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RESUMO

Introdução: As espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas du-
rante o metabolismo normal das células, tendo funções fisiológicas, como a 
sinalização celular. Porém, em uma situação que leve o organismo à produção 
exagerada de EROs, temos o chamado estresse oxidativo, que tem ação 
deletéria às células, podendo levar a apoptose ou senescência celular. A 
vitamina C é um dos principais a gentes antioxidantes do organismo, atuando 
em todas as formas de estresse oxidativo. Método: Isolamento e cultivo 
de fibroblastos humanos dérmico em seis grupos: controle, Vitamina C +, 
Vitamina C -, H2O2, Vitamina C + H2O2, Vitamina C - H2O2. Os fibroblas-
tos foram submetidos ao estresse oxidativo pela suplementação de H2O2 
ao meio de cultura por 2 horas. Foram avaliadas proliferação pelo MTT, 
senescência celular pela marcação da enzima beta-galoctosidase, apoptose 
celular e liberação de radicais livres por citometria de fluxo. Resultados: O 
peróxido de hidrogênio aumentou significantemente a senescência celular e a 
apoptose nos fibroblastos, enquanto a vitamina C diminuiu significantemente 
a indução a senescência celular somente no estado intracelular. Conclusões: 
O ácido ascórbico não protegeu os fibroblastos humanos dérmicos culti-
vados contra o estresse oxidativo induzido pelo H2O2. O ácido ascórbico 
intracelular levou à diminuição da indução à senescência celular.

DESCRITORES: Ácido ascórbico. Estresse oxidativo. Apoptose. Se-
nescência celular. Fibroblastos.

ABSTRACT

Introduction: Reactive oxygen species (ROS) are produced during 
normal metabolism of cells, with physiological functions such as cell 
signaling. But in a situation that causes the body to ROS overproduc-
tion, we have the so-called oxidative stress, which has deleterious 
effects on cells, leading to apoptosis or cellular senescence. Vitamin 
C is one of the main antioxidants in the body, working in all forms of 
oxidative stress. Methods: Isolation and culture of human dermal 
fibroblasts in six groups: control, + Vitamin C, - Vitamin C, H2O2, 
H2O2  + Vitamin C, H2O2 – Vitamin C. The fibroblasts were subjected 
to oxidative stress by supplements H2O2 to the culture medium for 2 
hours. Were evaluated by MTT proliferation assay, cellular senescence 
by marking the enzyme beta-galactosidade, apoptosis and release of 
free radicals by flow cytometry. Results: Hydrogen peroxide signifi-
cantly increased cellular senescence and apoptosis in fibroblasts, while 
vitamin C decreased significantly the induction of cellular senescence, 
just in the intracellular state. Conclusions: Ascorbic Acid did not 
protect cultured human dermal fibroblasts against oxidative stress 
induced by H2O2. Ascorbic acid has led to decreased intracellular 
induction of cellular senescence. 

KEYWORDS: Ascorbic acid. Oxidative stress. Apoptosis. Cell aging. 
Fibroblasts.
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Dentre todos os constituintes celulares, o DNA nuclear 
é considerado o mais importante, exercendo controle 
sobre as demais estruturas e organelas. Logo, qualquer 

dano em sua estrutura, em uma única fita de DNA ou na dupla 
fita, é prontamente reconhecido pela célula e desencadeia uma 
resposta celular conhecida como Resposta ao DNA-Danificado 
(RDD)1. O RDD teria a função principal de impedir que um DNA 
danificado seja transmitido a células-filhas, pela interrupção da 
duplicação celular, permitindo que os esforços se concentrem 
no reparo do DNA danificado, visando manter a integridade 
genômica. 

Dependendo da intensidade da lesão, o dano ao DNA pode 
ser reparado, e a célula entra logo em um novo ciclo celular. 
Porém, se o dano for mais intenso, pode ser desencadeada a 
apoptose, definida como um modelo de morte celular utilizada 
por organismos pluricelulares em uma diversidade de situações, 
cuja função é a de remover células danificadas de uma maneira 
irreversível2. Ainda, além da apoptose, a RDD pode levar a cé-
lula a um estado irreversível de parada de proliferação celular, 
conhecido como senescência celular, no qual as células não res-
pondem ao estímulo de crescimento, e demonstram alterações 
características em suas propriedades citológicas e bioquímicas e 
em seu perfil de expressão genética3,4. Não se conhece o fator 
determinante para que a célula sofra apoptose ou senescência 
celular, mas esses fatores podem estar relacionados ao tipo e à 
intensidade da agressão e tipo celular1,5,6. 

Um dos principais agentes causadores de danos ao DNA são 
as espécies reativas de oxigênio (EROs), cuja produção ocorre, 
principalmente, no interior das mitocôndrias. As EROs estão 
envolvidas em processos celulares normais, como sinalização 
celular e a proliferação; porém, quando em excesso, as EROs 
causam danos celulares que são relacionados a numerosas 
doenças, como aterosclerose, doenças neurodegenerativas, 
inflamatórias, diabetes, câncer e envelhecimento7. O dano pro-
vocado pelas EROs ao DNA estaria também relacionado com o 
processo de envelhecimento e com a formação de neoplasias8. 
O acúmulo de DNA danificado pelas EROs é uma causa de 
senescência e de apoptose9. 

A fim de diminuir as ações prejudiciais das EROs, o organismo 
possui mecanismos intrínsecos para a remoção das EROs, como 
enzimas removedoras de EROs, as superóxido dismutase, catalase, 
peroxidase, entre outras, proteínas que sequestram íons metálicos 
de transição, como ferritina, transferrina, peptídeos de baixo peso 
molecular e cofatores (glutationa, NADPH, tireodoxina), e agen-
tes sequestradores de radicais livres que são adquiridos na dieta 
(tocoferol e vitamina C, entre outros)10,11. 

A função da vitamina C como protetora contra o dano causado 
ao DNA pelo estresse oxidativo é controversa. Muitos trabalhos 

apontam para um efeito protetor da vitamina C em leucócitos12-14, 
enquanto outros sugerem não haver efeito protetor, ou mesmo 
um efeito pró-oxidante15-17. 

Assim, sabendo-se que a senescência celular e a apoptose são 
fenômenos relacionados ao estresse oxidativo, e pela ação contro-
versa da vitamina C como antioxidante, foi levantada a hipótese de 
que a vitamina C apresentaria ação in vitro em fibroblastos humanos 
dérmicos submetidos ao estresse oxidativo induzido pelo peróxido 
de hidrogênio (H2O2).

MÉTODO

Cultivo de Fibroblastos
Fragmentos de pele descartados de atos operatórios foram 

utilizados. Os fragmentos de pele foram processados em am-
biente estéril, numa capela de fluxo laminar, com pinça e tesoura, 
havendo separação do tecido subcutâneo da pele. Cerca de 10 
fragmentos de pele, de aproximadamente 5 mm2 cada, foram 
dispostos em espaços equidistantes em uma placa de Petri de 100 
mm2, cuja superfície interna foi marcada com ranhuras produzidas 
por uma lâmina de bisturi. As placas com os fragmentos foram 
mantidas abertas dentro desse ambiente por cerca de 40 minutos, 
para que os mesmos secassem e se fixassem na placa. Após esse 
período, acrescentou-se 10 ml de meio próprio para cultivo de 
fibroblastos, constituído de DMEM, 10% de soro fetal bovino 
(SFB) (Gibco – Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) e 1% 
de solução penicilina/estreptomicina (100U de penicillina e 100 
μg de estreptomicina por ml) (Gibco – Invitrogen Corporation, 
Carlsbad, CA, EUA). 

As placas foram mantidas em incubadora a 37°C, umidificadas 
numa mistura gasosa de dióxido de carbono a 5%, sendo o meio de 
cultura trocado a cada dois dias. Entre o 5º e 7º dia, foi observada 
migração de fibroblastos sobre a placa, atingindo a confluência de 
80% por volta do 15º dia. Culturas secundárias foram realizadas por 
meio da tripsinização, sendo as células distribuídas em garrafas de 
75 cm2. Ao atingir a quarta passagem, as células foram utilizadas nos 
procedimentos ou congeladas em nitrogênio líquido para utilização 
posterior. Apenas células entre a quarta e a nona passagem foram 
utilizadas nos experimentos. 

Suplementação com o Ácido Ascórbico
Foi utilizado o Ascorbato de Sódio (L-ascorbic acid, sodium 

salt, Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) nos experimentos. As 
soluções foram preparadas imediatamente antes do uso, e diluídas 
no meio próprio de cultivo para fibroblastos, na concentração de 
100 μM. Foram incubadas 6 horas antes da exposição ao H2O2, 
e por duas horas junto com o H2O2, sendo o meio trocado em 
seguida. Foi tomado o cuidado de manter o pH próximo a 7,4.
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Divisão dos Grupos
Os fibroblastos cultivados foram divididos em seis grupos:

•	 Controle: utilizou-se apenas o meio para fibroblastos;

•	 Vitamina C (-): as células foram expostas à concentração de 
100 μM de ácido ascórbico por seis horas;

•	 Vitamina C (+): as células foram expostas à concentração 
de 100 μM de ácido ascórbico por seis horas, sendo o meio 
trocado por um novo contendo a mesma concentração de 
ácido ascórbico por mais duas horas;

•	 H2O2: as células foram expostas à concentração de 150 μM 
de H2O2 por duas horas.

•	 Vitamina C (-) e H2O2: as células foram expostas inicialmente 
à concentração de 100 μM de ácido ascórbico por seis 
horas, e posteriormente a 150 μm de H2O2;

•	 Vitamina C (+) e H2O2: as células foram expostas inicial-
mente à concentração de 100 μM de ácido ascórbico por 
seis horas, sendo o meio trocado por outro contendo ácido 
ascórbico (100 μM) e H2O2 (150 μm).

Proliferação Celular
A proliferação celular foi avaliada utilizando o MTT, previa-

mente descrito por Mosmann18. As 2,5 células de cada grupo 
foram distribuídas em triplicata em placas de 96 poços. Foram 
distribuídas 2,5 x 103 células por poço contendo 100 μl de meio 
para fibroblastos e mantidas em incubadora úmida a 37ºC, com 
CO2 a 5%, por 24 horas. As células foram expostas ao ácido 
ascórbico e/ou H2O2, conforme descrito anteriormente, e 24 
horas depois, 10 μl do reagente MTT (0,5 mg/ml) foi adicionado 
aos poços de cada grupo incubado por 4 horas a 37oC. A seguir, 
o conteúdo foi aspirado e 100 L da solução 0,04 M de HCl em 
isopropanol foram adicionados e mantidos por 15 minutos em 
temperatura ambiente. 

A leitura da espectrofotometria foi feita utilizando o leitor de 
microplacas para teste de ELISA (Anthos 2010, Anthos Labtec 
Instruments®, Wals/Salzburg, Áustria) calibrado em 590 nm. O 
mesmo procedimento foi realizado diariamente por sete dias, 
formando uma curva de proliferação celular.

Avaliação da Senescência Celular
Para a avaliação da senescência foi realizada a marcação da 

enzima beta-galactosidase (Senescence Detection Kit, Cat -JM-
K320-250, MBL® Int Corp., MA, EUA). As células foram coloca-
das em garrafas de 25 cm2 e, quando atingiram uma confluência 
de 80%, foram expostas ao ácido ascórbico e/ou H2O2. Vinte e 
quatro horas após, as células foram distribuídas em placas de 24 
poços, em concentração de 5000 células por poço. A marcação 
da enzima beta-galactosidase foi realizada 48 horas após, sendo 
contadas 300 células por poço e estabelecendo-se a porcentagem 
de células senescentes19.

Avaliação da Apoptose
Para a avaliação da apoptose das células, foram utilizados o 

iodeto de propídeo (PI) e a anexina V (AV) (Sigma-Aldrich, St 
Louis, Missouri, EUA) no citômetro de fluxo FACSClibur (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems, CA, EUA)20,21.

A avaliação ocorreu 24 horas depois da exposição ao ácido 
ascórbico e/ou H2O2. As células foram distribuídas em quatro tubos, 
contendo 250.000 células/ml em 1 ml do tampão para anexina 
(kit de anexina V - BD Pharmingen, San Jose/CA/EUA), conforme 
orientação do fabricante. 

No primeiro tubo, permaneceram somente as células, sem 
marcação; no segundo tubo, as células foram marcadas com 5 
μl de anexina V; no terceiro tubo, as células foram marcadas 
com 10 μl de PI; e no quarto tubo, as células foram marcadas 
com 5 μl de anexina V e 10 μl de PI. Após a marcação, as células 
foram incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente, 
protegidas da luz. Em seguida, foram adicionados 300 μl do 
tampão para anexina e levados para a leitura no citômetro de 
fluxo. A análise dos dados foi feita no próprio aparelho utili-
zando o programa CELL QUEST.

Produção de Radicais Livres
Para a detecção da produção de radicais livres, foi utilizado o 

diacetato diclorofluoresceína (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, St Louis, 
EUA). 

Os fibroblastos foram semeados em garrafas de 75 cm2, 
nos grupos descritos anteriormente. Após a aplicação da vita-
mina C ou do H2O2, ou de ambos, as células foram suspensas 
em 800 µl de PBS. Para utilizar o DCFH-DA, uma solução 
estoque de 25 mM foi mantida congelada a -20ºC, protegida 
da luz, utilizando-se como solvente álcool absoluto (etanol). 
No momento de ser utilizada, essa solução foi descongelada, 
e 25 µl foram diluídos em 2,05 ml de PBS, criando-se uma 
solução final de DCFH-DA. No momento do uso, 200 µl dessa 
solução final foi adicionada a cada grupo (volume final de 1000 
µl), deixado em repouso protegido da luz e a uma temperatura 
de 37ºC por 30 minutos, e levadas para a leitura no citômetro 
de fluxo FACs Calibur. A leitura dos dados foi realizada com o 
uso do programa CELL QUEST.

Método Estatístico 
A análise estatística dos resultados foi determinada usando-se o 

teste de ANOVA para variáveis ou para comparações em três ou 
mais grupos, aplicando-se o teste de Tukey para comparação das 
médias. A significância estatística foi dada para p < 0,05. 

Nos gráficos, quando houve diferença significante entre os 
grupos, foi assinalado com um asterisco (*).
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Figura 1 – Variação da intensidade de fluorescência pelo MTT no decorrer do tempo 
por grupo.

Figura 2 – Médias da percentagem de fibroblastos senescentes por grupo, assinalando-
se a diferença estatística entre os mesmos.

Figura 3 – Média do percentual de células positivas para Anexina e negativas para 
PI, por grupo, havendo diferença estatística somente entre o grupo controle e os 
demais grupos.

RESULTADOS

Proliferação Celular
A curva de proliferação celular obtida pode ser observada na 

Figura 1, observando-se a formação de dois padrões de curvas de 
crescimento, um formado pelos grupos em que houve a exposição 
ao H2O2, e outro em que não houve essa exposição.

Senescência
A Figura 2 demonstra a média da percentagem de população 

celular senescente nos diferentes grupos.

O grupo Controle apresentou diferença estatística com relação 
a todos os grupos, exceto os grupos Vitamina C (+) e Vitamina C (-).

O grupo H2O2 somente não apresentou diferença estatística 
com o grupo Vitamina C (+) H2O2.

Os grupos Vitamina C (+) e Vitamina C (-) tiveram compor-
tamento semelhante, com diferenças estatísticas com os grupos 
Controle, Vitamina C (+) H2O2 e Vitamina C (-) H2O2. Não houve 
diferença estatística entre os dois grupos.

Os grupos Vitamina C (+) H2O2 e Vitamina C (-) H2O2 não 
apresentaram diferença estatística entre si; porém, o primeiro não 
teve diferença estatística com o grupo H2O2, enquanto o grupo 
Vitamina C (-) H2O2 apresentou diferença.

Apoptose
Na Figura 3, observa-se a média do percentual de células posi-

tivas para anexina e negativas para o iodeto de propídeo em cada 
um dos grupos estudados. Houve diferença significante somente 
entre o grupo Controle e os demais grupos. 

Produção de Radicais Livres
Na Figura 4, observam-se os valores da intensidade média de flu-

orescência obtidos na citometria de fluxo, nos diferentes grupos. Só 
houve diferença estatística entre o grupo controle e os demais grupos. 
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DISCUSSÃO

As células do corpo humano estão frequentemente expostas 
às ações das EROs, que são provenientes de várias origens, tanto 
externas como internas, sendo a última oriunda principalmente 
do metabolismo do organismo. Assim, a produção de EROs e 
sua consequente reação com as várias moléculas do organismo, 
como proteínas, lipídios e o DNA, ocorre de uma maneira 
inevitável nos organismos aeróbios. Em baixas concentrações, 
as EROs desempenham importantes funções fisiológicas, como 
a sinalização celular22, enquanto que grandes concentrações de 
EROs apresentam efeito danoso às células, levando ao deno-
minado estresse oxidativo, danificando estruturas moleculares, 
como proteínas, lipídios e DNA23,24, e que está relacionado com 
o desenvolvimento de várias doenças, como aterosclerose, 
doenças cardiovasculares e doenças degenerativas7,8, além do 
envelhecimento23.

A vitamina C (ácido ascórbico) é um micronutriente solúvel 
em água, necessário para várias funções biológicas. Atua como 
cofator em reações enzimáticas, como na síntese de colágeno25, 
e é um importante antioxidante no plasma humano, eliminando 
radicais livres e protegendo contra a peroxidação lipídica26. Ele 
é amplamente distribuído em todos os tecidos do corpo, e 
recicla outros antioxidantes, como a vitamina E e a glutationa27. 
Ascorbato, a forma predominante da vitamina C no pH fisio-
lógico, é um eficiente doador de elétrons em muitas reações 
biológicas, capazes de substituir moléculas altamente reativas e 
danosas, pelo radical livre ascorbato (RLA)28. O ascorbato (A) 
rapidamente passa por duas consecutivas reações reversíveis 
de perda de elétrons, gerando inicialmente o RLA, e após nova 
perda de elétron, o dehidroascorbato (DHA). O RLA é um 
radical livre pouco reativo, com potencial de redução baixo em 

relação com outros radicais livres, o que torna o ascorbato um 
eficiente doador de elétrons, neutralizando a ação de radicais 
livres de maior reatividade por um de menor intensidade10. 

Porém, essa função protetora da vitamina C contra o es-
tresse oxidativo, anulando os efeitos deletérios dos radicais 
livres, é ainda um assunto muito controverso na literatura. De 
um lado, há trabalhos que demonstram um efeito protetor da 
suplementação da vitamina C13,29, e que sua ausência levaria a 
um aumento do estresse oxidativo30. De outro lado, há trabalhos 
que sugerem um efeito pró-oxidante da vitamina C, levando a 
danos no DNA nuclear9,10,28,31. 

O mecanismo de dano ao DNA induzido pela vitamina C e pelo 
H2O2 provavelmente envolve a reação dos íons Fe2+ ou Cu+ com o 
H2O2

32, levando a formação de radicais hidroxilas, que parecem es-
tar relacionados diretamente com o mecanismo de dano ao DNA.

Utilizamos a dosagem de 100 µM, pois é a que mais se aproxima 
da concentração fisiológica do plasma sanguíneo de 80 µM33, e o 
tempo de exposição das células à vitamina C foi de seis horas, pois, 
após esse período, as células expostas à concentração de 100 µM 
de vitamina C atingem sua concentração máxima28,30. Com essas 
informações foi construído um modelo de estudo para avaliar a ação 
da vitamina C quando em sua concentração intracelular máxima e 
em sua concentração extracelular fisiológica.

Os experimentos foram realizados quando os fibroblastos 
atingiram confluência de 80%, facilmente observada pela exis-
tência de poucos espaços não ocupados pelos fibroblastos, 
evitando-se o estado de pós-confluência para que não ocorresse 
uma marcação falso-positiva para a enzima beta-galactosidase, 
identificadora de células senescentes. Apesar dessa enzima ser 
utilizada como marcador da senescência celular, ela se torna 
presente, também, em cultura de células pós-confluentes, ain-
da não senescentes19,34-36. Ainda, cultivos celulares com baixa 
confluência também apresentam número aumentado de células 
marcadas com a enzima beta-galactosidase37.

A coloração da enzima beta-galactosidase foi utilizada como 
forma de identificação de células senescentes, com estudos prévios, 
confirmando essa metodologia19,35,38,39. O grupo exposto ao H2O2, 
mas que apresentava a vitamina C somente intracelular, teve dife-
rença estatística quando comparado ao grupo H2O2, demonstrando 
possível efeito protetor contra o estresse oxidativo da vitamina C 
em sua forma intracelular, evitando a formação de células senes-
centes. Aumento do estresse oxidativo já havia sido observado em 
cultivos celulares privados do ácido ascórbico30.

No estudo da apoptose, mesmo nos grupos em que foi 
utilizado somente o ácido ascórbico, houve indução à formação 
da apoptose, o que pode ser explicado pela formação de H2O2 
pela auto-oxidação do ácido ascórbico in vitro, levando a estresse 
oxidativo28,40, e consequente lesões no DNA nuclear das células31. 
O uso de formas mais estáveis de ácido ascórbico, que não se 

Figura 4 – Média dos valores da intensidade de fluorescência, unidades arbitrárias, 
por grupo.
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auto-oxidam no meio de cultura celular, permite o uso de concen-
trações maiores de ácido ascórbico, além de se adequar melhor ao 
estudo de culturas celulares com baixa concentração de células28,39.

Não está claro o motivo pelo qual algumas células podem 
se recuperar da agressão pelo estresse oxidativo e entrar nova-
mente no ciclo celular, enquanto outras não recuperam mais a 
capacidade proliferativa, entrando num estado de senescência 
celular definitivo, e por último, células que sofrem apoptose. 
Uma possibilidade pode ser a heterogeneidade do dano cau-
sado no DNA pela exposição ao H2O2. Um fator determinante 
conhecido é o tipo celular, sabendo-se que fibroblastos tendem 
a desenvolver mais o processo de senescência celular, enquanto 
leucócitos tendem a apresentar apoptose6. A natureza e a inten-
sidade do dano também parecem ser importantes5,41; porém, a 
maioria das células é capaz de ambos.

O dano causado ao DNA pelo estresse oxidativo muda 
de intensidade dependendo do tipo celular. As células Jurkat 
parecem ser seis vezes mais sensíveis do que células HL-60 
ao dano ao DNA provocado pela associação de H2O2 e ascor-
bato. O motivo para tal diferença de resposta entre dois tipos 
celulares parece ser a concentração intracelular de mecanismos 
antioxidantes9, como a glutationa, cuja concentração intracelular 
é menor daquela encontrada em células HL-6042. Células can-
cerosas parecem ser mais sensíveis aos efeitos tóxicos do H2O2 
do que células normais, possibilitando potencial tratamento para 
o câncer o uso de vitamina C43.

Os resultados obtidos neste estudo abrem perspectivas 
para novos projetos relacionados ao estresse oxidativo e an-
tioxidantes. 

CONCLUSÃO

A vitamina C não protegeu os fibroblastos humanos dérmicos 
cultivados contra o estresse oxidativo induzido pelo H2O2. A vita-
mina C intracelular levou à diminuição da indução à senescência 
celular.
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