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RESUMO

A radiacdo ultravioleta B (UVB), devido sua alta energia, penetra na epiderme,
causando danos diretos ao DNA e danos indiretos via producao de espécies reativas
de oxigénio (ERO). Substancias antioxidantes, como o 3,3',5,5'-tetrametoxibifenil-
4,4'-diol (TMBP), contribuem para manter o equilibrio redox celular. O objetivo foi
estudar o efeito do tratamento com TMBP em fibroblastos L-929 submetidos a
radiagdo UVB. Foi avaliado o potencial de membrana mitocondrial, a
lipoperoxidacao, a fragmentacdo do DNA e a integridade da membrana celular. O
TMBP apresentou eficacia in vitro e pode ser promissor para fotoprotecao.

INTRODUGAO

A pele é uma barreira protetora e esta diretamente exposta aos efeitos nocivos da
radiagcdo solar, que inclui trés faixas com base em suas caracteristicas de
propagacao e efeito bioldgico: UVC, UVB e UVA. A UVC, apesar de ser um potente
agente mutagénico, nao atinge a superficie terrestre devido a absorcao pela camada
de ozénio. Ja a radiacdo UVB e UVA alcancam a Terra e causam danos cutaneos
(SOLANO, 2020). A UVB, por sua alta energia, penetra na epiderme, causando
danos diretos ao DNA e indiretos, através da producédo de ERO.

As ERO desempenham papel crucial no funcionamento celular, mas se tornam
prejudiciais quando sua producdo é excessiva ou quando ha uma reducdo nos
agentes antioxidantes, levando ao estresse oxidativo. Antioxidantes sdo essenciais
para a saude da pele, pois neutralizam ERO e prevenem o estresse oxidativo
(GEGOTEK, 2020). O TMBP demonstrou potencial antioxidante em ensaios livre de
células, sugerindo ser um composto promissor para protecao solar. Nosso objetivo
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foi estudar possiveis mecanismos de acao do TMBP como agente fotoquimioprotetor
em fibroblastos L-929 submetidos a radiagédo UVB.

MATERIAIS E METODOS
Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial e peroxidacao lipidica.

Para avaliacao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) foi usado o marcador
tetrametilrodamina (TMRE) que se concentrada nas mitocéndrias ativas, e para a
peroxidagédo lipidica foi usado o DPPP (difenil-1-pirenilfosfina) que reage com
hidroperéxidos lipidicos. Células L-929 foram tratadas com TMBP por 1 hora,
lavadas com PBS e irradiadas com UVB. Apéds 24 horas as células foram marcadas
com TMRE ou DPPP, incubadas por 30 minutos em estufa de CO, e lavadas com
PBS. A leitura da fluorescéncia foi feita em espectrofluorimetro a 540nm.

Avaliacéao da fragmentagdo do DNA e da integridade da membrana celular.

A avaliacdo da fragmentacdo do DNA e da integridade da membrana celular foi feita
usando os marcadores fluorescentes Hoeschst e PI. O Hoeschst cora de azul o
nacleo de células viaveis enquanto Pl cora de vermelho o DNA de células nao
viaveis. Células L-929 foram tratadas com TMBP durante 1 h, irradiadas com UVB.
Apbs 24 horas as células foram incubadas com Hoechst por 20 min seguido de
incubacdo com Pl por 15 min. A fluorescéncia foi analisada utilizando um
microscépio de fluorescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra os efeitos do TMBP sobre o AYm em fibroblastos L-929 irradiados
com UVB usando o marcador TMRE. E possivel observar que as células irradiadas
com UVB apresentaram uma reducéao significativa no AYm em comparacao com o
controle negativo. No entanto, as células irradiadas com UVB e pré-tratadas com
TMBP 1 - 25 uM diminuiu a perda de A¥Wm, nao de forma significativa, mas com
valores similares a quercetina, um conhecido antioxidante.
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Figura 1 - Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em fibroblastos L-929 tratados com
TMBP e irradiados com UVB usando marcador fluorescente TMRE. CN: controle negativo; células
nao tratadas e nao irradiadas; UVB: células irradiadas com UVB (600 mJ/cm2); TMBP: células
tratadas com TMBP (1 - 25uM) e irradiadas com UVB; QT: células tratadas com quercetina (20Mm) e
irradiadas com UVB; ### p < 0.001, diferenca significativa em comparacdo com CN.

A Figura 2 mostra que a radiacdo UVB aumentou significativamente a peroxidacao
lipidica em comparagdo com o controle CN. O H;O, também induziu danos
semelhantes comparado com o controle. Em contrapartida, o pré-tratamento com
TMBP 1 uM induziu reducdes significativas na lipoperoxidacao em células irradiadas,
em comparacao com o controle UVB.
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Figura 2. Avaliacdo da peroxidagéo lipidica em fibroblastos L-929 tratados com TMBP e irradiados
com UVB usando marcador fluorescente DPPP. CN: controle negativo; células néo tratadas e nao
irradiadas; UVB: células irradiadas com UVB (600 mJ/cm2); TMBP: células tratadas com TMBP (1
puM) e irradiadas com UVB; QT: células tratadas com quercetina (20 Mm) e irradiadas com UVB;
H.O,: células tratadas com perdxido de hidrogénio; ## p < 0.0011, diferencga significativa em
comparagao com o grupo CN; * p < 0,0011, diferenga significativa em comparagéo com o grupo UVB.

A Figura 3 mostra os resultados da condensacdo do DNA e a integridade da
membrana celular em fibroblastos L-929 tratados com TMBP e irradiados com UVB,
utilizando dupla coloracdo com Hoechst e IP. A radiacdo UVB alterou o DNA nos
fibroblastos, refletido por um aumento na intensidade da fluorescéncia azul em
comparagao com o grupo CN. O tratamento com TMBP a 1-25 pM diminuiu a
intensidade de fluorescéncia induzida por UVB. A Figura 3 mostra também uma
diminuicdo na integridade da membrana celular no grupo UVB, refletida por um
aumento na intensidade da fluorescéncia vermelha em comparagdo com o grupo
NC. O tratamento com TMBP de 1 - 25 pM diminuiu esta intensidade em
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comparacao com o grupo UVB. Digitonina (80 uM), uma saponina que solubiliza
lipidios, foi utilizada como controle positivo.

TMBP 1 pM TMBP 10 pM TMBP 25 pM
Figura 3. Avaliagao da condensacédo do DNA e da integridade da membrana celular em fibroblastos

L-929 tratados com TMBP e irradiados com UVB usando marcadores fluorescentes Hoeschst
(fluorescéncia azul) e Pl (fluorescéncia vermelha).

CONCLUSOES

O TMBP preveniu o fotodano em fibroblastos L-929 diminuindo os efeitos da
radiacdo UVB na AWm, na peroxidagao lipidica, na fragmentacdo do DNA e na
integridade da membrana celular. Este efeito esta provavelmente relacionado com
as propriedades antioxidantes do TMBP que modula o estado redox da célula.
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