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Resumo

A exposicao excessiva e cronica a radiacdo ultravioleta (UV) induz efeitos
deletérios a epiderme e derme da pele, contribuindo para o envelhecimento
precoce. Isso ocorre principalmente devido a geracdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) provocados pela radiacdo UV, gerando danos oxidativo
as biomoléculas celulares. Dessa forma, torna-se importante a pesquisa de
agentes fotoprotetores para prevenir e tratar danos celulares, aumentando a
eficAcia dos protetores solares e diminuindo a incidéncia de doencas
dermatoldgicas. Conduziu-se ensaios para avaliar a atividade antioxidante
da divanilina, para tanto as metodologias in vitro ABTS®" e sistema
xantina/luminol/xantina apresentaram resultados satisfatorios, 0,571 + 0,065
MM ET/g e um ICsy (UM) de 6,25 * 0,04, respectivamente. Analisou-se
também a atividade biolégica do composto frente a fibroblastos L-929 e sua
atividade fotoquimioprotetora. Dessa forma constatou-se que a divanilina
nao apresenta acao citotoxica as células de mamiferos e atua protegendo a
viabilidade celular na concentragcao de 200 uM. A partir dos resultados finais,
considerou-se que a substancia divanilina pode ser considerada uma
alternativa para o tratamento e/ou prevencao de doencas dérmicas.

Introducédo

Por ser o 6rgdo mais exposto do nosso sistema, a pele acaba sofrendo
agressdes externas, tornando-se mais susceptivel a danos causados pela
exposicao solar (CLYDESDALE et al., 2001). As ondas provenientes da
radiacdo UV induzem danos celulares devido a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (POLJAK; MILISAV, 2013). As células possuem
um sistema antioxidante composto por enzimas capazes de neutralizar a
presenca das EROs. Quando ha um desequilibrio causado pela deficiéncia
no sistema antioxidante e um aumento da geracdo de EROs, instala-se o
processo de estresse oxidativo, provocando danos oxidativos as
biomoléculas celulares (POLJAK; MILISAV, 2013).

Os compostos fendlicos estdo entre as principais substancias antioxidantes
naturais. Entre eles destacam-se por sua atividade antioxidante os
flavonoides, &cidos fendlicos, cumarinas, fendis simples e taninos (ANGELO;
JORGE, 2007). A Divanilina € um homodimero de vanilina, que por sua vez
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€ um composto fendlico o qual apresenta diversas atividades bioldgicas. Ela
atua como realcador de sabor em alimentos e possui uma acao
anticarcinogénica (JANTAREE et al., 2017). No entanto, ndo ha relatos em
literatura com relacéo a sua atividade fotoquimioprotetora. Em virtude disso,
este trabalho avaliou o potencial da divanilina em minimizar os danos
oxidativo provocados pela radiagdo UVB em fibroblastos L-929. Para isso
avaliamos: o potencial antioxidante da divanilina através dos métodos ABTS
**, FRAP, DPPH e sistema xantina/luminol/xantina oxidase; a citotoxicidade
da divanilina em fibroblastos L9-29 e em fibroblastos L9-29 irradiados com
UVB.

Materiais e métodos

-Capacidade sequestradora do radical ABTS °**: preparou-se a solugdo
estoque (SE) de ABTS (7 mmol L) Em seguida adicionou-se a solucédo de
ABTS em diferentes concentracBes de padréo trolox, da amostra e/ou do
acido ascorbico em microplaca transparente de 96 pocos, onde foi mantida
durante 6 min no escuro. A leitura foi feita em espectrofotobmetro a 734 nm.
Foi realizado uma curva de calibragédo para cada amostra, onde a atividade
antioxidante foi expressa em pumol de equivalente trolox (ET/g de
amostra).Potencial redutor pelo método FRAP: preparou-se uma solucéo de
reagente FRAP. Realizou-se as diluicbes das amostras: padrdo trolox,
divanilina e acido ascérbico as quais foram adicionadas em placa de 96
pocos com o reagente FRAP para leitura a 595 nm em espectrofotbmetro.
Solucgbes de padréo trolox com concentracdes conhecidas (1-1000 pmol/g)
foram utilizadas na curva de calibracdo, com resultados expressos em pumol
ET/g de amostra. Capacidade sequestradora do radical DPPH: diferentes
concentracdes das amostras foram adicionadas ao DPPH' (65 uM), em
microplaca. Em seguida, incubou-se o ensaio por 30 min. a temperatura
ambiente no escuro. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 517 nm.
A porcentagem de inibicAo do radical foi calculada pela sua atividade
antioxidante (%) = (Ao —A1)/Ao *100 (Eq. 1)(Ao: abs do DPPH; A;. abs do
DPPH’ com a amostra). Onde os valores de Clso (concentragao inibitoria em
50% do radical) foram estimados por andlise de regressdo linear.
Capacidade sequestradora do radical o> pelo sistema
xantina/luminol/XOD: preparou-se a solucdo de reacdo o qual foi adicionado
em placa de 96 pocos, com diferentes concentragbes das amostras e com a
enzima XOD, mantida resfriada. Feito a leitura em luminédmetro (Berthold®,
Auto-Lumat LB 953). A porcentagem de inibi¢cdo do radical foi calculada pela
Eq. 1, e os valores de IC50 foram estimados por regressdao nao
linear.Citotoxicidade da divanilina, fibroblastos L9-29 (2,5x10° células/mL)
foram tratados em tampdo DMEM com diferentes concentracbes da
divanilina durante 24 h. Em seguida, realizou-se a leitura usando
metodologia do Vermelho Neutro (VN).Viabilidade celular frente a radiacéo
UVB, células L9-29 (2,5x10° células/mL) foram pré-tratadas com divanilina e
irradiadas até com 600 mJ/cm?. Por fim, acrescentou-se meio DMEM, no
qual as células foram mantidas por 24 h e realizada a leitura utilizando a
metodologia do VN.
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Resultados e Discusséo

Conforme Tabela 1, a divanilina apresentou atividade antioxidante pelas
metodologias ABTS*" e sistema xantina/luminol/XOD. Os resultados obtidos
sdo proximos ao padrdo acido ascorbico. Entretanto, o potencial redutor da
divanilina pelo método FRAP foi aproximadamente 4 vezes menos eficaz e a
capacidade sequestradora do radical DPPH?* foi 15 vezes menos eficaz

Tabela 1. Avaliagédo do potencial antioxidante de divanilina e do padréo acido
ascorbico através dos métodos FRAP, ABTS, DPPH e XO

Compostos ABTS FRAP DPPH XO

MM ET/g ICs0 (UM)

Divanilina 0571+0065 491,6+21,8 44014+507 6,25+ 0,04

1,511 +0,036 2115,44+1,29 8,11 +0,04

Ac. ascorbico 15,52 + 0,05

Dados experimentais: média + desvio padrédo; n = 3. ET = equivalente de trolox. ICso = concentragéo inibitéria em
50%. Para cada método letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05)

No ensaio de citotoxicidade em fibroblastos L9-29, a divanilina néo
apresentou toxicidade em diferentes concentracdes (Figural). Dessa forma,
avaliou-se a atividade fotoprotetora in vitro da divanilina através da
viabilidade celular das células pré-tratadas com a substancia, e irradiadas
com UVB com intensidade de 600 mJ/cm?. Como resultado, observou-se
gue a divanilina atuou protegendo a viabilidade celular na concentracéo de
200 pM (Figura 2).
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Figura 1. Avaliacéo da citotoxicidade de divanilina em fibroblastos L929 (2,5 x 10°/mL) ap6s
24h de tratamento utilizando o ensaio de vermelho neutro. CN: controle negativo (células
ndo tratadas). *p < 0,05 e **p < 0,0001 comparado com CN
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Figura 2. Avaliacdo do efeito do pré-tratamento por 1h com divanilina na viabilidade celular
de fibroblastos L929 (2,5 x 10°/mL) e expostos a radiacio UVB. O ensaio de vermelho
neutro foi realizado apés 24h de incubagdo. CN: controle negativo (células nao tratadas e
ndo irradiadas), UVB: células ndo tratadas e irradiadas. #p < 0,0001 comparado com CN, *p
< 0,01 comparado com UVB.

Conclusbes

A divanilina apresentou resultados satisfatérios frente a atividade
fotoprotetora nas metodologias ABTS e XO. Além disso, mostrou-se segura
guando administrada in vitro em células de mamiferos e atua aumentando a
viabilidade celular nestas células, quando expostas a radiacdo UVB. Sendo
assim, a divanilina pode ser uma alternativa no tratamento e/ou prevencao
de doencas dérmicas.
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