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1 INTRODUCAO

A pele é o 6rgdo do corpo humano mais constantemente exposto a radiacdo solar
(GUARATINI et al., 2009). E um tecido de grande atividade metabdlica e tem como funcdes
a protecdo fisica, microbioldgica e bioquimica dos érgéos internos (KOHEN; GATI, 2000). O
envelhecimento cutaneo ¢ um fenémeno bioldgico, que pode ser causado por diminuicao da
funcdo metabodlica (envelhecimento intrinseco) ou por fatores ambientais, principalmente pela
radiacdo ultravioleta (envelhecimento extrinseco) (TANIGUCHI, 2012).

A radiacéo ultravioleta (RUV) solar é dividida em trés categorias de acordo com seu
comprimento de onda: UVC (200-290nm), UVB (290-320nm) e UVA (320-400nm) (PALM,;
O’DONOGHUE, 2007). Cerca de 99 % da RUV que atinge a superficie da Terra é do tipo
UVA, considerando que a UVC é absorvida pela camada de ozénio (SVOBODOVA et al.,
2006). UVB representa aproximadamente 1 %; tem menor capacidade de penetrar na pele do
que a radiacdo UVA, porém é mais genotdxico (AFAQ, 2011). A RUV pode ser absorvida
pela pele através pelos cromdforos. Os cromdforos e fotossensibilizadores s&o biomoléculas
presentes na pele, como &cidos nucleicos; eumelanina, porfirinas; NADH (nicotinamida
adenina dinucle6tido); NADPH (nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato), entre outros. Em
situacbes onde a exposicdo a RUV é excessiva os cromoforos podem transferi-la para o
oxigénio molecular levando a producdo de EROs (HECK et al., 2004).

A geracdo de EROs induzida por RUV é o principal mecanismo pelo qual inicia
respostas moleculares na pele humana. Quando a producdo de EROs excede a capacidade de
defesa antioxidante celular instala-se uma situacdo de estresse oxidativo através da geracdo de
anion superéxido (O;,"), peréxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH") e oxigénio
singleto (*O,) (POLISAK; DAHMANE, 2012). Estas EROs s&o responsaveis por alteracdes
no DNA nuclear e mitocondrial, modificacdo de proteinas e peroxidagéo lipidica causando a
formacdo de fotoprodutos que comprometem a funcdo das células da pele (ROVITO;
OBLONG, 2013). Todo esse processo culmina em sinais visiveis do envelhecimento
(SCOTTI, 2007), que se manifestam como rugas, aumento da espessura da pele, flacidez e
pigmentacdo (KWON et al., 2013). Mais do que envelhecimento, a RUV pode induzir cancer
de pele, 0 que causa grande preocupagdo aos responsaveis pela salde publica. Segundo o
INCA (2012), Instituto Nacional do Céncer, o cancer de pele compreende 25% dos tumores
malignos incidentes no pais, sendo assim o mais frequente.

O uso de filtros solares constitui uma das medidas preventivas ao cancer de pele e ao

fotoenvelhecimento (GONZALEZ et al., 2008). Sua acgdo baseia-se na reflexdo, dispersio ou



15 absorcdo da RUV em funcdo da sua natureza quimica, que pode ser orgéanica e/ou
inorganica (SERPONE et al., 2007). A incorporagdo de compostos naturais antioxidantes e
ou/ anti-inflamatdrios tem sido proposta para aumentar a eficacia dos protetores solares. Esta
estratégia denominada de fotoquimioprotecdo, que consiste no emprego de fotoprotetores que
poderiam também sequestrar as EROs gerados pela RUV, vem aumentando
consideravelmente nos ultimos anos (FIGUEIREDO et al., 2014; F’GUYER et al., 2003).

2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Proporcionar aos alunos conhecimentos sobre técnicas basicas utilizadas para

investigar atividade antioxidante e fotoprotetora de substancias naturais e sintéticas em
fibroblastos da linhagem L929.

2.2 Especificos

- Verificar uma possivel atividade antioxidante do composto pelo método do DPPH;
- Verificar a atividade fotoprotetora do composto em fibroblastos L929 irradiados com UVB.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MEIO DMEM

O meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) foi desenvolvido por Harry
Eagle. DMEM é adequado para o cultivo da maioria dos tipos de células humanas e animais.
Possui uma mistura de sais enriquecidos com aminoacidos e outros componentes essenciais

para o crescimento celular, sendo suplementado com 10% de soro fetal bovino.

3.2 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - DPPH

O ensaio DPPH é uma das etapas experimentais iniciais na busca de substancias com
atividade antioxidante. Como objetivo geral do experimento busca-se determinar o valor de
ECso para dada substancia, ou seja, a concentracdo na qual ocorra a inibicdo de 50% dos

radicais DPPH" apds 96 h de tratamento, quando comparado a um controle.

3.2.2 Pesagem e diluicéo das drogas



= Pesar a droga utilizando tubos Eppendorf® (1 mg);

= Adicionar 1000 pL de metanol ao eppendorf, agitar até completa dissolucdo do
composto (solucdo estoque: 1000 pg/mL);

= |dentificar 6 outros tubos eppendorfs (Concentragdes: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125
pg/mL) para realizar a diluicdo da droga;

= Adicionar aos tubos identificados, respectivamente, 500 uL de metanol,

= Homogeneizar e transferir 500 uL da solucdo estoque para o tubo 1 (C: 50 pg/mL);

» Homogeneizar o tubo 1 e transferir 500 pL deste para o tubo 2 (C: 25 pg/mL);

= Assim sucessivamente até a concentracdo de 3,125 pg/mL.

Preparo dos reagentes:
- DPPH: 1 mg + 1000 pl metanol (Solucao estoque 1000 pg/ml)

pM = pg/ml . 1000
PM
uM = 1000 . 1000
394,32
UM = 2.536,01

3.2.3 Ensaio

- Adicionar 100 pl de DPPH (65 puM) em placa de 96 pocos;

- Controle positivo: 100 ul de DPPH e 100 pl de acido ascorbico;

- Controle negativo: 100 pl de DPPH e 100 pl de metanol,;

- Incubar a placa em temperatura ambiente no escuro por 30 minutos;

- Realizar a leitura em espectrofotdbmetro a 517 nm.

3.3 ENSAIO DE ATIVIDADE FOTOPROTETORA

O Ensaio de atividade fotoprotetora € uma metodologia de que permite verificar o
potencial protetor de uma substancia para determinada célula irradiada com radiacdo
ultravioleta. Em nosso caso usaremos uma linhagem de fibroblastos (L929) como modelo,
pelo ensaio do MTT. O ensaio com MTT é um ensaio colorimétrico baseado na viabilidade de
reducdo enzimatica da molécula de MTT para formazan, quando ele é exposto a células
viaveis. O resultado da reducdo é uma mudanca de cor da molécula de MTT. As medicdes de
absorbancia em relagdo a um controle permite determinar a percentagem de células

remanescentes viaveis apos o seu tratamento com um composto de ensaio.



3.3.1 Obtencao da monocamada de células

Garrafas de cultura média contendo um tapete de células ja fechado devem ser usadas
como fonte de indculo;

Retirar o meio de cultura (DMEM) das garrafas e lavar o tapete de células com PBS;
Adicionar tripsina as garrafas e permitir que a enzima aja por aproximadamente 30 s;
Observar as células ao microscopio invertido e caso estejam arredondadas bater no
fundo da garrafa para completo descolamento do tapete de células;

Adicionar meio de cultura até formar uma suspensao de 5 mL, reservar em gelo;
Transferir 100 pL desta suspensdo para um eppendorf contendo 900 pL de meio

DMEM e proceder a contagem das células (item 3.3.2);

3.3.2 Contagem de células

Homogeneizar o tubo de cultura, colocar 20 pL na Camara de Neubauer;
Homogeneizar o conteldo do eppendorf e proceder a contagem em Céamara de
Neubauer (Fig 1), contando apenas as células presentes nos quatro quadrantes laterais
(regides B) de cada campo, dividindo o nimero total contado por quatro obtendo uma
média;

Multiplicar a média pelo fator de correcdo da camara (10*) e pela diluicéo (10)

Figura 1. Hematimetro ou Camara de Neubauer.

3.3.3 Preparo do pool e plagueamento

Preparar o pool contendo o volume de indculo calculado, com célula e Meio de cultura
com 10% de SFB em g.s.p. 15 mL (indculo de 2,5x10° células/mL);

Distribuir 500 pL da suspensao (pool) homogeneizada em cada poco;

Incubar em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, por 24 h.



3.3.4 Ensaio

e Lavar o pogo duas vezes com tampdo Hanks e irradiar com UVB, com 500 pL de
Hanks;

e Retirar o Hanks e tratar com a amostra (ECsg) diluida em DMEM somente por 1 hora
apos a irradiacao;

e Apos o tratamento, incubar por 24 horas em meio DMEM livre de soro e sem amostra.

*Controle negativo (CN): néo irradiado e nao tratado
*Controle positivo (UVB): irradiado e ndo tratado

3.3.5 Leitura (MTT)
e Lavar o pogo uma vez com PBS;
e Incubar com 500 puL de MTT (2mg/mL) por 4 horas;
e Ressuspender em 500 puL de DMSO;

e Transferir 100 uL para cada poco (triplicata) e realizar a leitura.
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