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Resumo:

A Dbiodiversidade Amazonica constitui a maior fonte de recursos
disponiveis no Brasil, tornando-se alvo das bioindustrias que buscam
pesquisar e desenvolver novos bioprodutos através de espécies vegetais,
dentre eles, os fotoprotetores. Os raios ultravioletas (RUV) possuem a
capacidade de penetrar na pele provocando alteracdes celulares que podem
levar ao cancer e envelhecimento precoce. A RUV é dividida de acordo com
seu comprimento de onda em: UVC (200-280nm), UVB (280-320nm) e UVA
(320-400nm). Apesar de atingir a superficie terrestre com maior frequéncia,
a radiacdo UVA possui um menor potencial causador de danos a pele do
que UVB. O principal mecanismo pelo qual a RUV inicia as alteragbes
moleculares na pele, é a geracédo de (EROs). Os efeitos nocivos da luz solar
sobre a pele tem despertado atencdo para o desenvolvimento de estudos
gue envolvem a sintese e a extracdo de compostos organicos a partir de
fontes naturais que possam absorver a RUV, e anti-inflamatoérios, que podem
ser utilizados como agentes fotoquimioprotetores para reduzir o dano
induzido por radiacdo UV na pele. A proposta do presente trabalho € avaliar
0 potencial fotoprotetor de extratos de compostos da Amazobnia (extratos
2099 e 2100), em fibroblasto de murino da linhagem L-929 submetidas a
radiacdo UVA e UVB.

Introducao

A pele humana é o 6rgdo mais exposto a radiacao solar, e a utilizacao
de filtros solares constitui uma das medidas preventivas ao
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fotoenvelhecimento e o cancer de pele (GUARATINI et al., 2009). De acordo
com o INCa (2012), Instituto Nacional de Cancer, o cancer de pele é o mais
frequente dos tumores malignos incidentes no Brasil, representando 25%
dos tipos de canceres.

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) induzida pela
radiacdo UV é o principal mecanismo pelo qual é iniciado as respostas
moleculares na pele, desencadeando o estresse oxidativo, caracterizado por
uma cadeia de reacfes que podem levar a alteracdes em lipideos, proteinas
e acidos nucleicos (PILLAI, CORNELL, ORESAJO, 2010; POLJSAK,
DAHMANE, 2012). A acdo cumulativa da radiacdo UV sob a pele
desprotegida provoca um processo complexo associado a rea¢gdes quimicas
e morfologicas. Devido a complexidade dos efeitos nocivos provocados na
pele, estudos tém sido desenvolvidos a partir de espécies vegetais com
propriedades antioxidantes podendo absorver a radiacdo UV, e acéo
antiinflamatdrias, podendo ser utilizados como agentes fotoquimioprotetores
reduzindo o dano induzido pela radiacdo UV (FIGUEIREDO, 2014).

Sendo assim, a identificagdo de compostos com propriedades
antioxidante e fotoprotetora € de grande importancia na prevencdo da
fotocarcinogénese e outros efeitos nocivos da RUV. Diante do exposto, a
proposta deste trabalho € avaliar o potencial fotoprotetor de extratos de
compostos da Amazdnia, em fibroblasto de murino da linhagem L-929
submetidas a radiacdo UVA e UVB.

Materiais e métodos
Citotoxicidade da radiacéo ultravioleta

Para determinar a intensidade das radiacbes UVA e UVB, em
joules/cm? (J/cm?) e milijoules/cm? (mJ/cm?), foram realizados o ensaio de
viabilidade celular pelo método do MTT (MOSSMANN, 1983), onde
determinou-se a intensidade de radiagéo citotoxica para 20% das células.

As células L-929 (8x10° células/mL) foram plaqueadas em discos de
cultura celular (40 x 11 mmTPP®), em meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de SFB, e entdo mantido em estufa a 37 °C com 5% de CO, por
24 h até a formacdo da monocamada. Em seguida, o meio de cultura foi
substituido pelo tampéo Hanks, e as células foram irradiadas em diferentes
intensidades de radiacdo UVB (100, 200, 400, 600, 800, 1000 mJ/cm?) e
UVA (5, 10, 20, 30, 40 J/cm?). Apds a irradiacdo, as células foram
incubadas por mais 24 h em meio DMEM sem SFB, para posterior
determinacado da viabilidade celular através do método colorimétrico MTT. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas (Bio Tek — Power
Wave XS). A percentagem de células viaveis foi calculada em relacdo ao
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controle (ndo irradiado). A intensidade de radiacao citotoxica para 20% das
células foi determinada por analise de regresséao linear.

Ensaio de citotoxicidade

Este método baseia-se na capacidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais em converter o sal de tretazolio (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) hidrossolivel em um composto purpuro
insolavel denominado formazan.

Uma suspensdo de células L-929 (2,5x10°células/mL) foi plaqueada
em microplacas de 96 po¢cos em meio de cultura DMEM suplementado com
10% de SFB, e entdo mantido em estufa a 37 °C com 5% de CO, por 24 h
até a formacgdo da monocamada. Posteriormente, as células foram tratadas
com diferentes concentracfes dos extratos de espécies da Amazénia (2099
e 2100) por 24 h em estufa a 37 °C com 5% de CO,. ApOs o tratamento as
células foram lavadas com 100 yL de PBS (tampéao fosfato de salina) em
seguida foi adicionado MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) na
concentracdo de 2 mg/mL, a placa foi incubada por 4 h em estufa a 37 °C
protegida da luz. Em seguida, os cristais de formazan foram solubilizados
em DMSO e a leitura da absorbancia realizada a 570 nm em um
espectrofotometro de microplacas (Bio Tek — Power Wave XS). A
percentagem de células viaveis foi calculada em relacdo ao controle. O CCy
(concentracao citotoxica em 20%) foi determinado por andlise de regressao
linear.

Resultados e Discussao

Primeiramente foi determinada a atividade antioxidante dos extratos
de espécies da Amazénia (2099 e 2100) pelo método do DPPH. O DPPH é
um radical livre que é capturado por antioxidantes, e esta reacao leva a uma
mudanc¢a de coloracdo que pode ser monitorada por espectrofluorimetria
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995), e que permite determinar o ECsy. O ECs
do extrato 2099 foi de 4,186 pg/mL e do 2100 foi 5,973 pug/mL.

Para determinar a intensidade de radiacdo que induzisse a producao
de dano, mas ao mesmo tempo nao inibisse mais que 20 % das células,
realizamos uma curva dose-resposta. Assim, determinamos a intensidade de
radiacdo que foi utilizada na irradiagéo das células L929.

Outra etapa preliminar foi determinar a toxicidade dos extratos 2099 e
2100 sobre as células L929. O tratamento das células com diferentes
concentragcbes dos extratos nos permitiu determinar o CC,, dos extratos
2099 e 2100, 19.0 +0.23 e 30,0+0,50 respectivamente. Pudemos assim
trabalhar com concentragcbes de baixa toxicidade e também sem
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comprometer a atividade antioxidante, pois 0 CC,o obtido € maior do que o
ECso.

Conclusodes

Verificamos que os extratos de espécies da Amazénia, 2099 e 2100,
mostraram CC, baixo e ECsy alto, ou seja, baixas citotoxicidades e fortes
atividades antioxidantes, portanto poderiam reduzir danos causados na pele
pela radiagdo ultravioleta.
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