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RESUMO

Em exposic¢des cronicas a radiacao solar o sistema antioxidante enddgeno € incapaz
de proteger as células da pele contra os danos promovidos pelas espécies reativas
de oxigénio (ERO) induzidas pela radiacdo ultravioleta (UV). Dessa forma podem
surgir disturbios dermatoldgicos, incluindo fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese.
Para prevenir os danos oxidativos celulares causados pelas ERO, uma alternativa é
0 uso de compostos antioxidantes que possuem capacidade de neutralizar as
EROS. Desse modo, o objetivo desse estudo foi investigar a atividade antioxidante
de nanoparticulas de 6xido de cério associados ao acido tanico (CNP-TA), através
de sistema livre de células. E também, analisar o efeito fotoprotetor de CNP-TA em
células L-929 irradiadas com 600 mJ/cm? de UVB. Os resultados demostraram que
CNP-TA apresentou atividade antioxidante consideravel no ensaio de xantina/
luminol/ XOD e atividade fotoprotetora pela diminuicdo da lipoperoxidagédo e a
protecdo da membrana mitocondrial em fibroblastos L-929 expostos a UVB. Esses
achados sugerem CNP-TA como uma estratégia vantajosa em administracdes
topicas para atenuarem o dano oxidativo induzido por UVB em fibroblastos L-929.

INTRODUCAO

A radiacéo solar € composta pela luz visivel, raios infravermelhos e ultravioleta (UV),
incluindo UVA, UVB e UVC. Os raios UVB apresentam maior preocupacgao por
causarem danos diretos ao DNA, desencadeiam inflamacao, eritemas solares,
fotoenvelhecimento e cancer de pele. A exposicdo a radiagdo UV induz danos
causados pela geracdo de espécies reativas do oxigénio (ERO). Em exposicdes
cronicas a radiacao solar, o sistema de defesa antioxidante endégeno do organismo
se torna sobrecarregado, levando a um desbalanco entre compostos oxidantes e
defesa antioxidante natural (JAFFRI, 2023).

Nesse sentido, compostos fotoprotetores com acdo antioxidante atenuam os danos
oxidativos causados pela radiagdo UV através do sequestro de ERO (MOYAL et al.,
2008). Pesquisas com o acido tanico (TA) constataram que ele previne danos
induzidos por UVB em fibroblastos L-929 por meio de reducéo de ERO, inibicdo da
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ativacdo de enzimas oxidantes, preservacdo de antioxidantes enddgenos e
prevencao da peroxidacao lipidica, da despolarizacdo mitocondrial e de danos ao
DNA (DARE et al., 2020). Além disso, estudos com nanoparticulas de 6xido de cério
demonstraram seu efeito fotoprotetor pela mimetizacdo de enzimas antioxidantes,
consequentemente reducédo do estresse oxidativo pela exposicdo ao UV (PELOI et
al., 2020). Diante disso, a combinacao de ambos 0s compostos deve ser investigada
para sintese de formula¢des fotoquimioprotetoras.

MATERIAIS E METODOS

Atividade Antioxidante pelo Sistema Xantina/ Luminol/ XOD

Experimento luminescente em que ocorre a oxidacdo do luminol na presenca do
radical superéxido (O,"). Quanto maior a emissdo de luminescéncia gerada pelo
luminol, maior a quantidade de O,”. Compostos antioxidantes conseguem
sequestrar esse radical, diminuindo a luz emitida comparada com o controle.

Manutencéo da Cultura Celular L-929
Foram utilizados fibroblastos murino L-929 (ATCC CCL1™, Manassas, EUA)
mantidos em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino e antibiéticos.

Avaliacdo da Peroxidacéao Lipidica

Método realizado para avaliar as membranas celulares de fibroblastos L-929
expostos ao UVB. Em que o difenil-1-pirenilfosfina (DPPP), que a principio néo
apresenta fluorescéncia, reage estequiometricamente com hidroperéxidos lipidicos
para dar origem ao 6xido DPPP fluorescente (DPPP = O). As moléculas de DPPP
sdo incorporadas as membranas celulares, e segundo a literatura, os hidroperoxidos
localizados na membrana reagem preferencialmente com o DPPP.

Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (A®m)

Foi utilizado tetrametilrodamina (TMRE), um marcador carregado positivamente
permeavel as membranas mitocondriais ativas devido a presenca de cargas elétricas
negativas.

Andlise Estatistica

Os dados encontrados foram calculados a partir da média + desvio padrédo de trés
experimentos independentes. A analise estatistica foi efetuada pelo software Prism
5.0, através do teste ANOVA (one-way) e teste de comparagbes de Tukey,
considerando significativo.p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a atividade antioxidante das CNP-TA, a Tabela 1 apresenta os valores
de EC5o de CNP-TA e quercetina (QT) de 1,8 ug e 0,36 ug, respectivamente. Esses
resultados demonstram que CNP-TA foi capaz de sequestrar os radicais Oy,
confirmando a atividade antioxidante da substancia.
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Tabela 1. Avaliacdo do potencial antioxidante de nanoparticulas de 6xido de cério
associadas ao acido tanico (CNP-TA) e do padrao quercetina (QT) pelo método
xantina/ luminol/ xantina oxidase (XO).

Substéncias XO
ECso (LO)
CNP-TA 1,8+0,09
QT 0,36 + 0,04

Dados experimentais: média + desvio padrao; n=4. EC50 = concentracao efetiva de 50%.

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica (Fig. 1) demonstrou que a lipoperoxidacao
aumentou significativamente em células irradiadas com UVB (110%), em
comparacao com o controle negativo. No entanto, o tratamento com CNP-TA 10 ug/
mL atenuou de modo significativo (67,7%)o dano lipidico induzido por UVB em
comparacao com o controle de UVB.
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Figura 1 — Avaliagdo da peroxidacgéo lipidica em fibroblastos L-929 tratados com CNP-TA 10 pg/ mL

irradiados com UVB. NC (controle negativo) = células nao tratadas e nao irradiadas; controle UVB =

células irradiadas e néo tratadas; CNP-TA 10 ug/ mL= células irradiadas e tratadas com CNP-TA. *p
< 0,05. Dados experimentais: média + desvio padrao.

Os resultados da avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial (Fig. 2) mostram
uma reducdo significativa de A®PM (67%) em ceélulas irradiadas com UVB
comparadas ao controle negativo. Assim como houve uma diminuicdo em células
expostas ao CCCP. Apés a irradiacdo por UVB, o tratamento de CNP-TA 10 pg/ mL
inibiu significativamente (28%) a perda da despolarizacdo da membrana mitocondrial
comparado ao controle UVB. Esse resultado foi ainda melhor do que as células
irradiadas e tratadas com NAC, um antioxidante conhecido.
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Figura 2 — Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em fibroblastos L-929 tratados com
CNP-TA 10 pg/ mL irradiados com UVB. NC (controle negativo): células ndo tratadas e ndo
irradiadas; controle UVB: células irradiadas e néo tratadas; 10: células irradiadas e tratadas com
CNP-TA 10 pug/ mL; NAC: células irradiadas e tratadas com N-acetil-cisteina; CCCP: células tratadas
com cianeto m-clorofenil hidrazona. ****p < 0,05. Dados experimentais: média + desvio padréo.

CONCLUSOES

Em conclusdo, as CNP-TA apresentaram potencial antioxidante, capacidade de
diminuir a peroxidagdo lipidica e proteger a membrana mitocondrial de
despolarizacdo induzidas por UVB em fibroblastos L929. Desse modo, CNP-TA
apresenta potencial fotoquimioprotetor.
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