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RESUMO

A radiacdo ultravioleta (UV) pode gerar estresse oxidativo na pele ao aumentar a
producado de espécies reativas de oxigénio (EROs), que ultrapassam a capacidade
antioxidante natural. Nesse estudo avaliou-se o efeito fotoprotetor de nanoparticulas
lipidicas soélidas contendo acido cafeico-ftalimida (CF-NLS) em fibroblastos L-929
submetidos a radiacdo UVB. Foram analisados o perfil de absorcdo e
fotodegradacdo das nanoparticulas, sua atividade antioxidante, além da avaliagao
morfoldgica dos fibroblastos L-929 apds o tratamento com as CF-NLS.

INTRODUGCAO

A radiacao ultravioleta B (UVB) esta diretamente relacionada ao fotoenvelhecimento
cutdneo, podendo levar a queimaduras solares e lesdes no DNA (GRUBER, et al.,
2023). Estas lesdes sdo decorrentes do aumento de EROs capazes de danificar
proteinas, lipidios e &cidos nucleicos (AVERILL-BATES, D., 2024). Visto isso,
compostos como o acido cafeico conhecido por sua acao antioxidante (YU, J. et al.,
2024) e a fracdo fitalimida possui diversas propriedades farmacol6gicas
apresentando potencial protetor (SANTOS, W. H. DOS et al., 2021). Assim, esse
estudo avaliou o efeito fotoquimioprotetor de CF-NLS em fibroblastos L-929
irradiados com UVB.

MATERIAIS E METODOS

Determinacao do perfil de absorcdo e avaliacao da fotodegradacdo do CF-NLS.

As CF-NLS foram diluidas em DMSO na concentracdo final de 20 uyg/ml e as
medicbes feitas na faixa de 220 a 420 nm. Para fotodegradacao, a substancia foi
avaliada nas mesmas condicdes, porém irradiada com UVB (600mJ/cm?), e as
absorbancias foram registradas em espectrofotdbmetro no intervalo de 220 a 420
nm.

Avaliagdo da atividade antioxidante utilizando FRAP e inibicdo do NO.
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Foram testadas diferentes concentragdes de amostras (10ul) misturadas com 240 pl
de solucdo FRAP. Essa mistura foi incubada durante 30 min e as absorbancias
medidas a 595 nm. A efic4cia relativa foi obtida em TEAC- capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox. Para NO, as células L-929 foram tratadas com CF-NLS por 1
hora, lavadas e irradiadas com UVB (600mJ/cm?2). Apds 24 h as células foram
marcadas com DAF-FM DA, incubadas por 30 min e lidas em citémetro de fluxo.

Avaliacdo da morfologia celular dos fibroblastos L-929

Para avaliar as alteracdes morfoldgicas celulares, fibroblastos L-929 cultivados em
placas de 24 pocos (2,5 x 10° células/mL) foram tratados por 1 h com diferentes
concentragdes das CF-NLS, expostos a radiacdo UVB e incubados por 24 h. Em
seguida, as células foram visualizadas usando um microscépio 6ptico (Olympus®,
CKX31) e as imagens foram capturadas usando uma camera Olympus® DP80.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 mostra a absorcao das CF-NLS em espectro ultravioleta. Os picos de
absorcao indicam os comprimentos de onda onde as nanoparticulas absorvem mais
luz. A formulacdo de CF-NLS 90:10 apresenta um pico de absorcao bem definido ao
longo do espectro, por volta de 370 nm. A formulagéo de CF-NLS 85:15 mostra um pico
bem definido em torno de 395-400 nm. As diferentes posicées dos picos sugerem que
uma mudanca na composi¢ao da nanoparticula influencia na sua absorcao.

Perfil de absorgdo 90:10
Perfil de absorgdo 85:15
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Figura 1. Determinagéao do perfil de absorcdo das CF-NLS 90:10 e CF-NLS 85:15.

A figura 2 mostra o perfil de fotodegradacao do CF-NLS. A formulacdo CF-NLS 90:10
apresenta uma fotodegradacdo de aproximadamente 3.71%, sendo mais estavel e
resistente a degradacado quando exposta a luz em comparagcao a formulacdo CF-
NLS 85:15 que apresenta uma fotodegradacdo em torno de 14.8%, sugerindo que
essa formulacao é menos estavel sob as mesmas condi¢des de exposicao.
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Figura 2. Avaliacéo do perfil de fotodegradacao das CF-NLS nas formulagdes de 90:10 (rosa) e 85:15
(azul).
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A figura 3 mostra a capacidade antioxidante das CF-NLS pelo ensaio FRAP. O
controle negativo (CN) possui baixa atividade antioxidante. O controle positivo (QT)
demonstra um pequeno aumento na atividade antioxidante em relacdo aos
tratamentos. O tratamento com a formulagdo de nanoparticula 90:10 demonstra um
aumento expressivo na atividade antioxidante. O tratamento com a formulacdo de
85:15 indica o maior potencial antioxidante entre os grupos testados.
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Figura 3. Avaliagdo do potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) das CF-NLS. CN: controle negativo
com células nao tratadas e nao irradiadas. QT: controle positivo com quercetina. 90:10: células
tratadas com CF-NLS (1ug/mL) 85:15: células tratadas com CF-NLS (1ug/mL).

Foi feito também a avaliacido das CF-NLS em inibir a producédo de NO. O controle
negativo demonstrou um baixo sinal de fluorescéncia, sendo assim pouco NO
detectado. O controle positivo (QT) mostrou forte capacidade antioxidante, enquanto
o UVB apresentou um aumento de NO apéds irradiagdo. As nanoparticulas em
ambas as formulagdes em baixa dose indicaram menor captura de NO, enquanto em
doses maiores capturam mais NO, evidenciando uma melhor protecéo.
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Figura 4. avaliagdo das CF-NLS em inibir a producdo de NO. CN: controle negativo com células nao
tratadas e néo irradiadas. UVB: células n&o tratadas e irradiadas com UVB. QT: controle positivo com
quercetina. 90:10: células tratadas com CF-NLS (1, 2,5 e 5 yg/mL). 85:15: células tratadas com CF-
NLS (1, 2,5 e 5 pg/mL)

A figura 5 demonstra a morfologia das células de fibroblastos L-929. Na primeira
coluna o controle negativo apresenta células saudaveis, aderentes e com morfologia
preservada. O grupo UVB as células estdo arredondadas e soltas como efeitos da
radiacao. O controle positivo as células estdo proximas ao controle saudavel com
menor arredondamento. A formulagdo de nanoparticula 90:10 na dose 1 tem-se a
morfologia preservada com poucas alteracoes, dose 2,5 aparecem sinais de
estresse, mas com menor confluéncia, na dose 5 existem mais células soltas e
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arredondadas. Ja a formulacdo de 85:15 na dose 1 as células estdo préximas ao
normal, dose 2,5 apresenta células aderentes e alongadas e dose 5 em comparacao
a outra formulagao as células estdo menos danificadas.

Figura 5. Avaliagao da morfologia em células L-929 tratadas com CF-NLS e irradiadas com UVB. CN:
controle negativo; células ndo tratadas e ndo irradiadas; UVB: células irradiadas com UVB (600
mdJ/cm?); 90:10: células tratadas com CF-NLS (1, 2,5 e 5 pyg/mL). 85:15: células tratadas com CF-NLS
(1, 2,5 e 5 ug/mL); CP: células tratadas com quercetina (20 uM).

CONCLUSOES

CF-NLS em ambas as formulagdes exibiu potencial fotoprotetor e antioxidante,
garantiu estabilidade das nanoparticulas, além de proteger contra a radiagdo UVB
confirmado pela avaliagdo morfolégica.
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