazione topica della epigallocatechina-3-gallato (EGCG) porta 

all'inibizione indotta da UVB della produzione delle prostaglandine, inclusa la PGE2, 

PGF2α e PGD2, che svolgono un ruolo fondamentale nei disturbi infiammatori e nelle 

malattie proliferative della pelle (Katiyar, 1999). Altri studi hanno dimostrato che il 

trattamento topico del topo e della pelle umana con EGCG prima dell'esposizione 

ai raggi UV ha ridotto significativamente la produzione di ossido nitrico e perossido 

di idrogeno indotta dai raggi UVB, nonché l'infiltrazione di leucociti (Elmets, 2001; 

Katiyar, 1999; Katiyar, 2001). Infine, i GTP hanno dimostrato anche di inibire la 

perossidazione lipidica foto-indotta (Katiyar, 1994).  
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Gli effetti in vivo di altri polifenoli come il resveratrolo, le proantocianidine dei semi 

d'uva e la silimarina sono stati esaminati utilizzando modelli animali. Come è stato 

riscontrato per il GTP e EGCG, il trattamento topico o l'assunzione dietetica degli 

GSP e/o della silimarina hanno inibito l'edema indotto dalle radiazioni UVB, 

l'eritema, l'infiltrazione di leucociti infiammatori e l'attività della mieloperossidasi 

nella pelle del topo (Gu, 2004; Gu, 2005; Katiyar, 1997; Mittal, 2003). La silimarina 

ha dimostrato di inibire l'espressione di COX-2 indotta da UVB e successivamente 

la produzione di prostaglandine, in particolar modo PGE2, che sono considerati 

promotori tumorali nella pelle.  

Figura 14 - Polifenoli: le loro fonti e strutture molecolari. 
https://doi.org/10.1007/s00403-009-1001-3. 

 



48 

 

La silimarina ha anche dimostrato di inibire l'espressione dell'ornitina decarbossilasi, 

un enzima richiesto per la biosintesi delle poliammine, che ha un ruolo nella 

promozione del tumore nella pelle esposta ai raggi UVB (Katiyar, 1997). 

L'applicazione topica di resveratrolo prima dell'irradiazione UVB ha determinato una 

significativa inibizione degli aumenti indotti dai raggi UVB dello spessore della pelle 

bi-fold (un marker dello sviluppo di edema), della risposta iperplastica, 

dell’infiltrazione leucocitaria e dell’attività della COX-2 e dell'ornitina decarbossilasi 

nella pelle di topo glabra SKH-1 (Afaq, 2003; Aziz, 2005). Collettivamente, i risultati 

riguardanti gli effetti inibitori di questi polifenoli sulle risposte infiammatorie indotte 

dai raggi UVB hanno rivelato che gli effetti anti-fotocancerogeni dei polifenoli sono 

mediati in parte attraverso i loro effetti antinfiammatori. 

Sulla base delle prove epidemiologiche e degli studi di laboratorio condotti 

utilizzando sistemi in vitro e in vivo, si suggerisce che il consumo di routine o il 

trattamento topico di questi polifenoli possa fornire una protezione efficace contro 

gli effetti nocivi delle radiazioni ultraviolette solari nell'uomo. Inoltre, l'uso di polifenoli 

in combinazione con creme solari o lozioni per la cura della pelle può fornire una 

strategia efficace per mitigare gli effetti delle radiazioni UV che porteranno alla 

protezione della pelle da varie malattie causate da eccessive esposizioni al sole 

(Nichols, 2009). 

Oltre ai composti sopra menzionati, alcune ricerche hanno dimostrato che anche gli 

acidi idrossicinnamici (Stelzner, 2019), polisaccaridi, lignina, acidi fenilpropionici (Li, 

2022), l'osthole (una cumarina naturale), α-bisabololo (un sesquiterpene) (Chen, 

2018), carotenoidi (Morais, 2018) ed oli vegetali (Jeong, 2020; Choi, 2020) hanno 

mostrato significative capacità di protezione UV.    

 

 

5.2      Nigella sativa  

L'uso di piante medicinali in vari disturbi risale ai primi anni dell'evoluzione dell'uomo 

(Dattner, 2003). La Nigella sativa L. è una dicotiledone della famiglia delle 

Ranunculaceae, ovvero una pianta erbacea indigena originaria dell'Asia sud-

occidentale tra cui Iran, India e Pakistan. La pianta cresce fino ad un'altezza 
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massima di circa 40–70 cm ed ha fogliame finemente diviso e fiori blu pallido e 

bianchi (figura 15). Dalle capsule di frutta vengono prodotti molti piccoli semi neri di 

tipo cumino (lunghezza: da 2.5 a 3.5 mm e larghezza: da 1.5 a 2 mm).  

In diverse lingue la pianta è conosciuta con vari nomi, ad esempio, cumino nero, 

seme nero, black-caraway (inglese), Habbah Al-Sauda, seme di benedizione 

(arabo), chernushka (russo), çörek out (turco) e Cyah-daneh in persiano.                       

Per migliaia di anni, i semi di questa pianta sono stati usati come spezia e additivo 

in pane, biscotti e altri piatti in molti paesi asiatici e orientali (Mahfouz, 1960).  

I benefici terapeutici del cumino nero e dei suoi principi attivi sono stati dimostrati in 

molti studi (Latiff, 2014; Kaatabi, 2015; Khader, 2014).                            

I semi di N. sativa contengono varie componenti, tra cui olio volatile giallastro (0,5-

1,6%), un olio fisso (35,6-41,6%), proteine (22.7%), aminoacidi (otto dei nove 

aminoacidi essenziali), 

carboidrati, vitamine e minerali 

(Ramadan, 2007).  

La percentuale di ingredienti 

varia con la distribuzione 

geografica, il tempo di raccolta 

e i metodi di coltivazione 

(Kamal, 2010). In uno studio 

che confronta le varietà 

tunisine e iraniane per i loro 

attributi di qualità, la varietà 

tunisina conteneva 

rispettivamente 8.65; 28.48; 26.7; 4.86 e 40.0% di umidità, olio, proteine, ceneri e 

carboidrati, mentre l'analisi della varietà iraniana ha mostrato 4.08; 40.35; 22.6; 4.41 

e 32.7% dei rispettivi attributi (Cheikh-Rouhou, 2007). 

Il seme di cumino nero è composto da olio fisso (stabile) ed essenziale (volatile) 

responsabile di molti effetti benefici attribuiti alla N. sativa. L'olio fisso contiene 

quantità apprezzabili di acidi grassi insaturi (acido linoleico, oleico e linolenico) e 

acidi grassi saturi in quantità minori (acidi arachidonico ed eicosenoico). L'acido 

Figura 15 - Fiori di Nigella Sativa. 
https://lc.cx/PqCXrp. 
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diomo-γ-lionoleico è un potente antiossidante, che si trova nell'olio fisso dei semi 

(Latiff, 2014; Hadad, 2012).  

Oltre al profilo degli acidi grassi, è costituita anche da notevoli quantità di vitamina 

E (tocoferolo α, β e γ), retinolo (vitamina A), carotenoidi (β-carotene) e timochinone 

(2-isopropil-5-metil-1,4-benzochinone). Le vitamine liposolubili comprendono oltre 

lo 0.2% del contenuto totale di olio. 

Altri ingredienti di N. sativa includono minerali come potassio, fosforo, calcio e ferro, 

in quantità maggiori, così come zinco, magnesio, manganese, selenio e rame in 

quantità minori. Alcaloidi come nigellimina, nigellidina e nigellicina sono presenti 

anche in tracce (Al-Saleh, 2006; Muhammad, 2009; Gad, 1963). Il cumino nero è 

noto per contenere notevoli quantità di fitosteroli, tra cui β-sitosterolo, avenasterolo, 

stigmasterolo, campesterolo e lanosterolo (Atta, 1995; Sultan, 2009; El-Tahir 

Kamal, 2006). Inoltre, l'olio essenziale estratto dal cumino nero è di importanza 

funzionale a causa dei suoi ricchi volatili, come il 18.4-24% di timochinone (TQ), il 

46% di monoterpeni tra cui p-cimene, α-pinene, timolo (THY), ditimochinone (DTQ, 

nigellone) e timoidrochinone (THQ) (Ansari, 1988; Burits, 2000; Singh, 2014) 

(Figura 16). La fotodimerizzazione del timochinone come conseguenza 

dell'esposizione alla luce solare durante la separazione e l'estrazione dei chinoni 

dal seme produce ditimochinone. Tra i componenti isolati dall'olio volatile di N. 

sativa, TQ ha dimostrato di essere il principale ingrediente attivo (Al-Saleh, 2006; 

Ghosheh, 1999). 

N. sativa è stata tradizionalmente utilizzata per il trattamento di una varietà di 

disturbi, malattie e condizioni relative al sistema respiratorio, al tratto digestivo, alla 

funzionalità renale ed epatica, al sistema cardiovascolare e al supporto del sistema 

immunitario, nonché per il benessere generale (Sharma, 2005; Goreja, 2003). 

Alcune ricerche approfondite utilizzando moderne tecniche scientifiche sono state 

condotte da vari ricercatori su N. sativa poiché si ritiene che sia un'erba miracolosa 

in grado di curare molteplici disturbi, per cui negli ultimi decenni sono state studiate 

alcune sue azioni farmacologiche:  
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- Attività ANTIBATTERICA:  

Una chiara inibizione della crescita di Staphylococcus aureus è stata osservata da 

una concentrazione di 300 mg/mL di N. sativa con acqua distillata come controllo. 

Questa inibizione è stata confermata utilizzando il controllo positivo Azitromicina. 

L'inibizione ottenuta è stata maggiore con i semi macinati di N. sativa di Hadramout 

rispetto ai semi macinati di N. sativa dell'Etiopia. L'inibizione positiva può essere 

attribuita ai due importanti principi attivi di N. sativa, TQ e melanina (Bakathir, 

2011). Diversi estratti grezzi di N. sativa sono stati testati per l'efficacia 

antimicrobica contro diversi isolati batterici che comprendevano come 

rappresentanti 16 gram negativi e 6 gram positivi. Questi isolati hanno mostrato 

molteplici resistenze contro gli antibiotici, specialmente quelli gram negativi. Gli 

Figura 16 - Struttura chimica dei principi attivi dell’olio di semi 

di N. sativa L. DOI: 10.1055/s-0035-1557838 
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estratti grezzi di N. sativa hanno mostrato un effetto promettente contro alcuni degli 

organismi in esame e quelli più efficaci erano gli alcaloidi grezzi e gli estratti d'acqua.  

Gli isolati gram negativi sono stati colpiti più di quelli gram positivi (Morsi, 2000).  

L'attività antibatterica di N. sativa contro isolati clinici di Staphylococcus 

aureus resistente alla meticillina è stata studiata nel 2008 da alcuni ricercatori. Tutti 

i ceppi testati di Staphylococcus aureus erano sensibili all'estratto etanolico di N. 

sativa ad una concentrazione di 4 mg/disco con un intervallo MIC di 0.2-0.5 mg/mL 

(Hannan, 2008). Inoltre, è stato dimostrato che i semi di N. sativa possiedono 

un'attività anti-H. pylori, clinicamente utile e paragonabile alla tripla terapia (Salem, 

2010). L'attività antibatterica di TQ e la sua potenza di inibizione del biofilm sono 

state studiate su 11 batteri patogeni umani, in cui TQ ha mostrato una significativa 

attività battericida contro i cocchi Gram positivi in particolar modo, impedendo anche 

l'adesione delle cellule alla superficie dei vetrini (Chaieb, 2011).  

 

- Attività ANTITUMORALE:  

Sono stati studiati gli effetti antitumorali del TQ su vari tipi cellulari ed in diverse 

condizioni, determinandone un’ottima attività antitumorale. Un esempio è quello 

riportato sull’attività del TQ sulle cellule del cancro al seno (MDA-MB-231) e il suo 

potenziale effetto sulla via di attivazione del PPAR-γ, riscontrando che esercitava 

un forte effetto antiproliferativo nelle cellule del cancro al seno e che quando il TQ 

veniva combinato con doxorubicina e 5-fluorouracile, la citotossicità risultava 

aumentata. È stato scoperto che TQ aumenta l'accumulo di cellule in sub-G1 e la 

colorazione positiva dell'annessina-V, indicando l'induzione apoptotica. Inoltre, TQ 

ha attivato le caspasi 8, 9 e 7 in modo dose-dipendente. Anche la migrazione e le 

proprietà invasive delle cellule MDA-MB-231 sono state ridotte in presenza di TQ. 

È interessante notare che TQ è in grado di aumentare l'attività di PPAR-γ e down-

regolare l'espressione dei geni per Bcl-2, Bcl-xL e survivina nelle cellule di cancro 

al seno. Ancora più importante, l'aumento dell'attività di PPAR-γ è stato impedito in 

presenza di inibitore specifico di PPAR-γ e plasmide negativo dominante di PPAR-

γ, suggerendo che TQ può agire come un ligando di PPAR-γ. È stato osservato 

utilizzando l'analisi di docking molecolare, che TQ ha effettivamente formato 

interazioni con 7 residui polari e 6 residui non polari all'interno della tasca del legante 
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di PPAR-γ che sono segnalati come critici per la sua attività. Pertanto, si è concluso 

che il TQ può avere potenziali implicazioni nella prevenzione e nel trattamento del 

cancro al seno e l'effetto antitumorale del TQ può anche essere mediato attraverso 

la modulazione della via di attivazione della PPAR-γ (Woo, 2011).  

In uno studio è stato anche valutato il potenziale chemio-preventivo sulla formazione 

del tumore degli oli grezzi di N. sativa utilizzando un modello di carcinogenesi 

multiorgano, costituito da un trattamento iniziale con cinque diversi agenti 

cancerogeni, seguito dalla somministrazione di 1000 o 4000 mg/L di olio volatile di 

N. sativa nella dieta dei ratti Wister maschi per 30 settimane; l’olio ha ridotto 

significativamente l’incidenza e le dimensioni dei tumori maligni e benigni del colon.  

Il trattamento ha anche ridotto significativamente l'incidenza e la molteplicità dei 

tumori nei polmoni e in diverse parti del canale alimentare, in particolare l'esofago 

e lo stomaco anteriore. (Salim, 2010). Infine, altri studi hanno indicato che TQ 

potrebbe anche essere un agente vantaggioso per la terapia del carcinoma del 

colon-retto a causa dei suoi effetti inibitori sulla proliferazione e migrazione delle 

cellule tumorali (Hsu, 2017).  

 

 

- Attività ANTINFIAMMATORIA ed ANALGESICA:  

L'estratto acquoso di N. sativa è risultato possedere attività antinfiammatorie e 

analgesiche ma non antipiretiche in modelli animali, mentre è stato studiato l'effetto 

antinfiammatorio degli estratti alcolici di semi di N. sativa e del suo callo sulle cellule 

gliali di ratto. Le cellule gliali miste, infiammate dal lipopolisaccaride, sono state 

sottoposte a studi antinfiammatori in presenza di varie quantità di TQ e degli estratti 

alcolici. I risultati hanno confermato che il contenuto di TQ del callo della foglia era 

12 volte superiore a quello misurato nell'estratto di semi. Gli studi sulle cellule gliali 

di ratto hanno rivelato una significativa riduzione della produzione di ossido nitrico 

in presenza di 0.2-1.6 mg/mL di estratto di callo e da 1.25 a 20 μL/mL degli estratti 

di semi (Alemi, 2013). Inoltre, anche l'osteoporosi è stata collegata allo stress 

ossidativo e all'infiammazione. Sono stati condotti studi sugli effetti anti-

osteoporotici di N. sativa e TQ, ed è stato rivelato che N. sativa e TQ hanno 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/colorectal-carcinoma
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/colorectal-carcinoma
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dimostrato di inibire le citochine infiammatorie come l'interleuchina-1 e 6 e il fattore 

di trascrizione nucleare κB (Shuid, 2012).  

 

- Attività IMMUNOMODULATORIA:  

Un gruppo di piante medicinali, tra cui N. sativa, sono stati esaminati per il loro 

effetto immuno-modulatore nei topi BALB/c. Il trattamento (iniezione 

intraperitoneale) con cinque dosi di estratto metanolico è in grado di migliorare la 

conta totale dei globuli bianchi [fino a 1.2×104 celle/mm3]. Anche la cellularità del 

midollo osseo è aumentata significativamente (p<0.01) dopo la somministrazione 

dell'estratto di N. sativa. Il peso della milza dei gruppi trattati è aumentato 

significativamente (p<0.01). Due gruppi di topi sono stati immunodepressi con 

ciclofosfamide; il gruppo pretrattato con gli estratti di N. sativa, ha ripristinato la 

resistenza contro l'infezione letale con la Candida albicans in modo significativo 

(p<0.01). Questi risultati hanno confermato l'attività immunomodulatoria di N. sativa 

e possono avere implicazioni terapeutiche nel trattamento profilattico delle infezioni 

opportunistiche e come trattamento di supporto nei casi oncogeni (Ghonime, 

2010).  

Le proprietà immunomodulanti e citotossiche dell'olio volatile dei semi di N. sativa 

sono state studiate anche in un modello di ratto Long-Evans progettato per 

esaminare l'effetto dei semi di N. sativa su componenti immunitari selezionati. I ratti 

Long-Evans sono stati trattati con un antigene specifico (tifo TH) e con i semi di N. 

sativa; il trattamento con olio di N. sativa ha indotto una diminuzione di circa due 

volte della produzione di anticorpi in risposta alla vaccinazione contro il tifo rispetto 

ai ratti di controllo, oltre ad una significativa diminuzione della conta degli splenociti 

e dei neutrofili, ed un aumento dei linfociti periferici e dei monociti in questi animali. 

Questi risultati hanno indicato che i semi di N. sativa potrebbero essere considerati 

come un potenziale agente citotossico immunosoppressivo (Torres, 2010).  

L'olio di N. sativa sembra essere un promettente agente radioprotettivo naturale 

contro gli effetti immunosoppressivi e ossidativi delle radiazioni ionizzanti. La 

somministrazione orale giornaliera di olio di N. sativa ai ratti prima dell'irradiazione 

gamma dell'intero corpo ha determinato una significativa inversione della riduzione 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3642442/#b6
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dei titoli anticorpali dell'emolisina. Infatti, l'irradiazione ha determinato una 

significativa riduzione dei titoli degli anticorpi dell'emolisina e una reazione di 

ipersensibilità di tipo ritardato dei ratti irradiati, oltre a una significativa leucopenia e 

una significativa diminuzione delle concentrazioni plasmatiche totali di proteine e 

globuline e alla deplezione dei follicoli linfoidi della milza e della ghiandola del timo.  

Inoltre, è stato registrato un aumento significativo della concentrazione di 

malondialdeide con una significativa diminuzione delle attività plasmatiche di 

glutatione perossidasi, catalasi e superossido dismutasi. Tuttavia, la 

somministrazione orale di olio di N. sativa prima dell'irradiazione ha notevolmente 

normalizzato tutti i criteri sopra menzionati, e ha prodotto una significativa 

rigenerazione nei follicoli linfoidi della milza e del timo (Assayed, 2010).  

 

- Attività ANTIOSSIDANTE: 

Una delle principali proprietà di N. sativa è proprio l’attività antiossidante. Lo stress 

ossidativo da radicali liberi è stato implicato nella patogenesi di una serie di malattie 

umane come l'aterosclerosi, il diabete mellito, ipertensione, infiammazione, cancro 

e AIDS (Halliwell, 1989). Poiché i semi di Nigella sono utilizzati per il trattamento 

delle malattie infiammatorie, è stato ragionevole indagare sulla capacità dell'olio 

volatile di agire come scavenger di radicali.  

In una serie di test in vitro, l'olio essenziale ha mostrato attività antiossidante, ha 

agito come idrogeno donatore nel test DPPH ed ha dimostrato di possedere 

proprietà neutralizzanti verso i radicali idrossilici sia nel test di perossidazione 

lipidica non enzimatica sia nel test del desossiribosio. Questo non era ovvio, poiché 

gli antiossidanti che proteggono i lipidi dal danno dei radicali liberi possono in realtà 

accelerare il danno ad altre molecole, come i carboidrati, in determinate condizioni 

(Aruoma, 1996; Gutteridge, 1994; Aruoma, 1997). Inoltre, nei saggi sito-specifici, né 

l'olio essenziale né i composti timochinone, carvacrolo, t-anetolo o 4-terpineolo, che 

contribuiscono all'effetto di radical scavenging della frazione volatile in modo diverso 

e forte, hanno mostrato attività pro-ossidanti (Burits, 2000). 

In precedenza, il TQ, estratto da N. sativa, era stato determinato come 

un'importante sostanza bioattiva in vari disturbi. Uno studio in vivo ha dimostrato 
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che il TQ ostacolava le menomazioni sull'apprendimento e sulla memoria e 

controllava la SOD ippocampale e il perossido lipidico ad un livello normale 

(Fanoudi, 2019).  

Inoltre, in una recente ricerca, è stato scoperto che il TQ, estratto da N. sativa,  ha 

svolto un ruolo inibitorio dello stress ossidativo indotto da UVA, nell'infiammazione 

e nell'apoptosi mitocondriale dei cheratinociti della pelle umana (Junfang, 2021) 

(Figura 17). In relazione a questo studio, è stato recentemente scoperto che il TQ è 

in grado di attenuare la dermatite atopica riducendo i livelli di citochine 

infiammatorie, come IL-4, IL-5 e IFN-, e le cellule immunomodulatorie nel sangue 

(Aslam, 2018). Tuttavia, nello studio precedente, è stato indicato che alte dosi di TQ 

(superiori a 16 μM) risulta essere citotossico sui cheratinociti, per cui la 

concentrazione più efficace del TQ dovrebbe essere esplorata in un ulteriore studio 

(Junfang, 2021). Ancora più importante, è stato esaminato il meccanismo regolatore 

del TQ esercitato sul danno cutaneo indotto da UVA. Prendendo insieme i risultati, 

è stato concluso che il trattamento col TQ ha inibito l'espressione di COX-2 attivando 

la via NrF2/ARE.  

Precedenti studi hanno scoperto che NrF2 è un regolatore chiave dei sistemi di 

difesa inducibili endogeni. In condizioni fisiologiche NRF2 si trova principalmente 

nel citoplasma. Tuttavia, in risposta allo stress ossidativo, NRF2 trasloca nel nucleo 

e si lega a specifici siti di DNA definiti "elementi di risposta antiossidante" (ARE) o 

"elementi di risposta elettrofila" per avviare la trascrizione dei geni citoprotettivi. 

ARE, quindi, è il regolatore centrale della riduzione antiossidante cellulare i cui siti 

di DNA potrebbero essere legati da NrF2. Pertanto, la segnalazione NrF2/ARE è 

legata in modo cruciale all'attività dei geni citoprotettivi nella cellula (Sandberg, 

2014).  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lipid-peroxide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nigella
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/atopic-dermatitis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/skin-defect
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/oxidative-stress
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5.3      Acido Cumarico ed Estere Cumarico 

E’ stato gia’ riportato che l'uso a lungo termine di filtri solari sintetici è stato associato 

a molti effetti collaterali indesiderati che coinvolgono reazioni allergiche, come 

la dermatite fotoallergica da contatto e la soppressione dell'eritema che porta a 

danni alla pelle (Skotarczak, 2015), oppure interferenze con le funzioni ormonali 

(Hayden, 2018). Pertanto, vi è un urgente bisogno di una protezione solare sicura 

ed efficace che serva al duplice scopo di antiossidante e fotoprotettore con una 

tossicità minima.  

In queste circostanze gli acidi polifenolici possono rivelarsi un'alternativa 

interessante ai filtri solari sintetici. Questi sono metaboliti secondari secreti dalle 

piante per la protezione contro le radiazioni UV ed il duro ambiente esterno. Uno di 

Figura 17 - Effetto di TQ sullo stress ossidativo indotto da UVA e 
sull'infiammazione nelle cellule HaCaT. 

https://doi.org/10.1016/j.molimm.2021.03.015. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/contact-dermatitis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/secondary-metabolite
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questi metaboliti secondari è il polifenolo acido-p-cumarico (PCA) che si trova 

abbondantemente in frutta, verdura e cereali (Taofiq, 2017).                                                          

È un potente antiossidante (Masek, 2016; Kiliç, 2013) e possiede un ampio spettro 

di attività farmacologiche, tra cui antiulcera (Panda, 2015), cardioprotettiva (Sunitha, 

2018), anticancro (Sharma, 2018), neuroprotettiva (Kim, 2017), 

antidiabetica (Abdel-Moneim, 2018), epatoprotettiva (Cha, 2018), antibatterica 

(Lou, 2012), ecc. (figura 18).                         

Oltre a queste attività, l’acido-p-cumarico è 

in grado di fornire un’azione protettiva 

contro i danni cutanei indotti dai raggi UV, 

dimostrato in diversi studi. Ciò comprende 

la protezione contro l'eritema e la 

pigmentazione dai raggi UV (Seo, 2010), 

l'inibizione della degenerazione della 

matrice dermica indotta dai raggi UVB nei 

cheratinociti epidermici umani, prevenendo 

così il fotoinvecchiamento (Seok, 2015), l'inibizione del danno ossidativo indotto dai 

raggi UVB nell'occhio di coniglio (Lodovici, 2009), l'inibizione della melanogenesi 

nei melanociti epidermici umani sottoposti a radiazioni UVB (An, 2010) e l'attività 

antinfiammatoria sulla pelle di topi sottoposti a radiazioni UVB (Song, 2012). 

In uno studio è stato dimostrato che la PCA è una potente fitomolecola con proprietà 

protettive contro i raggi UVA e può essere utilizzato come protettivo solare a base 

di erbe. Tuttavia, il principale svantaggio di questa fitomolecola è la sua incapacità 

di permeare negli strati più profondi della pelle per un periodo di tempo più lungo, 

dove gli UVA esercitano il loro effetto deleterio. Questo problema è stato affrontato 

complessando l'APC con un fosfolipide.  

La PCAPC (APC complessata col fosfolipide) ha migliorato la liposolubilità della 

PCA di 8.1 volte e la solubilità acquosa di 3.6 volte. Il complesso preparato (PCAPC) 

è stato incorporato in un gel per studiare l'effetto sulla permeabilità cutanea e sul 

potenziale fotoprotettivo del PCA. Le proprietà fisico-chimiche del gel (pH, reologia, 

capacità di diffusione, fattore di occlusione, ecc.) erano ideali per l'applicazione 

topica, inoltre, la protezione SPF ed UVA in vitro e il test effettuato mediante l’utilizzo 

Figura 18 - Struttura chimica 
dell’Acido-p-cumarico. 
https://lc.cx/4fgemJ. 
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del gel, hanno indicato l’efficacia della formulazione nel bloccare i raggi UV, avendo 

un elevato valore SPF di 35.5 ± 0.23 e un valore UVA-PF di 16.2 ± 0.35. Il potenziale 

di permeazione cutanea dell'APC è stato significativamente aumentato di quasi sei 

volte quando è stato somministrato come PCAPC-GE. Ciò è stato confermato dallo 

studio del deposito cutaneo e dall'analisi dematocinetica. Quando è stata valutata 

in vivo nella pelle di ratto irradiata con raggi UVA, la PCAPC-GE è risultata in grado 

di migliorare significativamente i livelli degli enzimi antiossidanti della pelle, 

indicando un aumento del potenziale fotoprotettivo della PCA. I risultati 

suggeriscono che la PCAPC-GE può rivelarsi un'alternativa efficace alle 

formulazioni sintetiche a base di filtri solari. Questa tecnica può essere ulteriormente 

esplorata per migliorare la permeabilità cutanea e il potenziale fotoprotettivo di altre 

fitomolecole terapeuticamente potenti (Biswas, 2021), come ad esempio il derivato 

dell’acido-p-cumarico, l’estere cumarico C10.  
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CAPITOLO 6 

MATERIALI E METODI 

 

6.1      Materiali e sintesi chimica dell’Estere cumarico  
Per questo lavoro di tesi, i composti in emulsione di olio di Nigella sativa, contenenti 

Acido cumarico ed un suo derivato, Estere cumarico (figura 19), sono stati preparati 

e forniti dalla Professoressa Gabbianelli Rosita, dell’unità di Biologia Molecolare e 

Nutrigenomica della Facoltà di Farmacia, Università di Camerino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

L’acido p-cumarico (purezza ≥98%) è stato acquistato da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

Missouri, USA), mentre l'olio di Nigella ricavato dai semi di cumino nero (Nigella 

sativa L.) è stato prodotto dall'azienda Tre Ponti Snr (Polverigi, AN, Italia).  

Invece, per la sintesi chimica dell'Estere cumarico, sono stati utilizzati 2 g di acido 

cumarico dispersi in toluene anidro (40 mL), a cui poi è stato aggiunto 1-decanolo 

(rapporto molare 1:1,1) seguito da acido p-toluensolfonico (rapporto molare 1:1,2), 

e la miscela di reazione è stata fatta rifluire per 4 h utilizzando un apparato Dean-

Stark (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA). Successivamente, il solvente 

organico è stato rimosso sottovuoto e l'acido p-toluensolfonico è stato estratto con 

Na2CO3 dal prodotto grezzo disciolto in acetato di etile. I prodotti grezzi sono stati 

purificati attraverso una colonna cromatografica utilizzando una miscela di 

cicloesano/etilacetato 80:20 come eluente. I composti finali erano sotto forma di oli 

Figura 19 - Struttura chimica del derivato estere C10 sintetizzato 
dall’Acido cumarico. Perinelli, 2022 
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e le loro strutture chimiche sono state confermate mediante spettroscopia 1H-NMR 

(spettrometro Varian EM-400 MHz, Palo Alto, CA, USA). 

Un totale del 5% (p/p) di olio di Nigella è stato aggiunto a goccia ad una soluzione 

di polisorbato 80 all'1% (p/p) sotto agitazione ad alta velocità (Ultraturrax T25 basic, 

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germania) e omogeneizzato a 9500 rpm per 

cinque minuti a temperatura ambiente. Per le emulsioni caricate, l'acido cumarico è 

stato sciolto in acqua e il cumarico C10-estere è stato sciolto in olio di Nigella 

(Perinelli, 2022), così da avere una concentrazione finale di entrambi i composti 

nell'emulsione di 0.5 M. La formazione di un'emulsione è stata valutata mediante 

osservazione con un ingrandimento 10× attraverso un microscopio ottico (MT9000, 

Meiji Techno Co Ltd., Miyoshi, Giappone) dotato di una fotocamera CMOS da 3 

megapixel (Invenio 3S, DeltaPix, Smorum, Danimarca). La distribuzione delle 

dimensioni delle gocce delle emulsioni è stata determinata mediante l'analisi delle 

immagini utilizzando il software Image-Pro Plus 5.1 (Media Cybernetics, Inc., 

Rockville, MD, USA). Sono state analizzate tre immagini per ogni campione e sono 

state misurate automaticamente almeno 6000 gocce dopo aver applicato alle 

immagini il filtro Hi-Gauss. Dopo la preparazione, le emulsioni sono state conservate 

in fiale ben chiuse a temperatura ambiente e al riparo dalla luce (Perinelli, 2022).  

 

 

6.2      Preparazione della coltura cellulare  

Per testare l’effetto fotoprotettivo ed antiossidante dei composti in emulsione, sono 

stati utilizzati fibroblasti di derma umano (Human Dermal Fibroblasts, HuDe) (figura 

18) coltivati in terreno MEM (Minimal Essential Medium) complementato con il 10% 

di Siero fetale bovino (FBS), 1% di Penicillina/Streptomicina e 1% di Glutammina 

stabile. Molto importante è l’aggiunta dell’1% di Penicillina/Streptomicina al terreno 

di coltura per evitare la contaminazione di batteri, lieviti e funghi, della coltura 

cellulare, infatti, oltre a questo accorgimento, viene mantenuta la sterilità, 

disinfettando accuratamente ogni materiale con alcool al 70% ed utilizzando 

l’autoclave per sterilizzare tutti gli strumenti da adoperare sotto cappa a flusso 

laminare. 
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Le cellule venivano prima coltivate in fiasche T-25 con circa 7 mL di MEM e fatte 

crescere a 37 °C in un incubatore con atmosfera umidificata al 5% di CO₂. Il terreno 

veniva preriscaldato a 37 °C in un bagnetto termostato e veniva utilizzato ogni due 

o tre giorni per cambiare il terreno esausto nella fiasca, finché la coltura cellulare 

non arrivava ad una confluenza di circa il 70-80 %. A questa confluenza, le cellule 

venivano staccata con circa 1 mL di Tripsina. Essendo la Tripsina un enzima 

proteolitico che va a degradare le glicoproteine di membrana responsabili 

dell’adesione, per evitare un grave danno a livello cellulare, l’azione della Tripsina 

veniva poi bloccata, una volta che le cellule si erano staccate, aggiungendo un 

volume doppio di MEM. Le cellule venivano poi contate con una camera di Burker 

o con un contacellule automatico (Invitrogen-Countess 3), ed una volta raggiunta la 

concentrazione adatta, venivano seminate in fiasche T-75 con volume maggiore per 

la coltura di mantenimento, oppure in piastre multiwell per effettuare gli esperimenti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Fibroblasti appena seminati in sospensione (figura a sinistra) e dopo 
qualche ora nel loro tipico aspetto fusiforme (figura a destra). 
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6.3      Preparazione dei campioni 

Partendo da uno stock 0.5 M dei tre diversi composti, Nigella sativa, Acido cumarico 

ed Estere cumarico (Figura 21), è stata effettuata una diluizione 1:10 con il MEM al 

10% di FBS, per ottenere una concentrazione di 0.05 M. Successivamente, da 

questa diluizione sono state allestite ulteriori diluizioni scalari, fino ad arrivare ad 

ottenere tre diverse concentrazioni dei composti: 500 µM, 50 µM e 5 µM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4      Saggio di vitalità cellulare  

Negli ultimi tre decenni, sono stati sviluppati diversi saggi di vitalità cellulare basati 

sulla resazurina per valutare la vitalità cellulare, i più noti dei quali sono AlamarBlue, 

CellTiter-Blue e PrestoBlue (PB) (Shenoy, 2017; Xu, 2015). Hanno guadagnato 

grande popolarità grazie alla loro elevata sensibilità, sicurezza, semplicità e 

flessibilità in termini di metodo di misurazione. Un ulteriore vantaggio è che possono 

essere applicati allo studio di cellule di mammiferi, batteri, piante e pesci (Byth, 

2001; Galbis-Martinez, 2018; Kim, 2018; O’Brien, 2000). Questi test misurano la 

capacità delle cellule metabolicamente attive di ridurre enzimaticamente 

la resazurina a resorufina (Figura 22). 

 

 

 

 

Figura 21 - Stock 0.5 M dei tre 
composti: Nigella sativa (bianco), Acido 

cumarico ed Estere cumarico. 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/resazurin
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Per testare l’eventuale citotossicità dei composti utilizzati, quindi per scegliere la 

concentrazione adatta e successivamente anche per determinare il tempo di 

irraggiamento con UVA, è stato effettuato il saggio di vitalità cellulare utilizzando il 

reattivo PrestoBlue. Il reagente PrestoBlue è sul mercato da meno tempo di 

AlamarBlue o CellTiter-Blue, cioè dal 2011 circa, e da allora ha rapidamente 

guadagnato popolarità. È atossico, permea le cellule ed è stabile per molti mesi a 

temperatura ambiente se protetto dalla luce.  

Il reagente PB è altamente sensibile, in grado di rilevare anche solo 10 cellule di 

mammifero (test eseguiti su linea cellulare Jurkat) in un singolo pozzetto di una 

piastra da 384 pozzetti. Inoltre, questo saggio consente di rilevare la vitalità cellulare 

in soli 10 min dopo l'aggiunta del reagente, il che gli conferisce un vantaggio rispetto 

ad altri saggi basati sulla resazurina disponibili in commercio che richiedono 

un'incubazione con cellule da 1 a 4 ore.  

Figura 22 - Riduzione della resazurina e formazione del prodotto resofurina. 
DOI: 10.1002/cptx.1. 

http://dx.doi.org/10.1002/cptx.1
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Il test PrestoBlue viene utilizzato per valutare gli effetti citotossici dei farmaci 

(Ayyagari, 2017; Hadjicharalambous, 2016), nuove molecole con attività 

biologiche mirate (Ivanenkov, 2019; Varbanov, 2017), sostanze chimiche (Emter, 

2015; Popova, 2017), composti naturali (Onur, 2013; Oosthuizen, 2017), agenti 

fotosensibilizzanti (Dobos, 2019), percolati del suolo (Sljivic Husejnovic, 2018) o 

aromi di sigaretta elettronica (Willershausen, 2014). Sorprendentemente, questo 

test viene spesso utilizzato anche per determinare la biocompatibilità di vari 

biomateriali, che è di grande importanza nello sviluppo dell'ingegneria tissutale (Li, 

2020; Nayak, 2022; Vidovic Zdrilic, 2017) e sistemi di drug delivery (Suhrland, 

2019; Toman, 2015). 

Quindi, il PrestoBlue è una soluzione a base di Resazurina che funziona come 

indicatore di vitalità cellulare sfruttando il potere riducente delle cellule vive, per 

misurarne quantitativamente la proliferazione. Il reattivo contiene al suo interno un 

composto permeabile alle cellule di colore blu non fluorescente, che viene 

modificato dall’ambiente riducente cellulare facendolo diventare di colore rosso e 

molto fluorescente. Questo cambiamento viene valutato dopo il trattamento, 

utilizzando misure di fluorescenza o di assorbanza.  

Quindi, per testare la vitalità cellulare, in seguito al trattamento con diverse 

concentrazioni dei tre composti, circa 7000 cellule sono state seminate, intorno al 

9° passaggio cellulare, in piastre 96-well. Dopo qualche giorno, una volta che le 

cellule sono arrivate alla confluenza adatta, sono state trattate con 100 µL delle 

diverse concentrazioni dei composti, viste precedentemente ed incubate a 37 °C 

per 24 h.  Dopo l’incubazione, le cellule sono state trattate con 90 µL di MEM a cui 

sono stati aggiunti 10 µL di PrestoBlue per ottenerne una concentrazione del 10%, 

così da poter scegliere la concentrazione ottimale e non citotossica dei tre composti.  

Dopo un’incubazione di 10 min a 37 °C col PB, la piastra è stata posizionata nello 

spettrofotometro, ed è stata effettuata una lettura in fluorescenza, settando i 

parametri di eccitazione/emissione massima a 535-560/590-615. Successivamente 

la piastra è stata di nuovo inserita nell’incubatore fino ad un tempo di 2 ore, per poi 

essere di nuovo letta allo spettrofotometro a 570 nm per ottenere i risultati di vitalità 

cellulare.  

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biological-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biological-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/photosensitizer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/photosensitizer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biocompatibility
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biocompatibility
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/drug-delivery-system
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Lo stesso saggio è stato utilizzato anche per effettuare il time course, ovvero, il 

tempo di irraggiamento con raggi UVA adatto per osservare un danno a livello 

cellulare. In tal caso, dopo aver rimosso il mezzo di coltura cellulare, le cellule sono 

state prima lavate con PBS e poi irraggiate in presenza di 100 µL PBS a diversi 

tempi precedentemente scelti (5’, 10’, 15’ 20’). Dopo irraggiamento, le cellule sono 

state trattate con 90 µL di MEM e 10 µL di PrestoBlue, ed anche in questo caso 

dopo un’incubazione di 10 min e successivamente di 2 ore è stata misurata la 

fluorescenza a 570 nm allo spettrofotometro.  

Infine, il saggio del PrestoBlu è stato effettuato per determinare la vitalità cellulare 

in seguito all’irraggiamento al tempo precedentemente scelto col time course ed al 

pretrattamento di un’ora e post trattamento di 1h e 24h con la concentrazione scelta 

dei tre composti. Quindi, dopo aver precedentemente seminato le cellule nella 96-

well, una volta arrivate alla confluenza adatta, esse sono state incubate a 37 °C per 

un’ora con i tre composti alla concentrazione scelta. Successivamente, dopo aver 

rimosso il mezzo di coltura con i composti, è stato effettuato un lavaggio in PBS di 

tutti i pozzetti, poi in metà piastra è stato aggiunto solo il terreno di coltura (MEM), 

mentre l’altra metà è stata trattata col PrestoBlue diluito nel MEM e messa ad 

incubare 10 min a 37 °C, per osservare la vitalità in seguito al trattamento con la 

concentrazione scelta dei tre composti. Dopo la lettura allo spettrofotometro per 

micropiastre, tutti i pozzetti sono stati lavati e trattati col PBS per l’irraggiamento 

UVA al tempo scelto. Dopo l’irraggiamento, di nuovo tutti i pozzetti sono stati trattati 

con 90 µL di MEM e 10 µL di PrestoBlue. Infine, in seguito ai 10 min di incubazione 

a 37 °C è stata eseguita la lettura allo spettrofotometro per osservare la vitalità 

cellulare in tali condizioni.  

Per quanto riguarda la determinazione della vitalità cellulare in seguito ad un post 

trattamento di 1 h e 24 h, il procedimento è il medesimo, con la differenza che 

l’irraggiamento con gli UVA avviene prima del trattamento con i composti.  
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6.5      Saggio del Mitosox RED mediante citofluorimetro a flusso 

La fluorescenza è l'emissione di luce che si verifica entro nanosecondi dopo 

l'assorbimento di luce (cioè l'eccitazione) che è tipicamente di lunghezza d'onda 

inferiore rispetto a quella di emissione (Lichtman, 2005). La lunghezza d'onda 

massima di emissione è indicata come λem e la lunghezza d'onda massima di 

eccitazione come λex, i cui valori variano a seconda delle molecole fluorescenti e 

servono come base per rilevare le sostanze fluorescenti.  

La fluorescenza può essere rilevata mediante spettrofotometria a fluorescenza 

(nota anche come fluorometria), visualizzata mediante microscopia a fluorescenza 

(cioè imaging a fluorescenza) o forse più comunemente mediante citometria a 

flusso, la quale è diventata una delle tecniche più utilizzate nella ricerca biomedica.  

Indipendentemente dagli strumenti utilizzati, le tecniche prevedono l'uso di un fascio 

di luce (ultravioletta o visibile) che eccita le molecole fluorescenti e le induce ad 

emettere luce di energia inferiore, tipicamente, ma non necessariamente, luce 

visibile.  

Per rilevare i ROS con metodi basati sulla fluorescenza, una sonda di rilevamento 

basata sulla fluorescenza viene incubata con il sistema che genera ROS (ad 

esempio, enzimi, cellule, tessuti) e la fluorescenza del prodotto della reazione viene 

rilevata per determinare le quantità relative di ROS. In generale, la maggior parte 

delle sonde disponibili per la rilevazione dei ROS basate sulla fluorescenza sono 

non fluorescenti o debolmente fluorescenti, ma producono prodotti fluorescenti 

quando reagiscono con i ROS. Le sonde basate sulla fluorescenza consentono di 

rilevare i ROS con una sensibilità molto più elevata rispetto ad altre tecniche come 

la spettrofotometria ultravioletta/visibile (UV/Vis). Inoltre, l'imaging basato sulla 

microscopia a fluorescenza consente di visualizzare in situ la formazione di ROS 

nelle cellule o nei tessuti, mentre la misurazione basata sulla citometria a flusso 

fornisce informazioni dinamiche sulle popolazioni cellulari. La limitata selettività per 

le diverse specie reattive è spesso uno dei principali svantaggi delle tecniche basate 

sulla fluorescenza nel rilevare la produzione di ROS nei sistemi biologici. Tuttavia, 

se utilizzata in modo appropriato e soprattutto se combinata con altri saggi, la 
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citometria a flusso basata sulla fluorescenza può fornire importanti informazioni 

sulla formazione di ROS. 

Il diidroetidio, chiamato anche idroetidina (HE) (Figura 23), può essere ossidato da 

specie reattive, tra cui il superossido, in etidio che successivamente si lega al DNA 

per produrre fluorescenza. Più recentemente, è stato sintetizzato e reso disponibile 

in commercio un derivato del diidroetidio con una parte cationica di trifenilfosfonio, 

comunemente noto come MitoSOX Red o Mito-HE, o più frequentemente chiamato 

MitoSOX (Thermo Fisher, Waltham, MA USA). Questa sonda con carica positiva si 

accumula rapidamente nei mitocondri e può essere utilizzata per rilevare la 

produzione di superossido/ROS all'interno dei mitocondri mediante fluorometria, 

microscopia o citometria a flusso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In effetti, la misurazione dell'intensità di fluorescenza derivata da MitoSOX, quando 

la sonda è utilizzata a concentrazioni appropriate, riflette i livelli di ROS totali 

mitocondriali (Kauffman, 2016). 

La citofluorimetria a flusso è una metodica che consente la misurazione e la 

caratterizzazione multiparametrica di cellule in sospensione all’interno di un fluido 

di trasporto. Attraverso questa analisi è possibile ottenere informazioni sulle 

proprietà fisiche e/o biochimiche di ogni singola cellula presente nella sospensione. 

L’incontro tra il raggio di luce emesso da un laser e le cellule presenti nel flusso 

genera dei segnali legati alle caratteristiche fisiche della cellula e alla presenza di 

molecole fluorescenti. I segnali sono raccolti da un sistema di lenti, specchi e filtri 

Figura 23 - Struttura di HE e Mito-HE. Kauffman, 2016 
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ottici, e inviati ai rispettivi sensori (fotodiodi e fotomoltiplicatori) che ne misurano 

l’intensità. I segnali elettrici provenienti da ogni sensore, opportunamente amplificati 

e digitalizzati, sono inviati ad un analizzatore di dati che provvede alla loro 

visualizzazione su monitor, rappresentazione grafica, e definizione statistica. 

L’analisi citofluorimetrica consente quindi di ottenere informazioni sulle 

caratteristiche cellulari relative al volume, dimensioni, indici di rifrazione, viscosità, 

e di analizzare l’espressione di markers presenti sulla superficie cellulare e di 

proteine/fattori solubili a livello intracellulare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per il seguente lavoro è stato utilizzato il citofluorimetro a flusso Guava Easycite 

5HT (Merck Millipore) composto da due raggi laser eccitanti: uno con emissione nel 

blu a 488 nm e l’altro con emissione del rosso a 642 nm (Figura 24). Il sistema 

comprende un microcapillare, attraverso il quale si crea un flusso laminare in cui si 

muovono le cellule, che vengono eccitate dai raggi laser ed emettono un segnale 

catturato da fotomoltiplicatori e fotorilevatori che lo trasformano in segnale digitale, 

fornendo quindi dati su caratteristiche, distribuzione e morfologia delle cellule. Il 

segnale fluorescente emesso dalle cellule è determinato dall’utilizzo di una sonda, 

in questo caso del MitoSOX, che è però sensibile alla luce ed è soggetta ad 

autossidazione, e quindi può compromettere l’accuratezza del rilevamento del 

radicale superossido; perciò, tali esperimenti vanno eseguiti al buio.  

Figura 24 - Citofluorimetro a flusso Guava 
Easycite 5HT (Merck Millipore). 
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Quindi, per determinare l’effetto antiossidante dei tre composti in esame è stata 

utilizzata la sonda MitoSOX mediante citofluorimetro a flusso, eseguendo sia un 

pre-trattamento che un post-trattamento.   

Nel caso del pre-trattamento, i campioni alla concentrazione precedentemente 

scelta venivano utilizzati per trattare cellule seminate in piastre 24-well o 48-well, 

prima dell’irraggiamento UVA mentre nel caso del post-trattamento, le cellule 

venivano prima irraggiate e poi trattate con i campioni. L’irraggiamento UVA veniva 

effettuato mediante una lampada solare commerciale Philips Original Home 

Solarium (modello 80 406/A; Philips, Groningen, Olanda, dotata di bulbo Philips 

HPA, Uv tipo 3) erogante un flusso di 45 mW/cm2 tra 300 e 400 nm (figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le cellule, quindi, dopo il pre-trattamento o prima del post-trattamento coi composti, 

venivano lavate con PBS. Per l’irraggiamento molto importante era porre attenzione 

a coprire accuratamente i pozzetti della piastra contenenti le cellule del controllo 

negativo (senza UVA) mediante appositi cartoncini, in modo tale da avere un reale 

Figura 25 - Posizionamento della lampada 
UVA per irraggiare la piastra sottostante, 

protetta da una lastra di quarzo e 
dall’utilizzo di ghiaccio per evitare il 

surriscaldamento dei campioni. 
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controllo negativo che non fosse soggetto ad esposizione ai raggi UVA. Dopo 

l’irraggiamento al tempo precedentemente scelto, le cellule venivano incubate 15 

min con la sonda MitoSOX, precedentemente diluita 1:1000 in mezzo MEM all’1% 

di FBS, poi venivano di nuovo lavate con PBS e successivamente staccate 

utilizzando la tripsina (incubazione a 37 °C per 5 min). Infine, dopo aver posto le 

cellule staccate nelle relative eppendorf contrasegnate, si procedeva con una 

centrifuga a 600 g per 5 min a 4 °C, poi si eliminava il surnatante e si risospendeva 

il pellet in 200 µL di PBS per l’analisi al citofluorimetro.  

I parametri di acquisizione relativi alla sensibilità dei fotomoltiplicatori per ciascun 

canale erano: FSC (Forward scatter) 21.5; SSC (Side scatter) 5.19; GRN (Green 

fluorescence) 4.56; YEL (Yellow fluorescence) 10.8; RED (Red fluorescence) 24.7.  

I risultati vengono visualizzati in diversi grafici in cui è possibile determinare una 

serie di variabili, come ad esempio la dimensione della cellula o la percentuale di 

produzione degli High ROS. Nel grafico in figura 26, è rappresentata la distribuzione 

delle “single cells” lungo la diagonale, determinata dal passaggio delle cellule 

attraverso il laser, che genera un segnale di Forward Scatter, che indica l’area e la 

dimensione della cellula e permette di distinguere le cellule singole che ci 

interessano, dai doppietti cellulari.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Grafico di densità dell'altezza di dispersione in avanti (FSC-
H) rispetto all'area di dispersione in avanti (FSC-A) che permette di 

distinguere le single cells dai doppietti cellulari. 
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Mentre nella figura 27 è possibile osservare il segnale determinato dal Forward 

Scatter, che consente di rilevare la dimensione della cellula, e quello del Side 

Scatter, indice invece della complessità della cellula.  Quindi ogni puntino indica un 

singolo evento, ovvero una singola cellula, ed in base a dove si localizzano, siamo 

in grado di definire quale la nostra popolazione.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 - Grafico di densità dell'altezza di dispersione in avanti 
(FSC-H) rispetto all’altezza di dispersione laterale (SSC-H). 

Figura 28 - Confronto in emissione di fluorescenza tra il controllo 
non irraggiato (in blu) e il controllo irraggiato (in rosso). 
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Infine, nel grafico della figura 28 è rappresentata la percentuale di High ROS 

mitocondriali prodotti dalla cellula in base all’emissione di fluorescenza. Sull’asse 

delle ascisse si trova l’intensità dell’emissione di fluorescenza, mentre sull’asse 

delle ordinate il numero di cellule che emette tale fluorescenza.  

Riguardo il post-trattamento è stato necessario eseguire un esperimento di 

Recovery per determinare il tempo post-irraggiamento in cui effettuare l’analisi al 

citofluorimetro. In questo caso è importante scegliere un tempo, diverso dal tempo 

zero (T0) ovvero subito dopo irraggiamento, in cui sia ancora riscontrabile una 

differenza in termini di produzione di ROS tra il controllo negativo e quello positivo 

(sottoposto ad irraggiamento), in modo da poter rilevare un possibile effetto 

protettivo da parte dei composti in questione. Quindi in questo caso, le cellule 

vengono seminate in piastre 24-well ed una volta arrivate a confluenza vengono 

lavate con PBS ed irraggiate in PBS al tempo scelto. Dopo l’irraggiamento vengono 

suddivisi i pozzetti in base ai tempi scelti per il Recovery (2 h, 4 h, 8 h e 24 h) e ad 

ogni tempo, le cellule vengono trattate con la sonda MitoSOX RED come 

precedentemente descritto prima dell’analisi al citofluorimetro. I risultati vengono 

analizzati così da poter vedere ad ogni tempo di recupero, la percentuale di ROS 

mitocondriali prodotti dalle cellule, e scegliere il tempo adatto per effettuare il post-

trattamento con i composti. 

 

 

6.6      Saggio della DCF mediante citofluorimetro a flusso 

Strutturalmente DCFH2-DA, DCFH2 e DCF sono molto simili ad altre sonde 

fluorescenti, come la fluoresceina e la diidrorodamina (DHR) (Figura 29). Allo stato 

nativo, sia il DCFH2-DA che il DCFH2 non sono fluorescenti e sono incolori, mentre 

il DCF giallo mostra una fluorescenza intensa all'eccitazione, con una lunghezza 

d'onda di circa 485-500 nm, ed emette ad una lunghezza d'onda di circa 515-530 

nm. In metanolo e in soluzione acquosa, il massimo assorbimento UV del DCFH2-

DA è rispettivamente di 256 nm e 320 nm (Afri, 2004; Loetchutinat, 2005), mentre 

per il DCFH2 è circa 30 nm più alto, a 270-285 nm (Afri, 2004; Possel, 1997).  
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Il picco di assorbimento del DCF è a 488-503 nm in tampone fosfato (pH 7.2 e 6.8) 

(Brandt, 1965; Loetchutinat, 2005; Possel, 1997) con un coefficiente di estinzione a 

500 nm di 59 500 M-1cm-1 (Ischiropoulos, 1999). 

 

 

Il DCF esiste in due forme tautomeriche, a seconda del pH (Figura 30). In condizioni 

di base, la forma dominante è la forma aperta (3b), che è completamente coniugata 

attraverso il sistema triciclico e che possiede un assorbimento massimo distintivo a 

500 nm. In condizioni neutre o acide, si verifica la chiusura dell'anello e viene 

generata la forma lattonica (3a); questa forma non è completamente coniugata e 

manca di qualsiasi assorbimento UV o fluorescenza tipici (Afri, 2004). 

 

 

 

 

Figura 29 - Struttura chimica della fluoresceina, HKGreen-1, DCFH2-DA e 
DHR. 
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Il meccanismo d'azione del DCFH2-DA/DCFH2 come sonda ROS è semplice ed è 

descritto schematicamente nella figura 31. Il DCFH2-DA, lipofilo non fluorescente, 

diffonde ed attraversa la membrana cellulare; sotto l'azione di esterasi intracellulari, 

il DCFH2-DA deacetila per formare il DCFH2, anch'esso non fluorescente ma ora 

impermeabile alla membrana. Infine, il DCFH2 reagisce con i ROS intracellulari per 

dare il composto fluorescente DCF (Brandt, 1965; Rosenkranz, 1992; Rota, 1999). 

 

 

 

 

 

Figura 30 - Forme tautomeriche del DCF. DOI:10.3109/10715761003709802 

http://dx.doi.org/10.3109/10715761003709802
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Nel caso del saggio della DCF, per determinare l’effetto antiossidante dei tre 

composti, è stato effettuato un pretrattamento dei fibroblasti di 3 ore con i tre 

composti con la concentrazione scelta, volendo testare un tempo di incubazione 

intermedio e facendo riferimento a studi in cui è stato utilizzato tale tempo di 

pretrattamento (Wani, 2021). Successivamente, è stato effettuato un lavaggio in 

PBS e poi irraggiati con UVA in PBS al tempo scelto. Al termine dell’irraggiamento, 

le cellule sono state incubate con la sonda DCF precedentemente preparata 

utilizzando DMSO e diluita 1:1000 nel MEM all’1% di FBS, per 15 min a 37 °C. Dopo 

l’incubazione, le cellule sono state staccate con la tripsina a 37 °C per 5 min, 

stemperando poi la tripsina col doppio volume di MEM all’1% FBS. Una volta 

staccate, le cellule sono state centrifugate a 600 g per 5 min a 4 °C, prelevando poi 

il surnatante e risospendendo il pellet nella soluzione ViaCount, precedentemente 

diluita 1:5 in PBS. Infine, i campioni nelle eppendorf sono stati letti al citofluorimetro 

a flusso, in cui attraverso i diversi grafici è stato possibile distinguere le cellule vive, 

apoptotiche e morte, e determinare la percentuale di ROS intracellulari.  

Figura 31 - Il meccanismo di formazione generalmente 
accettato di DCF nelle cellule. 
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Infatti, nella figura 32 possiamo notare la distinzione nella distribuzione delle cellule 

vive, morte ed apoptotiche nei diversi quadranti del grafico, in base all’emissione di 

fluorescenza nel giallo e nel rosso. Le cellule vive le vediamo localizzate nel 

quadrante in basso a sinistra, le cellule che si dispongono verso l’alto sono quelle 

morte ed infine le cellule apoptotiche le vediamo distribuite nel quadrante in basso 

a destra (Figura 32). 

 

 

 

Infine, anche con il saggio DCF-ViaCount si riesce a determinare la percentuale di 

High ROS intracellulari, settando l’emissione di fluorescenza del controllo negativo 

intorno a 102 (mostrato in blu nella foto). Sull’asse delle ascisse si trova l’intensità 

dell’emissione di fluorescenza, mentre sull’asse delle ordinate il numero di cellule 

che emette tale fluorescenza (Figura 33). 

Cellule 
vive 

Cellule morte 

Cellule apoptotiche 

Figura 32 - Grafico della distribuzione delle cellule vive, morte 
ed apoptotiche in base all’emissione di fluorescenza. 
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Figura 33 - Confronto in emissione di fluorescenza tra il controllo non irraggiato 
(in blu) e il controllo irraggiato (in rosso). 
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CAPITOLO 7 

RISULTATI 

 

7.1      Valutazione della citotossicità dei composti 

Come già detto nel paragrafo… per valutare la citotossicità dei composti è stato 

effettuato il saggio di vitalità cellulare PrestoBlue. 

Dopo aver seminato e trattato le cellule col PrestoBlue, e dopo aver letto i risultati 

(figura xx), sono state determinate le medie delle assorbanze alle diverse 

concentrazioni ed è stata applicata la formula della vitalità:  

 

[1-(Acam-Ac/Acam)]x100 

 

dove “Acam” indica la media delle assorbanze dei campioni ad una data 

concentrazione, mentre “Ac” indica la media delle assorbanze del controllo (MEM in 

assenza di campioni).  

Quindi osservando i valori di vitalità cellulare in seguito al trattamento con le varie 

concentrazioni dei campioni, si deduce che le cellule trattate con la concentrazione 

maggiore utilizzata, ovvero 500 µM, mostravano una bassa vitalità, mentre le cellule 

trattate con la concentrazione intermedia, ovvero 50 µM, mostravano una buona 

vitalità, similmente alle concentrazioni minori, di 25 µM e 5 µM.  Per cui, 

considerando che l’effetto dei campioni alle concentrazioni di 50 µM, 25 µM e 5 µM, 

era molto simile, è stata scelta la concentrazione maggiore, ovvero 50 µM, per 

permettere ai composti di generare un eventuale effetto protettivo maggiore (figura 

34).  
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7.2      Valutazione della vitalità cellulare dopo irraggiamento UVA 

La scelta del tempo di irraggiamento UVA è stata effettuata valutando la vitalità 

cellulare col saggio del PrestoBlue. In questo caso le cellule sono state sottoposte 

ad irraggiamento per diversi tempi, ovvero 5’, 10’, 15’ e 20’. A seguito di ciò, le cellule 

sono state incubate per 10’ col PrestoBlue ed è stata effettuata la lettura in 

fluorescenza allo spettrofotometro. I risultati ci hanno permesso di scegliere due 

tempistiche da testare, ovvero 15’ e un tempo intermedio di 12’, in cui si aveva circa 

un 80% di vitalità cellulare (Figura 35). 
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Figura 34 - Percentuale di vitalità cellulare relativa al controllo ed alle cellule 
trattate con le diverse concentrazioni dei tre composti in esame: Acido cumarico 

(AC), Estere cumarico (EC), Nigella Sativa (NS). 



81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.3   Valutazione della vitalità cellulare in seguito al pretrattamento con 

i composti prima dell’irraggiamento UVA 

Dopo aver scelto le condizioni sperimentali adatte, è stato effettuato un saggio di 

vitalità cellulare col PrestoBlue per determinare l’effetto dell’irraggiamento UVA di 

12’ e 15’, preceduto dal trattamento con la concentrazione 50 µM dei tre composti.  

In questo caso il test di vitalità col PrestoBlue è stato ripetuto due volte, sia prima 

dell’irraggiamento sia dopo, per valutare un possibile effetto protettivo dei composti.  

Le cellule sono state quindi incubate con i composti per 24 ore o per 1 ora a 37 °C, 

poi sono state trattate col PrestoBlue al 1% ed incubate per 10’. Dopo la lettura in 

fluorescenza allo spettrofotometro, i risultati hanno confermato che il solo 

trattamento con i composti (senza irraggiamento) alla concentrazione scelta non è 

citotossico.  Le cellule sono state successivamente lavate col PBS ed irraggiate ai 

tempi scelti. Dopo l’irraggiamento il test di vitalità è stato di nuovo ripetuto.  
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Figura 35 - Percentuale di vitalità cellulare in seguito ad irraggiamento UVA a 
tempi diversi: 5’, 10’, 15’ e 20’.  

I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti.  
One-way ANOVA: ** p<0.01 vs CTRL 
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Figura 36 - Percentuale di vitalità cellulare in seguito ad un pre-trattamento con i 
composti (50 µM), per 1 h (in nero) e 24 h (in grigio) in cellule sottoposte ad un 

irraggiamento di 15’. 
I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti. 

One-way ANOVA: ** p<0.01, $$ p<0.01 vs CTRL 

 

Figura 37 - Percentuale di vitalità cellulare in seguito ad un pre-trattamento con i 
composti (50 µM), per 1 h (in nero) e 24 h (in grigio) in cellule sottoposte ad un 

irraggiamento di 12’. 
I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti. 

One-way ANOVA: * p<0.05, $$ p<0.05, ** p<0.01, $$ p<0.01 vs CTRL. 
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I risultati nei grafici precedenti (Figura 36-37) indicano che sia con 1 ora che con 24 

ore di pre-trattamento con i composti alla concentrazione scelta, il danno provocato 

dall’irraggiamento UVA viene mantenuto; quindi, i composti non mostrano alcun 

effetto fotoprotettivo, sia in seguito a 15 minuti di irraggiamento in cui il danno è più 

marcato, sia in seguito a 12 minuti di irraggiamento in cui il danno è minore. 

 

7.4      Valutazione della produzione di ROS in seguito al pre-trattamento 

con i composti, prima dell’irraggiamento UVA 

Per determinare la produzione dei ROS in fibroblasti di derma umano (HUDE) in 

seguito al pre-trattamento con i tre composti prima dell’esposizione ai raggi UVA, 

sono stati utilizzati due saggi: MitoSOX RED e DCFH-DA ViaCount. Il MitoSOX RED 

è una sonda fluorescente utilizzata per rilevare la percentuale di ROS, soprattutto il 

radicale superossido, a livello mitocondriale, mentre la DCFH-DA ViaCount è una 

sonda fluorescente che permette non solo di determinare la percentuale di ROS a 

livello intracellulare, ma anche di discriminare le cellule vive, dalle morte e da quelle 

apoptotiche. 

 

7.4.1 Time course per valutare la produzione di ROS mitocondriali vs tempo 

di irraggiamento UVA 

Il saggio MitoSOX RED è stato utilizzato anche per determinare il tempo di 

irraggiamento adatto per evidenziare un possibile effetto fotoprotettivo dei tre 

composti. In questo caso le cellule sono state irraggiate, per i tempi prestabiliti, 

ovvero: 5’, 10’, 12’, 15’ e 20’. I risultati (figura 38) permettono di valutare il tempo 

adatto di irraggiamento, che in tal caso era un tempo intermedio di 12’, in quanto 

già a 15’ si riscontra un incremento di ROS mitocondriali quasi triplicato rispetto al 

non irraggiato.   
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7.4.2 Valutazione della produzione di ROS mitocondriali in seguito al pre-

trattamento con i composti, prima dell’irraggiamento UVA 

 

Nel caso del MitoSOX RED, è stato effettuato un pre-trattamento con i composti di 

1 h e 24 h; le cellule nei pozzetti in metà della piastra sono state trattate con la 

concentrazione 50 µM dei tre composti ed incubate per 24 h, mentre nell’altra parte 

sono state incubate solo 1 h con i composti. In seguito, le cellule sono state 

irraggiate al tempo prestabilito, ovvero 12’ UVA, facendo attenzione a coprire 

accuratamente i controlli negativi (cellule non irraggiate).   

I risultati non hanno mostrato un effetto antiossidante dei tre composti, anzi in alcuni 

casi sembra esserci un effetto pro-ossidante. Infatti, come si enuncia dal grafico 

(figura 39), sia per 24 ore di trattamento che per 1 ora di trattamento, la percentuale 

di ROS prodotti dalle cellule in seguito ad irraggiamento UVA raddoppia in modo 

adeguato, mentre in seguito al pre-trattamento con i tre composti, la percentuale di 

ROS non diminuisce, rimane simile a quella del controllo irraggiato, oppure in alcuni 
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Figura 38 - Percentuale di high ROS mitocondriali prodotta a seguito di diversi 
tempi di esposizione (10’,12’,15’,20’) ai raggi UVA. 

I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti. 
One-way ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01 vs CTRL. 
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casi tende ad aumentare, indicando appunto un potenziale effetto pro-ossidante. 

Inoltre, dal grafico possiamo anche notare che aumentando il tempo del trattamento, 

in questo caso di 24 ore, aumenta la percentuale di ROS mitocondriali prodotti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Infine, per quanto riguarda il saggio DCFH-DA/ViaCount, è stato valutato il 

potenziale effetto fotoprotettivo dei composti alla concentrazione scelta anche con 

un pretrattamento di tre ore. In questo caso, le cellule seminate in una 24 well sono 

state trattate con i tre composti alla concentrazione scelta e dopo 3 h di incubazione 

a 37 °C sono state irraggiate per 12 minuti. I risultati (Figura 40) mostrano che la 

percentuale di ROS intracellulari prodotti in seguito al solo trattamento con i 

composti, è pressoché simile al controllo negativo, ad indicare che i composti di per 

sé non sono citotossici. Mentre la percentuale di ROS intracellulari prodotti in 

seguito al trattamento con i composti per 3 ore seguito da irraggiamento UVA, è 

molto simile a quella del controllo irraggiato e quindi molto più alta rispetto al 
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Figura 39 - Percentuale di high ROS mitocondriale prodotta a seguito di un pre-
trattamento di 1 h e 24 h con i tre composti (50 µM), in cellule sottoposte ad un 

irraggiamento di 12’ UVA. 
I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti. 

One-way ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01 vs UVA (-). 
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controllo negativo, ad indicare che i composti non hanno garantito alcuna protezione 

(Figura 41).  

 

 

Questo saggio ha permesso anche di valutare la percentuale di cellule vive, morte 

ed apoptotiche nei diversi trattamenti effettuati. I risultati (Figura 42) mostrano che 

le cellule trattate con i composti non sottoposte ad irraggiamento, si distribuiscono 

in una percentuale di cellule vive, morte ed apoptotiche molto simile a quella del 

controllo negativo, sempre ad indicare che i composti senza irraggiamento non 

sembrano essere citotossici; mentre le cellule pretrattate per 3 ore con i composti 

ed in seguito irraggiate, si distribuiscono diversamente dal controllo negativo, in 

quanto diminuiscono le cellule vive ed aumentano le cellule morte ed apoptotiche, 

ad indicare, anche in questo caso, che in seguito al pretrattamento con i composti 

ed all’irraggiamento UVA, si nota un aumento del danno citotossico (Figura 43).  
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Figura 40 - Percentuale di high ROS 
intracellulari prodotti in seguito a 

pretrattamento di 3 h con i composti. 
I dati sono riportati come media ± SEM 

di tre esperimenti. 
One-way ANOVA: * p<0.05 vs CTRL. 

Figura 41 - Percentuale di high ROS 
intracellulari prodotti in seguito a 

pretrattamento di 3 h con i composti e 
12’ di irraggiamento UVA.I dati sono 
riportati come media ± SEM di tre 

esperimenti.One-way ANOVA: ** p<0.01 
vs UVA (-). 
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Figura 42 - Percentuale di cellule vive, morte ed apoptotiche in seguito a pre-
trattamento di 3 h con i composti.  

I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti. 

Figura 43 - Saggio di vitalità cellulare per determinare la percentuale di cellule 
vive, morte ed apoptotiche in seguito a pre-trattamento di 3 h con i composti e 12’ 
di irraggiamento UVA. I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti. 

One-way ANOVA: * p<0.05 vs UVA (-). 



88 

 

7.4.3      Valutazione della produzione di ROS in seguito al post-trattamento 

con i composti dopo irraggiamento UVA 

Per valutare l’effetto protettivo dei composti in seguito ad un post-trattamento, 

ovvero un trattamento con i composti dopo l’esposizione ai raggi UVA, è stato 

utilizzato il saggio MitoSOX Red.  In questo caso, prima di poter effettuare il 

post-trattamento è stato necessario eseguire un esperimento di recupero 

(recovery) per determinare a che tempo dopo l’esposizione agli UVA, 

effettuare l’analisi al citofluorimetro.  

I risultati del recovery (Figura 44) hanno permesso di scegliere il tempo di 24 

ore in cui effettuare l’analisi al citofluorimetro, in quanto si osserva ancora una 

produzione di high ROS mitocondriali che abbia una differenza significativa 

rispetto al controllo non irraggiato, cosa che invece a 2 e 6 ore non avviene 

in quanto le cellule cercano di recuperare il danno ossidativo mettendo in 

moto tutti i necessari meccanismi intracellulari.  
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Figura 44 - Percentuale di high ROS mitocondriali riscontrati nelle cellule non 
irraggiate (in bianco) e nelle cellule irraggiate (in nero) ai diversi tempi post-UVA 

(t 0-2-6-24 h). 
I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti. 

One-way ANOVA: * p< 0.05, ** p<0.01 vs CTRL. 



89 

 

In seguito, è stato eseguito il post-trattamento andando quindi ad effettuare 

l’analisi al citofluorimetro 24 ore dopo aver irraggiato le cellule e subito trattate 

con i composti. I risultati del post-trattamento (Figura 45), hanno mostrato una 

buona capacità foto-protettiva dei tre composti alla concentrazione scelta, in 

particolare, l’Acido cumarico, sembrerebbe essere il composto che ha un 

maggior effetto protettivo contro l’irraggiamento UVA, mentre la Nigella sativa 

stessa, sembra essere il composto con un minor effetto protettivo. 
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Figura 45 - Percentuale di high ROS mitocondriali prodotti a seguito di un post 
trattamento di 24h con i tre composti preceduto da irraggiamento UVA. 

I dati sono riportati come media ± SEM di tre esperimenti. 
One-way ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01 vs UVA (-). 
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CAPITOLO 8  

DISCUSSIONE E CONCLUSIONE 

Negli ultimi anni, la scelta di prodotti di origine naturale è aumentata notevolmente 

fra i consumatori, con lo scopo di migliorare la sostenibilità del mercato e diminuire 

i potenziali effetti collaterali dei prodotti sintetici. Questa tendenza si è sviluppata in 

svariati ambiti, tra cui l’alimentazione, l’agricoltura, la medicina ed ovviamente 

anche nell’ambito farmaceutico.  

I prodotti naturali e i loro analoghi strutturali hanno storicamente dato un contributo 

importante alla farmacoterapia, soprattutto per il cancro e le malattie infettive. 

Tuttavia, i prodotti naturali presentano anche delle sfide per la scoperta di farmaci, 

come le barriere tecniche allo screening, all'isolamento, alla caratterizzazione e 

all'ottimizzazione, che hanno contribuito al declino della loro ricerca da parte 

dell'industria farmaceutica a partire dagli anni Novanta. Negli ultimi anni, diversi 

sviluppi tecnologici e scientifici, tra cui il miglioramento degli strumenti analitici, le 

strategie di estrazione e ingegneria del genoma, come pure i progressi nella coltura 

microbica, stanno affrontando queste sfide e aprendo nuove opportunità. Di 

conseguenza, si sta rivitalizzando l'interesse per i prodotti naturali ed il loro utilizzo 

come potenziali farmaci (Atanasov, 2021).  

La ricerca dimostra anche che gli esseri umani utilizzano componenti naturali e le 

loro molecole derivate per trattare i disturbi da 60,000 anni (Solecki, 1975) e 

secondo il rapporto dell'OMS, quasi il 65% della popolazione mondiale consuma 

componenti bioattivi naturali come primo importante strumento difensivo per il 

trattamento di molti disturbi. Un gran numero di prodotti naturali sono stati 

continuamente impiegati nel sistema di medicina tradizionale della Cina, dell'India 

e di molti altri paesi (Farnsworth, 1985). 

Uno dei principali ambiti in cui, negli ultimi anni, è aumentata notevolmente la 

richiesta di composti naturali è la protezione solare. La protezione solare 

rappresenta un importante schermo con il quale d'estate possiamo proteggere 

l'epidermide dai raggi UVA e UVB; negli ultimi anni, a causa dell'allargamento del 
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buco dell'ozono, tali raggi si sono intensificati al punto tale che restare sotto il sole 

nelle ore centrali della giornata in estate rappresenta un vero e proprio rischio per 

la salute. Il sole, infatti, è il nostro miglior amico ma allo stesso tempo anche il nostro 

peggior nemico: è vero che moltissime malattie dermatologiche subiscono netti 

miglioramenti dopo un'esposizione controllata al sole, ma è anche vero che i raggi 

solari sono responsabili dell'insorgenza di diversi tumori della pelle, nonché del 

fotoinvecchiamento. L'applicazione topica di prodotti per la protezione solare può 

proteggere la pelle dagli effetti nocivi delle radiazioni solari UV assorbendo o 

riflettendo le radiazioni UV sulla superficie della pelle. Tuttavia, queste molecole 

hanno un uso limitato perché possono essere attivate dalle radiazioni UV e produrre 

molecole fotosensibilizzanti che interagendo con le molecole cutanee, causano 

reazioni avverse (Saewan, 2015). Pertanto, questi composti hanno una 

concentrazione limitata nelle formule di protezione solare ed è difficile ottenere 

un'elevata protezione solare utilizzando solo filtri UV sintetici, perciò le sostanze di 

origine naturale diventano sempre più importanti da incorporare nella formulazione 

delle creme solari. 

Tra i composti naturali utilizzati nella medicina tradizionale, ad esempio troviamo la 

Propoli. Grazie alla sua proprietà di assorbire i raggi UV, la fotoprotezione della 

propoli è stata studiata da molti ricercatori, che hanno dimostrato l'effetto 

fotoprotettivo della propoli verde di Vale do Aço, in Brasile, misurando in vitro il 

fattore di protezione solare (SPF) di formulazioni topiche, gel ed emulsione olio-in-

acqua. Le formulazioni contenenti il 40% dell'estratto idroalcolico di propoli 

possedevano un valore SPF di 10 (Soares dos Reis, 2009). Successivamente, altri 

ricercatori (Fonseca, 2011) hanno studiato i costituenti chimici e l'uso potenziale 

degli estratti di propoli verde e marrone brasiliani per prevenire lo stress ossidativo 

cutaneo indotto dall'irradiazione UV.  I risultati hanno dimostrato che l'estratto di 

propoli verde conteneva maggiori quantità di composti attivi, come l'acido cumarico, 

la drupanina, la baccarina e l'artepillina C, con conseguente maggiore attività 

antiossidante. 

Anche la frutta e la verdura sono alimenti naturali ricchi di composti con potenziali 

attività antiossidanti; ad esempio, la fragola è un'importante fonte alimentare di 

composti bioattivi, la maggior parte dei quali sono antiossidanti naturali che 
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contribuiscono all'elevata qualità nutrizionale del frutto. Il suo notevole valore è stato 

messo in relazione con l'elevato contenuto di vitamina C e di folato e, più 

recentemente, con gli alti livelli e la varietà di costituenti fenolici, in particolare le 

antocianine. Alcuni ricercatori hanno studiato, infatti, la capacità fotoprotettiva 

dell'estratto di fragola “cultivar Sveva” contro i danni da raggi UV sui fibroblasti 

umani.  In primo luogo, è stato studiato il possibile effetto tossico degli estratti in 

relazione all'aumento della loro concentrazione e del tempo di esposizione. La 

vitalità cellulare non è cambiata all'aumentare della concentrazione di estratto di 

fragola o del tempo di esposizione, dimostrando così che gli estratti non erano 

citotossici nelle condizioni sperimentali. Le cellule preincubate con la 

concentrazione più bassa dell'estratto hanno mostrato una vitalità simile a quella 

del controllo, mentre le cellule preincubate con concentrazioni più elevate 

dell'estratto hanno mostrato una sopravvivenza maggiore, ad indicare che gli estratti 

di fragola forniscono effetti fotoprotettivi sulle cellule dermiche in vitro (Giampieri, 

2012).  

In questo lavoro di tesi, l’interesse è stato rivolto verso le potenziali capacità 

fotoprotettive di emulsioni a base di olio di Nigella sativa usato come veicolante per 

gli antiossidanti Acido cumarico ed un suo estere (C10-estere derivato dall’acido 

cumarico). Nello studio è stato testato anche il veicolante stesso, l’emulsione di olio 

di Nigella sativa, senza acido cumarico o il suo estere. I risultati hanno mostrato che 

pretrattando le cellule con le tre emulsioni a base di olio di Nigella sativa, alla 

concentrazione scelta (50 µM) a tempi diversi (1 h, 3 h e 24 h), in assenza di 

irraggiamento, la vitalità cellulare ed anche la produzione di ROS si mantengono 

molto simili a quelle del controllo negativo, ad indicare che i composti da soli non 

hanno alcun effetto citotossico. Al contrario, sottoponendo le cellule ad 

irraggiamento UVA (ad un tempo di 12’) dopo averle trattate con i composti, si 

osserva una diminuzione della vitalità cellulare, quindi un aumento di cellule morte 

ed apoptotiche, ed un aumento della produzione di ROS, sia a livello citoplasmatico 

che a livello mitocondriale, ad indicare un possibile effetto pro-ossidante dei 

composti. Tuttavia, sottoponendo le cellule al trattamento con i composti alla 

concentrazione scelta subito dopo irraggiamento UVA, i risultati ricavati dall’analisi 

al citofluorimetro effettuata 24 h dopo l’irraggiamento, hanno mostrato una buona 
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capacità foto-protettiva dei tre composti, soprattutto in presenza dell’emulsione 

contenente Acido cumarico.  

Alla luce di questi risultati, le prospettive future sarebbero quelle di andare ad 

investigare l’effetto dei tre composti tal quali, non sotto forma di emulsione, per 

escludere o meno che sia l’emulsione stessa ad interferire sull’ effetto foto-

protettivo. Inoltre, visto l’effetto pro-ossidante dei composti in seguito 

all’irraggiamento UVA delle cellule, sarebbe opportuno verificare che i composti non 

siano foto-instabili, dati i pareri contrastanti riguardo la fotosensibilità del 

Thymoquinone presenti in vari studi (Pal, 2021; Barani, 2019; Zubair, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

 

BIBLIOGRAFIA 

 

 

- Abdel-Moneim A., Sanaa M. Abd El-Twab, Ahmed I. Yousef, Eman S. Abdel Reheim, 
Mohamed B. Ashour; Modulation of hyperglycemia and dyslipidemia in experimental 
type 2 diabetes by gallic acid and p-coumaric acid: The role of adipocytokines and 
PPARγ, Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 105, 2018, Pages 1091-1097, ISSN 
0753-3322.  

- Acharya A, Das I, Chandhok D, Saha T. Redox regulation in cancer: a double-edged 
sword with therapeutic potential. Oxid Med Cell Longev. 2010 Jan-Feb;3(1):23-
34valko. PMID: 20716925; PMCID: PMC2835886. 

- Adèle C. Green, Gail M. Williams, Valerie Logan, and Geoffrey M. Strutton. Reduced 
Melanoma After Regular Sunscreen Use: Randomized Trial Follow-Up. Journal of 
Clinical Oncology 2011 29:3, 257-263. 

- Afaq F, Adhami VM, Ahmad N. Prevention of short-term ultraviolet B radiation-mediated 
damages by resveratrol in SKH-1 hairless mice. Toxicol Appl Pharmacol. 2003; 186:28–
37. 

- Afri M, Frimer AA, Cohen Y. Active oxygen chemistry within the liposomal bilayer. Part 
IV: Locating 2′,7′-dichlorofluorescein (DCF), 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein (DCFH) and 
2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) in the lipid bilayer. Chem Phys 
Lipids 2004; 131:123–133. 

- Aguilar TAF, Navarro BCH and Pérez JAM (2016) Endogenous Antioxidants: A Review 
of their Role in Oxidative Stress. A Master Regulator of Oxidative Stress - The 
Transcription Factor Nrf2. InTech.  

- Ahlenstiel T, G. Burkhardt, H. Kohler, M.K. Kuhlmann. Bioflavonoids attenuate renal 
proximal tubular cell injury during cold preservation in Euro-Collins and University of 
Wisconsin solutions. Kidney Int., 63 (2003), pp. 554-563. 

- Ahn S.M, H.Y. Yoon, B.G. Lee, K.C. Park, J.H. Chung, C.H. Moon, et al. Fructose-1,6-
diphosphate attenuates prostaglandin E2 production and cyclo-oxygenase-2 
expression in UVB-irradiated HaCaT keratinocytes. Br J Pharmacol, 137 (2002), 
pp. 497-503. 

- Akitomo Y, Akamatsu H, Okano Y, Masaki H, Horio T; Effects of UV irradiation on the 
sebaceous gland and sebum secretion in hamsters. J Dermatol Sci, 31 (2003), 
pp. 151-159. 

- Albrecht S, From L, Kahn HJ. Lysozyme in abnormal dermal elastic fibers of cutaneous 
aging, solar elastosis and pseudoxanthoma elasticum. Journal of Cutaneous 
Pathology. 1991 Apr;18(2):75-80.  

- Alemi M, Sabouni F, Sanjarian F, Haghbeen K, Ansari S. Anti-inflammatory effect of 
seeds and callus of Nigella sativa L. extracts on mix glial cells with regard to their 
thymoquinone content. AAPS PharmSciTech. 2013 Mar;14(1):160-7. Epub 2012 Dec 19. 
PMID: 23255199; PMCID: PMC3581679. 

- Allen JM, Gossett CJ, Allen SK. Photochemical formation of singlet molecular oxygen in 
illuminated aqueous solutions of several commercially available sunscreen active 
ingredients. Chem Res Toxicol 1996; 9:605–609. 

- Alonso M.B, M.L. Feo, C. Corcellas, P. Gago-Ferrero, C.P. Bertozzi, J. Marigo,  
L. Flach, A.C.O. Meirelles, V.L. Carvalho, A.F. Azevedo, et al. Toxic heritage: maternal 
transfer of pyrethroid insecticides and sunscreen agents in dolphins from Brazil. Environ. 
Pollut., 207 (2015), pp. 391-402.  

- Al-Saleh IA, Billedo G, El-Doush II. Levels of selenium, dl-α-tocopherol, dl-γ-tocopherol, 
all-trans-retinol, thymoquinone and thymol in different brands of Nigella sativa seeds. J 
Food Compost Anal 2006; 19: 167-175. 

https://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/JCO.2010.28.7078
https://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/JCO.2010.28.7078


95 

 

- An S.M, J.S. Koh, Y.C. Boo, p-Coumaric acid not only inhibits human tyrosinase activity 
in vitro but also melanogenesis in cells exposed to UVB, Phytother. Res., 24 (2010), 
pp. 1175-1180. 

- Ansari AA, Hassan S, Kenne L, Wehler T. Structural studies on a saponin isolated 
from Nigella sativa. Phytochemistry 1988; 27: 3977-3979. 

- ANTONIOU, C.; KOSMADAKI, M.G.; STRATIGOS, A.J.; KATSAMBAS, A.D. 
Sunscreens – what’s important to know. J. Eur. Acad. Dermatol. Venereol., v.22, n.9, 
p.1110- 1118, 2008. 

- Apel C, J. Tang, R. Ebinghaus. Environmental occurrence and distribution of organic UV 
stabilizers and UV filters in the sediment of European north and Baltic seas. Environ. 
Pollut., 235 (2018), pp. 85-94. 

- Araújo M.J, R.J.M. Rocha, A.M.V.M. Soares, J.L. Benedé, A. Chisvert, M.S.    
Monteiro. Effects of UV filter 4-methylbenzylidene camphor during early development 
of Solea Senegalensis. Sci.Total Environ.,628–629 (2018), pp. 1395-1404.  

- Araujo, T.S.; Souza, S.O. Protetores solares e os efeitos da radiação ultravioleta. 
Scientia Plena, v.4, n.11, p.1-7, 2008. 

- Armstrong BK, Kricker A. The epidemiology of UV induced skin cancer. J Photochem 
Photobiol B. 2001 Oct;63(1-3):8-18.  

- Aroun A, J.L. Zhong, R.M. Tyrrell, C. Pourzand. Iron, oxidative stress and the example 
of solar ultraviolet A radiation. Photochem. Photobiol. Sci., 11 (2012), pp. 118-134. 

- Aruoma, O. I. (1996a). Assessement of potential prooxidant and antioxidant actions. J. 
Am. Oil Chem.Soc. 73, 1617± 1625. 

- Aruoma, O. I., Spencer, J. P. E., Warren, D., Jenner, P., Butler, J. and Halliwell, B. (1997). 
Characterization of food antioxidants illustrated using commercial garlic and ginger 
preparations. Food Chem. 60(2), 149±156. 

- Aslam, H., Shahzad, M., Shabbir, A., Irshad, S., 2018. Immunomodulatory effect of 
thymoquinone on atopic dermatitis. Mol. Immunol. 101, 276–283. 

- Assayed ME. Radioprotective effects of black seed (Nigella sativa) oil against 
hemopoietic damage and immunosuppression in gamma-irradiated rats. 
Immunopharmacol Immunotoxicol. 2010 Jun;32(2):284-96. PMID: 20105084. 

- Atanasov, A.G., Zotchev, S.B., Dirsch, V.M. et al. Natural products in drug discovery: 
advances and opportunities. Nat Rev Drug Discov 20, 200–216 (2021).  

- Atta UR, Malik S, Hasan SS, Choudhary MI, Chao-Zhou N, Clardy J. Nigellidine, a new 
indazole alkaloid from seeds of Nigella sativa. Tetrahedron Lett 1995; 36: 1993-1996. 

- Axelstad M, Boberg J, Hougaard KS, Christiansen S, Jacobsen PR, Mandrup KR, 
Nellemann C, Lund SP, Hass U. Effects of pre- and postnatal exposure to the UV-filter 
octyl methoxycinnamate (OMC) on the reproductive, auditory, and neurological 
development of rat offspring. Toxicol Appl Pharmacol. 2011; 250:278–90. 

- Ayyagari V. N, et al. Evaluation of the cytotoxicity of the Bithionol - cisplatin combination 
in a panel of human ovarian cancer cell lines. BMC Cancer, 17 (1) (2017), p. 49. 

- Aziz MH, Afaq F, Ahmad N. Prevention of ultraviolet B radiation - damage by resveratrol 
in mouse skin is mediated via modulation in Survivin. Photochem Photobiol. 2005; 
81:25–31. 

- Bae JY, Choi JS, Choi YJ, Shin SY, Kang SW, Han SJ, et al.  Epigallocatechin gallate 
hampers collagen destruction and collagenase activation in ultravioletB-irradiated 
human dermal fibroblasts: involvement of mitogen-activated protein kinase. Food Chem 
Toxicol 2008; 46:1298–307. 

- Bakathir HA, Abbas NA. Detection of the antibacterial effect of Nigella sativa ground 
seeds with water. Afr J Tradit Compl Altern Med. 2011;8(2):159–164. 

- Balasubramanian, D., Du, X. and Zigler, J.S., Jr. (1990), THE REACTION OF 
SINGLET OXYGEN WITH PROTEINS, WITH SPECIAL REFERENCE TO 
CRYSTALLINS. Photochemistry and Photobiology, 52: 761-768.   

- Balk S.J, O'Connor K.J, Saraiya M; Counseling parents and children on sun protection: 
a national survey of pediatricians. Pediatrics, 114 (2004), pp. 1056-1064.   



96 

 

- Balmer M.E, Buser H.R, Müller M.D, Poiger T; Occurrence of some organic UV filters in 
wastewater, in surface waters, and in fish from Swiss Lakes. Environ. Sci. 
Technol., 39 (4) (2005), pp. 953-962.  

- Barani, M., Mirzaei, M., Torkzadeh-Mahani, M. et al. Evaluation of Carum-loaded 
Niosomes on Breast Cancer Cells:Physicochemical Properties, In Vitro Cytotoxicity, 
Flow Cytometric, DNA Fragmentation and Cell Migration Assay. Sci Rep 9, 7139 
(2019). 

- Battie C, Jitsukawa S, Bernerd F, Del Bino S, Marionnet C, Verschoore M. New 
insights in photoaging, UVA induced damage and skin types. Exp Dermatol. 2014 
Oct;23 Suppl 1:7-12.  

- Battie C, Verschoore M. Cutaneous solar ultraviolet exposure and clinical aspects of 
photodamage. Indian J Dermatol Venereol Leprol 2012; 78:9-14. 

- Beani J.-C; Radiazioni solari: aspetti fondamentali. EMC - Cosmetologia Medica e 
Medicina degli Inestetismi Cutanei,Volume 17, Issue 1,2019, Pages 1-11.  

- Becklund BR, Severson KS, Vang SV, DeLuca HF. UV radiation suppresses 
experimental autoimmune encephalomyelitis independent of vitamin D production. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Apr 6;107(14):6418-23.  

- Beecher G.R; Overview of dietary flavonoids: nomenclature, occurrence, and intake. J. 
Nutr., 133 (2003), pp. 3248S-S3254. 

- Besaratinia A, Yoon JI, Schroeder C, Bradforth SE, Cockburn M, Pfeifer GP. 
Wavelength dependence of ultraviolet radiation-induced DNA damage as determined 
by laser irradiation suggests that cyclobutane pyrimidine dimers are the principal DNA 
lesions produced by terrestrial sunlight. FASEB J. 2011 Sep;25(9):3079-91.  

- Biswas S, Pulok K. Mukherjee, Amit Kar, Subhadip Bannerjee, Shibu Narayan Jana, 
Pallab Kanti Haldar, Nanaocha Sharma, Enhanced permeability and photoprotective 
potential of optimized p-coumaric acid-phospholipid complex loaded gel against UVA 
mediated oxidative stress,Journal of Photochemistry and Photobiology B: 
Biology,Volume 221,2021,112246,ISSN 1011-1344. 

- Blaise C, Gagné F, Férard J.F, Eullaffroy P. Ecotoxicology of selected nano-materials to 
aquatic organisms. Environ. Toxicol., 23 (5) (2008), pp. 591-598. 

- Bonda CA. The photostability of organic sunscreen actives: a review. Shaath NA, 
Sunscreens: Regulations and commercial development. Boca Raton: Taylor & 
Francis; 2005. 321–349.  

- Bouayed J, Bohn T, "Exogenous Antioxidants—Double-Edged Swords in Cellular 
Redox State: Health Beneficial Effects at Physiologic Doses versus Deleterious Effects 
at High Doses", Oxidative Medicine and Cellular Longevity, vol. 3, Article ID 267025, 10 
pages, 2010.  

- Boyce ST, Supp AP, Swope VB, Warden GD. Vitamin C regulates keratinocyte viability, 
epidermal barrier, and basement membrane in vitro, and reduces wound contraction 
after grafting of cultured skin substitutes. J Invest Dermatol 2002; 118:565–72.  

- Brandt R, Keston AS. Synthesis of diacetyldichlorofluorescin: a stable reagent for 
fluorometric analysis. Anal Biochem 1965; 11:6–9. 

- Brenner M, Hearing VJ. The protective role of melanin against UV damage in human 
skin. Photochem Photobiol. 2008 May-Jun;84(3):539-49.  

- Brezova V, Gabcova S, Dvoranova D, Stasko A. Reactive oxygen species produced 
upon photoexcitation of sunscreens containing titanium dioxide (an EPR study). J 
Photochem Photobiol B 2005; 79:121–134.  

- Brooke D.N, Burns J.S, Crookes M.J; UV-filters in Cosmetics — Prioritisation for 
Environmental Assessment (2008). 

- Brouillard R, Cheminant A. Flavonoids and plant color. In: Cody V, Middleton E and 
Harborne JB eds. plant flavonoids in biology and medicine: biochemical, cellular and 
medicinal properties. New York: Alan R. Liss, Inc. 93–106 (1998). 

- Brown TM, Krishnamurthy K. Histology, Dermis. 2022 Nov 14. In: StatPearls [Internet]. 
Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan–. PMID: 30570967. 



97 

 

- Burits M, Bucar F. Antioxidant activity of Nigella sativa essential oil. Phytother Res 
2000; 14: 323-328. 

- Butt ST, Christensen T. Toxicity and phototoxicity of chemical sun filters. Radiat Prot 
Dosim 2000; 91:283–286.   

- Byth H.A, et al. Assessment of a simple, non-toxic Alamar blue cell survival assay to 
monitor tomato cell viability. Phytochem. Anal., 12 (5) (2001), pp. 340-346. 

- Damiani E, Astolfi P, Giesinger J, Ehlis T, Herzog B, Greci L, Baschong W. 
Assessment of the photo-degradation of UV-filters and radical-induced peroxidation in 
cosmetic sunscreen formulations. Free Radic. Res., 44 (3) (2010), pp. 304-312. 

- Darr D, Fridovich I. Free radicals in cutaneous biology. J Invest Dermatol. 1994 
May;102(5):671-5. 

- Dattner AM. From medical herbalism to phytotherapy in dermatology: back to the 
future. Dermatol Ther. 2003;16(2):106-13. PMID: 12919112. 

- Davies M.J, Truscott R.J; Photo-oxidation of proteins and its role in cataractogenesis, 
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, Volume 63, Issues 1–3,2001, 
Pages 114-125, ISSN 1011-1344. 

- Del Bino S, Duval C, Bernerd F. Clinical and biological characterization of skin 
pigmentation diversity and its consequences on UV impact. Int. J. Mol. Sci., 19 (2018). 

- Dobos A, et al. Screening of two-photon activated photodynamic therapy sensitizers 
using a 3D osteosarcoma model. Analyst, 144 (9) (2019), pp. 3056-3063. 

- Duteil L, Cardot-Leccia N, Queille-Roussel C, Maubert Y, Harmelin Y,  
F. Boukari, D. Ambrosetti, J.P. Lacour, T. Passeron. Differences in visible light-induced 
pigmentation according to wavelengths: a clinical and histological study in comparison 
with UVB exposure. Pigment Cell Melanoma Res, 27 (2014), pp. 822-826. 

- Elliott A.J, Scheiber S.A, Thomas C, Pardini R.S. Inhibition of glutathione reductase by 
flavonoids. Biochem. Pharmacol., 44 (1992), pp. 1603-1608. 

- Elmets CA, Singh D, Tubesing K, et al. Cutaneous photoprotection from ultraviolet injury 
by green tea polyphenols. J Am Acad Dermatol. 2001; 44:425–432.  

- El-Tahir Kamal EH, Bakeet DM. The Black seed Nigella sativa Linnaeus – a mine for 
multi cures: a plea for urgent clinical evaluation of its volatile oil. J T U Med Sci 2006; 1: 
1-19. 

- Emter R, Natsch A; A fast Resazurin-based live viability assay is equivalent to the MTT-
test in the KeratinoSens assay. Toxicol. in Vitro, 29 (4) (2015), pp. 688-693. 

- Fagervold S.K, Rodrigues A.S, Rohée C., Roe R, Bourrain M, Stien D, Lebaron P. 
Occurrence and environmental distribution of 5 UV filters during the summer season in 
different water bodies. Water Air Soil Pollut., 3 (230) (2019), p. 172. 

- Fanoudi, S., Alavi, M.S., Hosseini, M., Sadeghnia, H.R., 2019. Nigella sativa and 
thymoquinone attenuate oxidative stress and cognitive impairment following cerebral 
hypoperfusion in rats. Metab. Brain Dis. 34, 1001–1010. 

- Farnsworth, N. R., Akerele, O., Bingel, A. S., Soejarto, D. D., & Guo, 
Z. (1985). Medicinal plants in therapy. Bulletin of the World Health 
Organization, 63, 965. 

- Fent K, Zenker A, Rapp M; Widespread occurrence of estrogenic UV-filters in aquatic 
ecosystems in Switzerland. Environ. Pollut., 158 (5) (2010), pp. 1817-1824. 

- Ferrali M, Signorini C, Caciotti B, Sugherini L, Ciccoli L, Giachetti D, Comporti M. 
Protection against oxidative damage of erythrocyte membranes by the flavonoid 
quercetin and its relation to iron chelating activity. FEBS Lett., 416 (1997), pp. 123-129. 

- Fitzpatrick T.B; The validity and practicality of sun-reactive skin types I through VI. Arch. 
Dermatol., 124 (1988), pp. 869-871. 

- Fonseca YM, Marquele OF, Vicentini FTMC et al. Evaluation of the potential of 
Brazilian propolis against UV-induced oxidative stress. Evid Based Complement 
Alternat Med 2011; 2011: 1–8. 

- Forman HJ, Maiorino M, Ursini F. Signaling functions of reactive oxygen species. 
Biochemistry. 2010 Feb 9;49(5):835-42. 



98 

 

- Forman HJ, Zhang H. Targeting oxidative stress in disease: promise and limitations of 
antioxidant therapy. Nat Rev Drug Discov. 2021 Sep;20(9):689-709. 

- Friedberg E.C, Walker G.C, Siede W, Wood R.D, Schultz R.A, Ellenberger T; DNA 
repair and mutagenesis, ASM Press, Washington, DC (2006). 

- Fujita H, Hirao T, Takahashi M; A simple and non-invasive visualization for assessment 
of carbonylated protein in the stratum corneum. Skin Res Technol, 13 (2007), pp. 84-90. 

- Gackowska A, Przybyłek M, Studziński W, Gaca J; Experimental and theoretical studies 
on the photodegradation of 2-ethylhexyl 4-methoxycinnamate in the presence of reactive 
oxygen and chlorine species. Cent. Eur. J. Chem., 12 (2014), pp. 612-623. 

- Gad AM, El-Dakhakhany M, Hassan MM. Studies on the chemical constitution of 
Egyptian Nigella sativa L. oil. Planta Med 1963; 11: 134-138. 

- Gago-Ferrero P, Alonso M.B, Bertozzi C.P, Marigo J, Barbosa L, Cremer M, Secchi 
E.R, Azevedo A, Lailson-Brito J, Torres J.P.M, et al. First determination of UV filters in 
marine mammals. Octocrylene levels in Franciscana dolphins. Environ. Sci. 
Technol., 47 (11) (2013), pp. 5619-5625. 

- Galbis-Martinez L, et al. Development of a new tool for the long term in vitro ecotoxicity 
testing of nanomaterials using a rainbow-trout cell line (RTL-W1). Toxicol. in 
Vitro, 50 (2018), pp. 305-317. 

- GAMER, A.O.; LEIBOLD, E.; VAN RAVENZWAAY, B. The in vitro absorption of microfine 
zinc oxide and titanium dioxide through porcine skin. Toxicol. In Vitro, v.20, n.3, p.301-
307, 2006. 

- Gęgotek A, Ambrożewicz E, Jastrząb A, Jarocka-Karpowicz I, Skrzydlewska E. Rutin 
and ascorbic acid cooperation in antioxidant and antiapoptotic effect on human skin 
keratinocytes and fibroblasts exposed to UVA and UVB radiation. Arch. Dermatol. Res., 
311 (2019), pp. 203-219. 

- Ghazipura M, McGowan R, Arslan A, Hossain T. Exposure to benzophenone-3 and 
reproductive toxicity: A systematic review of human and animal studies. Reprod Toxicol. 
2017; 73:175–83. 

- Ghonime M, Eldomany R, Abdelaziz A, Soliman H. Evaluation of immunomodulatory 
effect of three herbal plants growing in Egypt. Immunopharmacol Immunotoxicol. 2011 
Mar;33(1):141-5. Epub 2010 May 27. PMID: 20507215. 

- Ghosheh OA, Houdi AA, Crooks PA. High performance liquid chromatographic analysis 
of the pharmacologically active quinones and related compounds in the oil of the black 
seed (Nigella sativa L.). J Pharm Biomed Anal 1999; 19: 757-762. 

- Giraldo A. Ecotoxicological Evaluation of the UV Filters Ethylhexyl Dimethyl P -
Aminobenzoic Acid and Octocrylene Using Marine Organisms Isochrysis 
Galbana, Mytilus Galloprovincialis and Paracentrotus Lividus. (2017), pp. 606-611. 

- Giampieri F, Alvarez-Suarez J, Tulipani S et al. Photoprotective potential of 
strawberry (Fragaria × ananassa) extract against UVA irradiation damage on human 
fibroblasts. J Agric Food Chem 2012; 60: 2322–2327. 

- Girotti A.W (1990). Photodynamic lipid peroxidation in biological systems. Photochem. 
Photobiol., 51, 497-509. 

- Goreja WG. Black seed: nature's miracle remedy. New York, NY: Amazing Herbs Press; 
2003. 

- Grange P.A, Chéreau C, Raingeaud J, Nicco C, Weill B, Dupin N, et al. Production of 
superoxide anions by keratinocytes initiates P. acnes-induced inflammation of the skiN. 
PLoS Pathog (2009) [Epub July 24]. 

- Grant, W.B. (2008), Hypothesis—Ultraviolet-B Irradiance and Vitamin D Reduce the 
Risk of Viral Infections and thus Their Sequelae, Including Autoimmune Diseases and 
some Cancers. Photochemistry and Photobiology, 84: 356-365. 

- Gu M, Dhanalakshmi S, Singh RP, et al. Silibinin protects against photocarcinogenesis 
via modulation of cell cycle regulators, mitogen-activated protein kinases, and Akt 
signaling. Cancer Res. 2004; 64:6349–6356. 



99 

 

- Gu M, Dhanalakshmi S, Singh RP, et al. Dietary feeding of silibinin prevents early 
biomarkers of UVB radiation-induced carcinogenesis in SKH-1 hairless mouse 
epidermis. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2005; 14:1344–1349. 

- Gutteridge, J. M. C., and Halliwell, B. (1994). Oxidative stress. In, Antioxidants in 
Nutrition, Health and Disease, pp. 90± 102. Oxford University Press, Oxford. 

- Hadad GM, Salam RA, Soliman RM, Mesbah MK. High-performance liquid 
chromatography quantification of principal antioxidants in black seed (Nigella sativa L.) 
phytopharmaceuticals. J AOAC Int. 2012 Jul-Aug;95(4):1043-7. PMID: 22970569. 

- Hadjicharalambous C, et al. Effects of NSAIDs on the osteogenic differentiation of 
human adipose tissue-derived stromal cells. J. Pharm. Pharmacol., 68 (11) (2016), 
pp. 1403-1408. 

- Halliwell, B., and Gutteridge, J. M. C. (1989). Free Radicals in Biology and Medicine, 
2nd ed, pp. 416±494. Clarendon Press, Oxford. 

- Hannan A, Saleem S, Chaudhary S, Barka M, Arshad MU. Anti-bacterial activity 
of Nigella sativa against clinicalisolates of methicillin resistant Staphylococcus aureus. J 
Ayub Med Coll Abbottabad. 2008;20(3):72–74. 

- Hayden D.R, Kibbelaar H.V.M, Imhof A, Velikov K.V; Fully biobased UV-absorbing 
nanoparticles from ethyl cellulose and zein for environmentally friendly photoprotection. 
RSC Adv., 8 (2018), pp. 25104-25111. 

- Hayes CE, Cantorna MT, DeLuca HF. Vitamin D and multiple sclerosis. Proc Soc Exp 
Biol Med. 1997 Oct;216(1):21-7. 

- Haynes V.N, Ward J.E, Russell B.J, Agrios A.G;   Photocatalytic effects of titanium 
dioxide nanoparticles on aquatic organisms− current knowledge and suggestions for 
future research   Aquat. Toxicol., 185 (2017), pp. 138-148. 

- He H, Li A, Li S, Tang J, Li L, Xiong L. Natural components in sunscreens: Topical 
formulations with sun protection factor (SPF). Biomed Pharmacother. 2021 Feb; 
134:111161. doi: 10.1016/j.biopha.2020.111161. Epub 2020 Dec 24. PMID: 33360043. 

- He, T., Tsui, M. M. P., Tan, C. J., Ng, K. Y., Guo, F. W., Wang, L. H., Chen, T. H., Fan, T. 
Y., Lam, P. K. S., & Murphy, M. B. (2019). Comparative toxicities of four benzophenone 
ultraviolet filters to two life stages of two coral species. Science of the Total 
Environment, 651, 2391-2399.  

- Heller R, Unbehaun A, Schellenberg B, Mayer B, Werner-Felmayer G, Werner ER. L-
Ascorbic acid potentiates endothelial nitric oxide synthesis via a chemical stabilization 
of tetrahydrobiopterin. J Biol Chem 2001; 276:40–7. 

- Hernandes MS, Britto LR. NADPH oxidase and neurodegeneration. Curr 
Neuropharmacol. 2012 Dec;10(4):321-7. J.P. Hewitt, in: M.L. Schlossman (Ed.), 
Chemistry and Manufacture of Cosmetics, 3rd ed., Allured Publishing Co., Carol Stream, 
IL, 2002, pp. 527–551. 

- Hertog M.G.L, Hollman P.C.H, Katan M.B. Contend of potentially anticarcinogenic 
flavonoids in 28 vegetables and 9 fruits commonly consumed in the Netherlands. J. 
Agric. Food Chem., 40 (1992), pp. 2379-2883. 

- Herzog B, Wehrle M, Quass K. Photostability of UV absorber systems in sunscreens. 
Photochem. Photobiol., 85 (4) (2009), pp. 869-878. 

- Hill D, White V, Marks R, Borland R. Changes in sun-related attitudes and behaviours, 
and reduced sunburn prevalence in a population at high risk of melanoma. Eur J Cancer 
Prev. 1993 Nov;2(6):447-56. 

- Hirano R, Sasamoto W, Matsumoto A, Itakura H, Igarashi O, Kondo K.Antioxidant ability 
of various flavonoids against DPPH radicals and LDL oxidation. J. Nutr. Sci. Vitaminol. 
(Tokyo), 47 (2001), pp. 357-362. 

- Hseu, Y.-C., Ho, Y.-G., Mathew, D.C., Yen, H.-R., Chen, X.-Z., Yang, H.-L., 2019. The in 
vitro and in vivo depigmenting activity of Coenzyme Q10 through the downregulation of 
α-MSH signaling pathways and induction of Nrf2/ARE-mediated antioxidant genes in 
UVA-irradiated skin keratinocytes. Biochem. Pharmacol. 164, 299–310. 



100 

 

- Hsu, H.H., Chen, M.C., Day, C.H., Lin, Y.M., Li, S.Y., Tu, C.C., Padma, V.V., Shih, H.N., 
Kuo, W.W., Huang, C.Y., 2017. Thymoquinone suppresses migration of LoVo human 
colon cancer cells by reducing prostaglandin E2 induced COX-2 activation. World J. 
Gastroenterol. 23, 1171–1179. 

- Hu J, Wang J, Liu S, Zhang Z, Zhang H, Cai X, Pan J, Liu J. Effect of TiO2 nanoparticle 
aggregation on marine microalgae Isochrysis galbana. J Environ Sci (China). 2018 Apr; 
66:208-215. doi: 10.1016/j.jes.2017.05.026. Epub 2017 May 25. PMID: 29628089. 

- Huang Y, Law JC, Lam TK, Leung KS. Risks of organic UV filters: a review of 
environmental and human health concern studies. Sci Total Environ. 2021 Feb 10;755(Pt 
1):142486. doi: 10.1016/j.scitotenv.2020.142486. Epub 2020 Sep 24. PMID: 33038838. 

- Hyun-Bum Kim, Seok Lee, Eun-Sang Hwang, Sungho Maeng, Ji-Ho Park; p-Coumaric 
acid enhances long-term potentiation and recovers scopolamine-induced learning and 
memory impairments, Biochemical and Biophysical Research Communications, Volume 
492, Issue 3, 2017, Pages 493-499, ISSN 0006-291X. 

- Ischiropoulos H, Gow A, Thom SR, Kooy NW, Royall JA, Crow JP. Detection of reactive 
nitrogen species using 2,7-dichlorodihydrofluorescein and dihydrorhodamine 123. 
Methods Enzymol 1999; 301:367–373.  

- Ivanenkov Y.A, et al. Identification of N-substituted triazolo-azetidines as novel 
antibacterials using pDualrep2 HTS platform. Comb. Chem. High Throughput 
Screen., 22 (5) (2019), pp. 346-354. 

- Ikehata H, Kawai K, Komura J, Sakatsume K, Wang L, Imai M, Higashi S, Nikaido O, 
Yamamoto K, Hieda K, Watanabe M, Kasai H, Ono T. UVA1 genotoxicity is mediated not 
by oxidative damage but by cyclobutane pyrimidine dimers in normal mouse skin. J 
Invest Dermatol. 2008 Sep;128(9):2289-96. doi: 10.1038/jid.2008.61. Epub 2008 Mar 
20. PMID: 18356809. 

- JAIN, S. K.; JAIN, N.K. Multiparticulate carriers for sunscreening agents. Int. J. Cosmet. 
Sci., v.32, n.2, p.89-98, 2010. 

- Janjua NR, Mogensen B, Andersson AM, Petersen JH, Henriksen M, Skakkebaek NE, 
Wulf HC. Systemic absorption of the sunscreens benzophenone-3, octyl-
methoxycinnamate, and 3-(4-methyl-benzylidene) camphor after whole-body topical 
application and reproductive hormone levels in humans. J Invest Dermatol. 2004 
Jul;123(1):57-61. doi: 10.1111/j.0022-202X.2004.22725. x. PMID: 15191542. 

- Jentzsch F, Olsson O, Westphal J, Reich M, Leder C, Kümmerer K. Photodegradation 
of the UV filter ethylhexyl methoxycinnamate under ultraviolet light: Identification and in 
silico assessment of photo-transformation products in the context of grey water reuse. 
Sci Total Environ. 2016 Dec 1; 572:1092-1100. doi: 10.1016/j.scitotenv.2016.08.017. 
Epub 2016 Aug 13. PMID: 27531468. 

- Jeon HY, Kim JK, Kim WG, Lee SJ. Effects of oral epigallocatechin gallate 
supplementation on the minimal erythema dose and UV-induced skin damage. Skin 
Pharmacol Physiol 2009; 22:137–41. 

- Jeong EH, Yang H, Kim JE, Lee KW. Safflower seed oil and its active compound acacetin 
inhibit UVB‐induced skin photoaging. J Microbiol Biotechnol. 2020;30(10):1567‐1573.  

- JIN, C.Y.; ZHU, B.S.; WANG, X.F.; LU, Q.H. Cytotoxicity of titanium dioxide nanoparticles 
in mouse fibroblast cells. Chem. Res. Toxicol., v.21, n.9, p.1871-1877, 2008. 

- Kaatabi H, Bamosa AO, Badar A, Al-Elq A, Abou-Hozaifa B, Lebda F, Al-Khadra A, Al-
Almaie S. Nigella sativa improves glycemic control and ameliorates oxidative stress in 
patients with type 2 diabetes mellitus: placebo controlled participant blinded clinical trial. 
PLoS One. 2015 Feb 23;10(2):e0113486. PMID: 25706772; PMCID: PMC4338020. 

- Kabigting, F. D, Nelson, F. P, Kauffman, C. L, Popoveniuc, G., Dasanu, C. A, & 
Alexandrescu, D. T. (2009). Malignant melanoma in African-Americans. Dermatology 
Online Journal, 15(2). 

- Kamal A, Arif JM, Ahmad IZ. Potential of Nigella sativa L. seed during different phases 
of germination on inhibition of bacterial growth. E3 J Biotech Pharm Res 2010; 1: 9-13. 



101 

 

- Kameda Y, Kimura K, Miyazaki M; Occurrence and profiles of organic sun-blocking 
agents in surface waters and sediments in Japanese Rivers and lakes. Environ. 
Pollut., 159 (6) (2011), pp. 1570-1576. 

- Kamei Y, Otsuka Y, Abe K. Comparison of the inhibitory effects of vitamin E analogues 
on melanogenesis in mouse B16 melanoma cells. Cytotechnology 2009; 59:183–90. 

- Karentz D. Beyond xeroderma pigmentosum: DNA damage and repair in an ecological 
context. A tribute to James E. Cleaver. Photochem Photobiol. 2015 Mar-Apr;91(2):460-
74. 

- Katiyar SK, Matsui MS, Elmets CA, et al. Polyphenolic antioxidant (−)-epigallocatechin-
3-gallate from green tea reduces UVB-induced inflammatory responses and infiltration 
of leukocytes in human skin. Photochem Photobiol. 1999; 69:148–153.  

- Katiyar SK, Agarwal R, Mukhtar H. Inhibition of spontaneous and photoenhanced lipid 
peroxidation in mouse epidermal microsomes by epicatechin derivatives from green 
tea. Cancer Lett. 1994; 79:61–66. 

- Katiyar SK, Korman NJ, Mukhtar H, et al. Protective effects of silymarin against 
photocarcinogenesis in a mouse skin model. J Natl Cancer Inst. 1997; 89:556–566. 

- Katiyar SK, Mukhtar H. Green tea polyphenol (-)-epigallocatechin-3-gallate treatment to 
mouse skin prevents UVB-induced infiltration of leukocytes, depletion of antigen-
presenting cells, and oxidative stress. J Leukoc Biol. 2001 May;69(5):719-26. PMID: 
11358979. 

- Kauffman ME, Kauffman MK, Traore K, Zhu H, Trush MA, Jia Z, Li YR. MitoSOX-Based 
Flow Cytometry for Detecting Mitochondrial ROS. React Oxyg Species (Apex). 
2016;2(5):361-370. Epub 2016 Sep 1. PMID: 29721549; PMCID: PMC5926237. 

- Khader M, Eckl PM. Thymoquinone: an emerging natural drug with a wide range of 
medical applications. Iran J Basic Med Sci. 2014 Dec;17(12):950-7. PMID: 25859298; 
PMCID: PMC4387230. 

- Kielbassa C, Roza L, Epe B. Wavelength dependence of oxidative DNA damage induced 
by UV and visible light. Carcinogenesis. 1997 Apr;18(4):811-6. 

- Ismail Kiliç, Yeşim Yeşiloğlu; Spectroscopic studies on the antioxidant activity of p-
coumaric acid, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 
Volume 115, 2013, Pages 719-724, ISSN 1386-1425. 

- Kim HE, Lee SG. Induction of ATP synthase β by H2O2 induces melanogenesis by 
activating PAH and cAMP/CREB/MITF signaling in melanoma cells. Int J Biochem Cell 
Biol. 2013 Jul;45(7):1217-22. doi: 10.1016/j.biocel.2013.03.006. Epub 2013 Mar 21. 
PMID: 23523934. 

- Kim H.J, Jang S. Optimization of a resazurin-based microplate assay for large-scale 
compound screenings against Klebsiella pneumoniae. 3 Biotech., 8 (1) (2018), p. 3. 

- Kim S, Choi K. Occurrences, toxicities, and ecological risks of benzophenone-3, a 
common component of organic sunscreen products: A mini-review. Environ Int. 2014; 
70:143–57. 

- Kim S, Jung D, Kho Y, Choi K. Effects of benzophenone-3 exposure on endocrine 
disruption and reproduction of Japanese medaka (Oryzias latipes)—a two-generation 
exposure study. Aquat Toxicol. 2014; 155:244–52. 

- Kim JY, Dao H. Physiology, Integument. 2023 May 1. In: StatPearls [Internet]. Treasure 
Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan–. PMID: 32119273. 

- Kinnberg KL, Petersen GI, Albrektsen M, Minghlani M, Awad SM, Holbech BF, Green 
JW, Bjerregaard P, Holbech H. Endocrine-disrupting effect of the ultraviolet filter 
benzophenone-3 in zebrafish, Danio rerio. Environ Toxicol Chem. 2015;4(12):2833–40. 

- Kiss B, Bíró T, Czifra G, Tóth BI, Kertész Z, Szikszai Z, Kiss AZ, Juhász I, Zouboulis CC, 
Hunyadi J. Investigation of micronized titanium dioxide penetration in human skin 
xenografts and its effect on cellular functions of human skin-derived cells. Exp Dermatol. 
2008 Aug;17(8):659-67. doi: 10.1111/j.1600-0625.2007.00683.x. Epub 2008 Jun 28. 
PMID: 18312389. 



102 

 

- Klaunig JE, Xu Y, Isenberg JS, Bachowski S, Kolaja KL, Jiang J, Stevenson DE, Walborg 
EF Jr. The role of oxidative stress in chemical carcinogenesis. Environ Health Perspect. 
1998 Feb;106 Suppl 1(Suppl 1):289-95. doi: 10.1289/ehp.98106s1289. PMID: 9539021; 
PMCID: PMC1533298. 

- Kobayashi Y, Iwai I, Akutsu N, Hirao T. Increased carbonyl protein levels in the stratum 
corneum of the face during winter. Int J Cosmet Sci. 2008 Feb;30(1):35-40. doi: 
10.1111/j.1468-2494.2008.00422. x. PMID: 18377628. 

- Kohli I, Chaowattanapanit S, Mohammad TF, Nicholson CL, Fatima S, Jacobsen G, 
Kollias N, Lim HW, Hamzavi IH. Synergistic effects of long-wavelength ultraviolet A1 and 
visible light on pigmentation and erythema. Br J Dermatol. 2018 May;178(5):1173-1180. 
doi: 10.1111/bjd.15940. Epub 2018 Mar 2. PMID: 28877342. 

- Krutmann J, Bouloc A, Sore G, Bernard BA, Passeron T. The skin aging exposome. J 
Dermatol Sci. 2017 Mar;85(3):152-161. doi: 10.1016/j.jdermsci.2016.09.015. Epub 2016 
Sep 28. PMID: 27720464. 

- Kullavanijaya P, Lim HW. Photoprotection. J Am Acad Dermatol. 2005 Jun;52(6):937-58; 
quiz 959-62. doi: 10.1016/j.jaad.2004.07.063. PMID: 15928611. 

- Kupper, Thomas & Plagellat, Cécile & Brändli, R.C. & de Alencastro, Luiz & Grandjean, 
Dominique & Tarradellas, Joseph. (2006). Fate and removal of polycyclic musks, UV 
filters and biocides during wastewater treatment. Water research. 40. 2603-12. 
10.1016/j.watres.2006.04.012. 

- Langford KH, Reid MJ, Fjeld E, Øxnevad S, Thomas KV. Environmental occurrence and 
risk of organic UV filters and stabilizers in multiple matrices in Norway. Environ Int. 2015 
Jul; 80:1-7. doi: 10.1016/j.envint.2015.03.012. Epub 2015 Mar 30. PMID: 25827264. 

- Latiff LA, Parhizkar S, Dollah MA, Hassan ST. Alternative supplement for enhancement 
of reproductive health and metabolic profile among perimenopausal women: a novel role 
of Nigella sativa. Iran J Basic Med Sci. 2014 Dec;17(12):980-5. PMID: 25859301; 
PMCID: PMC4387233. 

- Lautenschlager S, Wulf HC, Pittelkow MR. Photoprotection. Lancet. 2007 Aug 
11;370(9586):528-37. doi: 10.1016/S0140-6736(07)60638-2. PMID: 17693182. 

- Li L, Chong L, Huang T, Ma Y, Li Y, Ding H. Natural products and extracts from plants as 
natural UV filters for sunscreens: A review. Animal Model Exp Med. 2023 Jun;6(3):183-
195. doi: 10.1002/ame2.12295. Epub 2022 Dec 19. PMID: 36536536; PMCID: 
PMC10272908. 

- Li X, et al. Fabrication of photo-crosslinkable poly (trimethylene 
carbonate)/polycaprolactone nanofibrous scaffolds for tendon regeneration. Int. J. 
Nanomedicine, 15 (2020), pp. 6373-6383. 

- Liang J, Lian L, Wang X, Li L. Thymoquinone, extract from Nigella sativa seeds, protects 
human skin keratinocytes against UVA-irradiated oxidative stress, inflammation and 
mitochondrial dysfunction. Mol Immunol. 2021 Jul; 135:21-27. doi: 
10.1016/j.molimm.2021.03.015. Epub 2021 Apr 12. PMID: 33857815. 

- Lichtman JW, Conchello JA. Fluorescence microscopy. Nat Methods. 2005 
Dec;2(12):910-9. PMID: 16299476. 

- Lips P. Vitamin D physiology. Prog Biophys Mol Biol. 2006 Sep;92(1):4-8. 
- Liu, R.; Xing, L.; Fu, Q.; Zhou, G.-h.; Zhang, W.-g. A Review of Antioxidant Peptides 

Derived from Meat Muscle and By-Products. Antioxidants 2016, 5, 32. 
- Liu Y.S, Ying G.G, Shareef A, Kookana R.S. Photostability of the UV filter 

benzophenone-3 and its effect on the Photodegradation of Benzotriazole in water. 
Environ. Chem., 8 (6) (2011), pp. 581-588. 

- Lodovici M, Caldini S, Morbidelli L, Akpan V, Ziche M, Dolara P. Protective effect of 4-
coumaric acid from UVB ray damage in the rabbit eye. Toxicology. 2009 Jan 8;255(1-
2):1-5. doi: 10.1016/j.tox.2008.09.011. Epub 2008 Sep 25. PMID: 18852014. 

- Loetchutinat C, Kothan S, Dechsupa S, Meesungnoen J, Jay-Gerin J-P, Mankhetkorn 
S; Spectrofluorometric determination of intracellular levels of reactive oxygen species in 



103 

 

drug-sensitive and drug-resistant cancer cells using the 2′,7′-dichlorofluorescein 
diacetate assay. Radiat Phys Chem 2005; 72:323–331. 

- Lowe, N.J. An overview of ultraviolet radiation, sunscreens, and photo-induced 
dermatoses. Dermatol. Clin., v.24, n.1, p.9-17, 2006. 

- Lozano C, Matallana-Surget S, Givens J, Nouet S, Arbuckle L, Lambert Z, Lebaron P. 
Toxicity of UV filters on marine bacteria: Combined effects with damaging solar radiation. 
Sci Total Environ. 2020 Jun 20; 722:137803. doi: 10.1016/j.scitotenv.2020.137803. Epub 
2020 Mar 7. PMID: 32197158. 

- Lu PJ, Huang SC, Chen YP, Chiueh LC, Shih DY. Analysis of titanium dioxide and zinc 
oxide nanoparticles in cosmetics. J Food Drug Anal. 2015 Sep;23(3):587-594. doi: 
10.1016/j.jfda.2015.02.009. Epub 2015 Apr 20. PMID: 28911719; PMCID: 
PMC9351801. 

- MacManus-Spencer LA, Tse ML, Klein JL, Kracunas AE. Aqueous photolysis of the 
organic ultraviolet filter chemical octyl methoxycinnamate. Environ Sci Technol. 2011 
May 1;45(9):3931-7. doi: 10.1021/es103682a. Epub 2011 Apr 8. PMID: 21476541. 

- Maier T, Korting HC. Sunscreens - which and what for? Skin Pharmacol Physiol. 2005 
Nov-Dec;18(6):253-62. doi: 10.1159/000087606. Epub 2005 Aug 19. PMID: 16113595. 

- Mahfouz M, El-Dakhakhany M. The isolation of a crystalline active principle from Nigella 
sativa L. seeds. J Pharm Sci 1960; 1: 1-19. 

- Mahmoud BH, Ruvolo E, Hexsel CL, Liu Y, Owen MR, Kollias N, Lim HW, Hamzavi IH. 
Impact of long-wavelength UVA and visible light on melanocompetent skin. J Invest 
Dermatol. 2010 Aug;130(8):2092-7. doi: 10.1038/jid.2010.95. Epub 2010 Apr 22. PMID: 
20410914. 

- Manach C, Scalbert A, Morand C, Rémésy C, Jiménez L. Polyphenols: food sources 
and bioavailability. Am J Clin Nutr. 2004 May;79(5):727-47. 

- Mantena SK, Meeran SM, Elmets CA, Katiyar SK. Orally administered green tea 
polyphenols prevent ultraviolet radiation-induced skin cancer in mice through activation 
of cytotoxic T cells and inhibition of angiogenesis in tumors. J Nutr. 2005 
Dec;135(12):2871-7. doi: 10.1093/jn/135.12.2871. PMID: 16317135. 

- Mao F, Yiliand H, Karina Y.H.G; Evaluating the joint toxicity of two benzophenone-type 
UV filters on the green alga Chlamydomonas Reinhardtii with response surface 
methodology. MDPI (1) (2018), pp. 1-12. 

- Masaki H. Role of antioxidants in the skin: anti-aging effects. J Dermatol Sci. 2010 
May;58(2):85-90. doi: 10.1016/j.jdermsci.2010.03.003. Epub 2010 Mar 17. PMID: 
20399614. 

- Masaki H, Atsumi T, Sakurai H. Detection of hydrogen peroxide and hydroxyl radicals in 
murine skin fibroblasts under UVB irradiation. Biochem Biophys Res Commun. 1995 Jan 
17;206(2):474-9. doi: 10.1006/bbrc.1995.1067. PMID: 7826364. 

- Masaki H, Okano Y, Ochiai Y, Obayashi K, Akamatsu H, Sakurai H. alpha-tocopherol 
increases the intracellular glutathione level in HaCaT keratinocytes. Free Radic Res. 
2002 Jun;36(6):705-9. doi: 10.1080/10715760210873. PMID: 12180196. 

- Masek A, Chrzescijanska E, Latos M; Determination of Antioxidant Activity of Caffeic 
Acid and p-Coumaric Acid by Using Electrochemical and Spectrophotometric Assays, 
International Journal of Electrochemical Science,Volume 11, Issue 12,2016,Pages 
10644-10658,ISSN 1452-3981. 

- Maverakis E, Miyamura Y, Bowen MP, Correa G, Ono Y, Goodarzi H. Light, including 
ultraviolet. J Autoimmun. 2010 May;34(3):J247-57. doi: 10.1016/j.jaut.2009.11.011. 
Epub 2009 Dec 16. PMID: 20018479; PMCID: PMC2835849. 

- Meeran SM, Akhtar S, Katiyar SK. Inhibition of UVB-induced skin tumor development by 
drinking green tea polyphenols is mediated through DNA repair and subsequent 
inhibition of inflammation. J Invest Dermatol. 2009; 129:1258–1270.  

- Minetto D, Libralato G, Marcomini A, Volpi Ghirardini A. Potential effects of 
TiO2 nanoparticles and TiCl4 in saltwater to Phaeodactylum tricornutum and Artemia 
franciscana. Sci Total Environ. 2017 Feb 1; 579:1379-1386. doi: 
10.1016/j.scitotenv.2016.11.135. Epub 2016 Nov 30. PMID: 27913027. 



104 

 

- Mitchelmore CL, He K, Gonsior M, Hain E, Heyes A, Clark C, Younger R, Schmitt-Kopplin 
P, Feerick A, Conway A, Blaney L. Occurrence and distribution of UV-filters and other 
anthropogenic contaminants in coastal surface water, sediment, and coral tissue from 
Hawaii. Sci Total Environ. 2019 Jun 20; 670:398-410. doi: 
10.1016/j.scitotenv.2019.03.034. Epub 2019 Mar 13. PMID: 30904653. 

- Mittal A, Elmets CA, Katiyar SK. Dietary feeding of proanthocyanidins from grape seeds 
prevents photocarcinogenesis in SKH-1 hairless mice: Relationship to decreased fat and 
lipid peroxidation. Carcinogenesis. 2003; 24:1379–1388. 

- Miyamura Y, Coelho SG, Wolber R, Miller SA, Wakamatsu K, Zmudzka BZ, Ito S, Smuda 
C, Passeron T, Choi W, Batzer J, Yamaguchi Y, Beer JZ, Hearing VJ. Regulation of 
human skin pigmentation and responses to ultraviolet radiation. Pigment Cell Res. 2007 
Feb;20(1):2-13. doi: 10.1111/j.1600-0749.2006.00358.x. PMID: 17250543. 

- Morais DV, Costa MAPC, Bárbara MFS, et al. Antioxidant, photoprotective and inhibitory 
activity of tyrosinase in extracts of Dalbergia ecastaphyllum . PLoS One. 2018;13(11): 
e0207510. 

- Morliere P, Moysan A, Santus R, HOppe G, Maziere J-C, Dubertret L: UVA-induced lipid 
peroxidation in cultured human fibroblasts. Biochim Biophys Acta 1084:261 - 268, 1991. 

- Morsi NM. Antimicrobial effect of crude extracts of Nigella sativa on multiple antibiotics-
resistant bacteria. Acta Microbiol Pol. 2000;49(1):63–74. 

- Moyal D. Need for a well-balanced sunscreen to protect human skin from both Ultraviolet 
A and Ultraviolet B damage. Indian J. Dermatol. Venereol. Leprol., 78 (Suppl 1) (2012), 
pp. 24-30. 

- Moysan Annie, Marquis Isabelle, Gaboriau François, Santus René, Dubertret Louis, 
Morlière Patrice, Ultraviolet A – Induced Lipid Peroxidation and Antioxidant Defense 
Systems in Cultured Human Skin Fibroblasts, Journal of Investigative 
Dermatology,Volume 100, Issue 5,1993,Pages 692-698,ISSN 0022-202X. 

- Muhammad TS. Characterization of black cumin seed oil and exploring its role as a 
functional food. Faisalabad: University of Agriculture; 2009. 

- Mut-Salud N, Álvarez PJ, Garrido JM, Carrasco E, Aránega A, Rodríguez-Serrano F. 
Antioxidant Intake and Antitumor Therapy: Toward Nutritional Recommendations for 
Optimal Results. Oxid Med Cell Longev. 2016; 2016:6719534. Epub 2015 Nov 22. PMID: 
26682013; PMCID: PMC4670692. 

- Myllyla R, Majamaa K, Gunzler V, Hanauske-Abel HM, Kivirikko KI. Ascorbate is 
consumed stoichiometrically in the uncoupled reactions catalyzed by prolyl 4-
hydroxylase and lysyl hydroxylase. J Biol Chem 1984; 259:5403–5. 

- Nayak V.V, et al. Physiochemical and bactericidal activity evaluation: silver-augmented 
3D-printed scaffolds-An in vitro study. J Biomed Mater Res B Appl 
Biomater, 110 (1) (2022), pp. 195-209. 

- Nguyen AV, Soulika AM. The Dynamics of the Skin's Immune System. Int J Mol Sci. 
2019 Apr 12;20(8):1811. 

- Nichols JA, Katiyar SK. Skin photoprotection by natural polyphenols: anti-inflammatory, 
antioxidant and DNA repair mechanisms. Arch Dermatol Res. 2010 Mar;302(2):71-83. 
Epub 2009 Nov 7. PMID: 19898857; PMCID: PMC2813915. 

- Niwa, Y., Sumi, H., Kawahira, K., Terashima, T., Nakamura, T., & Akamatsu, 
H. (2003). Protein oxidative damage in the stratum corneum: Evidence for a link between 
environmental oxidants and the changing prevalence and nature of atopic dermatitis in 
Japan. British Journal of Dermatology, 149(2), 248-254. https://doi.org/10.1046/j.1365-
2133.2003.05417.x 

- O’Brien J, et al. Investigation of the Alamar blue (resazurin) fluorescent dye for the 
assessment of mammalian cell cytotoxicity. Eur. J. Biochem., 267 (17) (2000), pp. 5421-
5426 

- Onur T.S, Sitron C.S, Dang A; Co-administration of hyaluronic acid with local 
anaesthetics shows lower cytotoxicity than local anaesthetic treatment alone in bovine 
articular chondrocytes. Bone Joint Res., 2 (12) (2013), pp. 270-275. 



105 

 

- Oosthuizen C, et al. Diallyl Polysulfides from Allium sativum as Immunomodulators, 
Hepatoprotectors, and Antimycobacterial agents. J. Med. Food, 20 (7) (2017), pp. 685-
690.  

- Oral D, Yirun A, Erkekoglu P. Safety Concerns of Organic Ultraviolet Filters: Special 
Focus on Endocrine-Disrupting Properties. J Environ Pathol Toxicol Oncol. 
2020;39(3):201-212. PMID: 32865912. 

- Pal, R.R.; Rajpal, V.; Singh, P.; Saraf, S.A. Recent Findings on Thymoquinone and Its 
Applications as a Nanocarrier for the Treatment of Cancer and Rheumatoid 
Arthritis. Pharmaceutics 2021, 13, 775.  

- Panda, Vandana & Suresh, Swetha. (2015). Gastro-protective effects of the phenolic 
acids of Macrotyloma uniflorum (horse gram) on experimental gastric ulcer models in 
rats. Food Bioscience. 12. 34-46. 10.1016/j.fbio.2015.07.004. 

- Pandey N, Shri P, Pandey H, Tripathi Y.B; Radiation Induced Gastrointestinal Damage 
and Protection: Nigella sativa Seed Extract and Thymoquinone (2017). Defence Life 
Science Journal. 2. 264-269. 

- Passeron T, Lim HW, Goh CL, Kang HY, Ly F, Morita A, Ocampo Candiani J, Puig S, 
Schalka S, Wei L, Dréno B, Krutmann J. Photoprotection according to skin phototype 
and dermatoses: practical recommendations from an expert panel. J Eur Acad Dermatol 
Venereol. 2021 Jul;35(7):1460-1469. doi: 10.1111/jdv.17242. Epub 2021 May 4. PMID: 
33764577; PMCID: PMC8252523. 

- Patra V, Byrne SN, Wolf P. The Skin Microbiome: Is It Affected by UV-induced Immune 
Suppression? Front Microbiol. 2016 Aug 10; 7:1235. 

- Paulsen CE, Carroll KS. Cysteine-mediated redox signaling: chemistry, biology, and 
tools for discovery. Chem Rev. 2013 Jul 10;113(7):4633-79. PMID: 23514336; PMCID: 
PMC4303468. 

- Pelle E, Mammone T, Maes D, Frenkel K; Keratinocytes act as a source of reactive 
oxygen species by transferring hydrogen peroxide to melanocytes. J Invest 
Dermatol, 124 (2005), pp. 793-797. 

- Peres DD, Sarruf FD, de Oliveira CA, Velasco MVR, Baby AR. Ferulic acid 
photoprotective properties in association with UV filters: multifunctional sunscreen with 
improved SPF and UVA-PF. J Photochem Photobiol B. 2018 Aug; 185:46-49. doi: 
10.1016/j.jphotobiol.2018.05.026. Epub 2018 May 26. PMID: 29864725. 

- Perinelli, D.R.; Torregiani, E.; Bonacucina, G.; Cespi, M.; Palmieri, G.F.; Gabbianelli, R. 
Antioxidant Properties of Ester Derivatives of Cinnamic and Hydroxycinnamic Acids 
in Nigella sativa and Extra-Virgin Olive Oils-Based Emulsions. Antioxidants 2022, 11, 
194. 

- Phan TX, Jaruga B, Pingle SC, Bandyopadhyay BC, Ahern GP. Intrinsic Photosensitivity 
Enhances Motility of T Lymphocytes. Scientific Reports. 2016 Dec; 6:39479. 

- Philippat C, Mortamais M, Chevrier C, Petit C, Calafat AM, Ye X, Silva MJ, Brambilla C, 
Pin I, Charles MA, Cordier S, Slama R. Exposure to phthalates and phenols during 
pregnancy and offspring size at birth. Environ Health Perspect. 2012; 120:464–70. 

- Piette J, Merville-Louis MP, Decuyper J. Damages induced in nucleic acids by 
photosensitization. Photochem Photobiol. 1986 Dec;44(6):793-802. doi: 10.1111/j.1751-
1097. 1986.tb05539. x. PMID: 3550830. 

- Pillai S, Oresajo C, Hayward J; Ultraviolet radiation and skin aging: roles of reactive 
oxygen species, inflammation and protease activation, and strategies for prevention of 
inflammation-induced matrix degradation-a review. Int. J. Cosmet. Sci., 27 (2005), 
pp. 17-34. 

- Polefka TG, Meyer TA, Agin PP, Bianchini RJ. Effects of solar radiation on the skin. J 
Cosmet Dermatol. 2012 Jun;11(2):134-43. 

- Poljsak B. Decreasing Oxidative Stress and Retarding the Aging Process. Nova 
Science; 2010. 

- Poljšak B, Dahmane R. Free radicals and extrinsic skin aging. Dermatol Res Pract. 2012; 
2012:135206. 



106 

 

- Popova D, Karlsson J, Jacobsson S.O.P; Comparison of neurons derived from mouse 
P19, rat PC12 and human SH-SY5Y cells in the assessment of chemical- and toxin-
induced neurotoxicity. BMC Pharmacol. Toxicol., 18 (1) (2017), p. 42. 

- Possel H, Noack H, Augustin W, Keilhoff G, Wolf G. 2,7-Dihydrodichlorofluorescein 
diacetate as a fluorescent marker for peroxynitrite formation. FEBS Lett 1997;416: 175–
178. 

- Rachael A. Clark, Benjamin Chong, Nina Mirchandani, Nooshin K. Brinster, Kei-ichi 
Yamanaka, Rebecca K. Dowgiert, Thomas S. Kupper; The Vast Majority of CLA+ T Cells 
Are Resident in Normal Skin1. J Immunol 1 April 2006; 176 (7): 4431–4439.  

- Rainieri S, Barranco A, Primec M, Langerholc T; Occurrence and toxicity of musks and 
UV filters in the marine environment. Food Chem. Toxicol, 104 (2017), pp. 57-68. 

- Ramadan MF. Nutritional value, functional properties and nutraceutical applications of 
black cumin (Nigella sativa L.): an overview. Int J Food Sci Technol 2007; 42: 1208-1218. 

- Rhodes LE, Gledhill K, Masoodi M, Haylett AK, Brownrigg M, Thody AJ, Tobin DJ, 
Nicolaou A. The sunburn response in human skin is characterized by sequential 
eicosanoid profiles that may mediate its early and late phases. FASEB J. 2009 
Nov;23(11):3947-56. doi: 10.1096/fj.09-136077. Epub 2009 Jul 7. PMID: 19584301; 
PMCID: PMC2791058. 

- Rodil R, Moeder M, Altenburger R, Schmitt-Jansen M. Photostability and phytotoxicity 
of selected sunscreen agents and their degradation mixtures in water. Anal. Bioanal. 
Chem., 395 (5) (2009), pp. 1513-1524. 

- Romanhole RC, Fava ALM, Tundisi LL, Macedo LM, Santos ÉMD, Ataide JA, Mazzola 
PG. Unplanned absorption of sunscreen ingredients: Impact of formulation and 
evaluation methods. Int J Pharm. 2020 Dec 15; 591:120013. doi: 
10.1016/j.ijpharm.2020.120013. Epub 2020 Oct 24. PMID: 33132151.  

- Roméro-Graillet C, Aberdam E, Clément M, Ortonne J.P, Ballotti R; Nitric oxide 
produced by ultraviolet-irradiated keratinocytes stimulates melanogenesis. J Clin 
Invest, 99 (1997), pp. 635-642. 

- Rosenkranz AR, Schmaldienst S, Stuhlmeier KM, Chen W, Knapp W, Zlabinger GJ. A 
microplate assay for the detection of oxidative products using 2′,7′-dichlorofluorescin -
diacetate. J Immunol Methods 1992; 156:39–45.  

- Rota C, Fann YC, Mason RP. Phenoxyl free radical formation during the oxidation of the 
fluorescent dye 2′,7′-dichlorofluorescein by horseradish peroxidase. Possible 
consequences for oxidative stress measurements. J Biol Chem 1999; 274:28161–
28168. 

- Runger T.M and Kappes U.P, Mechanisms of mutation formation ¨ with long-wave 
ultraviolet light (UVA),Photodermatol., Photoimmunol. Photomed., 2008, 24, 2–10. 

- Saewan N, Jimtaisong A; Photoprotection of natural flavonoids. J. Appl. Pharm. 
Sci., 3 (9) (2013), pp. 129-141. 

- Saewan, N. and Jimtaisong, A. (2015), Natural products as photoprotection. J Cosmet 
Dermatol, 14: 47-63. 

- Salem EM, Yar T, Bamosa AO, Al-Quorain A, Yasawy MI, Alsulaiman RM, et al.et al. 
Comparative study of Nigella sativa and triple therapy in eradication of Helicobacter 
Pylori in patients with non-ulcer dyspepsia. Saudi J Gastroenterol. 2010;16(3):207–214. 

- Salim EI. Cancer chemopreventive potential of volatile oil from black cumin seeds, 
Nigella sativa L., in a rat multi-organ carcinogenesis bioassay. Oncol Lett. 2010 
Sep;1(5):913-924. Epub 2010 Sep 1. PMID: 22966405; PMCID: PMC3436209. 

- Sánchez Rodríguez A, Rodrigo Sanz M, Betancort Rodríguez J.R;Occurrence of eight 
UV filters in beaches of Gran Canaria (Canary Islands). An approach to environmental 
risk assessment. Chemosphere, 131 (2015), pp. 85-90. 

- Sandberg, M., Patil, J., D’Angelo, B., Weber, S.G., Mallard, C., 2014. NRF2-regulation 
in brain health and disease: implication of cerebral inflammation. Neuropharmacology 
79, 298–306. 

javascript:;


107 

 

- Sander CS, Chang H, Salzmann S, Müller CS, Ekanayake-Mudiyanselage S, Elsner P, 
Thiele JJ. Photoaging is associated with protein oxidation in human skin in vivo. J Invest 
Dermatol. 2002 Apr;118(4):618-25. doi: 10.1046/j.1523-1747.2002.01708. x. PMID: 
11918707. 

- Sankoda K, Murata K, Tanihata M, Suzuki K, Nomiyama K, Shinohara R. Seasonal and 
diurnal variation of organic ultraviolet filters from personal care products used along the 
Japanese coast. Arch Environ Contam Toxicol. 2015 Feb;68(2):217-24. doi: 
10.1007/s00244-014-0106-7. Epub 2014 Dec 6. PMID: 25480128. 

- Santos, A.J., Crista, D.M., Miranda, M.S., Almeida, I.F., Silva, J.E., Costa, P., Amaral, 
M.H., Lobão, P., Lobo, J.M., & Silva, J.C. (2013). Degradation of UV filters 2-ethylhexyl-
4-methoxycinnamate and 4-tert-butyl-4'-methoxydibenzoylmethane in chlorinated 
water. Environmental Chemistry, 10, 127-134. 

- Sasaki M, Horikoshi T, Uchiwa H, Miyachi Y. Up-regulation of tyrosinase gene by nitric 
oxide in human melanocytes. Pigment Cell Res, 13 (2000), pp. 248-252. 

- Schallreuter, Karin & Moore, Jeremy & Wood, John & Beazley, Wayne & Gaze, David & 
Tobin, Desmond & Marshall, Harriet & Panske, Angela & Panzig, Eberhard & Hibberts, 
Nigel. (1999). In vivo and in vitro evidence for hydrogen peroxide (H2O2) accumulation 
IN THE EPIDERMIS of patients with vitiligo and its successful removal by UVB-activated 
pseudocatalase. Journal of Investigative Dermatology Symposium Proceedings. 4. 91-
96. 10.1038/sj.jidsp.5640189. 

- Scheuer E, Warshaw E. Sunscreen allergy: a review of epidemiology, clinical 
characteristics, and responsible allergens. Dermatitis, 17 (2006), pp. 3-
11, 10.2310/6620.2006.05017. 

- Schlumpf M, Cotton B, Conscience M, Haller V, Steinmann B, Lichtensteiger W. In vitro 
and in vivo estrogenicity of UV screens. Environ Health Perspect. 2001 Mar;109(3):239-
44. doi: 10.1289/ehp.01109239. Erratum in: Environ Health Perspect. 2001 
Nov;109(11):A517. PMID: 11333184; PMCID: PMC1240241. 

- Schmutzler, C., Hamann, I., Hofmann, P.J., Kovacs, G., Stemmler, L., Mentrup, B., 
Schomburg, L., Ambrugger, P., Grüters, A., Seidlová‐Wuttke, D., Jarry, H., Wuttke, W., & 
Köhrle, J. (2004). Endocrine active compounds affect thyrotropin and thyroid hormone 
levels in serum as well as endpoints of thyroid hormone action in liver, heart and 
kidney. Toxicology, 205 1-2, 95-102. 

- Séite S, Moyal D, Richard S, de Rigal J, Lévêque JL, Hourseau C, Fourtanier A. Mexoryl 
SX: a broad absorption UVA filter protects human skin from the effects of repeated 
suberythemal doses of UVA. J Photochem Photobiol B. 1998 Jun 15;44(1):69-76. 

- Seo YK, Kim SJ, Boo YC, Baek JH, Lee SH, Koh JS. Effects of p-coumaric acid on 
erythema and pigmentation of human skin exposed to ultraviolet radiation. Clin Exp 
Dermatol. 2011 Apr;36(3):260-6. doi: 10.1111/j.1365-2230.2010.03983. x. Epub 2010 
Dec 24. PMID: 21198798. 

- Seoane M, Esperanza M, Rioboo C, Herrero C, Cid Á. Flow cytometric assay to assess 
short-term effects of personal care products on the marine microalga Tetraselmis 
Suecica. Chemosphere, 171 (2017), pp. 339-347. 

- Seok J.K, Boo J.C; p-Coumaric acid attenuates UVB-induced release of stratifin from 
keratinocytes and indirectly regulates matrix metalloproteinase 1 release from 
fibroblasts, Korean J Physiol Pharmacol., 19 (2015), pp. 241-247. 

- Serpone N, Salinaro A, Emeline AV, Horikoshi S, Hidaka H, Zhao J. An in vitro systematic 
spectroscopic examination of the photostabilities of a random set of commercial 
sunscreen lotions and their chemical UVB/UVA active agents. Photochem Photobiol Sci. 
2002 Dec;1(12):970-81. doi: 10.1039/b206338g. PMID: 12661594. 

- Sharma PC, Yelne MB, Dennis TJ. Database on medicinal plants used in Ayurveda. New 
Delhi: 2005. pp. 420–440. 

- Sharada H. Sharma, Vinothkumar Rajamanickam, Sangeetha Nagarajan; 
Antiproliferative effect of p-Coumaric acid targets UPR activation by downregulating 

https://doi.org/10.2310/6620.2006.05017


108 

 

Grp78 in colon cancer, Chemico-Biological Interactions, Volume 291, 2018, Pages 16-
28, ISSN 0009-2797. 

- Shenoy N, Stenson M, Lawson J, Abeykoon J, Patnaik M, Wu X, Witzig T. Drugs with 
anti-oxidant properties can interfere with cell viability measurements by assays that rely 
on the reducing property of viable cells. Lab Invest. 2017 May;97(5):494-497. doi: 
10.1038/labinvest.2017.18. Epub 2017 Feb 27. PMID: 28240748. 

- Shindo Y, Witt E, Han D, Tzeng B, Aziz T, Nguyen L, Packer L. Recovery of antioxidants 
and reduction in lipid hydroperoxides in murine epidermis and dermis after acute 
ultraviolet radiation exposure. Photodermatol Photoimmunol Photomed. 1994 
Oct;10(5):183-91. PMID: 7880756. 

- Shindo Y, Witt E, Packer L. Antioxidant defense mechanisms in murine epidermis and 
dermis and their responses to ultraviolet light. J Invest Dermatol. 1993 Mar;100(3):260-
5. 

- Shirley B.W; Flavonoid biosynthesis: ‘new’ functions for an ‘old’ pathway. Trends Plant 
Sci., 31 (1996), pp. 377-382. 

- Shuid AN, Mohamed N, Mohamed IN, Othman F, Suhaimi F, Mohd Ramli ES, 
Muhammad N, Soelaiman IN. Nigella sativa: A Potential Antiosteoporotic Agent. Evid 
Based Complement Alternat Med. 2012; 2012:696230. Epub 2012 Sep 3. PMID: 
22973403; PMCID: PMC3438907. 

- Sies H, Berndt C, Jones DP. Oxidative Stress. Annu Rev Biochem. 2017 Jun 20; 86:715-
748. 

- Singh S, Das SS, Singh G, Schuff C, de Lampasona MP, Catalan CA. Composition, in 
vitro antioxidant and antimicrobial activities of essential oil and oleoresins obtained from 
black cumin seeds (Nigella sativa L.). Biomed Res Int 2014; 2014: 10. 

- Skotarczak K, Osmola-man’kowska A, Lodyga M, Polan’ska A, Mazur M, Adamski Z; 
Photoprotection: facts and controversies. Riv. Eur. Sci. Med. Farmacol., 19 (2015), 
pp. 98-112. 

- Sljivic Husejnovic M, et al. Assessment of Pb, cd and Hg soil contamination and its 
potential to cause cytotoxic and genotoxic effects in human cell lines (CaCo-2 and 
HaCaT). Environ. Geochem. Health, 40 (4) (2018), pp. 1557-1572. 

- Soares dos Reis G, Furtado Valadao A, Ramos Paes de Lima L et al. Preparacion 
de um protector solar y evaluacion de La accion fotoprotetora Del propoleo verde 
Del Vale do Aco, Minas Gerais, Brasil. Bol Latinoam Caribe Plant Med 
Aromaticas 2009; 8: 282–288. 

- Sohn M, Hêche A, Herzog B, Imanidis G; Film thickness frequency distribution of 
different vehicles determines sunscreen efficacy. J. Biomed. Opt., 19 (2014), 
Article 115005. 

- Solecki, R. (1975). Shanidar IV, a Neanderthal flower burial in northern 
Iraq. Science, 190(4217), 880–881. 

- Song K, Boo Y.C; UVB-shielding effects of para-coumaric acid, J. Soc. Cosmet. 
Scientists Korea, 38 (2012), pp. 263-273. 

- Spruce S.R, in: Proc. Int. Cosmetics Exhibition and Conference, Barcelona, Spain, 
March 22–24, Verlag fur Chemische Industrie H. Ziolkowsky, Augsburg, Germany, 1994, 
pp. 275–292. 

- Sravani PV, Babu NK, Gopal KV, Rao GR, Rao AR, Moorthy B, Rao TR. Determination 
of oxidative stress in vitiligo by measuring superoxide dismutase and catalase levels in 
vitiliginous and non-vitiliginous skin. Indian J Dermatol Venereol Leprol. 2009 May-
Jun;75(3):268-71. doi: 10.4103/0378-6323.48427. PMID: 19439879. 

- Stahl W, Sies H. β-Carotene and other carotenoids in protection from sunlight. Am J Clin 
Nutr. 2012 Nov;96(5):1179S-84S. doi: 10.3945/ajcn.112.034819. Epub 2012 Oct 10. 
PMID: 23053552. 

- Stelzner J, Roemhild R, Garibay-Hernández A, Harbaum-Piayda B, Mock HP, Bilger W. 
Hydroxycinnamic acids in sunflower leaves serve as UV-A screening pigments. 



109 

 

Photochem Photobiol Sci. 2019 Jul 10;18(7):1649-1659. doi: 10.1039/c8pp00440d. 
PMID: 31070613. 

- Su JF, Guo CJ, Wei JY, Yang JJ, Jiang YG, Li YF. Protection against hepatic ischemia-
reperfusion injury in rats by oral pretreatment with quercetin. Biomed Environ Sci. 2003 
Mar;16(1):1-8. PMID: 12747002. 

- Suhrland C, et al. Oxidized graphene nanoparticles as a delivery system for the pro-
apoptotic sphingolipid C6 ceramide. J. Biomed. Mater. Res. A, 107 (1) (2019), pp. 25-
37. 

- Sultan MT, Butt MS, Anjum FM, Jamil A, Akhtar S, Nasir M. Nutritional profile of 
indigenous cultivar of black cumin seeds and antioxidant potential of its fixed and 
essential oil. Pak J Bot 2009; 41: 1321-1330. 

- Sun, Z., Park, S.Y., Hwang, E., Zhang, M., Seo, S.A., Lin, P., Yi, T.H., 2017. Thymus 
vulgaris alleviates UVB irradiation induced skin damage via inhibition of MAPK/AP1 and 
activation of Nrf2-ARE antioxidant system. J. Cell. Mol. Med. 2. 

- Sunitha MC, Dhanyakrishnan R, PrakashKumar B, Nevin KG. p-Coumaric acid mediated 
protection of H9c2 cells from Doxorubicin-induced cardiotoxicity: Involvement of 
augmented Nrf2 and autophagy. Biomed Pharmacother. 2018 Jun; 102:823-832. doi: 
10.1016/j.biopha.2018.03.089. Epub 2018 Apr 5. PMID: 29605770. 

- Suozzi K, Turban J, Girardi M. Cutaneous Photoprotection: A Review of the Current 
Status and Evolving Strategies. Yale J Biol Med. 2020 Mar 27;93(1):55-67. PMID: 
32226337; PMCID: PMC7087054. 

- Taofiq O, González-Paramás AM, Barreiro MF, Ferreira IC. Hydroxycinnamic Acids and 
Their Derivatives: Cosmeceutical Significance, Challenges and Future Perspectives, a 
Review. Molecules. 2017 Feb 13;22(2):281. doi: 10.3390/molecules22020281. PMID: 
28208818; PMCID: PMC6155946. 

- Teramura T, Mizuno M, Asano H, Naito N, Arakane K, Miyachi Y. Relationship between 
sun-protection factor and application thickness in high-performance sunscreen: double 
application of sunscreen is recommended. Clin Exp Dermatol. 2012 Dec;37(8):904-8. 
doi: 10.1111/j.1365-2230.2012.04388. x. Epub 2012 Oct 10. PMID: 23050556. 

- Thiele, J, Barland, C.O., Ghadially, R., Elias, P.M. (2006). Permeability and Antioxidant 
Barriers in Aged Epidermis. In: Gilchrest, B.A., Krutmann, J. (eds) Skin Aging. Springer, 
Berlin, Heidelberg. 

- Thiele JJ, Traber MG, Packer L. Depletion of human stratum corneum vitamin E: an 
early and sensitive in vivo marker of UV induced photo-oxidation. J Invest Dermatol. 
1998 May;110(5):756-61. PMID: 9579541. 

- Tinwell, H., Lefevre, P. A., Moffat, G. J., Burns, A., Odum, J., Spurway, T. D., Orphanides, G., 
& Ashby, J. (2002). Confirmation of Uterotrophic Activity of 3-(4-Methylbenzylidine) camphor 
in the Immature Rat. Environmental Health Perspectives, 110(5), 533–536. 
http://www.jstor.org/stable/3455342. 

- Tiruppur Venkatachallam SK, Pattekhan H, Divakar S, Kadimi US. Chemical composition 
of Nigella sativa L. seed extracts obtained by supercritical carbon dioxide. J Food Sci 
Technol. 2010 Dec;47(6):598-605. doi: 10.1007/s13197-010-0109-y. Epub 2010 Nov 1. 
PMID: 23572692; PMCID: PMC3551137. 

- Toman P, et al. Nanoparticles of alkylglyceryl-dextran-graft-poly(lactic acid) for drug 
delivery to the brain: preparation and in vitro investigation. Acta Biomater., 23 (2015), 
pp. 250-262. 

- Tomazelli LC, de Assis Ramos MM, Sauce R, Cândido TM, Sarruf FD, de Oliveira Pinto 
CAS, de Oliveira CA, Rosado C, Velasco MVR, Baby AR. SPF enhancement provided 
by rutin in a multifunctional sunscreen. Int J Pharm. 2018 Dec 1;552(1-2):401-406. doi: 
10.1016/j.ijpharm.2018.10.015. Epub 2018 Oct 8. PMID: 30308277. 

- Torres MP, Ponnusamy MP, Chakraborty S, Smith LM, Das S, Arafat HA, Batra SK. 
Effects of thymoquinone in the expression of mucin 4 in pancreatic cancer cells: 
implications for the development of novel cancer therapies. Mol Cancer Ther. 2010 
May;9(5):1419-31. Epub 2010 Apr 27. PMID: 20423995; PMCID: PMC2906253. 

http://www.jstor.org/stable/3455342


110 

 

- Tovar-Sánchez A, Sánchez-Quiles D, Basterretxea G, Benedé JL, Chisvert A, Salvador 
A, Moreno-Garrido I, Blasco J. Sunscreen products as emerging pollutants to coastal 
waters. PLoS One. 2013 Jun 5;8(6): e65451. doi: 10.1371/journal.pone.0065451. PMID: 
23755233; PMCID: PMC3673939. 

- Tsui MMP, Lam JCW, Ng TY, Ang PO, Murphy MB, Lam PKS. Occurrence, Distribution, 
and Fate of Organic UV Filters in Coral Communities. Environ Sci Technol. 2017 Apr 
18;51(8):4182-4190. doi: 10.1021/acs.est.6b05211. Epub 2017 Apr 10. PMID: 
28351139. 

- Tsui MMP, Chen L, He T, Wang Q, Hu C, Lam JCW, Lam PKS. Organic ultraviolet (UV) 
filters in the South China sea coastal region: Environmental occurrence, toxicological 
effects and risk assessment. Ecotoxicol Environ Saf. 2019 Oct 15; 181:26-33. doi: 
10.1016/j.ecoenv.2019.05.075. Epub 2019 May 30. PMID: 31154117. 

- Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, Telser J. Free radicals and 
antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J Biochem Cell 
Biol. 2007;39(1):44-84. 

- Van Steeg H, Kraemer KH. Xeroderma pigmentosum and the role of UV-induced DNA 
damage in skin cancer. Mol Med Today. 1999 Feb;5(2):86-94. doi: 10.1016/s1357-
4310(98)01394-x. PMID: 10200950. 

- Varbanov H.P, et al. Repositioning approved drugs for the treatment of problematic 
cancers using a screening approach. PLoS One, 12 (2) (2017), Article e0171052. 

- Velagapudi, R., Kumar, A., Bhatia, H.S., El-Bakoush, A., Lepiarz, I., Fiebich, B.L., 
Olajide, O.A., 2017. Inhibition of neuroinflammation by thymoquinone requires activation 
of Nrf2/ARE signalling. Int. Immunopharmacol. 48, 17–29. 

- Vidovic Zdrilic I, et al. Mineral trioxide aggregate improves healing response of 
periodontal tissue to injury in mice. J. Periodontal Res., 52 (6) (2017), pp. 1058-1067. 

- Wang, S.K.; Balagula, I.; Osterwalder, U. Photoprotection: a review of the current and 
future technologies. Dermatol. Ther., v.23, n.1, p.31-47, 2010. 

- Wani, Mohammad & Shadab, G.G.. (2021). Low doses of thymoquinone protect isolated 
human blood cells from TiO2 nanoparticles induced oxidative stress, hemolysis, 
cytotoxicity, DNA damage and collapse of mitochondrial activity. Phytomedicine Plus. 1. 
100056. 10.1016/j.phyplu.2021.100056. 

- Warren, J.B. (1994), Nitric oxide and human skin blood flow responses to acetylcholine 
and ultraviolet light. The FASEB Journal, 8: 247-251. 

- Weber SU, Thiele JJ, Cross CE, Packer L. Vitamin C, uric acid, and glutathione gradients 
in murine stratum corneum and their susceptibility to ozone exposure. J Invest Dermatol. 
1999 Dec;113(6):1128-32. PMID: 10594762. 

- Willershausen I, et al. Influence of E-smoking liquids on human periodontal ligament 
fibroblasts. Head Face Med, 10 (2014), p. 39 

- Woo CC, Loo SY, Gee V, Yap CW, Sethi G, Kumar AP, Tan KH. Anticancer activity of 
thymoquinone in breast cancer cells: possible involvement of PPAR-γ pathway. Biochem 
Pharmacol. 2011 Sep 1;82(5):464-75. Epub 2011 Jun 14. PMID: 21679698. 

- Wong S.W, Leung P.T, Djurišić A.B, Leung K.M; Toxicities of nano zinc oxide to five 
marine organisms: influences of aggregate size and ion solubility. Anal. Bioanal. 
Chem., 396 (2) (2010), pp. 609-618. 

- Wu, D., Yuan, P., Ke, C., Xiong, H., Chen, J., Guo, J., Lu, M., Ding, Y., Fan, X., Duan, 
Q., 2016. Salidroside suppresses solar ultraviolet-induced skin inflammation by targeting 
cyclooxygenase-2. Oncotarget 7, 25971. 

- Wu MH, Xie DG, Xu G, Sun R, Xia XY, Liu WL, Tang L. Benzophenone-type UV filters in 
surface waters: An assessment of profiles and ecological risks in Shanghai, China. 
Ecotoxicol Environ Saf. 2017; 141:235–41. 

- Wu S, Gao J, Dinh QT, Chen C, Fimmel S. IL-8 production and AP-1 transactivation 
induced by UVA in human keratinocytes: roles of D-alpha-tocopherol. Mol Immunol 
2008; 45:2288–96. 



111 

 

- Xu M, McCanna DJ, Sivak JG. Use of the viability reagent PrestoBlue in comparison 
with alamarBlue and MTT to assess the viability of human corneal epithelial cells. J 
Pharmacol Toxicol Methods. 2015 Jan-Feb; 71:1-7. Epub 2014 Nov 15. PMID: 
25464019. 

- Yadav, D.K., Kumar, S., Misra, S., Yadav, L., Teli, M., Sharma, P., Chaudhary, S., Kumar, 
N., Choi, E.H., Kim, H.S., 2018. Molecular insights into the interaction of rons and thieno 
[3, 2-c] pyran analogs with SIRT6/COX-2: a molecular dynamics study. Sci. Rep. 8, 1–
16. 

- Yang HL, Lee CL, Korivi M, Liao JW, Rajendran P, Wu JJ, Hseu YC. Zerumbone protects 
human skin keratinocytes against UVA-irradiated damages through Nrf2 induction. 
Biochem Pharmacol. 2018 Feb; 148:130-146. doi: 10.1016/j.bcp.2017.12.014. Epub 
2017 Dec 20. PMID: 29273513. 

- Yoshida E, Watanabe T, Takata J, Yamazaki A, Karube Y, Kobayashi S. Topical 
application of a novel, hydrophilic gamma-tocopherol derivative reduces photo-
inflammation in mice skin. J Invest Dermatol 2006; 126:1447–9. 

- You YH, Lee DH, Yoon JH, Nakajima S, Yasui A, Pfeifer GP. Cyclobutane pyrimidine 
dimers are responsible for the vast majority of mutations induced by UVB irradiation in 
mammalian cells. J Biol Chem. 2001 Nov 30;276(48):44688-94. 

- Zaixiang Lou, Hongxin Wang, Shengqi Rao, Juntao Sun, Chaoyang Ma, Jing Li; p-
Coumaric acid kills bacteria through dual damage mechanisms, Food Control, Volume 
25, Issue 2, 2012, Pages 550-554, ISSN 0956-7135. 

- Zhang T, Sun H, Qin X, Wu Q, Zhang Y, Ma J, Kannan K. Benzophenone-type UV filters 
in urine and blood from children, adults, and pregnant women in China: Partitioning 
between blood and urine as well as maternal and fetal cord blood. Sci Total Environ. 
2013;461-462:49–55. 

- Zubair H, Khan HY, Sohail A, Azim S, Ullah MF, Ahmad A, Sarkar FH, Hadi SM. Redox 
cycling of endogenous copper by thymoquinone leads to ROS-mediated DNA breakage 
and consequent cell death: putative anticancer mechanism of antioxidants. Cell Death 
Dis., 4, e660 (2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



112 

 

SITOGRAFIA 

 

 

- Brasil. Resolução n.47, de 16 de março de 2006. Regulamento técnico Lista de filtros ultravioletas 
permitidos para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes. Brasília: Diário Oficial da 
União, 17 Mar. 2006.  

- Citofluorimetria a flusso – Bio-Enable. 
- Energia solare: i benefici per l’uomo e per l’ambiente (eon-energia.com). 
- How to apply sunscreen, American Academy of Dermatology Association. 

(n.d.). https://www.aad.org/public/everyday-care/sun-protection/shade-clothing-sunscreen/how-
to-apply-sunscreen (accessed January 3, 2023). 

- https://www.ok-salute.it/salute/quanti-minuti-al-sole-scorta-vitamina-d/. 
- I benefici del sole per la salute (grupposandonato.it). 
- LE PROTEZIONI SOLARI (obiettivoinsalute.it). 
- Organizzazione mondiale della sanità. Radiazioni ultraviolette e salute (14 settembre 2009). 
- Radiazione visibile (o luce visibile) - Andrea Minini. 
- SunSmart position statement | Cancer Council, (n.d.).  
- https://www.cancer.org.au/about-us/policy-and-advocacy/position-statements/sunsmart  

(accessed November 9, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.bio-enable.it/2017/09/19/citofluorimetria-a-flusso/
https://www.eon-energia.com/magazine/innovazione-e-ambiente/benefici-sole-uomo-ambiente.html
https://www.aad.org/public/everyday-care/sun-protection/shade-clothing-sunscreen/how-to-apply-sunscreen
https://www.aad.org/public/everyday-care/sun-protection/shade-clothing-sunscreen/how-to-apply-sunscreen
https://www.ok-salute.it/salute/quanti-minuti-al-sole-scorta-vitamina-d/
https://www.grupposandonato.it/news/2021/agosto/benefici-sole-salute
https://www.obiettivoinsalute.it/prevenzione-e-cura/dermatologia/le-protezioni-solari.html#funzionamento
https://www.andreaminini.org/fisica/elettromagnetismo/radiazione-visibile
https://www.cancer.org.au/about-us/policy-and-advocacy/position-statements/sunsmart


113 

 

 


