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Resumo:

O excesso de exposicao a radiacdo ultravioleta (UV) causa inUmeros danos
a pele, como envelhecimento precoce e cancer de pele, principalmente
devido a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). No entanto,
compostos antioxidantes, possuem potencial de retardar ou mesmo
neutralizar essas EROs, sendo um exemplo destes, o acido cafeico e seus
derivados. Deste modo, o objetivo desse trabalho foi esclarecer e evidenciar
a atividade antioxidante do &cido cafeico e de seu derivado contendo
ftalimida, por meio de um sistema livre células e investigar sua acao
fotoquimioprotetora em fibroblastos da pele de murino (L-929) expostos a
radiagdo UVB. Os resultados desse estudo mostraram que tanto o acido
cafeico quanto seu derivado contendo ftalimida possuem atividade
antioxidante. Além disso, nenhum deles foi citotdéxico aos fibroblastos e
ambos inibiram a geracdo de espécies reativas de oxigénio de forma
significativa em L929 irradiadas com UVB.

Introducéo

A pele é considerada o maior 6rgdao do corpo humano, a qual é
dividida em camadas que se caracterizam como um tecido de sustentagéo, e
como uma barreira de resisténcia a estresses ambientais, como, a radiacao
ultravioleta (UV) (D’'ORAZIO et al.,, 2013). Os raios UV podem causar
patologias, como o cancer de pele, através da geracdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

Entretanto, formulagbes fotoquimioprotetoras que contenham
substancias antioxidantes atenuam os efeitos da radiacdo UV, pois, as
mesmas neutralizam ou sequestram as EROs. Sendo um exemplo destes
compostos o acido cafeico (AC) (SOARES, 2002). Estudos apontam que um
composto derivado deste acido, contendo ftalimida, possua provavelmente
excelentes caracteristicas relacionadas aos compostos antioxidantes
(SHARMA et al., 2010). Isto posto, € de extrema importancia a investigacao
das potenciais propriedades ativas de ambas as substancias, a fim de que
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possam ser agregadas a produtos inovadores, como as formulacdes
fotoquimioprotetoras.

Materiais e métodos
Avaliacdo da Capacidade Antioxidante pelo Ensiao de DPPH

Experimento colorimétrico, no qual o radical (cor purpura) sofre
reducdo (cor amarela) na presenca de compostos antioxidantes, diminuindo
sua intensidade de absorcéao.

Analise do Sequestro do Radical Livie ABTSe"
Neste ensaio, a capacidade antioxidante € medida de acordo com
a reacdo do composto com o radical ABTS®".

Avaliacao da Atividade Antioxidante usando o Sistema Xantina/XOD/Luminol

Esse experimento é resultante da andlise da intensidade de luz
emitida pela oxidacdo do luminol, a partir da presenca de anion superoxido.
Compostos antioxidante inibem a oxidagdo do Iuminol alterando a

intensidade de luz emitida comparado ao controle.

Cultura e Manutencéo das Células L-929
Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados fibroblastos de
murino L-929 mantidos em meio DMEM suplementado.

Ensaio de Viabilidade Celular pelo Método de Vermelho Neutro

Esse experimento tem por finalidade avaliar se acido cafeico e o seu
derivado contendo ftalimida sdo téxicos para as células L-929, utilizando
como marcador o vermelho neutro.

Efeito de AC e DF em Células L-929 Submetidas a Radiacdo UVB
Esta metodologia avalia se o acido cafeico e o seu derivado
contendo ftalimia protegem as células L-929 da radiacdo UVB.

Determinacéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)Totais

Este processo avalia a geracao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em células tratadas com o acido cafeico e o seu derivado contendo
ftalimida expostas a radiacdo UVB utilizando o marcador H2DCFDA.

Andlise Estatistica

Os dados encontrados foram apresentados a partir de média +
desvio padrédo de trés experimentos independentes. Os mesmos foram
analisados por meio do teste ANOVA (one-way), e em sequéncia pelo teste
de comparacdes multiplas de Tukey, considerando p<0,05 significativo. Por
fim, a analise estatistica foi efetuada pelo software Prism5.0
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Resultados e Discussao

A partir dos resultados dos experimentos que avaliavam a acao
antioxidante dos compostos, pode-se inferir que tanto o acido cafeico
guanto o seu derivado contendo ftalimida possuem atividade antioxidante
significativa em ambos os métodos. Estudos anteriores afirmam que valores
de EC50 abaixo de 50 sédo considerados bons para este método.

Tabela 1. Atividade antioxidante do acido cafeico e de seu derivado contendo ftalimida em
sistemas livres de células. Sendo, a quercetina usada como controle.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A DPPHe ABTSe+ Xantina Oxidase
SUBSTANCIA ECso (ug/mL) = DP mmol TE/g ICsc (ug/mL) + DP
Quercetina 10,3688 + 0,87 3,624 + 0,99 0,3867 60,0
Acido Cafeico 17,126 + 1,18 1,267 +0,5 0,45 + 0,05
Acido Cafeico + Ftalimidar 19,3803 + 2,00 0,818 +£0,12 0,2733 £ 0,04

Ja a avaliacao da viabilidade celular (Fig 1) mostrou que ambos os
compostos testados ndo foram citotoxicos para as células L929 em nenhuma
das concentracdes abordadas.
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Figura 1- Viabilidade das células L-929 tratadas por 24 horas com acido cafeico (AC) (A) e com
seu derivado contedo Ftalimida (DF) (B). CN — células sem tratamento. AC — Acido Cafeico. DF
— Derivado do Acido Cafeico contendo Ftalimida. **p < 0.01, **p < 0.001, significativamente
diferente comparado a CN.

A avaliacédo da viabilidade celular associada a exposicao das células a
radiagdo UVB (Fig. 2) mostra que a presenca dos compostos diminuiu
significativamente a citotoxicidade promovida pela radiacdo, quando
comparados ao controle UVB. Tendo como destaque a menor concentracao
testada (1uM) com o derivado contendo ftalimida.
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Figura 2 A e B— Viabilidade das células L-929 expostas a 600 mJ/cm? de radiacio UVB e
tratadas por 24 horas com acido cafeico (AC) (A) e com seu derivado contedo Ftalimida (DF)
(B). CN — células sem tratamento e sem irradiagdo. UVB — Células sem tratamento e irradiadas.
AC — Acido Cafeico. QT — Quercetina. DF — Derivado do Acido Cafeico contendo Ftalimida.
###p < 0.001 significativamente diferente comparado a NC. *p < 0.1, **p < 0.01, ***p < 0.001,
significativamente diferente comparado a UVB.

Os resultados preliminares da determinacdo de espécies reativas de
oxigénio — EROs totais possibilitam afirmar que ambos o0s compostos
estudados inibiram a geracdo de ERO causada pela acdo da radiacdo UVB
sobre as células L-929. Mais experimentos seréo realizados, para confirmem
esses resultados.
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Figura 3 — Efeito do acido cafeico (AC)5 e 1 uM (A) e de seu derivado contendo
Ftalimida (DF), 5 e 1 uM (B), na producéo de espécies reativas de oxigénio em células L-929
irradiadas com 600mJ/cm? de UVB. Controle negativo — células sem tratamento e sem
irradiagdo, UVB — células sem tratamento e irradiadas, DPI (5uM) controle positivo.

Conclusdes

A partir deste estudo concluimos que tanto o acido cafeico quanto
seu derivado contendo ftalimida, apresentam potencial antioxidante, ndo sao
citotoxicos as células L-929, protegem as mesmas quando expostas a
radiacdo UVB e além disso, inibem a geracdo de espécies reativas de
oxigénio. Assim o0 A&cido cafeico e seu derivado contendo ftalimida
apresentam, potencial fotoquimioprotetor.
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