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Resumo:

A curcumina € uma substancia antioxidante que poderia ser utilizada para
amenizar os danos causados pela radiacdo UVB, mas apresenta efeitos
fototéxicos. Como maneira de diminuir esse efeito podem ser utilizadas
formulacdes. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
um gel e um emulgel contendo curcumina. Para tanto foram realizados
ensaios de atividade antioxidante, sendo eles, DPPH, ABTS, FRAP e
Xantina, além de ensaios de viabilidade celular em célula de fibroblasto L-
929, associado ou ndo a radiacdo UVB. Os ensaios mostraram que apesar
de ter havido uma diminuicdo da atividade antioxidante, as formulagoes
mostraram amenizar os efeitos fototoxicos da curcumina.

Introducéo

A radiagdo UVB (290-320 nm) esté entre os componentes mais danosos da
radiacdo solar, causando danos no DNA e levando ao estresse oxidativo.
(Trautinger 2001; Cavinato and Jansen-Du’rr 2017). Como alternativa para
amenizar os efeitos negativos que a radiacdo ultravioleta proporciona podem
ser utilizadas substancias antioxidantes (Kasote, et al., 2015). Entre
substancias antioxidantes conhecidas esta a curcumina (Mahmood, et
al.;2015), mas apesar de antioxidante, a curcumina é uma substancia que
apresenta respostas fototoxicas, sendo assim, de dificil aplicabilidade como
fotoprotetor (DAHLL et al., 1994).

Assim, neste trabalho avaliamos e comparamos o efeito de duas
formulacdes, um gel e um emulgel contendo curcumina e a curcumina livre,
em sistemas livre de células e com células do tipo fibroblasto.

Materiais e métodos

Atvidade antioxidante em sistema livre de célula:

Para avaliar o sequestro do radical livre DPPH foram adicionados em placa
de 96 pocos, 100 uL de DPPH 65 uM e 100 yL de uma das amostras diluida,
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seguido de incubacao por 30 minutos no escuro e em temperatura ambiente
e lido em espectrofotbmetro em 517 nM.

Para avaliar o sequestro do cation-radical ABTS, foram adicionados em
placa de 96 pocos, 7 pL das amostras previamente diluidas e 200 uL de
solucdo ABTS, seguido de incubacdo por 6 minutos no escuro em
temperatura ambiente e lido em espectrofotometro em 734 nM. O TROLOX
foi utilizado como curva padrao.

Para avaliar a reducdo do Fe** para Fe*? (FRAP) foram adicionados em
placa de 96 pocos 150 pL do reagente FRAP e 30 pL das amostras
previamente diluidas. Apos 30 minutos, a placa foi lida em espectrofotémetro
em 595 nM. O TROLOX foi utilizado como curva padrao.

Para avaliar a concentracdo do radical superoxido (Xantina), foi preparado
um meio de reacdo contendo tampdao glicerina, xantina e luminol. Apos
foram misturados 560 uL de meio de reagdo, 10 uL da formulag&o diluida,
100 uL de xantina oxidase e lido em fluorimetro.

Ensaio de viabilidade celular:

Células L929 foram cultivadas em placa de 96 pocos, em uma concentracédo
de 2,5x10%100 pL, em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1%
de antibi6ticos e mantidas em estufa a 37 °C e 5% de CO, por 24 h. Apés,
as células foram tratadas com gel e emulgel contendo ou ndo curcumina
(100 — 1,56 mg/mL) e curcumina sozinha (25 -1,56 pg/mL) e mantidas em
estufa a 37 °C e 5% de CO,, por 24 horas. Apos, as células foram lavadas
com PBS e adicionado o marcador vermelho neutro, que € incorporado por
células viaveis, incubadas por 3 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO.,.
Depois foi feita a fixacdo e solubilizagdo do marcador e lido em
espectrofotometro em 540 nM.

Ensaio de viabilidade celular associado ao UVB:

Células L929 foram cultivadas em placa de 24 pocos, em uma concentracédo
de 2,5x10°%500 pL. Apoés 24 horas as células foram tratadas com gel e
emulgel contendo ou n&o curcumina (20 e 10 pg/mL de curcumina) e
curcumina sozinha (20 e 10 pg/mL), mantidas em estufa a 37 °C e 5% de
CO, por 1 hora. Apds, as células foram lavadas com PBS e adicionado 250
uL de meio HBSS (Hank’s buffered salt solution) e entdo expostas a
irradiacao utilizando-se caixa de irradiacao equipada com uma lampada UVB
(TL 40W/12RS PHIPLIPS ®) em uma intensidade de 500 mJ/cm2. Apds a
irradiacdo o HBSS foi substituido por DMEM, e as células incubadas por 24
horas, seguindo da adicdo do marcador Vermelho Neutro, incubadas por
mais 3 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Entdo o marcador foi fixado e
solubilizado, e a placa foi lida em espectrofotometro em 540 nM.

Resultados e Discusséao

Quanto a atividade antioxidante em sistema livre de células, os ensaios de
DPPH, ABTS, FRAP e Xantina mostraram que as formulacfes contendo
curcumina deve-se apenas a ela, ja que as formulacdes sem esse composto

<7
wa

* [@CNPq ARAUCRIA

x
GOVE| AS
Conseino Nacional de Desenvolvimento Apoio a imento Cientifico RNO
ico 0 ico do Para:

Gt DO ESTADO DO PARANA




.»(UEME ’
29°EAIC

29° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica

9° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior Z¥csldeouiibrode

QOEAICE

A
o0

nao apresentaram nenhuma atividade antioxidante. No entanto, observamos
que a atividade antioxidante da curcumina na formulagéo diminuiu quando
comparado com a curcumina sozinha.

Tabela 1. Atividade antioxidante de um gel e um emulgel contendo curcumina em sistemas
livres de células. Quercetina foi usado como controle

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

COMPOSTO ABTS*™ DPPHe FRAP Xantina Oxidase
(mmol TE/g) | EGso (ng/mL) £ DP| (mmol TE/g) | 1Cso (Mg/mL) +DP
Curcumina 7496,36+187,24 2 94+0,82 23812,38116, 0,19+0,03
Curcgrgllna no| 1087,74+68,35 4.96£0,2 223,420 2,840,24
Curcumina no| 1562,50+169,98 4.74+0 34 429,67+ 43 1,125+0,07
emulgel
Gel =0 >10000 =0 >15000
Emulgel =0 >10000 =0 >15000
Quercetina 1089491,26011464, 253+0,31 7389,59941135 0,11+0,02

Ja a avaliacdo da viabilidade celular (Fig. 1) mostrou que tanto as
formulagbes contendo ou n&o curcumina, e a curcumina sozinha n&o
apresentaram citotoxicidade nas concentracdes testadas para as ceélulas
L929.
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Figura 1- Viabilidade celular de células tratadas por 24 horas com curcumina (A), gel
contendo curcumina (B), emulgel contendo curcumina (C), gel (D) e emulgel (E).
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A avaliacdo da viabilidade celular associada a radiacdo UVB (Fig. 2), mostra
gue tanto o gel quanto o emulgel, conseguiram amenizar a fototoxicidade da
curcumina livre. Em relacdo a concentragcdo de 10 pg/mL, a curcumina no
gel apresentou efeito fotoprotetor significativo.
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Figura 2- Efeito do tratamento do gel e emulgel contendo (A) 10 e (B) 20 pg/mL de
curcumina, em comparacao a curcumina livre (A) 10 e (B) 20 pg/mL na viabilidade das
células L-929 irradiadas com 500 mJ/cm? de UVB. Controle negativo — células sem
tratamento e sem irradiacdo, UVB — células sem tratamento e irradiadas, CUR — curcumina.
***n<0.001 e **p<0.01 diferenca significativa em relacdo ao UVB, ###p<0.001 diferenca
significativa em relacdo a CUR, !p<0,05 diferenca significativa em relacdo a CUR no
Emulgel, 888p<0,001 diferenca significativa em relacdo a CUR no Gel.

Conclustes
Nossos resultados mostram que as formulacdes gel e emulgel contendo
curcumina conseguiram amenizar os efeitos fototoxicos da curcumina.
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