UNINOVE

C X X X X
Universidade Nove de Julho

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOFOTONICA APLICADA AS
CIENCIAS DA SAUDE

ELINEIDES SANTOS SILVA

PADRONIZACAO DO METODO EXPERIMENTAL PARA AVALIACAO DO EFEITO
DA COMBINACAO DE EXTRATOS NATURAIS E FOTOBIOMODULACAO NA
VIABILIDADE DE QUERATINOCITOS SUBMETIDOS AO ESTRESSE
INDUZIDO POR RADIACAO ULTRAVIOLETA A

SAO PAULO, SP




UNINOVE
- N N N N
Universidade Nove de Julho

Elineides Santos Silva

PADRONIZACAO DO METODO EXPERIMENTAL PARA AVALIACAO DO EFEITO
DA COMBINACAO DE EXTRATOS NATURAIS E FOTOBIOMODULACAO NA
VIABILIDADE DE QUERATINOCITOS SUBMETIDOS AO ESTRESSE INDUZIDO
POR RADIACAO ULTRAVIOLETA A

Dissertacdo apresentada a Universidade Nove de Julho,
para obtengdo do titulo de Mestre em Biofotonica

aplicada as Ciéncias da Saude.

Orientadora: Profa. Dra. Christiane Pavani

SAO PAULO, SP
2016




Silva, Elineides Santos.

Padronizacdo do método experimental para avaliacdo do efeito da
combinagéo de extratos naturais e fotobiomodulagdo na viabilidade de
queratindcitos submetidos ao estresse induzido por radiacdo
ultravioleta A. / Elineides Santos Silva. 2016.

53 f.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Nove de Julho - UNINOVE,
Séo Paulo, 2016.

Orientador (a): Prof2. Dr2. Christiane Pavani.

1. Fotoenvelhecimento da pele. 2. Fotorejuvenescimento. 3.
Extratos naturais. 4.Antioxidantes. 5. Fotobiomodulacéo.
I. Pavani, Christiane. 1I. Titulo




Sao Paulo, 16 de dezembro de 2016

TERMO DE APROVA/AO

Aluna: ELINEIDES SANTOS SILVA

TitulodaDissertagao: "Padronizagao do método experimental paraavaliagao do efeito dacombina?ao
de extratos naturais e fotobiomodula4ao na Viabilidade de queratinocitos submetidos ao estresse
induzido por radiagéo ultravioleta A ”

Presidente: PROF". DR" CHRISTIANE PAVANI W %)M'

Membro: PROF" DR°. ADRIANA LINO SANTOS FRANCO ( M =

Membro: PROF. DR BRENO PANNIA ESPOSIT




Dedicatéria

A Deus, que iluminou o meu caminho durante esta
caminhada e me permitiu concluir esse trabalho.

Aos meus pais, Eliseu P. Silva (em memoaria) e Lurdes
S. Silva que com muita dedicagdo e carinho me
proporcionaram chegar aqui. A vitoria de mais uma etapa
da minha vida é devida a vocés!

Dedico também aos parentes e amigos que me
compreenderam, acreditaram em mim e me motivaram
em direcdo a vitéria dos meus desafios.



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a Deus que me guia e ilumina em todos os dias. Me da
forcas e fé para enfrentar as dificuldades, permitindo concluir mais essa etapa da minha
vida.

Ao meu pai Eliseu (em memdéria), minha mae Lurdes e familiares que sempre me
incentivaram a progredir e a buscar conhecimento. Sao os alicerces dessa jornada, pois
sempre acreditaram no meu potencial e investiram nos meus estudos.

Ao meu namorado André Amancio por tanta paciéncia, compreensao e apoio. Nos
momentos de fraqueza me deu forcas, esteve sempre presente e fez dos meus sonhos
0S seus.

A Universidade Nove de Julho por me acolher como docente e aluna, dando a
oportunidade de ampliar meus conhecimentos. A secdo de Pds-graduacéo stricto sensu
por me admitir no programa e por toda estrutura oferecida.

A minha orientadora, Professora Doutora Christiane Pavani por tanta dedicacéo,
paciéncia e carinho. Uma profissional de grande competéncia e que sem reservas inspira
as pessoas ao seu redor.

Ao Professor Doutor Mauricio da Silva Baptista — Universidade de Sao Paulo/USP
- que gentilmente doou as células utilizadas no projeto.

A empresa Bioextract FarmaService por gentilmente fornecer os extratos naturais
utilizados neste estudo.

Ao Dr. Divinomar Severino que idealizou e construiu o irradiador UVA utilizado nos
experimentos.

Ao laboratério de pesquisa do Mestrado e Doutorado da Universidade Nove de
Julho, por proporcionar condicfes necessarias para o desenvolvimento do projeto.

Aos meus colegas de laboratério, técnicos e demais professores que contribuiram
para um ambiente agradavel e produtivo. Sempre prestativos, foram essenciais nessa
jornada.

A coordenacéo e diretoria do curso de nutricdo da Universidade Nove de Julho
pela compreenséao e incentivo.

Aos amigos e parentes que acompanharam minha evolugdo, me apoiaram e
acreditaram em mim. Compreenderam minhas auséncias e agora compartilham de uma

grande vitoria.



Resumo

A pele apresenta diversas fungbes como revestimento, controle de temperatura,
eliminacdo de substancias quimicas, etc. A exposicdo da pele a radiacdo ultravioleta
provoca alteracdes associadas com o envelhecimento precoce e o cancer de pele.
Estudos demonstram que extratos vegetais com propriedades antioxidantes minimizam
os efeitos do fotoenvelhecimento; paralelamente, o efeito biomoestimulador da luz visivel
pode promover modificacdes bioenergéticas, bioelétricas e bioquimicas. Neste sentido,
a associacdo de fontes naturais de antioxidantes e fototerapia mostra-se estratégia
interessante para promover 0 rejuvenescimento da pele. O objetivo do projeto é
padronizar os parametros do protocolo experimental para avaliar o efeito da combinacéo
de extratos naturais e fotobiomodulacdo na viabilidade de queratinécitos humanos
normais imortalizados submetidos a radiacdo UVA. Foram utilizados uma série de
extratos naturais, previamente selecionados em funcdo da familia fitoquimica a que
pertencem: Camomila e Alecrim (Flavonas), Mirtilo (Antocianinas), Cha verde
(Catequinas), Figo (Cumarinas), Roma (Tanino Elagico) e Nogueira (Tanino Galico). Para
simular a exposicéo a radiacdo UVA foi utilizado um sistema irradiador (366 + 10 nm; 2,5
mW/cm?). Para fototerapia foi utilizado um sistema de Diodos Emissores de Luz (640 +
12,5 nm; 2,6 mW/cm?), posicionado exatamente acima da placa. A avaliacdo da
viabilidade foi realizada pelo método do MTT, comparando a toxicidade em relacédo ao
grupo controle. Os parametros experimentais definidos foram 60 minutos de irradiacdo
com UVA (9 Jlcm?), 7 minutos de irradiacdo com LED (1 J/cm?) e, dependendo do

conteudo polifendélico de cada extrato, concentracdes de 0,01 a 0,3 % v/v de extratos.

Palavras chaves: Fotoenvelhecimento da pele, fotorejuvenescimento, extratos naturais,
antioxidantes, fotobiomodulacéo.



Abstract

Skin presents different functions, such as coating, temperature control, eliminating
chemicals, etc.The skin exposure to UV radiation may cause some alterations related to
premature aging and skin cancer. Studies have shown that plant extracts with antioxidant
properties reduce the effects of photoaging; in parallel, the bioestimulating effect of visible
light may promote bioenergetic, bioelectrical and biochemical changes. In this sense, the
combination of natural antioxidants and phototherapy is an interesting strategy to promote
skin rejuvenation. The objective of the project is to standardize the parameters of the
experimental protocol to evaluate the effect of the combination of natural extracts and
photobiomodulation on the viability of immortalized normal human keratinocytes subjected
to photoinduced damage by Ultraviolet type A (UVA). Some extracts, previously selected
by their phytochemical family, were evaluated: Chamomile and Rosemary (Flavones),
Blueberry (Anthocyanines), Green tea (Catechins), Fig (Coumarines), Pomegranate
(Ellagic Tannin) and Walnut (Gallic Tannin). Human immortal keratinocytes in culture
(HaCaT) were used as experimental model. Simulating UVA exposure, a system was
used (366 = 10 nm; 2.5 mW / cm?). A Light Emitting Diode (LED) cluster were used for
phototherapy (640 + 12.5 nm; 2.6 mW / cm?). The percentage of living cells was
determined by MTT method. The viability assessment was performed using the MTT
method, comparing the toxicity in relation to the control group. The experimental
parameters defined were 60 minutes of irradiation with UVA (9 J/cm?), 7 minutes of LED
irradiation (1 J/cm?) and, depending on the polyphenolic content of each extract,

concentrations of 0.01 to 0.3 % v/v of extracts.

Key words: skin photoaging, photorejuvenation, natural extracts, antioxidants,
photobiomodulation.
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1. Contextualizacao

7z

Considerada o maior oOrgdo humano, a pele é responsavel por
aproximadamente 15 % do peso corporal. Entre suas diversas funcdes, podemos
citar as de revestimento, controle de temperatura, absor¢cdo dos raios
ultravioleta, eliminagédo de substancias quimicas, entre outras. Podemos dividi-

la em duas estruturas bésicas: a epiderme e a derme (Figura 1).

[ Estrato
cérneo

Camada
granular

43 Camada
{ espinhosa

/P // Epiderme

Capilares

Sangue e vasos _ -~ SO PRI
linfaticos =4

Foliculo piloso

Figura 1: Esquema da pele humana e suas camadas: derme e epiderme. A epiderme
apresenta as camadas: estrato cérneo, camada granular, camada espinhosa e camada basal,
formando a superficie da pele. Traduzido e adaptado de®

A epiderme é uma estrutura complexa, composta por queratinocitos em
seus estagios de diferenciacdo, apresentando cinco camadas (também
chamadas de estratos): basal, espinhosa, granulosa, cornea e licida, esta Ultima
encontra-se em locais especificos como sola dos pés e palma das maos. A
derme por sua vez, consiste em um tecido resistente e elastico que proporciona
protecdo frente a agressdes mecanicas, irriga a epiderme com nutrientes e
abriga apéndices cutaneos, vasos sanguineos, linfaticos e células de natureza
conjuntiva e origem sanguinea. E subdividida em derme papilar, que fica em
contato direto com a epiderme, e logo abaixo a derme reticular®.,

Diversos estudos tém evidenciado que a exposi¢cédo da pele a radiagéo
ultravioleta (UV) € responsavel por alteracdes cutaneas associadas com o
envelhecimento precoce e o cancer de pele®. Dos raios UV oriundos do sol, 95
% sdo UVA e 5 % sédo UVB, enquanto os raios tipo UVC sao bloqueados pela

camada de 0zonio®. A classificacdo da radiacédo UV é definida pelo comprimento
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de onda, conforme apresentado na Tabela 1, sendo que quanto menor o

comprimento de onda da radiacé@o, maior é a energia da radiacdo®.

Tabela 1: Classificagdo da radiagdo Ultravioleta®

Classificacao Faixa de Comprimento de onda (hm)
UVA 315-400
uvB 280-315
uvC 100-280

1.1 Mecanismos dos danos celulares causados pela radiacdo UV

A radiacdo UVA apresenta capacidade de penetragcdo mais profunda nas
camadas da epiderme e uma pequena parte chega a alcancar o tecido
subcutaneo. Desse modo, ao atingir as camadas basais da epiderme,
responsaveis pela proliferacdo das células epidérmicas, contribui
significativamente para as alteracdes da pele. Por outro lado, os raios UVB
possuem penetrabilidade limitada, atingindo principalmente as camadas
superficiais da epiderme e, devido a sua elevada carga energética, sdo 0s
maiores responsaveis pelos danos®-11). Estes efeitos deletérios da radiacdo UV
dependem de diversos fatores, entre eles: duracdo e frequéncia da exposicao;
intensidade da radiacdo solar baseada na latitude; presenca ou auséncia de
nuvens de poluicdo, época do ano; reacao baseada na constituicdo genética, cor
e fototipo da pele??,

Os danos causados pela radiacdo UV na pele sdo danos oxidativos e sao
resultado da absorcéo da luz por croméforos endogenos (tais como DNA, acido
urocanico, riboflavina, melanina e seus precursores, entre outros),
desencadeando reacdes quimicas diretas ou produzindo Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) que podem causar danos aos lipideos, proteinas e DNA (13-15),

A absorcéo direta do UVB pelo DNA leva a formacédo de dimeros de
pirimidina provocando a distor¢éo da estrutura da dupla hélice e causando erros
na leitura das fitas durante as etapas de transcricdo e replicacéo(®). Dependendo
da extensé&o deste dano, a proteina supressora tumoral p53 e algumas enzimas
como as caspases, podem induzir o queratinécito ao processo de morte celular

(apoptose). Por outro lado, durante o ciclo celular existe um mecanismo
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verificador e de reparo que garante que o DNA das células esteja preservado
antes da replicacéo e divisdo. Este mecanismo € constituido de muitas vias de
reparacdo (excisdo, reparacdo por quebras duplas, etc.) além da via de
tolerancia de danos em que ocorre a sintese translesdo. Desta forma, a célula
pode reconhecer e reparar danos no DNA causados pela radiacdo UVB,
mantendo-se viva ap6s um dano em DNA; ou pode haver uma falha no
mecanismo de reparo que pode resultar na sobrevida de uma célula com
mutagGes, aumentando a predisposicdo ao cancer7-19),

A formacdo de EROs na pele é induzida principalmente pela radiacao
UVA. As EROs sédo naturalmente eliminadas pelo sistema antioxidante, mas a
exposicao prolongada a luz UVA pode resultar em um desbalango redox®@?. O
desbalanco redox pode causar efeitos como a inflamacao, eritema, queimadura,
imunossupressdo e  fotoenvelhecimento@%:22), O processo de
fotoenvelhecimento, resultante da exposicéo prolongada e acumulativa aos raios
ultravioleta, em especial o UVA, pode ser entendido como um processo
resultante do desgaste celular que resulta em perda da viabilidade e capacidade
funcional. E influenciado por um programa genético, por danos enddgenos e
ambientais acumulativos(324),

Estima-se que aproximadamente 80 % dos sinais visiveis apresentados
no envelhecimento sdo provocados pelos raios UV e pelos radicais livres
formados devido a exposicao a estes e, no minimo, 10 % de todos 0s novos
casos de cancer seriam evitados se a populacdo fizesse uso continuo e

adequado de protetores solares®).

1.2 Efeito reparador de extratos naturais

Extratos vegetais com propriedades antioxidantes minimizam os efeitos
do fotoenvelhecimento por meio de reducéao da concentragcéo de radicais livres
no tecido®®, bem como reducdo da resposta inflamatoria®’), ativacdo da
resposta imune®®, estimulo a producédo de colageno®), producdo de matriz
extracelular por fibroblastos?, estimulo a proliferacéo e diferenciacéo celular,
entre outros mecanismos . Estes compostos sdo empregados com o objetivo de
estimular a renovagdo celular ou inibir processos bioquimicos que levam a

danos, ou em alguns casos, ambos©®Y,
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Por exemplo, os polifenéis do cha verde demonstraram atividade
fotoprotetora e fotoreparadora em ensaio clinico, em especial reduzindo o
eritema e o dano em DNA causado pela radiacdo UV®?, Antocianidinas da
semente de uva e outros antioxidantes, utilizados em suplementacdo da dieta,
inibem o desenvolvimento de tumores induzidos por UV©334), De maneira geral,
0s compostos polifendlicos (como por exemplo aqueles cujas estruturas estao
apresentadas na Figura 2) apresentam atividade fotoprotetora, bem como
atividade reparadora, cujo mecanismo de acao se baseia na captura de radicais
livres, inibicdo da atividade de enzimas que participam da producéo de EROs,
complicacéo de ions metélicos, bem como na interrup¢éo da cascata de reacées
radicalares(*®),

on OH
A _OH

i *\(A\‘/A\\\’"'\‘nu HO AN
no” NF NN Nom
OH ©
Resveratrol |
Flavonol (Quercetina)
OH
Ny o HO‘\ 2 o)
HO O AN J ! \ '
I OH OH 0 \_t\.' ) & -
OH
Flavonol (Catequina) Isoflavona (Genisteina)

Figura 2: Estrutura de compostos polifenélicos.

A literatura demonstra o efeito benéfico do tratamento com extratos
vegetais associados a exposicdo solar em modelos de células e animais,
podendo citar, entre eles o cha verde, cha branco e Aloe, sendo que Aloe tem
efeito profilatico e também quando utilizado durante e depois da exposicéo solar
da pele®”35-37) A maioria dos relatos da literatura estdo associados com a
melhora/reducéo dos efeitos causados pela radiacao ultravioleta B, sendo que a
literatura € menos extensa em relacéo aos efeitos exclusivamente da radiacéo

UVABE39)_ Além disso, os efeitos observados estdo associados a uma agdo
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preventiva, isto €, aplicacdo prévia do extrato em relacéo a exposicdo solar404%),
Pouco se sabe a respeito dos efeitos da aplicagdo dos extratos ap0s a exposi¢ao
a radiacao ultravioleta, em especial a UVA, que € a principal causadora do
fotoenvelhecimento e tem suas consequéncias associadas a exposicao

cumulativa.

1.3 Fototerapia para rejuvenescimento

A acao exercida pela luz em tecidos é conhecida por fotobiomodulacéo,
sendo que como efeito podem ocorrer modificagdes a nivel celular e/ou tissular.
O citrocomo C oxidase existente nas mitocondrias é um fotoreceptor mediador,
isto €, uma molécula responsavel pela absorcdo da radiagcdo e o principal
mediador da producdo de moléculas que participam da cascata de sinalizacdo
(42-49) O efeito biomoestimulador da luz esta diretamente relacionado com suas
propriedades, tais como o comprimento de onda, frequéncia e dose®?. Desta
forma, a luz estimula func¢des celulares por meio de modificacdes bioenergéticas,
bioelétricas e bioquimicas®°? como aumento da atividade celular, aumento na
producdo de ATP mitocondrial, liberacéo de fatores de crescimento, proliferacao
de diversas células®3-6), estimulo a divisdo celular, rapida produgdo de matriz
extracelular, migragdo de células epiteliais, fibroblastos e leucdcitos, aumento da
atividade fagocitaria de macrofagos®+5). Além disso, induz atividade mitética
das células do epitélio, inibe secrecdo de mediadores quimicos e estimula
microcirculac&o local®1:58),

Existem relatos do uso de LED vermelho na pele fotoenvelhecida, sendo
gue foram observadas a reducao de rugas moderadas, melhora na textura da
pele, estimulo a sintese de colageno e elastina, aumento da elasticidade da pele,
além de inibir a atividade de metaloproteinases®959-6162-64) Em um estudo
clinico realizado por Lee e colaboradores foi verificada a reducdo de rugas,
melhora na elasticidade e redugé@o nos niveis de melanina em grupos tratados
com LED (633 £ 6 nm; 105 mW/cm?). A terapia LED induziu a producéo inicial
de IL-1B e TNF-a (agentes pro-inflamatdrios) que induzem as metaloproteinases,
capazes de remover o colageno degradado na pele fotoenvelhecida. Na
sequéncia, os niveis das metaloproteinases se normalizam havendo a formacao

de novas fibras de colageno®®).
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Com a conhecida potencialidade da fotobiomodulacdo na acéo
rejuvenescedora e o efeito antioxidante dos extratos vegetais, a associacao de
fontes naturais de antioxidantes e fototerapia mostra-se estratégia interessante
para promover o rejuvenescimento da pele. Sommer e colaboradores realizaram
a aplicacéo de luz LED (670 nm, 4 J/cm?) em area de 10 cm?2 ao redor dor olhos
de pacientes ap6s a administracdo tépica de cha verde por 20 minutos,
diariamente durante 30 dias e verificaram que a combinacdo dos efeitos
bioldgicos da luz com a acdo antioxidante do cha verde resultou na reducéo
significativa das rugas(®.

Diante deste contexto, o presente estudo busca contribuir para a
identificacdo de extratos vegetais que retardem os efeitos da radiacdo na pele,
associados ou ndo a fototerapia, em queratindcitos humanos em cultura

submetidos ao dano fotoinduzido por radiagdo UVA.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais:
Padronizar parametros experimentais para avaliar o efeito de extratos
naturais e acdo de luz LED vermelha em queratindcitos humanos normais

imortalizados submetidos a radiacdo UVA.

2.2. Objetivos Especificos:

- Definir o tempo de exposi¢cdo a radiacdo UVA suficiente para causar até 20 %
de morte celular de queratindcitos humanos normais imortalizados em cultura;

- Avaliar as concentracfes de extratos naturais que ndo induzem toxicidade em
queratindcitos humanos normais imortalizados em cultura e que possam
apresentar efeitos reparadores;

- Determinar o tempo maximo de exposicao a luz LED suficiente para ndo causar

morte celular.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

3.1.1 Extratos vegetais

Os extratos vegetais que foram utilizados neste projeto foram gentilmente
cedidos pela empresa Bioextract Farma Service LTDA. Os extratos foram pré-
selecionados conforme sua composi¢do, procurando selecionar um extrato
representativo de cada uma das familias fitoquimicas: Flavonas (alecrim e
camomila), Antocianinas (mirtilo), Catequinas (cha verde), Cumarinas (figo),
Tanino Elagico (Roméa) e Tanino Galico (Nogueira). Todos 0s extratos séo
veiculados em meio Hidroglicolico — HG, composto por agua, etanol e
propilenoglicol em propor¢cédo que varia ligeiramente entre os extratos, uma vez
que a mesma é otimizada para a extracao dos componentes e sua estabilidade.
O veiculo HG foi utilizado como comparacao em todos os experimentos.

3.1.2 Cultura celular:

A linhagem de queratindcitos normais HaCaT foi gentilmente cedida pelo
Prof. Dr. Mauricio da Silva Baptista, do laboratorio de Processos Induzidos e
Interfaces do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

O meio de cultura DMEM contendo 4,5 g/L de glicose e 2 mM de L-
glutamina (Vitrocell-Campinas, Brasil) foi adquirido em sachés e preparado com
agua ultrapura, ajustando-se o pH em 6,9 e esterilizado por filtracdo em sistema
a vacuo com membrana de 0,22 um (Sartoriuus Stedim Biotech, Gotinga,
Alemanha). O DMEM foi suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB- Vitrocell-
Campinas, Brasil) a 1 % (para os tratamentos com extratos) e 10 % (para as
demais manipulagdes). No caso do tratamento com 0s extratos, a interagao de
seus componentes com o0 SFB poderia reduzir a disponibilidade dos mesmos e
interferir nos resultados; deste modo, apenas 1% de SFB é utilizado, para que
reduzir estas interacdes. O SFB néo é retirado totalmente para que nao haja
privacao nutricional. A suplementacédo a 10 % € praticada como protocolo em
cultura celular, com o intuito de oferecer as células em cultura condi¢des que
favorecam o crescimento celular. Apo6s filtragem, o DMEM foi ainda
suplementado com solucao penicilina-estreptomicina com antimicético (Vitrocell-

Campinas, Brasil) a 0,1 %.
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O tampéo fosfato salino (PBS) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI; 8,1 mM
Na2HPO4; 1,47 mM KH2PO4 pH 7,2, foi preparado com agua ultrapura e
esterilizado por autoclavacdo. Para o processo de subcultivo foi utilizado o
tampdo acima contendo 0,05 % de EDTA. Todos os sais e o EDTA foram
adquiridos da Labsynth (Diadema, Brasil).

A tripsina foi adquirida da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA) e a mesma foi
utilizada na concentracédo de 0,25 % em PBS filtrada em sistema a vacuo com
membrana de 0,22 pm (Sartoriuus Stedim Biotech-Gotinga, Alemanha)
armazenada sob congelamento.

As garrafas de cultura utilizadas (75 cm?) foram adquiridas da Sarsted
(NUmbrecht, Alemanha) e as placas de cultura de 48 pocos tratadas foram
adquiridas da KASVI (Curitiba/Brasil).

3.1.3 Sistema de irradiacdo UVA:
Para a irradiagédo na regido do UVA foi utilizado um irradiador composto
por lampadas emitindo na regido de 366 + 10 nm (Figura 3), com densidade de

poténcia de 2,5 mW/cm?.

—— Irradiador
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Figura 3: Espectro de emisséo do irradiador UVA.

3.1.4 Sistema de irradiagdo LED:
Foi utilizado um refletor de LED (Figura 4) da marca Condulai (Séo

Paulo/SP) com maximo de emissdo em 640 nm + 12,5 nm, 2,6 mW/cm?,
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posicionado exatamente acima da placa. O sistema € composto por 56 LEDs

dispostos homogeneamente na area do refletor.

——LED VERMELHO
4000

|| oo o0 00 09 ||

3500
3000
2500+
2000+
1500+

Intensidade (u.a.)

1000
5004

-
g

| 90 o0 00 89 ||
| o0 oo oo @e (|
e oo o0 &8 |
| o® o0 80 & ||
| o® 00 0® 9@ ||

500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 4: Sistema de Irradiacdo. Esquerda: Sistema posicionado acima da placa como
foi utilizado nos experimentos, Direita: Espectro de emisséo do sistema LED.

3.2 METODOS

3.2.1 Cultivo celular

As células HaCat foram armazenadas sob criopreservacao na densidade
de 1,0 x 10° células/mL. O processo de descongelamento contemplou a
transferéncia total do contetdo de um tubo criogénico para um tubo contendo 10
mL de DMEM suplementado a 10 % SFB e 0,1 % de antibiético. As células entdo
eram submetidas a centrifugacdo por 5 minutos a 1.200 rpm e ressuspendidas
em 10 mL de DMEM a 10 % SFB, transferidas para uma garrafa de 75 cm2 e
mantidas em incubadora (37°C, 5 % COz, atmosfera imida).

Observando confluéncia em torno de 85 % da garrafa as células foram
submetidas ao processo de subcultivo, no qual as células sdo lavadas e
mantidas em PBS com EDTA 10 minutos em incubadora para, em seguida,
desprezar o PBS e adicionar 2 mL da solucao de tripsina incubando-se por 5
minutos. A acao da tripsina foi interrompida com a adicdo de 8 mL de DMEM
com 10 % SFB. Em seguida, é retirada uma aliguota para contagem das células
utilizando a camara de Neubauer.

Na etapa de plagueamento foram utilizadas placas de 48 pocos,
trabalhando na densidade de 60.000 células por pocgo que apos aderéncia foram

submetidas aos tratamentos.
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3.2.2 Padronizacao dos parametros
De forma a facilitar a visualizacdo das metodologias descritas abaixo, a

Figura 5 apresenta um desenho experimental do estudo.

[ CULTURA CELULAR | [ PLAQUEAMENTO J
UVA LED EXTRATOS
PBS + UV PBS PBS
&0 minutos &0 minutos &0 minutos
- -
DMEM 1% SFB DMEM 1% SFB DMEM 1% SFB
24 horas 24 horas + extratos
24 horas
s s
PES PBS + LED PBS
23 minutos 23 minutos 23 minutos
DMEM 10% SFB
48 horas
-
MTT (DMEM 134 SFB) sonronanol Leitura absorgdo
75 pefmL prop 560 nm Spectramax
2 horasa 37°C

Figura 5: Esquema geral dos experimentos. Foram utilizadas placas de 48 pogos
(60.000 células/poco) e volume de trabalho de 400uL.

3.2.2.1 Viabilidade dos queratinécitos apés exposicao a radiacdo UVA
ApoOs cultura celular apresentando em torno de 85 % de confluéncia as
células HaCaT foram semeadas em placas de 48 pocos na densidade de 60.000
células/poco. Ap6s 18-24 horas, o meio de cultivo foi retirado, as células foram
lavadas PBS e mantidas em 400 uL de PBS, sendo submetidas a diferentes
tempos de exposicao a radiagcdo UVA (0 — 2 horas). Ao término da exposi¢cao, o
PBS foi retirado, as células foram mantidas em 400 uL de PBS durante 24 horas
e, apos esse periodo, receberam DMEM 10 % SFB (400 uL) por 48 horas em
incubadora, quando foi realizado o ensaio colorimétrico para determinacao da
viabilidade celular com uso do MTT (3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-

brometo de tetrazélio, com algumas modificac6es(®”).
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As células foram lavadas em PBS, sendo que os poc¢os foram incubados
com MTT 75 pg/mL em DMEM suplementado com 1 % SFB por 2horas em
incubadora. As solucbes foram aspiradas e foram adicionados 400 uL de
isopropanol aos poc¢os. Para determinacdo da porcentagem de células viaveis
foi realizada a leitura de absorbéancia em 560 nm em um leitor de placas
(Spectramax — Molecular devices) e os valores de absorbancia para as células
controle foram considerados como 100 % de células viaveis e comparados aos

valores das amostras.

3.2.2.2 Viabilidade dos queratinécitos ap0s exposi¢cao aos extratos naturais

As células HaCaT foram semeadas em placas de 48 pocos na densidade
de 60.000 células/poco. Apos 18-24 horas, o meio de cultivo foi retirado, as
células foram lavadas PBS e colocado 400 pL para deixa-las no escuro (nao
foram submetidas a irradiagdo UVA) cobertas por papel aluminio e deixadas fora
da incubadora por 60 minutos. Ao finalizar o tempo da simulacdo do UVA, as
células foram tratadas com extratos naturais diluidos em DMEM 1 % SFB em
diferentes concentrac¢des (de 0,05 a 0,5 % v/v) por 24 horas em incubadora. Apés
este periodo, retira-se a solucao de tratamento, lavavam-se as células com PBS
e adiciona-se DMEM 10 % SFB, por mais 48 horas. Por fim, realiza-se o ensaio
colorimétrico MTT, descrito anteriormente.

3.2.2.3 Viabilidade dos queratinécitos tratados com LED

As células HaCaT foram semeadas em placas de 48 pocos na densidade
de 60000 células/poco. Apds 18-24 horas, o meio de cultivo foi retirado, as
células foram lavadas com PBS e mantidas em 400uL de PBS por 60 (sessenta)
minutos no escuro para simular a exposicdo ao UVA. O PBS foi retirado e as
células foram mantidas em 400 uL/po¢o de DMEM 1 % SFB por 24 horas para
simular o tempo de aplicacdo de extratos. Apds 24 horas, as células foram
lavadas com PBS e mantidas em 400 uL de PBS, sendo submetidas a diferentes
tempos de tratamento com LED (0 — 23 minutos). Ao término da exposicao, o
PBS foi retirado e as células receberam DMEM 10 % SFB por mais 48 horas.

Por fim, realiza-se o ensaio colorimétrico MTT, descrito anteriormente.
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3.2.3 Analise Estatistica

A variavel primaria do estudo foi a porcentagem de células vivas
determinada por meio da medida colorimétrica por utilizacdo do MTT. O teste de
Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade dos dados. Os dados
paramétricos foram expressos em média e desvio padrdo (Média + DP) e foi
utilizado o teste ANOVA com posthoc de Bonferroni para analise inferencial. O
valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante. O programa

utilizado para os testes foi o IBM SPSS Statistics® versdo 22.
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4. RESULTADOS
Manuscrito a ser submetido a revista Photomedicine and Laser Surgery,

fator de impacto 1,631, classificacdo B2 na area de Medicina Il onde o P.P.G.
Biofotdnica esta inserido (APENDICE 1).
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5. DISCUSSAO

Sabendo-se da importancia dos parametros de irradiagdo como a
exposicao radiante, bem como da possibilidade de toxicidade dos extratos
naturais, o estabelecimento dos parametros experimentais para combinacao de
extratos naturais e fotobiomodulagéo é essencial.

Foi estabelecido o tempo de exposicdo de 60 minutos, sendo que a
exposicao radiante é de 9 J/cm?, com queda na viabilidade de aproximadamente
20 %. Huynh e colaboradores verificaram queda de 50 % na viabilidade de
queratindcitos (HaCat) com exposicdo radiante de 20 J/cm?. Neste sentido,
acredita-se que o irradiador que foi idealizado pelo grupo mostra-se adequado
para realizacdo dos estudos e que os resultados obtidos sdo plausiveis com os
valores encontrados na literatura(®)

Outros estudos utilizaram a exposicéo radiante de 20 J/cm?. Com o intuito
de verificar o efeito protetor da cicloheterofilina em fibroblastos ap6s a exposicao
ao UVA, Huang e colaboradores utilizaram uma maior exposi¢ao radiante, 20
Jicm?, porém partiram de um dano celular de aproximadamente 70 %®9).
Similarmente, Chan e colaboradores utilizaram 20 J/cm? em células epiteliais da
retina, causando 50% de morte celular™. Por outro lado, Xu e colaboradores
utilizaram a exposicdo radiante de 10 J/cm? por resultar em aproximadamente
90% de fibroblastos viaveis e auséncia de alteracbes morfolégicas. Nestas
condicdes eles mostraram aumento na expresséo de Catepsina K que tem papel
na degradacédo intracelular de elastina, enquanto as Os efeitos imediatos da
exposicdo a radiacdo ultravioleta na pele sao eritema e pigmentacdo enquanto
os efeitos a curto-médio prazo sdo o fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese(b,
Uma dose eritematosa minima (DEM) é considerada 20 J/cm2(7? Desta forma, a
utilizacdo de 9 J/cm?de UVA seria menor que uma dose eritematosa minima e
os efeitos avaliados no trabalho seriam associados a resposta celular frente a
uma exposicao solar considerada segura. Lavker e colaboradores mostraram
que utilizando doses diarias de 0,5 DEM, houve resposta eritematosa
cumulativa, com hiperplasia epidermal e espessamento do estrato corneo,
presenca de infiltrados inflamatorios e deposicdo de lisozima nas fibras de
elastina("®. Neste sentido, o entendimento dos efeitos iniciais da radiacdo UVA

nas células que constituem a pele (em especial fibroblastos e queratindcitos) é
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essencial para desenvolver estratégias para minimiza-los.

Sabe-se que a radiacdo UVA gera espécies reativas de oxigénio em
queratinécitos e gera inflamacdo, além de aumentar a atividade das
metaloproteinases que degradam de forma acelerada o coldgeno e fibras
elasticas, levando a formacéao de rugas(’?. Também ja foram observadas lesGes
em DNA e inducéo da apoptose apds a exposicao UVA como consequéncia da
producao e espécies reativas de oxigénio®®74), A utilizacdo dos extratos naturais
associados a fotobiomodulacdo sera realizada em um estudo futuro avaliando
pardmetros como estresse oxidativo, a resposta inflamatéria e a
expressao/atividade de metaloproteinases.

Os extratos utilizados sao produtos comerciais, produzidos e
comercializados pela empresa Farma Service Bioextract, que gentilmente nos
forneceu os extratos e dados associados ao seu controle de qualidade. Estes
extratos estdo veiculados em HG sendo que 0 mesmo ndo apresenta toxicidade
nas concentracdes testadas (dados ndo apresentados), desta forma, qualquer
toxicidade apresentada pelos extratos provém Unica e exclusivamente de seus
componentes, sem influéncia do veiculo. Quanto a avaliacdo dos extratos, foi
observada relacdo dose-dependente, isto €, 0 aumento da concentracdo de
extrato resultou em maior toxicidade, sendo que cada um dos extratos tem uma
concentracdo 6tima de trabalho, para que ndo haja toxicidade. Os extratos de
Camomila, Figo e Mirtilo ndo apresentam toxicidade a 0,3 %; Cha verde, Alecrim
e Nogueira a 0,1 %, enquanto que Roma devera ser avaliada em concentracdes
menores que 0,05 %, pois mesmo nesta concentracdo apresenta toxicidade de
30 %. Foi observado que a toxicidade dos extratos mostrou uma relagdo com o
conteddo de polifendis totais dos mesmos. Os extratos com menor toxicidade,
Camomila, Figo e Mirtilo, tem PFT abaixo de 1 g/kg de extrato. Cha verde,
Alecrim e Nogueira que apresentaram toxicidade intermediaria apresentam PFT
de aproximadamente 5 g/kg de extrato. Ja o extrato de Romé&, o mais citotoxico
de todos, tem PFT acima de 15 g/kg de extrato.

Os polifendis tém sido considerados importantes agentes anti-
inflamatérios(™), indutores de parada de ciclo celular e apoptose(®. O efeito
citotoxico de extratos tem sido avaliado frequentemente em linhagens tumorais
com o intuito de usa-los como agentes antitumorais porém existem relatos que

o efeito em células normais é similar ao verificado em tumorais("®-7®, O
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mecanismo associado ao efeito citotoxico ainda ndo € bem descrito na literatura.
Sabe-se que os polifendis reagem com proteinas e poderiam alterar funcdes
celulares(™). A resposta biolégica que tem sido observada é parada de ciclo
celular e morte celular por apoptose, mas ainda néo foi mostrado se estes
eventos estio interligados®0-

Os compostos fendlicos tendem a doar um elétron ou um atomo de
hidrogénio & um radical livre, convertendo-o em uma molécula inofensiva. Desta
forma apresentam atividade antioxidante bastante relevante®). Devido a sua
capacidade antioxidante, os extratos naturais podem reduzir o estresse oxidativo
induzido pela exposicdo ao UVA, protegendo a pele dos efeitos danosos.

Por fim, precisava-se determinar o tempo de exposicdo ao LED. O
efeito fotobiomodulador em cultura celular pode variar em funcdo de diversos
fatores, tais como: dose de energia, densidade de poténcia e tipo de célula.
Esses parametros aplicados em valores mais elevados do que os adequados
podem causar efeitos adversos em células, tais como danos estruturais ao DNA
e aumento de EROs(®), Foi adotado o tempo de 7 minutos de exposi¢do ao LED
(1,0 J/cm?), pois deseja-se utilizar uma quantidade de energia adequada para
induzir a fotobiomodulacdo, ndo induzir perda de viabilidade. Acredita-se que
exposicdo radiante de 1,0 J/cm? seja suficiente para induzir fotobiomodulacédo
uma vez que Zhang e colaboradores (2003) verificaram regulagcéo direta de
genes especificos relacionados a sintese, reparo e metabolismo celular quando
fibroblastos normais submetidos ao LED vermelho (628 nm) por 3 dias com uma
dose total de 0,88 J/cm?2 3, Kim e colaboradores, utilizando LED vermelho (633
nm), mostraram aumento de procolageno do tipo |, reducdo em
metaloproteinases (MMP-1 e MMP-2), além da reducéo na expressao de genes
inflamatodrios (COX-2 e IL1-a). Apesar de valores de exposi¢do radiante que
causaram este efeito serem da ordem de 4-12 J/cm?; a irradiancia utilizada era
muito baixa (5 pw/cmz2 e 47,5 uW/cm?) sendo necessario entre 24 e 72 horas de
iluminacdo, o que ndo seria viavel em um protocolo clinico®- J4 Tian e
colaboradores mostraram que, apdés a exposicao de fibroblastos ao UVB, o
tratamento com LED 630 nm aumentou a quantidade relativa de células sendo
que 1 J/cm?foram suficientes para causar este efeito. Além disso, a expressao

do colageno tipo | aumentou e a expressdo da metaloproteinase-1 diminuiu®®
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6. CONCLUSOES

Sabendo-se da importancia dos parametros de irradiagdo como a
exposicao radiante, bem como da possibilidade de toxicidade dos extratos
naturais, o estabelecimento dos parametros experimentais para combinacao de
extratos naturais e fotobiomodulacao é essencial. Diante dos resultados obtidos,
as células serdo expostas a 9 J/cm? de UVA para simular o dano causado pela
exposicao solar, 1 J/cm?de LED para desencadear o efeito fotobiomodulador e,
dependendo do conteudo polifendlico de cada extrato, receberdo entre 0,01 e
0,3 % de extratos. Estes parametros seréo utilizados em estudos futuros que
avaliardo medidas como o estresse oxidativo, inflamacao e expressao/atividade

de metaloproteinases.
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Resumo

& pele apresenta diversas funcoes como revestimenio, controle de
temperatura, eliminacdc de substancias quimicas, etc. A exposicac da pele a
radiacdo ultravicleta provoca alteracdes associadas com o envelhecimenio e o
cancer de pele. Estudos demonsiram que extratos vegetais com propriedades
anticxidantes minimizam os efeitos do fotoenvelhecimento; paralelamente, o efeito
bioestimulador da luz wisivel pode promover medificacdes bicenergeticas,
bioelétricas e bioguimicas promovendo reduc3do das alteracbes promovidas pela
radiacdo ultravicleta. MNeste senfido, a associacdo de fontes naturais de
antioxidantes e fotobiomodulacao mostra-se estratégia interessante para premover
o rejuvenescimento da pele. O objetive do projeto & padronizar os parametros do
protocolo experimental para avaliar o efeifo da combinacio de extratos naturais e
fofobiomodulacdo em gueratindcites humanos normais imortalizados submetidos a
radiacdo UVA. Foram ufilizades uma série de exiratos naturais: Camomila,
Alecrim, Mirdilo, Cha verde, Figo, Roma e Mogueira. Para simular a exposicdo
solar foi utilizado um sistema irradiador caseiro (366 = 10 nm, 2,5 mWicm®). Para
fototerapia foi utiizado um sistema de Dicdos Emissores de Luz (640 = 12.5nm,
26 mWiem™). A avaliaciao da viabilidade foi realizada pelo meétodo do MTT
(brometo de [3-(4 5-dimetiltiazol-2yI)-2,5-difenil tetrazolio). Com base nos
resultados obfidos, o tempo de exposicao ao UVA foi definido como 60 minutos
para gque haja no maxime 20 % de morie celular em relacdo ao grupo n3o exposto
a radiacao. Para fotobiomodulacao, o tempo de exposicdo ao LED foi definide em
7 minutos considerande gque esse tempo ndoc promove morte celular
estatisticamente significante. Em termos das concentracdes de exiratos, as
mesmas foram estabelecidas com base na toxicidade apresentada, sendo que
gquando maior o conteddo polifenolico, maior a toxicidade. Este protocolo

experimental sera utilizado em futuros estudos.

Palavras chaves: Fotoenvelhecimento da pele, fotorejuvenescimento, extratos
naturais, antioxidantes, fotobiomodulacao.
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Introdugao

A pele apresenta diversas funcoes, entre elas a de revestimento, conirole
de temperatura, absorcde dos raies ulfravioleta, eliminacdo de substincias
guimicas, efc. As alteragtes cutdneas associadas ao envelhecimento precoce sdo
oriundas da exposicde a radiacde ultravicleta (UV), especialmente do fipo A (315-
400 nm) que apresenta capacidade de penefracdc mais profunda afingindo as
camadas basais da epiderme’ Os danos causados pela radiacaoc UVA na pele sdo
danos oxidatives e estic associados 3 producdo de Especies Reativas de
Oxigénic (EROs) que podem causar danos acs lipideos, profeinas e DNA* O
sistema antioxidante do organmismo & capaz de eliminar as EROs naturalmente,
mas o desbalango redox, resultante da exposicdo prolengada a luz UVA, pode
causar efeitos indesejaveis como inflamacao, ertema, gqueimadura,
imunossupressdo e fotoenvelhecimento,”™’ sendo este dftimo um processo
resultante do desgaste celular causando perda da viabilidade e capacidade
funcional.

Exiratos vegetais ricos em constituintes polifenolicos vém sendo utilizados
amplamente em produtos anfienvelhecimento uma vez que devido a sua atividade
anfioxidante, podem exercer neutralizar a acde dos radicais livres."® _DOuiras
substancias ativas presentes nos extratos vegefais podem ser empregados com
esta mesma finalidade, tais como vitaminas &, C e E."*'° A literatura relata o
efeito benefico da utilizacao de exiratos vegetais associados a exposicao solar em
modelos de células e animais, resultando em atividade fotoprotetora, reparadora e
profilatica quando ufilizado durante e apds exposigdo solar.

Oufra forma terapéufica que pode ser utilizada para reduzir oz efeitos do
fotoenvelhecimento € a fotobiomodulagdo, gue pode ser definida como a acdo
exercida pela luz com estimulo as fungdes celulares por meio de modificacoes
bioenergéticas, bicelétricas e bioguimicas.™ " Existem relates do uso de LED
vermelho na pele foloenvelhecida, observando reducdc de rugas moderadas,
melhora na textura da pele, estimulo a sinfese de colageno e elastina, aumento da
elasticidade da pele, além de inibir a atividade de metaloproteinases 7

Com a conhecida potencialidade da fotobiomedulacde na acao
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rejuvenescedora e o efeito antioxidante dos exiratos vegetais, a associagao entre
estas terapéuficas mostra-se estratégia interessante para retardar os efeitos do
fotoenvelhecimento. Porém, ainda ndo se sabe quais os efeitos da combinacdo
destas terapias. Diante desie contexto, o presente estudo tem por objetivo a
padronizacdoc de pardametros experimentais para avaliar o efeifo de exiratos
naturais, associades a fotobiomodulacdc com luz vermelha, em gueratinccitos

humanos normais imortalizados submetides a radiacac UVA.

Materiaiz e Metodos

MATERIAIS

O= extratos wvegetais ufilizados neste projeto foram genfiimente cedidos pela
empresa Bioextract Farma Service LTDA. Os extratos ufilizados foram alecrim,
camomila, mirtilo, cha wverde, figo, romd, nogueira. Todos os extratos sdo
veiculados em meio HG que & composte por uma mistura de agua, etanol e
propilenoglicol. Também foram fornecidos oz dados de polifendis totais de cada
um dos extratos. Para cultura celular foi utilizado o Meio de cultura Dulbecco's
Eagle Modificado (DMEM- Vitrocell — Campinas, Brasil) alta glicose, suplementado
com Sore Fetal Boving (SFB — Vitrocell- Campinas, Brasil) e solucde penicilina-
estreptomicina com anfimicotice (Vitrocell- Campinas, Brasil) a 0,1 % (viv). As
garrafas para cultive celular foram adquiridas da Sarsted (Nambrecht, Alemanha)
e as placas da Kasvi (Curitiba/Brasil). A fripsina foi adquinda da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, EUA). Para lavar as ceélulas foi utilizado o tampao fosfato salino (do
inglés PBS; 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 3,1 mM Ma:HPQ,, 1,47 mM KH:PO,, pH=
7.2) e antes do processo de tripsinizacao foi utilizado o tampao PBS com EDTA
(0,5 g/L). Todos os reagentes para o preparo dos tampdes foram adquiridos da
Labsynth — Diadema/Brasil). Para determinacdc da porcentagem de celulas
vidveis foi wufilizadoe o equipamento Spectramax (Molecuar Devices -
California/EUA) & o brometo de [3-(4 5-dimetitiazol-2yl)-2 5-difenil tetrazolium
(MTT — Sigma/Aldrich Saint Louis, EUA). Para a imadiacdo na regidac do UVA foi

utilizado um irradiador caseiro composto por lampadas emitinde entre 366 £ 10
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nm, com densidade de poténcia de 2,5 m\Wicm®. O sistema de iradiagio LED
utilizou um refletor de LED com maximo de emissao em 640 nm = 12.5 nm, 2,6

mWW/cm®, posicionado exatamente acima da placa.

METODOS
Cultivo celular

Os gueratinocites humanos normais  imeortalizados, HaCaT (CLS,
Eppelheim, Alemanha) foram cultivadas em garrafas de 75 em® em DMEM 10 %
SFB e mantidas a 37°C em atmosfera dmida com 5 % CO:. As ceélulaz HaCaT
foram semeadas em placas de 43 poces na densidade de 60.000 células/poco, e

apos 18-24 horas foram submetidas aos tratamentos.

Padronizagao dos parametros

Viabilidade apos exposicao a radiacao UVA

As células foram lavadas e mantidas em PBS sendo submefidas a
diferentes tempos de exposicdo a radiagdo UVA (D — 180 minutos), mantende-se o
grupo contrele ndo exposto a radiacdo. Ao termine da exposicao, as celulas foram
mantidas em DMEM 1 %% SFE por 24 horas e passado esse tempo o DMEM 1 %
era refirado e adicionado DEMEM10 % SFEBE por 43 horas em incubadora, quando
foi realizado o ensaio colorimétrico com MTT, com modificagdes.” De forma
resumida, as celulas foram lavadas em PBS, e os poces foram incubados com
MTT 75 wg/mL em DMEM 1 % SFB por 2 horas. As solugdes foram aspiradas e
foram adicionados 400ul de isopropancl aocs pocos. Para determinacic da
porcentagem de células viaveis foi realizada a leitura de absorbancia em 560nm
em um leitor de placas e os valores de absorbancia para as ceélulas controle foram
considerados como 100 % de celulas viaveis & comparados aos valores das

amaosztras.

Visbilidade apos exposicdo aos extratos naturais

As celulas foram lavadas & mantidas em PBS por 60 minufos no escuro

(simulando o tempo de exposicdo ao UVA), sendo, na sequéncia, fratadas por 24
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horas em incubadora com extratos naturais diluidos em DMEM 1 % SFBE em

concentracdes enfre 0,05 % e 0,5 % w. Apos este periodo, as celulas foram
lavadas com PES e mantidas em DMEM 10 9% SFEB, por mais 48 horas. Por fim,

realiza-ze o ensaio colorimetrico MTT.

Viabilidade dos gueratinocitos tratados com LED

As celulas foram lavadas PBS e mantidas em PES por 60 minutos no
escuro (simulando o tempo de exposicac ao UVA). O PBS foi refirade e as celulas
foram mantidas em 1 % SFB por 24 horas para simular o tempo de aplicacao de
extratos. Apos 24 horas, as células foram lavadas e manfidas em PES, sendo
submetidas a irradiagao com LED per tempos de 0 a 23 minutos. Ao termino da
exposicde, o PBS foi retirado e as células foram mantfidas em incubadera em
DMEM 10 % SFEBE por mais 48 horas. Por fim, realiza-se o ensaio colorimétrico
MTT.

Analise estatistica

A porcentagem de células vivas foi a variavel primaria do estudo, submetida
a analise estatistica. O feste de Shapiro-Wilk foi ufilizado para festar a
normalidade dos dados. Os dados considerados gaussianos foram expressos em
media e desvio padrao (Média + DP). Para a analise inferencial foi utilizado o teste
ANOVA uma via com posthoc de Bonferroni. O valor de p = 0,05 foi considerado
estatisticamente significante. O programa utilizade para os testes foi 0 SPSS
Statistics™ vers3o 22 (IEM — Nova lorque/EUA).

Resultados e Discussao

Visbilidade dos gueratindcitos apés exposicdo & radiacdo UVA

Ma figura 1 & possivel observar que a viabilidade celular decresce a medida
que ¢ tempo de exposicdo e aumentado. Foi verificada reducado estatisticamente
significante na viabilidade em relagdc ac confrole a parlir de 60 minutos de
irradiacdae, sendo este o tempo escolhido para o protocolo experimental. Nesta

situacdo o dano causado & de aproximadamente 20 %, de modo que seja possivel
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a recupera8ao celular. Considerando o tempo de exposigao de 60 minutos, a
exposigao radiante €de 9 J/cm’. Huynh e colaboradores verificaram queda de SO
% naviabilidade de queralinécilos (HaCat) Earn exposicao radiante de 20
resultados que corroboram com as enEontrados neste trabalho.

Controls 20
Tempa de |rrad|agao UVA (mln)

Figura 1. Viabilidade celular dDs queraliFlacitbB BX DBtOS B rGCIIBgBO EA (388+10 nm, 2,5
rnW'czn--i. Dados apresi2ntadas camo m*ediB + DP. n=8, 02 experimenlos indI2pendentes. "p«3,C5
em rela8ao ao grupo conlrole.

Com o intuito de verificar o efeito protelor da ciclohelerofilina em
fibroblastos a pos a exposi8ao ao UVA, Huang e colaboradores ulilizaram uma
mai or exposi8ao radiante.20 J/cm*. partiram de um dano celular de
aprazimadamente 70 %. ** Similarmente, Chan e colaboradores utilizaram 20
J/cm' em células J2piteliais da retina, causando 50 % de morte celular.'' Por outro
lado, Xu e colaboradores izlilizaram a exposig8ao radiante de 10 J/EFfI* QOF FGsuhar
km apraxiFiédamente 90 % de fibroblastos viaveis e auséncia de alleragoes
morfologicas. Neslas condigoes eles mostraram aumento na expressao de
Catepsina K que tern papel na degrada8ao inlracelular de elaslina, enquanlo as
melaloproteinases 1em atividade elaslolitica extracelular.”

Os efeilos imediatos da exposigao a radia8ao ultravioleta na pele séo
Rrilema e pigmentagao enquanto os efeilos & curto-médio prazo sao a
foloenvelhecimenlo e fotocarcinogénese. ** Uma dose eritemalosa mi'nima (OEM)
é considerada 20 J/cm* *’ Desta forma, a utiliza8ao de 9 J/cm* de UVA seria
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menor que uma dose eritematosa minima e o3 efeitos avaliados no trabalho
seriam associados a resposta celular frente a uma exposicao sclar considerada
segura. Lavker e colaboradores mostraram que utilizando doses diarias de 0.5
DEM, houve resposta eritematosa cumulativa, com hiperplasia epidermal e
espessamento do estrato cerneo, presenca de infilirados inflamatories e deposicac
de lisozima nas fibras de elastina.”™ Neste sentide, o entendimento dos efeitos
iniciais da radiacdc UVA nas celulazs gue constituem a pele (em especial
fioroblastos e queratinocitos) € essencial para desenvolver estratégias para
minimiza-los.

Sabe-se gue a radiacdo UVA gera especies reativas de oxigénio em
gueratinocitos e gera inflamacdo, além de aumentar a afividade das
metaloproteinases que degradam de forma acelerada o colageno e fibras
elasticas, levando a formagdo de rugas.™ Também ja foram observadas lesdes
em DMA e inducdo da apoptose apos a exposicae UVA como consequéncia da
produgdo e espécies reativas de oxigénio.” ™ A utilizacdo dos extratos naturais
associados a fotobiomodulacdo devera ser avaliada em termos do estresse

oxidativo, a resposta inflamatoria e a expressao/atividade de metaloproteinases.

Viabilidade dos queratinocitos apos exposicao aos extratos naturais

Os extratos utilizados estdo veiculados em HG (uma mistura de agua,
etanol e propilenoglicol), sendo gque o mesmo nao apresenta toxicidade nas
concentracdes testadas (dados ndc apresentados), desta forma, qualquer
tovicidade apresentada pelos extratos provéem uUnica e exclusivamente de seus
componentes, sem influéncia do veiculo.

Os exiratos apresentaram relacdo dose-dependente, isto &, o aumento da
concentragdo de exirato resultou em maier toxicidade (Figura 2). Porém, cada um
dos exfratos tem uma concentracdaoc ofima de trabalho, para que naoc haja
tovicidade. Os extratos de Camomila, Fige, Mirtile & Mogueira ndo apresentam
tovicidade a 0,3 %; Cha verde, Alecrim & Nogueira apresentaram foxicidade da

ordem de 10 % a 0,1 % enguanto Rom3 devera ser avaliada em concentracoes
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Inicialmente estes extratos foram selecionados por suvas classes
fitoquimicas, isto &, por apresentarem um conteddo maior de um  determinado
tipo de polifencis. Poréem, analisando o conteddo polifendlico total dos extratos
(Tabela 1), & possivel verificar gue os extratos que apresentaram maior toxicidade
sd0 agueles gue apresentam maior conteddo polifenclico, independentemente do
tipo de polifenol que contém. Os extratos com menor toxicidade, Camomila, Figo e
Mirfilo, tem PFT abaixo de 1 g/kg de extrato. Cha verde, Alecrim & Mogueira que
apresentaram foxicidade intermediaria apresentam PFT de aproximadamente 5
g'kg de extrato. Ja o extrato de Roma, o mais citotoxico de fodos, tem PFT acima
de 15 g'kg de extrato.

Tabela 1: Teor de polifencis dos extratos utilizados.

PFT - polifencis totais medidos em equivalentes de acido pgalico.

Extrato PFT (g/kg)
Roma HG 16,89 0,41
Cha Verde HG 2212013
Alecrim HG 444 =004
Mogueira HG 4222018
Camomila HG 092x0M
Mirtilo HG 0,78 = 0,04
Figo HG 0,19 + 0,00

Os polifendis tém sido considerados impertante agentes anti-inflamatarios, ™
indutores de parada de cicle celular & apoptose ™ O efeito citotdxico de extratos
tem sido avaliado frequentemente em linhagens tumorais com o intuito de usa-los
como agentes antitumorais, porém existem relatos que o efeito em células normais
& similar ao verficade em ftumerais.”™ " O mecanismo associado ao efeito
citotoxico ainda ndoc & bem descrito na literatura. Sabe-se gue os polifendis
reagem com proteinas e poderiam alterar funcoes celulares. !’ A resposta biclogica
que tem sido observada & parada de ciclo celular e morte celular por apoptose,

mas ainda nio foi mostrado se estes eventos estdo interligados. ™ Os compostos
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fendlicos tendem a doar um elétron ou um atomo de hidrogénio & um radical livre,
convertendo-o em uma maolécula inofensiva. Desta forma apresentam atividade
anfioxidante bastante relevante.’ Devido 3 suwa capacidade antioxidante, os
extratos naturais podem reduzir o esfresse oxidativo induzido pela expesicde ao
UWA, protegendo a pele dos efeitos danosos. Porém, a administracdo de
polifendis deve respeitar o conceito dose-resposta, uma vez que efeitos adversos
podem ser observados gquando guantidades maiores de polifenois sao ufilizadas. A
literatura relata gque doses excessivas de polifendis podem promover efeitos
adversos, como toxicidade. """ Por exemplo, a adminisiragdo de catequina em
celulas de bace de ratos provocou danc em DMA® exitratos de uva em
concentragoes entre 75 e 300 pg/mL induziram a treca de cromatides irmas em
linfocitos sanguineocs. Messe contexto, o estudo de viabilidade celular apos
exposicdc aos exfralos e de essencial impertiancia para se deferminar a

guantidade segura de extrato para que nao promova efeitos indesejados.

Viabilidade dos gueratinocitos fratados com LED

Foram avaliados varios tempos de exposicdae ao LED. A analise
estatistica mostrou diferenca significante do controle somente para 23 minutos de
exposicdo. A partir de 11 minutos de exposigdo ao LED vermelho (1,7 J/iem®) foi
observada uma tendéncia em decréscimo na viabilidade celular dos queratinocitos
(Figura 3). Exposicac por 17 minutos foi cbservada diferenca significante em
relacdo aos 2, 5 e 7 minutos de exposicdo, mosirande que nesta situacao ja ha
morte celular. Desta forma, foi adetado o tempe de 7 minutos de exposicao ao
LED (1,0 Jicm?), pois se deseja ufilizar uma gquantidade de energia adequada para

induzir a fotobiomodulacao, nde induzir perda de viabilidade.
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O efeito fotobiomodulador em cuEura celular pode variar em funcao de
diversos fatores, tais como: dose de energia, densidade de poténEia e 1ipO de
célula. Estes parametros fi'sicos aplicados em valores elevados do que os
adequados podem causar efeitos adversos em células, tais corno danos
estruturais ao DNA e aumento de EROS." Acredila-se que exposicao radiante de
1,0 J/lcm® seja suficiente para induzir fotobiomodulacao uma vez que Zhang e
colaboradores verificaram regulagao direta de genes especffiEos relacionados a
sfntese, reparo e melabolismo celular quando fibroblastos normais submetidos ao
LEO vermelho (628 nm) par 3 dias com uma dose total de 0,88 J/EFfl*.*° Kim J2
colaboradores, utilizando LED vermelho (633 nm), mostraram aumento de
QFOEOIlageno do tipo |, redugao em metaloproteinases (MMP-1 e MNP-2), além da
redugao naexpressao de genes inflamatérios (CDX-2 e lU-a). Apesar de valores

de exposigao radiante que causaram este efeito ser da ordem de 4-12 J/cm*, a
irradiancia utilizada era muito baixa (5 gtV/Em* e 47,5 pW/cm’) sendo necessario
errlre 24 e 72 horas de iluminagao, o que nao seria viavel em um protocols clfnico
* Ja Tian e colaboradores mostraram que, apos a expasi8ao de fibroblaslos ao
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UVE, o fratamento com LED 630 nm aumentou a guantidade relativa de células
sendo que 1 Jiem® foi suficiente para causar este efeito. Além disso, apos a
exposicdo ao LED a expressao do colageno fipo | aumentou e a expressdo da

metaloproteinase-1 diminuiu. ™"

Conclusao

Sabende-se da imporiancia dos paramefros de irradiacac come a
exposicdo radiante, bem como da possibilidade de foxicidade dos extratos
naturais, o estabelecimenio dos parametros experimentais para combinacao de
extratos naturais e fotobiomedulagdo € essencial. Diante dos resultados obfidos,
as células serdo expostas 3 9 Jiem® de UVA para simular o dano causado pela
exposicdo solar, 1 Jiem® de LED para desencadear o efeito fofobiomodulador e,
dependendo do conteddo polifendlico de cada extrato, receberdo entre 0,01 e
0,3% de exiratos. Estes parametros serdo ufilizados em estudos futuros que
avaliarac parametros como o estresse oxidativo, inflamacao e expressao/atividade

de metaloproteinases.
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