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EXPOSTAS A RADIACAO UV-B.
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Resumo:

A Radiacdo Ultravioleta (UV) causa danos graves a pele dos seres
humanos, principalmente quando estes sdo expostos a ela de maneira excessiva e
sem protecdo. Essa exposicdo pode causar entre outros danos, o0 melanoma e o
envelhecimento precoce. Essas complicacdes clinicas, podem ser causadas pela
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em excesso, que Ss&o
responsaveis pelo estresse oxidativo nas células, que levam a alteracdes celulares
até mesmo em seu material genético. Apesar de o organismo humano produzir
antioxidantes eles nado sao suficientes para combater as EROs geradas pela
exposicdo exacerbada aos raios UV, sendo entdo necessarias agdes externas. Tais
danos podem ser evitados a partir do uso de formulacfes fotoquimioprotetoras que
contenham agentes antioxidantes, a fim de mantem um equilibrio na concentracéo
de EROs. Essas substancias antioxidantes geralmente fazem parte de grupos
fendlicos, dentre os quais estdo presentes o acido cafeico e a ftalimida. Desta forma,
esse estudo teve por finalidade analisar os mecanismos de acdo antioxidante do
acido cafeico e de um derivado do mesmo contendo ftalimida, através de
experimentos com fibroblastos da pele de murinho (L-929) expostos a Radiacéo
Ultravioleta B (UVB). Dentre os resultados encontrados foi observado que o derivado
do &cido cafeico contendo ftalimida na concentracdo de 1uM teve o melhor
desempenho na avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial quando
comparado ao restante dos compostos analisados.

Introducéo

Diariamente o ser humano € exposto a radiagdo ultravioleta (UV) ao longo
do desempenho de suas atividades cotidianas, sendo que, quando isso ocorre de
forma excessiva, a mesma pode ser prejudicial a salde e estética do individuo
(TURNER; PARISI, 2018), podendo causar eritema (queimaduras), envelhecimento
precoce, melanoma, ou mesmo alteracdo no DNA celular (D’ORAZIO et al., 2013).

Esse excesso de exposicdo a radiacdo gera estresse oxidativo nas células,
Ou seja, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que séo responsaveis
pelos danos anteriormente citados. Substancias chamadas de antioxidantes
possuem a capacidade de retardar ou mesmo neutralizar essas EROs (LIMON-
PACHECO; GONSEBATT, 2009). Desta forma, compostos como o Acido Cafeico e
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a Ftalimida vém sendo amplamente estudados por apresentarem atividades
anticarcinogénicas, antimicrobianas, anti-inflamatérias e especialmente antioxidantes
(LAMIE et al., 2015). Sendo assim, é de extrema importancia que sejam realizadas
mais pesquisas abordando compostos contendo acido cafeico e ftalimida em sua
composicdo a fim de que caso comprovado sua eficAcia 0s mesmos possam ser
usados como agentes antioxidantes em formulagdes fotoquimioprotetoras. Logo,
esse trabalho teve como objetivo analisar a atividade fotoquimioprotetora do acido
cafeico e de seu derivado contendo ftalimida nas células L-929 expostas a radiacéo
UVB.

Materiais e Métodos
Manutengéao e cultivo celular

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

Processo de plagueamento e irradiacdo da cultura ce  lular

As células foram plagueadas em placas de 96, 24 ou 6 pocos de acordo com
0 experimento que seria realizado. Em seguida, foram mantidas em estufa por 24
horas. Logo apds, foi adicionado a elas o tratamento com os compostos analisados
em suas respectivas concentragdes ao longo de 60 minutos. Apds, as células foram
expostas a radiacdo UVB e novamente mantidas em estufa por mais 24 horas e em
sequéncia foram utilizadas na execucdo dos experimentos.

Avaliacdo do Potencial de Membrana Mitocondrial

A analise foi realizada por meio da quantificacdo da fluorescéncia do
fluorocromo TMRE (tetrametilrodamina), sendo este um marcador permeavel a
membrana mitocondrial ativa, por possuir uma carga negativa. No entanto, quando a
membrana encontra-se despolarizada ocorre uma diminuicdo em seu potencial de
membrana, consequentemente, o marcador torna-se impermedavel. Deste modo,
quanto menor a fluorescéncia, maior serd a despolarizacdo da membrana
mitocondrial.

Andlise estatitstica

Os dados encontrados foram demonstrados através de média + desvio
padréo de trés experimentos independentes. Os mesmos foram analisados por meio
do teste ANOVA (one-way), e em seguida pelo teste de comparacfes multiplas de
Tukey, considerando p<0,05 significativo. A andlise estatistica foi efetuada pelo
software Prism5.0

Resultados e Discusséao

A partir dos resultados encontrados no experimento que avaliava o potencial
da membrana mitocondrial foram construidos o grafico e a imagem que compdem a
figura 1. De acordo com os dados apresentados pode-se inferir que o TMRE no
controle negativo (células nédo tratadas e né&o irradiadas) mostrou uma alta
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intensidade de fluorescéncia, indicando células viaveis. Nas células submetidas a
radiacdo UVB, a fluorescéncia do TMRE diminuiu significativamente comparado ao
CN, devido a morte celular causada pela radiagdo. O mesmo foi observado para o
controle CCCP. O tratamento com o derivado de acido cafeico contendo ftalimida na
concentragcéo de 1uM (FT 1uM) teve um aumento na intensidade de fluorescéncia,
porém néao significativo, comparado as células submetidas a radiacdo UVB, o que
nao foi observado com a concentracdo de FT 5uM e nem com 0s grupos tratados
com AC 5uM e AC 1uM. Esses resultados indicam uma provavel acao fotoprotetora
do acido cafeico contendo ftalimida provavelmente devido a agdo antioxidante desse
composto ja descrito na literatura (LAMIE et al., 2015).

A) CCCP 100 uM

AC 5uM + UVB AC1uM +UVB

(Arbitrary Units of Fluorescence)

CCcCp UVB

FT 5uM + UVB FT1uM + UVB

Figura 1 — Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (AYm) em fibroblastos L929 irradiados
com UVB pré-tratados com AC e FT usando sonda TMRE. A) Analise qualitativa. CN: células nao
irradiadas e néo tratadas. UVB: células irradiadas e ndo tratadas. CCCP: M-clorofenilhidrazona. AC:
Acido Cafeico. FT: Derivado do Acido Cafeico contendo Ftalimida.

a) As células foram fotografadas por microscopia de fluorescéncia (ampliacdo 20x). As imagens sdo
representativas de trés experimentos independentes. *p<0.05, **p <0.01, ****p<0.0001 comparado
com o controle.

Conclusdes

A patrtir dos resultados preliminares deste estudo o derivado do acido cafeico
contendo ftalimida na concentracdo de 1uM demonstrou ser uma alternativa para
inibir os efeitos negativos da radiagcdo UVB. Os resultados dos demais experimentos,
Avaliacdo dos Niveis de GSH e Avaliacdo da Peroxidacdo Lipidica, que ainda estédo
sendo analisados possibilitardo uma conclusdo mais clara sobre o efeito fotoprotetor
do acido cafeico contendo ftalimida.
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