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“Se vi mais longe, foi porque estava sobre os ombros de gigantes.”
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Resumo

A riboflavina (RF) é uma vitamina hidrossolivel pertencente ao complexo vitaminico B, e
precursora das coenzimas FMN e FAD. Além da fun¢@o biolégica como componente de
coenzimas, a RF apresenta atividade antitumoral e fotossensibilizante. A proposta principal
desse estudo se baseou na avaliacdo da fototoxicidade da RF, bem como na determinagdao
de marcadores moleculares da inflamagdo, senescéncia e morte celular, acdes deletérias
normalmente desencadeadas pela radiagdo UVA. Os resultados obtidos indicam que a RF
tem potencial aplicag@o na terapia fotodinamica, levando se em conta os modelos celulares
utilizados, fibroblastos (BALB/c 3T3) e queratindcitos humanos (HaCaT). As células
BALB/c 3T3 tratadas com RF 6,0 uM e dose de 5 J/cm? de radiagcdo UV A, apresentaram
indu¢do de apoptose principalmente pela via intrinseca. A inducdo de senescéncia foi
evidenciada pelo aumento da p-caveolina e aumento da atividade da MMP-2 (principal
protease responsdvel pela degradagdo de colageno). De acordo com os niveis de NFkB e p-
IKKo/B, a RF nao alterou significativamente o processo de inflamacdo desencadeado pela
radiacdo UV A. Nas células HaCaT, o tratamento com 5,0 uM de RF e dose de 5 J/cm? de
radiagdo UVA levou a ativacdo da apoptose induzida tanto pela via extrinseca como pela
intrinseca. O aumento nos niveis de p-caveolina, p21 e da atividade das MMPs-2 e -9
sugerem a inducdo de processo de senescéncia precoce também nos queratindcitos. Além
disto, a diminuicao da expressdo do NFkB indica que o mesmo esteja se translocando para
o nucleo e, portanto, regulando a resposta inflamatoria. Outro aspecto avaliado foi a
influéncia do copolimero F-127 na fototoxicidade da RF. A irradiacdo do hidrogel contendo
F-127 e riboflavina manteve a propriedade fototéxica da mesma. Nossos dados sugerem
que a RF apresenta potencial para uso em terapia fotodindmica, uma vez que a mesma se

mostrou fototéxica quando irradiada com doses subtoxicas de radiagdo UVA.
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Abstract
Riboflavin (RF) is a water soluble vitamin which belongs to vitamin B, complex, an
essential precursor of FMN and FAD coenzymes. Besides being a component of
coenzymes, RF displays antitumoral and photossensitizing activities. The main proposal of
this study was to evaluate the RF phototoxicity, as well as to determine molecular markers
of inflammation, senescence and cellular death, deleterious actions normally triggered by
the UVA radiation. Taking into consideration both cell lines used as models, fibroblasts
(BALB/c 3T3) and human keratinocytes (HaCaT), the results obtained indicate that RF has
potential application in photodynamic therapy. BALB/c 3T3 cells treated with 6.0 uM RF
associate with UVA radiation (5 J/cm?) showed apoptosis induction mainly via intrinsic
pathway. An increase of p-caveolin and MMP-2 activity (major protease responsible for
degradating collagen) evidenced senescence induction. According to NFkB and p-IKKa/p
levels, RF did not significantly change the process of inflammation triggered by UVA
radiation, in fibroblast cells. In HaCaT cells 5.0 uM RF associated with UVA radiation (5
J/cm 2) was observed apoptosis induction thorough extrinsic and intrinsic pathways.
Senescence process was also observed in keratinocytes as indicated by an increase of p-
caveolin, p21 and MMPs-2 and -9 activities. Besides, the decrease of NFkB expression
indicates that this transcription factor translocates into the nucleus and in turn, regulates
inflammatory response. Other aspect evaluated in this work was the influence of the F-127
in the RF phototoxicity. The irradiation of hydrogel containing F-127 and RF remained RF
phototoxicity property. Our findings suggest that RF displays potential for use in

photodynamic therapy, once it was phototoxic when irradiated with subtoxic UVA doses.
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pL: microlitro

pm: micrometro

UM: micromolar

A: absorbancia

AcLLnL: N-acetil-leucinil-leucinil-norleucinal
AIF: fator indutor de apoptose

AP-1: ativador de proteina 1

b: comprimento do caminho 6tico

bFGF: fator bésico de crescimento de fibroblasto
BALB/c 3T3: célula imortalizada de fibroblasto de embrido de camundongo
Bcl-2: proteina relacionada a sobrevivéncia celular
C: concentracdo da amostra

CaCl, : cloreto de célcio

CDKI: inibidor dependente de ciclina quinase
Cax : concentragdo maxima

cm: centimetro

cm?: centimetros quadrados

CO;,: diéxido de carbono

COLIPA: European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association
CTL: controle

DNA: 4cido desoxirribonucleico

DTT: ditiotreitol

EDTA: 4cido etilenodiamino tetra-acético

EU/COLIPA: European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association, Brussels, Belgium
FAD: flavina adenina dinucleotideo

FADD: dominio de morte associado ao Fas

Fas: receptor de morte

FasL: Fas ligante

FMF: formilmetilflavina

FMN:: flavina mononucleotideo

G: guanina

HaCaT: células imortalizadas de queratindcitos humanos

HCI: 4cido cloridrico

HNOs : acido nitrico

HP: hematoporfirina IX



XV

H,0; : peréxido de hidrogénio

H,SOy : acido sulfdrico

ICsp : concentracdo do composto que diminui em 50% a viabilidade celular
IL-1: interleucina 1

IxB: inibidor de NFxB

IKK: complexo quinase citoplasmatico IkB

IKKa : subunidade alfa de IKK

IKK : subunidade beta de IKK

IKKY : subunidade gama de IKK

Jem? : joule por centimetro quadrado

LC: lumicromo

LF: lumiflavina

LPS: lipopolissacarideos

MAPK: proteina quinase ativada por mitdgenos

MMPs: metaloproteinases

MTT: 3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazélio
m/v: massa/volume

NaF: fluoreto de s6dio

NaOH: hidréxido de sédio

NEMO: também conhecido como IKKYy (vide IKKY)
NF«B: fator nuclear kappa B

NIH: National Institute of Health-Baltimore, USA

NRU: neutral red update (Captagdo de vermelho neutro)
'0,: oxigénio singleto

*OH: radical hidroxil

OH': ion hidréxido

OE: 6xido de etileno

OECD: Organization for Economic Cooperation and Development, Paris, France
OP: 6xido de propileno

PAK2: p21 (CDKNI1A) quinase ativada 2

PARP: polimerase poli-ADP ribose

PBS: solucdo tampao fosfato

PBS-Ca®*: solucdo tampdo fosfato com célcio

PDVF: fluoreto de polivinilideno (polyvinylidene fluoride)
PEG: poli(etileno glicol)

PEO-PPO-PEO: poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno)-poli(6xido de etileno)
PIF: fator de foto-irritagdo

PVDF: polivinilideno fluorido

p-NA: p-nitroanilina

RF: riboflavina

JRF*: estado excitado de flavina tripleto



XVi

RF"": radical anion de riboflavina

RF,,: riboflavina oxidada

RF,.q: riboflavina reduzida

ROS: espécies reativas de oxigénio

RSNOs: S-nitrosotidis

S: substrato

S**: radical cétion do substrato

SDS: dodecil sulfato de sédio

Ser: serina

Smac/DIABLO: ativador secunddrio de caspase mitocondrial / liga-se direto a IAP
(proteinas inibidoras de apoptose) com baixo pl

T: timina

TBS: tampao salino Tris

TBS-t: tampao salino Tris com Tween 20

TCA: tricloroacético

TIMPs: inibidores de metaloproteinases de tecido

TNF: fator de necrose celular

TNFa: fator alfa de necrose celular

TRADD: dominio de morte associado ao receptor para o TNF

Tyr: tirosina

UL uréia imidazolidina

UV: radiacdo ultravioleta (comprimento de onda entre 400 e 200 nm)

UVA: radiacdo ultravioleta de comprimento de onda de 400 a 320 nm, também conhecido
como “luz negra” ou onda longa

+UVA: presenca de radiagdo UVA

-UVA: auséncia de radiacio UVA

UVB: radiag@o ultravioleta de comprimento de onda de 320 a 280 nm, também conhecido
onda média

UVC: radiagdo ultravioleta de comprimento de onda de 280 a 200 nm, também conhecido
como onda curta ou “germicida”

UV-Vis: regido ultra violeta - visivel do espectro

VN: vermelho neutro (cloridrato de amino-m-dimetilamino-2-metil-fenazina)

W: Watt



Indice.

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
L.5.
1.5.1.
1.5.2.
1.5.3.

1.6.

3.1.
3.2
3.3.
3.3.1.
3.3.1.1.
3.3.1.2.
3.3.2.
3.3.3.
3.3.4.

3.35.

Introducao

Riboflavina

Terapia fotodinamica

Fototoxicidade

Radiagao ultravioleta

Radiacdo com luz UV em células versus marcadores moleculares
Apoptose

Inflamacao

Senescéncia

Copolimero em bloco PEO-PPO-PEO

Objetivo

Material e Métodos

Material

Linhagens Celulares

Métodos

Ensaio de Citotoxicidade

Ensaio de viabilidade celular através da reducdo do MTT

Ensaio de captacdao do Vermelho Neutro (NRU)

Ensaio de fototoxicidade por captagdo de vermelho neutro (NRU)
Determinacao do Fator de Foto-irritagao (PIF)

Medida da proliferacdo celular (quantificacao dos 4dcidos nucléicos)

Determinagao da atividade das caspases 3 e 8

Xvil

11

14

17

19

20

21

21

22

22

22

23

23

24

25

26



3.3.6.

3.3.7.

3.3.8.

3.3.9.

3.3.10.

3.3.11.

3.3.12.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.5.

4.5.1.

45.1.2

45.1.3

Western Blotting

Zimografia

Formulagao de hidrogéis contendo riboflavina

Incorporacdo da riboflavina em hidrogéis de copolimero

Liberacdo in vitro da riboflavina a partir dos hidrogéis

Ensaio de fototoxicidade por captacao de vermelho neutro (NRU) a partir
da liberagdo in vitro da riboflavina a partir dos hidrogéis

Forma de andlise de resultados

Resultados e discussao

Caracterizacdo e fotodecomposi¢do da riboflavina

Avaliacdo da citotoxicidade da riboflavina através da reducdo do MTT e
captacao do VN

Padronizacdo do método de avaliacdo da fototoxicidade

Avaliagdo da fototoxicidade da riboflavina

Avaliagdo da viabilidade celular através da captagdo do VN

Avaliagdo da viabilidade celular através da medida de proliferagcdo celular
Irradiacdo com luz UVA em células versus marcadores moleculares
Irradiagdo com luz UVA em células versus marcadores moleculares de
apoptose

Efeito da riboflavina sobre as células versus marcadores moleculares de
apoptose

Efeito da radiacdo e riboflavina sobre as células versus marcadores

moleculares de apoptose

Xviii

26

27

28

28

29

29

30

31

32

37

38

41

42

43

46

46

53

60



4.5.2.

4.5.2.1.

4.5.2.2.

4.5.3.

4.5.3.1.

4.5.3.2.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.9.

4.9.1.

4.9.2.

4.9.3.

Irradiacdo com luz UVA em células versus marcadores moleculares de
inflamacgao

Efeito da radiacaio UVA em células versus marcadores moleculares de
inflamacao

Efeito da radiagdo e riboflavina sobre as células versus marcadores
moleculares de inflamagao

Irradiacdo com luz UVA em células versus marcadores moleculares de
senescéncia

Efeito da radiacdo em células versus marcadores moleculares de
senescéncia

Efeito da riboflavina e irradiagio UVA sobre as células versus
marcadores moleculares de senescéncia

Incorporaciao e liberacdo da riboflavina a partir dos hidrogéis de F-127
Avaliagdo da citotoxicidade do F-127 pela reducdo do MTT e captacio do
VN

Avaliagdo da fototoxicidade dos hidrogéis do F-127

Avaliagdo da fototoxicidade através da captacdo do VN

Avaliagdo da fototoxicidade dos hidrogéis de F-127 contendo riboflavina
Liberacao da riboflavina a partir dos hidrogéis

Efeito da radiacdo UVA nas solu¢des contendo RF e F-127
Fototoxicidade da riboflavina liberada a partir dos hidrogéis de F-127
Conclusdes

Referéncia bibliografica

Xix

66

67

70

72

72

7

87

91

94

94

97

97

99

100

106

109



Anexo

XX

118



INTRODUCAO



1. Introducio

1.1. Riboflavina
Riboflavina (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina) - (RF) ¢é wuma vitamina
hidrossoldvel pertencente ao complexo vitaminico B,. Apresenta coloracdo amarela e

possui em sua estrutura uma cadeia ribitil e um sistema de anéis isoaloxazina (Figura 1).

Figura 1: Estrutura da riboflavina com o sistema de anéis isoaloxazina e cadeia ribitil.

Essa vitamina é componente das coenzimas FMN (flavina mononucleotideo) e FAD
(flavina adenina dinucleotideo), as quais participam de diversas reacdes de 6xido-reducdo
importantes no metabolismo (Hustad et al., 1999). Coenzimas derivadas da RF sado
requeridas para o metabolismo do 4cido félico, piridoxina e niacina, além de serem
utilizadas por enzimas de eritrocitos, como a glutationa redutase que € uma enzima
importante pertencente ao sistema de protecdo contra as espécies reativas de oxigénio
(ROS) geradas nessas células (Rivlin et al., 1983). Curiosamente, a RF pode tanto

contribuir quanto inibir o estresse oxidativo, através da sua dupla habilidade de produzir



super6xido e, a0 mesmo tempo, poder estar envolvida na reducdo de hidroperdxidos
(Massey, 2000).

Na literatura hé relatos que a RF apresenta outras fungdes biolégicas podendo atuar
como quimioprotetor (Webster et al., 1996), modulador do estado redox (Massey, 2000) e
agente citotoxico/antitumoral (Edwards ef al., 1999; Souza et al., 2006; de Souza Queiroz
et al., 2007). Tal vitamina também ¢ fotossensibilizador enddégeno, apresentando
sensibilidade a radiacdo ultravioleta (UV) e visivel (La Rochette et al., 2000). A RF ao
absorver luz atinge o estado singlet e através de transferéncia de energia intramolecular
(cruzamento intersistemas), leva ao aumento da populagcdo do estado triplete excitado, que
pode ser desativado seguindo mecanismos do tipo I ou II. No mecanismo do tipo I, a RF no
estado tripleto excitado age diretamente sobre um substrato levando a fotoxidacdo do
mesmo e, como conseqiiéncia, ocorre a geracdo de radicais intermedidrios, além de
espécies reativas de oxigénio, tais como anion superdxido, radical hidroxil e peréxido de
hidrogénio (H,O;) (La Rochette ef al., 2000; Edwards e Silva, 2001). No mecanismo do
tipo II, a RF no estado triplete excitado interage com oxigénio molecular gerando oxigénio
singlete (Esquema 1).

A capacidade fotossensibilizadora da RF em sistemas bioldgicos esta relacionada ao
elevado potencial redox de sua forma triplete ativada. A RF irradiada reage com os
aminodcidos triptofano, tirosina e, em menor extensao, com fenilalanina. Como resultado
da fotoxidacdo dos aminoicidos mencionados forma-se espécies reativas de oxigénio e
outros fotoprodutos toxicos para as células (Souza et al., 2005). Substancias com
capacidade fotossensibilizadora tem sido alvo de estudos na drea de tratamento e prevengao

de doengas com emprego de luz, tais como vitiligo e cancer.
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Esquema 1: Mecanismos tipo I e tipo II em presen¢a de oxigénio molecular. 'RF*
representa o estado singleto excitado de flavina, RE* estado tripleto excitado de flavina, S
substrato, RF" radical anion de riboflavina, S°* radical cation do substrato, 102 oxigénio
singleto (Souza et al., 2005).

1.2. Terapia fotodinamica

Nas ultimas décadas a terapia fotodindmica tem obtido expressivo destaque na 4rea
médica e de pesquisa (Castano et al., 2006; Gold, 2006). A terapia fotodinamica ¢é
caracterizada pelo acimulo de uma substincia fotossensibilizadora em um tecido

especialmente iluminado e, subseqiientemente, destruido (Edwards et al., 1994). Os
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fotossensibilizadores induzem reagdo fotoquimica do tipo II, que levam a producdo de
agentes citotoxicos, especialmente oxigénio singlete. A reacdo fotoquimica do tipo I
também pode ser induzida pelos fotossensibilizadores e as substancias toxicas geradas
podem causar peroxidacdo lipidica, danos ao &cido desoxirribonucleico (DNA), a
membrana plasmadtica, ao citoesqueleto e outras organelas subcelulares (Koceva-Chyla et
al., 2006). A irradiacdo com luz UV ¢€ considerada importante estratégia terapéutica em
dermatologia e tem melhorado dramaticamente o tratamento de doencas de pele. Os
objetivos da terapia fotodinamica sdo inibir o avanco da doenca e mais importante,
prevenir, modular ou eliminar completamente 0 mecanismo patogénico que causa a doenca

(Weichenthal e Schwarz, 2005).

1.3. Fototoxicidade

De acordo com a “European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association”
(COLIPA), a fototoxicidade pode ser caracterizada por uma reacdo inflamatéria da pele
causada pela aplicacdo tépica ou administracdo sist€émica de substdncias quimicas e
subsequente exposicdo a luz, particularmente as radiacdes UVA. Desta forma, quando se
pretende usar novas substancias quimicas em produtos dermatolégicos a avaliacdo do
potencial fototéxico dos componentes da formulagdo representa um passo essencial durante
o desenvolvimento do produto (Onoue e Tsuda, 2006). Nos ltimos anos, muitos testes in
vitro t€m sido sugeridos como substitutos vdlidos para testes de fototoxicidade in vivo
(Dijoux et al., 2006).

Os modelos celulares relevantes para testes de agentes irritantes/fototéxicos para a
pele s@o os fibroblastos e os queratindcitos (Benavides et al., 2004). Porém, resultados de

literatura mostram que os queratindcitos apresentam menor sensibilidade a xenobidticos



quando comparados aos fibroblastos (Dijoux et al., 2006). O ensaio de captacdo de
vermelho neutro (NRU) utilizando células de fibroblasto BALB/c 3T3 para avaliacdo da
fototoxicidade € validado pela EU/COLIPA (European Cosmetic, Toiletry and Perfumery
Association, Brussels, Belgium) (OECD Guideline) e apresenta correlagdo de cerca de 95 a

100% com os resultados obtidos in vivo (Benavides et al., 2004).

1.4. Radiacao ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) faz parte do espectro eletromagnético de radiacdo, que
inclui radiacdes de onda muito curtas como raios-X e y € muito longas, como radiacio de
micro ondas. A UV € uma radiacio eletromagnética ndo ionizante com comprimento de
onda (A) menor que a da luz visivel e maior que a dos raios X, ou seja, compreendida entre
380 nm a 100 nm. Segundo a Comissdo Internacional de I’Eclairge (1987) a UV ¢
subdividida em UVA (400- 320 nm, também chamada de “luz negra” ou onda longa), UVB
(320- 280 nm, também chamada de onda média) e UVC (280- 100 nm, também chamada
de UV curta ou “germicida”) (Hussein, 2005). Os componentes da UVC e parte da UVB
emitidos pelo sol sdo absorvidos pela camada de ozOnio da atmosfera terrestre, sendo
assim, quase a totalidade dos raios UV que efetivamente chegam a superficie da Terra

compdem-se de UVA.

A radiagdo UVA tem capacidade de penetrar mais profundamente na pele e pode
atingir os fibroblastos da derme (Fagot, 2004). Portanto, efeitos como bronzeamento,
senescéncia e carcinogénese da pele e danos aos olhos estdo associados a radiagdo UVA
(Ridley et al. 2009). Os efeitos genotoxicos da UVA solar sio mediados principalmente

pela ativacdo de fotosensibilizadores endégenos tendo por resultado a geracdo de um



estresse oxidativo local. Embora a radiacio UVB seja parcialmente absorvida pelo 0zonio
da atmosfera, a parcela que chega a Terra € suficiente para causar danos a pele. O UVB tem
capacidade de penetracdo na pele menor que a UVA, porém como a radiagdo nesses
comprimentos de onda € absorvida por proteinas € DNA, podem induzir lesdes mutagénicas
com a formac¢do de dimeros de pirimidina (Marrot e Meunier, 2008). Os componentes da
UVC embora sejam absorvidos em quase toda sua totalidade pela camada de ozOnio
terrestre, sdo os mais danosos. O UVC ataca todos os constituintes organicos de organismos
vivos, como por exemplo, os lipideos que podem ser destruidos quando irradiados em

comprimentos de onda de 190 a 200 nm (Ridley et al., 2009), levando a danos irreversiveis.

Como mencionado anteriormente, as flavinas apresentam propriedades quimicas
que as tornam altamente susceptiveis a reacdes de fotodecomposi¢ao. Considerando que em
meio fisiolégico a disponibilidade de flavinas na forma de riboflavina livre ou como
coenzimas € alta, o potencial das flavinas participarem em processos fototoxicos deve ser
considerado. Baier e colaboradores (2006) demonstraram que a excitacdo da riboflavina,
FMN e FAD com radiagdo UVA, causou alta produgdo de oxigénio singlete. Portanto,
dependendo da concentracdo das mesmas na pele, as flavinas sdo potenciais geradores de
oxigénio singlete, até mesmo mais significativo que as porfirinas exdgenas usadas para

eliminar as células na terapia fotodinamica.



1.5. Irradiacao com luz UV em células versus marcadores moleculares

1.5.1. Apoptose

Dentre os efeitos bioldgicos da irradiacdo com luz UV, o mais estudado € a inducao
de apoptose (Weichenthal e Schwarz, 2005). A apoptose pode ser definida como morte
celular geneticamente programada, sendo um processo importante na manutencdo da
homeostasia tecido/6rgao. Essa morte pode ser induzida via receptor de morte (receptores
da familia do fator de necrose tumoral - TNF) ou por estimulo genotéxico provocado por
xenobidticos, radicais livres, radiacdo UV e indisponibilidade de fatores de crescimento
(Uren e Vaux, 1996; Ferreira et al., 2004; Souza et al., 2006).

A sinalizacdo apoptdtica e consequente ativagcdo de caspases pode ocorrer através de
duas vias sinalizadoras, dependendo da natureza do estimulo. A via extrinseca ¢é
desencadeada através da ativagdo de receptores de morte, enquanto na via intrinseca a
mitocondria é mediadora chave no processo de morte celular (Assun¢do Guimardes e

Linden, 2004).

Na via extrinseca, o sinal de morte é transmitido através de um ligante extracelular
membro da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), juntamente com a ligacdo de
proteinas especificas a estes receptores (TNF/FasL). O TNF ou FasL (Fas ligante) se liga ao
seu receptor e, entdo, ocorre a ligacdo de proteinas ao dominio de morte destes receptores:
TRADD (dominio de morte associado ao receptor para o TNF) ou FADD (dominio de
morte associado ao Fas). A trimerizacdo das subunidades dos receptores, juntamente com o
recrutamento de proteinas citoplasmadticas leva a ativacdo de proteases (caspases) que irao

atuar sobre diferentes substratos. Tais substratos incluem proteinas do citoesqueleto,



polimerase poli-ADP ribose (PARP), laminina B e quinase PAK2 (responsavel pela
producdo dos corpos apoptéticos) (McConkey, 1998; Souza et al., 2006). Uma vez ativa, a
caspase 8 cliva e ativa a caspase 3 que induz diretamente a fase de execug¢do do processo

apoptotico (Figura 2A).

A via intrinseca desencadeia a apoptose em resposta a danos no material genético,
defeitos nos “check points” do ciclo celular, mitose catastrofica, hipoxia, auséncia de
fatores de crescimento, agentes quimioterdpicos, radiacdo, substancias citotéxicas e outros
tipos severos de estresse celular que agem dentro da célula (Gottlieb, 2000; Wang e El-
Deiry, 2003; Liston et al., 2003). Esta via envolve a ativacdo de proteinas pro-apoptéticas
da familia Bcl-2 que agem na mitocondria afetando sua permeabilidade seletiva. Isto leva a
formacdo de poros por onde extravasam fatores apoptogénicos como citocromo c¢ (Figura
2B), fator de inducdo de apoptose (AIF), Smac/DIABLO, entre outras (Kaufmann e
Hengartner, 2001; Wang e El-Deiry, 2003).

Adicionalmente a ativag¢do de caspases, a liberacdo do citocromo ¢ causa vagarosa e
irreversivel perda de fun¢do mitocondrial e decréscimo de respiracdo, o que leva a morte
celular. Portanto, a via apoptética mitocondrial parece resultar em eventos que

irreversivelmente levam a célula a morte (Liston ef al., 2003).
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Figura 2: Vias de sinalizaciao ativada por ligante e receptor de morte. (A) O ligante da
superfamilia TNF ativa a via extrinseca da apoptose através da caspase 8, iniciadora, que
posteriormente ativa a caspase 3, efetora, que leva a morte apoptética. Além desta via, este
ligante pode fosforilar as subunidades IKK e consequentemente ocorrera a fosforilagdo do
IxB, o qual seré ubiquitinado e degradado, liberando o NFkB para se translocar ao nucleo.
(B) Proteinas pré-apoptoética (Bax) e anti-apoptotica (Bcl-2). Bcl-2 inibe a polimerizacdo de
homo ou heterodimero de Bax para a formacdo do poro por onde o citocromo c transloca do
espaco intermembrana da mitocondria para o citoplasma onde ativa a caspase 9. Bcl-2 inibe
este processo se ligando ao dominio BH3 do Bax, impedindo que o Bax se oligomerize e
forme o poro (Chikup e Green, 2008).



11

A familia Bcl-2 de proteinas intracelulares reguladoras de apoptose consiste de
membros anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-X;, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, Al) e pré-
apoptéticos (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid, Bik, Hrk), sendo que o balango entre os membros
determinard quando a apoptose serd inibida ou induzida (Kulms e Schwarz, 2000). Os
membros anti-apoptdticos como a propria Bcl-2 ou Bel-X1. inibem pelo menos parcialmente
a apoptose. Isso ocorre através de sua interacdo com membros apoptéticos, como o Bax,
inativando-os e, assim evitando a formagdo de poros. Como consequéncia, ndo ocorre
liberacdo do citocromo ¢ da mitocOndria, evitando-se assim, a apoptose. A super expressao
de Bcl-2 e Bcl-X; aumenta a sobrevivéncia de muitos tipos celulares e previne a inducao de
apoptose por uma ampla faixa de agentes quimicos e fisicos, incluindo radiacio UV
(Chikup e Green, 2008). Na literatura pode-se encontrar uma série de evidéncias revisadas
por Kulms e Schwarz (2000) e Suzuki e colaboradores (2009), indicando a ativacdo da
apoptose induzida por radiagdao UV, tanto por via extrinseca como pela intrinseca. Portanto,
em nosso estudo, foram monitoradas tanto a atividade das caspases como a atividade e/ou

expressao de Bax, Bcl-2 e AIF como parametros para avaliagdo da indugdo de apoptose.

1.5.2. Inflamagdo

Os danos ao DNA causados pela radiacdo UVA sdo provavelmente devidos a
geracdo de ROS, levando as mutacdes caracteristicas de transversdo de G (guanina) a T
(timina), uma vez que o DNA nao absorve significativamente radiacio UV A (Pfeifer et al.,
2005).

As proteinas que sdo expressas apds a exposicdo UV podem ser classificadas por
sua funcionalidade e incluem os produtos proto-oncogénicos (como os membros da familia

AP-1 e NFkB, e p53), fatores de crescimento (interleucina la (IL la), fator basico de
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crescimento de fibroblasto (bFGF) (Li et al., 2001) e de marcadores especificos de
diferencia¢do (queratinas) (Bender et al., 1997).

AP-1 e o fator de transcricdo NF«xB s3o conhecidos por exercerem funcdes na
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia da célula e, conseqlientemente, em funcdes
importantes na tumorigénese (Gilmore et al., 1996; Shaulian e Karin, 2001). Um dos
grupos mais estudados de fatores de transcri¢ao induzidos pela radiacio UV € membro da
familia NFxB/Rel. Esta familia é composta por 5 membros que atuam como fatores de
transcricdo homo- ou heterodimeros regulando a expressio de genes criticos para processos
bioldgicos multiplos, incluindo rea¢des inflamatdrias, respostas imune e apoptose (Ghosh
et al., 1998). O NF«kB € formado pelas subunidades p5S0 e p65 sendo mantido inativo no
citoplasma das células, sem nenhum estimulo. Para a sua ativacio € necessdrio sua
translocagc@o ao nicleo. A localizagdo celular do NFkB ¢ controlada rigidamente por uma
familia de proteinas inibitérias denominadas IkBs (Huang e Miyamoto, 2001; Tam e Sam,
2001; Seé, 2004) (Figura 2A). Quando inativo, o NFkB ¢ mantido no citoplasma através de
forte associacdo com o IkBoa. A exposicdo das células a uma variedade de estimulos
extracelulares, como o fator alfa de necrose tumoral (TNF-0), interleucina-1 (IL-1) ou
lipopolissacarideos (LPS) conduz a répida fosforilacdo em Ser-32 e Ser-36, seguido da
ubiquitinacdo e, finalmente, a degradacdo mediada por proteasoma, de IkBa. Assim o
NF«B € liberado e se transloca ao nicleo para regular a transcrigdo do gene (Karin e Bem-
Neriah, 2001).

Os mecanismos da degradagao de IxkBa por indutores de NF«xB, como TNF-a, IL-1
e LPS, foram bem -caracterizados devido a facilidade relativa de se acompanhar a
fosforilagdo e a multiubiquitinacdo de intermedidrios de IkBa antes de sua degradacdo

(Karin e Bem-Neriah, 2001).



13

Ha trés pontos importantes que distinguem o mecanismo de sinaliza¢do induzido
por radiacdo UV do “mecanismo tradicional” de indu¢do de NFkB. Primeiro, a radiacdo
UV induz a degradagao de IkBa e a ativacdo de NFkB com cinética mais lenta, sendo que o
pico de atividade ocorre em cerca de 2 a 4 h apds o tratamento. Quando comparado com a
inducdo por TNF-a ou IL-1, o pico de atividade do NFkB € observado dentro de 10 a 20
minutos. Além disto, os niveis de NFxB sdo muito mais elevados. Tais constatacdes foram
observadas por Bender e colaboradores (1998) através da andalise da translocacdo do NF«kB
ao nucleo, degradagdo do IkBa e ligacdo do NFxB ao DNA. Segundo, em contraste aos
indutores, a atividade IxB quinase (IKK) ¢ indetectavel na resposta a radiacdo UV. Nesse
sentido, a degradacao de IkBa ndo ¢ afetada por mutacdo nos seus sitios de fosforilagdao ou
por mutagdes nos centro catalitico de IKK quando a lisina, aminoécido crucial para a
associacdo ao ATP, € substituido por uma alanina (Bender et al., 1998; Li e Karin, 1998).
Terceiro, a irradiacio UV ndo acumula o intermedidrio fosforilado de IkBa (pIlkBa),
mesmo na presenga de inibidores potentes do proteasoma tais como o N-acetil-leucinil-
leucinil-norleucinal (AcLLnL) ou lactacistina (Li e Karin, 1998).

Nas vias cldssicas associadas as citocinas pré-inflamatorias (TNFa, IL1B), o
complexo de multisubunidades IKK (complexo quinase citoplasmatico IkB) € ativado,
sendo esse, o responsdvel pela inducdo da fosforilacdo de IkBa. Assim, é provavel que a
ativacdo de IKK seja o ponto de convergéncia para a maioria dos estimulos de ativagdo de
NFxB (Israel, 2000). O complexo protéico IKK contém duas subunidades cataliticas,
IKKo/IKK1 e IKKB/IKK2 e uma importante proteina regulatéria, o NEMO (denominado
também, IKKy) (Habraken e Piette, 2006; Yamaoka et al., 1998). A interacdo entre

complexos NEMO e IKKo/IKKP ¢ critica para a ativa¢do pré-inflamatéria de IKK. A
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ativacdo do complexo de IKK conduz a fosforilacio rdpida de Serina (Ser)-32 e de Ser-36
do IkBa. O plkBa ¢ recrutado entdo, a maquinaria da ubiquitina onde a lisina 21 e 22 sdo
poliubiquinadas ligando-se subsequentemente a subunidade 26S proteosomal degradando-
se (Zandi et al., 1997; Huang et al., 2002; Cooper e Bowden, 2007). Finalmente, o NFxB
livre transloca-se para o nicleo e atua como fator de transcricao de genes especificos. Desta
forma, a andlise da expressdo de NFxB e p-IKKo/[3 e a razao entre eles pode nos fornecer
informacdes sobre a inducdo ou ndo de processo inflamatdrio. Assim, a expressdo destas

proteinas foi utilizada para avaliar a inflamagdo no modelo de estudo.

1.5.3. Senescéncia

A maioria das células ndo pode se dividir indefinidamente devido a um processo
denominado senescéncia celular. Tal processo parece ser uma caracteristica importante nas
células somaticas, a excecdo das células tumorigénicas. Na senescéncia celular, os eventos
sdo caracterizados pela interrupcdo irreversivel do crescimento, exibicdo de uma
morfologia larga e achatada e aumento de muitas proteinas inibidoras do ciclo celular, além
do aumento na atividade acida da B-galactosidase (Frippiat et al., 2001; Volonte et al.,
2002). Além do processo cronoldgico de senescéncia, outros fatores como exposi¢ao
ambiental (irradiacdo UV), genéticos, acdo hormonal e processos metabdlicos (geracao de
compostos quimicos reativos), podem levar a senescéncia celular precoce.

A radiagdo UV solar é dividida em trés componentes, UVA (320-400 nm), UVB
(280-320 nm) e UVC (200-280 nm). Os componentes da UVC sdo bloqueados pela camada
de ozdnio terrestre, j4 UVA e UVB sdo responsaveis pelos numerosos efeitos deletérios na

pele, incluindo aparéncia de idade prematura, caracterizada pelas rugas, textura rija e
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pigmentacdo (Lee, 2003). A radiagio UVA tem capacidade de penetrar mais
profundamente na pele e pode atingir os fibroblastos da derme (Fagot, 2004). Muitas
evidéncias indicam que hd semelhancas entre o envelhecimento cronoldgico e o causado
pela radiacdo UV na pele, os quais sdo caracterizados por alteragdes moleculares, incluindo
alteracdo de transdugdo de sinal que promove a expressao de metaloproteinases de matriz
(MMP) e caveolina -1 (Galbiati et al., 2001; Rittié e Fisher, 2002).

As MMPs fazem parte de uma familia de endopeptidases zinco dependente, sdo
capazes de degradar componentes da matriz extracelular como coldgeno, gelatina e
fibronectina e sdao produzidas nas células como zimogénio. Enzimas proteoliticas clivam os
pré-dominios resultando na ativagdo dos centros cataliticos. A MMP ativa € regulada em
trés niveis: sintese (primariamente na transcricdo), ativacao do zimogénio e inibicdo da
atividade proteolitica, por inibidores proteicos especificos chamados TIMPs (tecidos
inibidores de metaloproteinases) (Rittié€ e Fisher, 2002).

A expressao de MMP-1, MMP-3 e MMP-9 € em parte responsavel pelos danos
causados pela irradiacdo com luz UV na pele humana (Fisher et al., 1997). A MMP-1
(colagenase 1) inicia a degradacdo de coldgenos fibrilares dos tipos I e III, a MMP-9
(gelatinase B) degrada fragmentos de coldgenos gerados pela colagenase e a MMP-3
(estromelisina 1) degrada coldgeno do tipo IV e ativa a pré MMP-1.

Wlaschek e colaboradores (1995) relataram que a radiacio UVA pode induzir
atividade de MMP-1, -2 e -3 em fibroblastos humanos em cultura e in vivo. Além disso,
sabe-se que tanto a radiacio UVA quanto a UVB aumenta atividade de MMP-2 e MMP-9
em queratindcitos humanos (Koivukangas et al., 1994). Assim, o aumento da expressao das
MMPs estd associado tanto ao envelhecimento cronolégico da pele, quanto ao efeito

deletério da radiacdo UV (Rittié e Fisher, 2002).
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As espécies reativas do oxigénio (ROS) geradas pela luz UV sdo mediadoras de
efeitos tais como a ativagdo de fatores da transcricdo (Wlaschek et al., 1995), peroxidagcao
lipidica (Brenneisen et al., 1998) e quebra da fita de DNA (Nocentini et al., 2001). Hantke
e colaboradores (2002) mostraram, através de evidéncias indiretas, que o oxigénio singlete
e o H,0, sdo as principais ROS produzidas pela radiagdo UVA, e que estdo envolvidas na
indu¢dao de MMP-1, -2, e -3. Além disso, neste estudo foi observado que as ROS também
anulam e danificam os sistemas antioxidantes ndo-enziméticos e enzimaticos da pele.

As cavéolas sdo invaginacOes vesiculares da membrana plasmdtica e t€m como
componentes estruturais as caveolinas (Okamoto et al., 1998). As caveolinas possuem um
dominio “scaffolding” passivel de ancoramento, aos quais moléculas envolvidas na
sinalizacdo se ligam em um estado inativo e através de mudancas conformacionais sdo
ativadas e liberadas. Uma ampla gama de proteinas envolvidas na transducdo de sinal estd
localizada na cavéola e/ou interagem com a caveolina. Nos exemplos se incluem,
receptores de hormonios esterdides, tirosinas quinases, quinases da familia Src, PKA, PKC,
componentes pos-receptores, como Ras, eNOS, canais idnicos e transportadores (Patel et
al., 2008). Nos mamiferos, a familia da caveolina se constitui de caveolinas-1, -2 e¢ -3 e
estas interagem com colesterol para formacdo das unidades funcionais das cavéolas. As
caveolinas-1 e -2 estdo expressas em muitas células, incluindo adipdcitos, células
endoteliais, epiteliais e fibroblastos. Contudo, a caveolina-3 tem sua expressao restrita as
células da musculatura esquelética e lisa, bem como os midcitos cardiacos (Galbiati et al.,
2001).

O bloqueio na proliferacao celular e a inibi¢do da progressdo do ciclo celular sao
dois passos fundamentais para atingir a senescéncia celular. Moléculas que regulam

negativamente a progressdo do ciclo celular sdo consideradas possiveis proteinas na
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promocao e/ou manuten¢do do fenétipo de senescéncia (Volonte et al., 2002). Galbiati e
colaboradores (2001) demonstraram que o aumento na expressdo de caveolina-1 em
fibroblastos de embrido de ratos € suficiente para inibir a progressdo do ciclo celular em
Go/G;. Esses autores também demonstraram que a interrupcdo do ciclo celular mediado
pela caveolina-1, em fibroblastos de embrido de ratos, ocorre por meio de uma via
dependente de p53/p21. Mais recentemente, este mesmo grupo (Dasari et al., 2006)
mostrou que o estresse oxidativo induz a senescéncia prematura, pelo estimulo da
transcricdo do gene da caveolina-1 através de proteina quinase/SP-1 ativada por MAPKp38.
Ainda, estes autores mostraram que a expressao de caveolina-1 leva a ativacdo de ATM,
pS3 e aumento na expressdo de p21, induzindo a senescéncia celular de fibroblasto de
pulmao (Volonte et al., 2008).

Assim pode-se considerar que as MMPs -2 e -9, caveolina-1/p-caveolina-1 e p21
estdo envolvidas no processo de senescéncia tornando-os bons marcadores moleculares

para o monitoramento desse processo.

1.6. Copolimeros em bloco PEO-PPO-PEO.
Os copolimeros em bloco de poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno)-

poli(6xido de etileno) (PEO-PPO-PEO) apresentam a unidade de repeti¢do:

H(O-CH,-CH,),(O-CH-CH,)(O-CH,-CH,),OH
I
CH;

onde os valores de n e m podem variar de 4 a 265 e 16 a 69, respectivamente (Alexandridis

e Hatton, 1995), sendo n=99 e m=65 para o copolimero F-127. Estes copolimeros sdo
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comercialmente disponiveis com os nomes de Poloxamer (produzidos pela ICI, Inglaterra)
ou Pluronic (produzido pela BASF, Alemanha) - (ICI Catalog, 1992). Na area farmacéutica,
esses copolimeros tém sido utilizados para liberacdo controlada de farmacos (Yokoyama,
1992), na cobertura de ferimentos de queimadura (Henry, 1989) e para a protecdo de
microorganismos contra danos mecanicos (Murhammer e Goochee, 1990).

O uso de matrizes poliméricas como veiculos em medicamentos podem causar
efeito estabilizador de farmacos, isto €, podem levar a um aumento da meia vida, da
eficiéncia e do tempo de permanéncia do farmaco no organismo, mantendo sua atividade
bioldgica. Foi observado que matrizes poliméricas atdéxicas como as de poli(etileno glicol)
(PEG) (Shishido e de Oliveira, 2000, Shishido et al., 2003) e de hidrogéis de copolimeros
em bloco PEO-PPO-PEO (Shishido ef al., 2003) apresentam propriedades estabilizadoras
de S-nitrosotidis (RSNOs). Esta caracteristica também pode ser utilizada para estabilizar os
fotoprodutos da riboflavina, visando a manutengdo das propriedades dessas espécies. Além
disso, foi relatado por alguns pesquisadores (Jagannath et al., 2000) que estes copolimeros

promovem aumento da permeabilidade de drogas.
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2. Objetivos

O objetivo principal desse estudo foi avaliar o potencial fototéxico da riboflavina
através da andlise da integridade da membrana lisossomal e de proteinas de vias de
transducdo de sinal relacionadas com senescéncia, inflamacdo e morte celular: NF«kB,
caveolina, caspases 3 e 8 e MMPs, ao longo do processo de irradiagio UV nos
queratindcitos humanos e fibroblastos de camundongo, in vitro. Assim, foram propostos os
seguintes objetivos especificos:

e Padronizar o ensaio de fototoxicidade através da técnica de captacdo do
vermelho neutro, de acordo com as normas da EU/COLIPA;

e Preparar a formulacio de hidrogéis de copolimero em bloco PEO-PPO-PEQO,
contendo riboflavina para futuro uso tépico;

e Realizar ensaios de citotoxicidade da formulagdo e também da riboflavina
livre;

e Analisar sob o aspecto molecular, o efeito deletério da radiacdo,
radiacdo/riboflavina nas células BALB/c 3T3 e HaCaT através da analise da
atividade e/ou expressdo das proteinas NFxB, metaloproteinases, caveolina,

caspases 8 e 3.
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3. Material e Métodos

3.1. Material

Riboflavina, corante vermelho neutro, hematoporfirina € MTT foram adquiridos da
Sigma-Aldrich, o Lutrol F-127 foi obtido da BASF, o conservante uréia imidazolidinila da
Brasquim e a tiourea da Baker. Os anticorpos primdrios caveolina-1, fosfo-caveolina, Bax e
fosfo-IKKa e secundario (anti-“coelho”, anti-“rato”) foram adquiridos da Cell Signaling
Technology (Beverly, MA) e os anticorpos primarios NFkBp65/p50, Bcl-2, AIF, p21, e
actina da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Os kits de dosagem colorimétrico de
caspase 3 e 8 foram adquiridos da R&D Systems (Minneapolis). Tris base, tween 20 e
acrilamida foram obtidos da USB; SDS e o-vanadato da Calbiochem; triton-X 100 e

inibidores da Sigma-Aldrich. Os demais reagentes foram obtidos da Merck.

3.2. Linhagens celulares

Neste trabalho foram utilizadas as linhagens celulares de fibroblastos de embrido de
camundongo BALB/c 3T3, adquirida do NIH (National Institute of Health-Baltimore,
USA) e de queratindcitos humanos HaCaT, gentilmente cedida pela Dra. Liudmila Kodach
(Academic Medical Center, Amsterdam University). As células BALB/c 3T3 e HaCaT
foram cultivadas em meio DMEM e suplementadas com 15% e 10% de soro fetal bovino,
respectivamente, € 1% de antibidtico. As células foram plaqueadas em garrafas de 75 cm?
ou em placas de 60 cm?, na densidade de 2 x 10* células/mL para células Balb/c 3T3 e 1,4 x

10* células/mL para HaCaT e incubadas a 37°C sob atmosfera umida com 5% de CO,.
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3.3. Métodos

3.3.1. Ensaio de Citotoxicidade
3.3.1.1. Ensaio de viabilidade celular através da reducio do MTT

Nesse ensaio, a viabilidade celular € avaliada através da medida da capacidade das
células de reduzir o MTT (3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazélio) a
formazan. O formazan € um pigmento insoldvel que € extraido das células e quantificado
espectrofotometricamente em A=570 nm. A reducdo do MTT ¢ catalisada principalmente
pelas desidrogenases mitocondriais e também do citoplasma. Portanto, a alteragdo da
funcdo mitocondrial poderd ser detectada através da variacdo da capacidade de redugdo do
MTT.

As células BALB/c 3T3 e HaCaT foram plaqueadas numa densidade 1 x 10*
células/mL e 7 x 10° células/mL em placas de 96 pocos, respectivamente, € incubadas a
37°C, 5% CO, por 24 h. O meio foi substituido por diferentes concentragdes de riboflavina
(0-175 uM) diluida em meio suplementado. Apds 24 h de incubagdo, o meio de tratamento
foi removido, os pocos foram lavados com PBS e adicionado meio sem soro contendo o
corante MTT (0,5 mg/mL). Apés incubagdo por 4 h a 37°C, o meio foi retirado
cuidadosamente e adicionado 100 pL de etanol para solubilizagdo do formazan. As placas
foram agitadas por 10 minutos e a absorbancia correspondente a cada poco foi lida no
espectrofotometro (ELx 800 BIO-TEK) em A = 570 nm. Os valores foram expressos em
porcentagens de reducdo de MTT em relagdo ao controle, onde as células ndo foram

expostas aos agentes testes (Mosmann, 1983).
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3.3.1.2. Ensaio de captacdo de vermelho neutro (NRU).

Nesse ensaio, a viabilidade celular € avaliada através da medida da capacidade das
células de captar o vermelho neutro (VN: hidrocloreto de amino-m-dimetilamino-2-metil-
fenazina). As células sdo fixadas e o VN intracelular é extraido e quantificado
espectrofotometricamente em A=540 nm. A captacdo do VN € realizada pelos lisossomos e
entdo, este teste reflete a integridade da membrana dos lisossomos e conseqiientemente, um
indicativo da viabilidade celular.

O mesmo procedimento, em relagdo ao tratamento descrito no item 9.3.1.1 €
realizado nesta técnica. Apds o periodo de tratamento com a RF, o meio de cultura foi
removido e em seguida foram adicionados 100uL do VN, e incubado a 37°C, 5% CO, por 3
h. Apés a incubacdo, a solucao de VN foi removida e as células foram lavadas com PBS,
fixadas com solu¢@o de formol/cédlcio (formol 4% acrescido de CaCl, 1%) por 2 min e o
corante captado pelos lisossomos foi extraido com solugdo de dcido acético 1%/etanol 50%
(Borenfreund e Puerner, 1984). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem em

relac@o ao controle, a densidade dptica foi quantificada espectrofotometricamente (ELx 800

BIO-TEK) a 540 nm.

3.3.2. Ensaio de fototoxicidade por captacio de vermelho neutro (NRU)

As células BALB/c 3T3 e HaCaT foram plaqueadas numa densidade de 1x10°
células/mL e 7x10* células/mL, respectivamente, em 2 placas de 96 pocos, incubadas a
37°C, 5% CO; por 24 h (Borenfreund e Puerner, 1984). Apés esse periodo, o meio foi
removido e os pogos foram lavados duas vezes como PBS. O tratamento foi feito em vérias

concentracdoes dos compostos testes (InM a 150uM), sendo utilizado como controle
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positivo de fototoxicidade a hematoporfirina IX (HP) e negativo, a tiourea. O tempo de
tratamento foi uma hora. Posteriormente uma placa contendo as amostras foi exposta a
radiacdo UVA, irradiancia de 1,7 mW/cm? (determinada com utilizagdo de radidmetro -
Cole Parmer, UVA - 365 nm), por 50 min, portanto dose de 5 J/cm?, utilizando uma
lampada de UVA (Bellarium S 100 W - Wolff System - gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Francisco B. T. Pessine do Instituto de Quimica da Unicamp). Outra placa contendo as
amostras ndo foi exposta a radiacio UVA. Apds exposi¢do a radiacao o meio foi removido,
os poc¢os foram lavados duas vezes com PBS, adicionado meio de cultura com soro e
realizada incubagdo por 22 h (periodo de recuperacdo). Apds esse periodo, o meio de
cultura foi removido e em seguida avaliada a viabilidade celular pela captacdo do vermelho

neutro (item 3.3.1.2).

3.3.3. Determinacao do Fator de Foto-irritacao (PIF).

O parametro a ser determinado no ensaio de fototoxicidade (modelo descrito no
item 3.3.2.) é denominado fator de foto-irritacdo (PIF). O PIF € obtido pela razdo entre os
valores de ICsy (concentracdo do composto que diminui em 50% a viabilidade celular)
obtidos no experimento na auséncia de radiacio UVA (-UVA) e os valores de ICs, obtidos
nos experimentos na presenca da radiacio UVA (+UVA), portanto o célculo do PIF é
determinado de acordo com a equacdo 1:

o [C(-UVA)

equacao 1
IC,, (Uvay Cauasao

A equacgdo 1 pode ser utilizada em situacdes onde é possivel determinar os dois

valores de ICsp, na presenca e na auséncia de radiagdo. Nesse caso, o composto serd
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considerado fototdxico se o valor de PIF for > 5, no caso de PIF < 5 o composto sera
considerado nado fototéxico.

Caso ndo seja possivel determinar o ICsp na auséncia de radiacio, o valor de ICsg (-
UVA) dever4 ser substituido pelo valor da concentracdo méxima testada [Cyax (-UVA)]:

C..(—UVA
F = L) (equagdo 2)
IC,,(+UVA)
Caso o valor de PIF obtido pela equacdo 2 seja >1 o composto serd considerado
fototoxico e para o PIF <1, o composto sera considerado nao fototoxico.

Caso ndo seja possivel determinar o valor de ICsy na presenga e na auséncia de

radiacdo, o PIF serd calculado segundo a equagdo 3, onde o PIF serd igual a 1.

C ..(-UVA
PIF = M =1 (equacido 3)

C,..(+UVA)

Nesta situac@o o valor do PIF sempre serd 1, entdo o composto é considerado nao
fototdxico.

3.3.4. Medida da proliferacao celular (quantificacio dos acidos nucléicos)

As células BALB/c 3T3 (2,0 x 10* células/mL/poco) e HaCaT (2,1 x 10°
células/mL/poco) foram plaqueadas em placas de 24 cavidades e cultivadas por 24 h, a
37°C, 5% CO,. Apo6s este periodo as células foram lavadas com PBS, tratadas com os
compostos testes e em seguida expostas 2 radiacdo UVA (dose de 5 J/cm?) durante 50 min
ou mantidas no escuro. As células foram lavadas com tampao (PBS) e cultivadas
novamente em meio completo, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, por 22, 44 e
66 h. Apds os tempos de tratamento especificados, as células foram lavadas com tampao

PBS-Ca®* gelado, fixadas em tricloroacético (TCA) 5% e lisadas em 1 mL de hidréxido de
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sédio (NaOH) (0,5 N). A proliferacdo relativa da populagdo celular nos periodos foi
calculada em funcdo da diferenca entre os valores de absorbancia (260 nm) dos lisados

celulares ao inicio e ao final do periodo de crescimento (Gesztesi, 1990).

3.3.5. Determinacio da atividade das caspases 3 e 8.

As atividades de caspases (3 e 8) foram determinadas utilizando como substratos os
lisados celulares (kit R&D Systems). Apds o tratamento das células com a RF, as mesmas
foram lisadas e a atividade das caspases quantificada pela mediante leitura da absorbancia

do produto p-nitroanilina (p-NA) no comprimento de onda 405 nm.

3.3.6. Western Blotting.

As células BALB/c 3T3 (2,0 x 106) e HaCaT (14 x 106) foram plaqueadas em
placas de Petri e cultivadas por 24 h, a 37°C, 5% CO,. Apés este periodo as células foram
lavadas com PBS, tratadas com diferentes concentracdes de RF e, em seguida, expostas a
radiacdo UVA (dose de 5 J/cmz) durante 50 min ou mantidas no escuro. As células foram
lavadas com tampao e cultivadas novamente em meio completo, nas mesmas condi¢des
descritas anteriormente, por 22 h. Apds este periodo as células foram coletadas e
centrifugadas por 5 min a 10000 g (Eppendorf 5810R, rotor FA-45-30-11). O pellet foi
coletado e lisado em 200 pL de tampao de lise 50 mM Tris -HCI [pH 7,4], 1% Tween 20,
0,25% deoxicolato de s6dio, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM O-Vanadato, 1 mM NaF,
e inibidores de proteases (1 pg/mL de aprotinina, 10 pg/mL de leupeptina e 1 mM 4-
(cloridrato de fluoreto aminoetil benzosulfonila)) por 2 h em gelo. Os extratos proteicos

foram centrifugados e a concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry
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(Hartree, 1972). Aos extratos foi adicionado tampao de amostra na proporcao 1:1. Tampao
de amostra: 2X dodecil sulfato de s6dio (SDS), 100 mM Tris-HCI [pH 6,8], 200 mM de
ditiotreitol (DTT), 4% SDS, 0,1% azul de bromofenol e 20% de glicerol. Os extratos
celulares foram resolvidos por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (PAGE) e
transferidos para membranas de PVDF. As membranas foram entdo bloqueadas em 1% de
leite desnatado em tampao salino Tris (TBS)-Tween 20 (0,05%) (TBS-t) e incubados
“overnight” a 4°C com anticorpo primario NFkBp65/p50, Bcl-2, Caveolina-1, p-Caveolina,
Bax, AIF, p21, p-IKKa e actina diluido em 1:1000. Apés lavagem em TBS-t, as
membranas foram incubadas com anticorpos secunddrios conjugados com peroxidase
(diluicao 1:5000) em tampao de bloqueamento por uma hora, seguido por lavagem em

TBS. A detec¢do das bandas foi realizada através de quimioluminescéncia.

3.3.7. Zimografia.

As células BALB/c 3T3 (3,0 x 10* células/mL/poco) e HaCaT (2,1 x 10°*
células/mL/poco) foram plaqueadas em placas de 24 pogos e cultivadas por 24 h, a 37°C,
5% CO,. Apos este periodo as células foram lavadas com PBS, tratadas com os compostos
testes e em seguida expostas 2 radiacio UVA (dose de 5 J/cm?) durante 50 min ou mantidas
no escuro. As células foram lavadas com tampdo e cultivadas novamente em meio
completo, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, por 22 h. Apds este periodo de
recuperacdo o meio de cultura foi coletado, centrifugado a 10000 g por 5 min (Eppendorf
5810R, rotor FA-45-30-11) e o sobrenadante coletado para a quantificagdo proteica pelo
método de Lowry (Hartree, 1972).

As metaloproteinases (MMP-2 e -9) foram fracionadas em gel de poliacrilamida a

12% contendo gelatina a 4%. Apds o fracionamento, os géis foram lavados em solugdo
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aquosa de Triton X-100 (2% m/v) e incubados 18 h em tampao de protedlise (Tris-CaCl,) a
37°C. Foram realizados estudos com inibidor classico EDTA (inibe MMP através do
sequestro de zinco da solu¢do) na concentra¢do de 5,0 mM. O gel foi corado com solucao
contendo corante Coomassie Blue G-250 durante 3 h; em seguida, o gel foi descorado e
fixado com solucdo contendo metanol 50% e glicerol 5% (Souza et al., 2000). A anélise das

bandas foi realizada por densitometria pelo programa Scion Image.

3.3.8. Formulacao de hidrogéis contendo riboflavina.

Hidrogéis de F-127 contendo RF ndo-irradiada foram preparados pelo método “frio”
descrito por Schmolka, 1972. O copolimero foi dissolvido em PBS a 5°C, homogeneizado
levemente e em seguida transferido para um refrigerador (<10°C). Apds o processo de
dissolugdo “overnight”, uma solug¢do de RF foi adicionada e adequadamente
homogeneizada, a 5°C. Foram preparadas formula¢des variando a concentragdo dos

copolimeros de 25, 30 € 35% m/m e de RF de 150 uM a 1 puM.

3.3.9. Incorporacio da riboflavina em hidrogéis de copolimero.

A incorporacdo da RF foi monitorada na faixa de comprimento de onda UV-Vis
(300-800 nm) em espectrofotdmetro com arranjo de diodos da Agilent, modelo 8453 com
dispositivo de Peltier acoplado. Todos os experimentos foram conduzidos em cubetas de
quartzo de um cm de caminho dptico. As solucdes utilizadas nos experimentos foram
preparadas imediatamente antes do uso e mantidas sob abrigo da luz.

Os espectros de emissdao de fluorescéncia da RF foram obtidos em

espectrofluorimetro Hitashi F-4500, sendo utilizada fenda de 5 nm para excitagdo e 2,5 nm
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para emissdo e velocidade de varredura de 240 nm/min. As amostras foram excitadas com
luz em 444 nm e leitura da emissao de 450 a 650 nm. As cubetas foram lavadas em solu¢do
sulfonitrica (HNO3:H,SOy 1:1 v/v) antes e, durante as leituras, lavadas exaustivamente com

dgua e alcool. Todas as medidas foram realizadas a temperatura 22-25 °C.

3.3.10. Liberacao in vitro da riboflavina a partir dos hidrogéis

O modelo sem membrana foi utilizado para o teste de liberagado in vitro. As solugdes
contendo os hidrogéis foram transferidas para tubos de ensaio e termostatizadas a 37°C,
durante 20 min em banho termostatico (COEL, Biomatic). O meio de liberacdo (PBS) foi
pré-equilibrado a 37°C e adicionado 1,0 mL ao tubo, entrando 0 mesmo em contato com a
superficie do gel contendo RF. Em tempos pré-determinados, as amostras do sobrenadante
foram removidas e substituidas por solu¢des novas. A quantidade de RF liberada foi
determinada espectrofotometricamente (Ultrospec 2000 UV/Visible spectrophotometer

Pharmacia Biotech).

3.3.11. Ensaio de fototoxicidade por captacao de vermelho neutro (NRU) a partir da
liberacao in vitro da riboflavina a partir dos hidrogéis

As células BALB/c 3T3 e HaCaT foram plaqueadas numa densidade de 6,3x10*
células/mL e 4,4)(104 células/mL, respectivamente, em 2 placas de 24 pogos, incubadas a
37°C, 5% CO, por 24 h (Borenfreund e Puerner, 1984). Apés esse periodo, o meio foi
removido e os pogos foram lavados duas vezes como PBS. O tratamento foi feito em
transweel em vdrias concentracdes dos compostos testes (10uM a 100uM) diluidas em

hidrogel 25%, sendo utilizado como controle positivo de fototoxicidade a hematoporfirina
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IX (HP) e negativo, a tiourea. O que se segue a esta metodologia é o ensaio de

fototoxicidade por captacdo de vermelho neutro, descrito no item 3.3.2.

3.3.12. Forma de analise de resultados.

Os experimentos foram feitos em triplicata e os resultados obtidos foram
apresentados na forma de grifico com seu respectivo desvio padrdo. Para as andlises
estatisticas foi usado o programa one way ANOVA (e ndo paramétrico) com as amostras
comparadas entre si pelo método de Tukey. Foram considerados significativamente

diferentes os valores com P<0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao e fotodecomposicao da riboflavina

O espectro de absorcao no UV/Vis da riboflavina (RF) em solu¢do aquosa apresenta
quatro bandas caracteristicas com comprimentos de onda maximos (Ansx) em 220, 265, 375
e 446 nm (Figura 3A). As bandas ndo se apresentam estruturadas e segundo a literatura
(Heelis, 1982) sao atribuidas a transi¢des do tipo m—> m*.

A RF, como todas as flavinas, exibe fluorescéncia amarela brilhante em solucdo

aquosa com méximo no comprimento de onda 520 mn como pode ser observado na Figura

3B.
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Figura 3: Caracterizacao espectral da RF em tampao PBS: A RF 8,0 uM foi dissolvida
em agua e o espectro de absor¢do no UV/Vis (A) foi obtido em um espectrofotdmetro com
arranjo de diodos da Agilent, modelo 8453 com dispositivo Peltier acoplado. O espectro de
emissao de fluorescéncia (B) da RF foi obtido em um espectrofluorimetro Hitashi F-4500,
sendo utilizada uma fenda de 5 nm para excitagdo e 2,5 nm para emissao e uma velocidade
de varredura de 240 nm/min. A amostra foi excitada em 444 nm e conseqiiente leitura da
emissdo de 450 a 700 nm.
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As flavinas, de modo geral, quando irradiadas podem sofrer reacOes de
fotorreducdo, fotodealquilagdo ou fotoadi¢do (Heelis, 1982). A literatura mostra que na
fotodecomposicao da RF, a formilmetilflavina (FMF) é o principal intermedidrio o qual
hidrolisa formando o lumicromo (LC) e a lumiflavina (LF) como fotoprodutos majoritarios
(Ina, 1959; Guttman, 1962; Treadwell et al., 1968; Heelis, 1980; Ahmad e Rapson, 1990;
Ahmad et al., 2004). De Souza Queiroz e colaboradores (2007) determinaram, por
espectrometria de massas, que os fotoprodutos da RF irradiada em meio de cultura
encontram-se distribuidos da seguinte maneira: RF (79%), lumicromo (6,2%) e a uma
mistura composta de formilmetilflavina, lumiflavina, 2-cetoriboflavina e 4-cetoriboflavina
(14,8%). Embora os fotoprodutos majoritdrios sejam conhecidos, uma determinag¢do mais
exata de todos os fotoprodutos formados é muito complexa, uma vez que praticamente
todos eles mantém a estrutura dos anéis (flavina), alterando apenas os grupos ligados ao N1

ou N10. O esquema 2 mostra algumas das possiveis reagdes de fotodecomposi¢ao da RF.
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Esquema 2: Possiveis reacoes de fotodecomposicio da RF. O lumicromo e a lumiflavina
s@0 os principais fotoprodutos.
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A Figura 4 mostra os espectros no UV/Vis da RF antes e apds a irradiacdo,
respectivamente. Observa-se que as bandas caracteristicas da RF com Aps em 374 e 446
nm foram drasticamente reduzidas, ocorrendo o aparecimento de nova banda com A, em
356 nm e dois ombros em 386 e 455 nm. Além disso, nota-se que o deslocamento dos Apxs
em 223 e 266 nm para 219 e 261 nm. Observa-se que o LC apresenta bandas com Az em
219, 261, 353 nm e um ombro em 385 nm e a LF apresenta bandas com A em 222, 265,
371 e 445 nm (tabela 1).

Através da comparacdo entre os espectros pode-se concluir que, provavelmente o
fotoproduto majoritario é o lumicromo, devido as bandas com Ansx em 219, 261 e 356 nm.
O ombro em 450 nm pode ser atribuido tanto a LF formada em uma propor¢cdo menor,
como a RF remanescente. Embora a andlise espectral indique esses dois fotoprodutos, a
formacdo de intermedidrios como FMF e outros fotoprodutos ndo pode ser descartada, uma
vez que essas espécies devem apresentar absor¢des nessas mesmas regioes e, portanto, as

bandas podem estar sobrepostas.
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Tabela 1. A4« das bandas caracteristicas das RF, RF irradiada, LC, LF e FMF.

Composto | Apsx (NM) | Apax (nm) | Apsx (nm) Amiax (nNm) Amsx (nm)
RF 223 266 374 - 446
RF irradiada 219 261 356 386 (ombro) 450 (ombro)
LC 219 261 353 385 (ombro) -
LF 222 265 371 - 445
FMF 222 265 370 - 441

4.2. Avaliacao da citotoxicidade da riboflavina através da reducio do MTT e captacao

do VN

A Figura 5 mostra o efeito da RF na fun¢do mitocondrial (reducdo do MTT) e na

integridade da membrana lisossomal (captacdo do VN) das células BALB/c 3T3 e HaCaT.

Pode-se observar que em toda a faixa de concentracao analisada de 10 a 175 uM, a RF nao

se apresentou citotoxica, em termos de diminui¢cdo do numero de células. No entanto, para

os fibroblastos observamos aumento da captacdo do VN em torno de 30%, o que indica

aumento do tamanho ou da quantidade de lisossomos (Figura 5A). A concentracdo maxima

da RF utilizada foi definida de acordo com seu limite de solubilidade em PBS. Os

resultados sugerem que a RF apresenta baixo potencial toxico em células normais da pele.
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Figura 5: Avaliacdo da citotoxicidade da RF em células BALB/c 3T3 e HaCaT: As células
BALB/c 3T3 (A) e HaCaT (B) foram tratadas com diferentes concentracdes de RF por
24h. Os valores foram expressos em porcentagens de reducdo de MTT (-M-) e captacdo de
NRU (-e-) em relagdo ao ensaio controle, onde as células ndo foram expostas a RF. O
experimento foi realizado em placas de 96 pogos € os resultados representam as médias e
desvio padrao do experimento.
4.3. Padronizacao do método de avaliacio da fototoxicidade

A fototoxicidade induz fotoirritacdo in vivo, uma reacdo inflamatoria reversivel na
pele causada pela aplicacdo topica ou administragdo sistémica de substancias quimicas e
subseqiiente exposi¢cdo a luz, particularmente as radiagdes UVA. Desta forma, quando se
pretende usar novas substancias quimicas em produtos dermatoldgicos a avaliagdo do
potencial fototéxico dos componentes da formulagdo representa um passo essencial durante
o desenvolvimento do produto (Augustin et al., 1997; Onoue e Tsuda, 2006).

A padronizacdo do ensaio de fototoxicidade foi realizada utilizando células de
fibroblastos (BALB/c 3T3) e queratindcitos (HaCaT). Segundo o guia da OECD para o

teste de fototoxicidade por captacdo de VN, as doses de radiagdo podem variar de 1 a 9

Jem?®. A avaliagdo da viabilidade das células € realizada apés irradid-las em dose de 5
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J/em?®, sendo considerada aceitdvel uma reducio na viabilidade de até 20%, quando
comparado com o controle no escuro. Nos estudos realizados neste trabalho, a reducao na
viabilidade devido a radiacdo manteve-se no intervalo de 10 a 15%. Nos ensaios de
fototoxicidade, a tiourea e a hematoporfirina foram utilizadas como controle negativo e
positivo, respectivamente.

De acordo com a Figura 6, a tiourea ndo apresenta citotoxicidade e nem
fototoxicidade nas duas linhagens em toda a faixa de concentracao testada (65 uM-14 mM).
Embora a tiouréia apresente intensa absorbancia na regido ultravioleta, a auséncia do efeito
fototéxico parece ndo estar relacionada inteiramente a sua capacidade de atuacdo como
filtro. O efeito parece ser especifico para os compostos que contém o grupo ligado do

carbono-enxofre (Helleday et al., 1998).
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Figura 6: Avaliacdo da citotoxicidade e fototoxicidade da tiourea: As células BALB/c 3T3
(A) e HaCaT (B) foram tratadas com concentragdes diferentes de tiourea por 1h e (-e-) foram
expostas a radiagdo UVA (dose 5 J/cm?) ou (-M-) mantidas no escuro por 50 minutos. Os
valores foram expressos em porcentagens de captacdo de VN em relagdo ao ensaio controle,
onde as células ndo foram expostas a tiouréia. O experimento foi realizado em placas de 96
pocos e os resultados representam as médias e desvio padrao do experimento.



40

O valor de PIF calculado, de acordo com a equagdo 3, para a tiouréia € igual a 1.

C, ..(CUVA
PIF = M =1 (equacado 3)
(FUVA)

Assim, pode-se considerar que a tiouréia ndo apresenta potencial fototdxico,
podendo ser utilizada como controle negativo para os experimentos de fototoxicidade.

A Figura 7 mostra o efeito da hematoporfirina (HP) nas células BALB/c 3T3 e
HaCaT no escuro e sob radiagdo UVA, na dose de 5 J/cm?. No escuro nio foi observada
citotoxicidade, enquanto sob radiagdo UVA foi obtido o valor de ICsy de 1,16 uM nas
células BALB/c 3T3 e 0,90 uM nas células HaCaT.

A HP € sensivel a radiacdo UV e visivel e quando irradiada produz oxigénio

singleto, espécie conhecidamente citotoxica (Suwa et al., 1977).
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Figura 7: Avaliacdo da citotoxicidade e fototoxicidade da hematoporfirina: As células (A)
BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram tratadas com concentragdes diferentes de hematoporfirina
por 1h e (-e-) foram expostas a radiacdo UVA (dose 5 J/cm?) ou (-M-) mantidas no escuro
por 50 minutos. Os valores foram expressos em porcentagens de captacio de VN em
relacdo ao ensaio controle, onde as células nao foram expostas a HP. O experimento foi
realizado em placas de 96 pogos e os resultados representam as médias e desvio padrao do
experimento.
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O valor de PIF para HP foi calculado utilizando a equacao:

& Coa CUVA)
IC.,(+UVA)

(equacdo 2)

Embora a EU/COLIPA tenha validado o ensaio de fototoxicidade apenas para as
células BALB/c 3T3, para efeito de comparacao o valor de PIF também foi calculado para
as células HaCaT. Os valores de PIF para as linhagens foram 7,32 e 9,44 para BALB/c 3T3
e HaCaT, respectivamente. Comparando os valores de PIF € possivel concluir que para a
HP, as duas linhagens apresentaram valores de PIF proximos. A EU/COLIPA determina
que para que um composto seja considerado fototéxico o valor de PIF deve ser >1.
Portanto, a HP € considerada fototoxica, podendo ser utilizada como controle positivo no

ensaio de fototoxicidade para ambas as linhagens celulares.

4.4. Avaliacao da fototoxicidade da riboflavina

A RF apresenta sensibilidade as radiacoes UV e visivel e sua fotodecomposi¢cao
pode gerar espécies reativas de oxigénio e outros fotoprodutos toxicos as células (Silva et
al., 1994; Edwards e Silva, 2001). Alguns relatos na literatura t€tm demonstrado que a RF
previamente irradiada e em seguida incubada com células tumorais pode ativar vias de
transducdo de sinais associadas com inducdo de apoptose (Edwards et al., 1994; Massey,
2000; Souza et al., 2006; de Souza Queiroz et al., 2007). Portanto, avaliamos o potencial

fototoxico da riboflavina nas células BALB/c 3T3 e HaCaT.
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4.4.1. Avaliacao da viabilidade celular através da captaciao do VN

O efeito da RF nas células BALB/c 3T3 e HaCaT foi avaliado nas concentragdes de
1 a 150 uM. A Figura 8 mostra que a RF ndo apresenta citotoxicidade em toda a faixa de
concentracdo estudada. Por outro lado, sob irradiacdo, foi possivel obter os valores de ICs

de 6,5 e 6,0 uM para as linhagens celulares BALB/c 3T3 e HaCaT, respectivamente.
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Figura 8: Avaliacdo da citotoxicidade e fototoxicidade da RF: As células BALB/c 3T3 (A)
e HaCaT (B) foram tratadas com concentracdes diferentes de RF por 1h e em seguida
expostas a radiacdo UVA (dose 5 J/cm? -e-) ou mantidas no escuro por 50 minutos (-H-).
Os valores foram expressos em porcentagens de captacdo de VN em relacdo ao controle,
onde as células ndo foram expostas a RF. O experimento foi realizado em placas de 96
pocos e os resultados representam as médias e desvio padrao do experimento.

Utilizando a equacgdo 2 foram obtidos os valores de PIF igual a 23 e 25 para as
células BALB/c 3T3 e HaCaT, respectivamente. Os valores de PIF obtidos foram maiores

que 1, indicando que a RF é um composto fototdxico para ambas as linhagens celulares. A



43

Tabela 2 mostra os valores de PIF obtidos para os padrdes e RF nas duas linhagens

celulares.
Tabela 2: Valores de ICs e PIF para os padroes e RF.

Composto BALB/c 3T3 HaCaT
| (OF) | (OF) PIF ICsg 1Cs PIF

(-UVA) | (+UVA) (-UVA) | (+UVA)

Tiouréia 14 mM 14 mM 1 14 mM 14 mM 1

Hematoporfirina | 8,5uM | 1,2 uM 7.3 85uM | 0,9 uM 9.4
Riboflavina 150 uM | 6,5 uM 23 150 uM | 6,0 uM 25

Considerando os resultados obtidos na Figura 4 é possivel sugerir que o efeito
fototéxico observado deve-se a formacgao de espécies toxicas durante a fotodecomposi¢ao
da RF.

Os modelos celulares relevantes para testes de agentes irritantes para pele sdo os
fibroblastos e os queratindcitos (Benavides et al., 2004). Embora a literatura (Dijoux et al.
2006) indique que os queratindcitos apresentem menor sensibilidade a xenobidticos,
quando comparados com células de fibroblastos, nos experimentos apresentados nesse
trabalho, as células HaCaT mostraram sensibilidade semelhante as células BALB/c 3T3.
Portanto, pode-se concluir que a linhagem HaCaT € um bom modelo para avaliacdo da

fototoxicidade.

4.4.2. Avaliacao da viabilidade celular através da medida de proliferacao celular
Em doses fisiologicamente relevantes, a geracdo de espécies reativas de oxigénio
pela radiagdo UV ativa intimeras vias de sinalizacdo, causando peroxidagdo lipidica e

induzindo dano oxidativo ao DNA e as proteinas celulares (Campbell et al., 1993).
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As Figuras 9A e 10A mostram que a exposi¢do das células HaCaT e BALB/c 3T3,
respectivamente, a radiacio UVA causou apenas pequena reducdo na proliferacdo celular,

quando comparado as células que foram mantidas no escuro.
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Figura 9: Efeito da radiacdo UVA e RF na proliferacido celular: (A) As células HaCaT
foram (-O-) expostas a radiagdo UVA (dose 5 J/cm?) ou (-M-) mantidas no escuro por 50
min. apds esse periodo as solugdes foram substituidas por meio de cultura suplementado e
foram feitas as quantificagdes dos dcidos nucléicos nos tempos de recuperacao de 22, 44 e
66 h. As células foram incubadas durante 1 h com concentra¢des variadas de RF (de 1,0 a
5,0 uM) e (B) mantidas no escuro durante 50 min e (C) foram expostas a radiacio UVA
(dose 5 J/cm?). Os 4cidos nucléicos foram quantificados apds os periodos de recuperacao de
22, 44 e 66 h. A proliferacdo relativa foi expressa como percentual da variacdo da
absorbancia em 260 nm em relacdo ao ensaio controle, onde as células foram mantidas no
escuro na auséncia de RF. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados
representam as médias e desvio padrdo do experimento.

Observa-se nas Figuras 9B e 10B que a RF no escuro ndo inibe a proliferacao
celular, sendo possivel notar aumento da proliferacdao na concentracdo de 5,0 uM e 6,0 uM
nas linhagens HaCaT e BALB/c 3T3, respectivamente, nos periodos de 44 e 66 h. Por outro
lado, a RF sob irradiacdo causou reducdo significativa na proliferacdo celular e de forma

dependente da dose. Esses resultados mostram que o efeito se deve a RF sob irradiagao,
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uma vez que a irradiacdo per se ndo afeta a proliferacdo das células estudadas. Tal efeito
era esperado uma vez que se sabe que a fotodecomposi¢do da RF leva a geracdo de radicais
intermedidrios, além de espécies reativas de oxigénio, como anion superdxido, radical

hidroxil e per6xido de hidrogénio (Souza et al., 2005).
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Figura 10: Efeito da radiagdo UVA e RF na proliferacdo celular: (A) As células BALB/c
3T3 foram (-oO-) expostas a radiacdo UVA (dose 5 J/cm?) ou (-M-) mantidas no escuro por
50 min. apds esse periodo as solugdes foram substituidas por meio de cultura suplementado
e foram feitas as quantificacOes dos dcidos nucléicos nos tempos de recuperagdo de 22, 44 e
66 h. As células foram incubadas durante 1 h com concentragdes variadas de RF (1,0-6,0
uM) e (B) mantidas no escuro durante 50 min e (C) foram expostas a radiacdo UV A (dose
5 J/em?®). Os 4cidos nucléicos foram quantificados apds os periodos de recuperacio de 22,
44 e 66 h. A proliferacdo relativa foi expressa como percentual da variacdo da absorbancia
em 260 nm em relacdo ao ensaio controle, onde as células foram mantidas no escuro na
auséncia de RF. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados representam as
médias e desvio padrdao do experimento.
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4.5. Irradiacdo com luz UVA em células versus marcadores moleculares

4.5.1. Irradiacao com luz UVA em células versus marcadores moleculares de apoptose

As caspases podem ser divididas em dois grandes grupos. O primeiro é formado
pelas caspases iniciadoras (caspases 1, 2,4, 5, 8,9, 10, 11 e 12) responsdveis pelo inicio do
processo apoptético, apds estimulo de morte e levam a ativagdo de caspases efetoras. O
segundo grupo se constitui de caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) envolvidas na clivagem
de multiplos substratos durante a fase de execugdo da apoptose, resultando nas alteracdes
morfoldgicas tipicas do processo (Assun¢do Guimardes e Linden, 2004). Na via extrinseca
o sinal de morte € transmitido através de um ligante extracelular. Este leva a trimerizacao
das subunidades dos receptores e ao recrutamento de proteinas citoplasmaticas, que levam a
ativacdo de proteases (caspases) que irdo atuar sobre diferentes substratos. Uma vez ativa, a
caspase 8 cliva e ativa a caspase 3 e induz diretamente a fase de execu¢do do processo
apoptotico. A via intrinseca envolve a ativacdo de proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-
2, que agem na membrana mitocondrial levando ao extravasamento de fatores
apoptogénicos como citocromo ¢, AIF, Smac/DIABLO, entre outras e a ativacdo das
caspases efetoras (Kaufmann e Hengartner, 2001; Wang e El-Deiry, 2003). Dessa forma, a
caspase 3 pode ser ativada tanto pela via extrinseca (via caspase 8) como pela via
intrinseca.

A Figura 11 mostra a atividade relativa das caspases, sendo uma delas iniciadora
(caspase 8) e outra efetora (caspase 3), apds a exposicdo das células a radiacio UVA. Nota-
se que tanto na linhagem BALB/c 3T3 (Figura 11A) como na HaCaT (Figura 11B) ocorre

aumento nas atividades das caspases. A radiacdo parece levar a maior aumento da atividade
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das caspases nas células BALB/c 3T3, sugerindo que elas podem ser mais sensiveis a

radiagdo que as células HaCaT.
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Figura 11: Efeito da radiacdo UVA na atividade relativa das caspases 3 e 8: Células (A)
BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram expostas a radiacio UVA (dose 5 J/cm?) ou mantidas no
escuro por 50 minutos (controle). Os valores foram expressos em porcentagens da atividade
relativa das caspases em relacdo ao ensaio controle, onde as células foram mantidas no
escuro. Os resultados representam as médias e desvio padrdao do experimento.

Chen e colaboradores (2000) demonstraram que concentracdes subcitotoxicas de
H,0, podem induzir apoptose em fibroblastos humanos, IMR-90. Estes pesquisadores
induziram o estresse oxidativo através da exposicdo das células a H,O, 150 uM por 2 h com
diferentes tempos de recuperacdo. O aumento da atividade da caspase 3 foi observado apds
8 h de recuperacdo, com seu pico em 16 h e ap6s 24 h o inicio de sua reducdo. Frank e
colaboradores (2004) reportaram que, em fibroblastos humanos, a radiacdo UVB (dose de
1500 J/m?) levou ao aumento da atividade das caspases 3 e 9 apds 4 dias, demonstrando que

a dose aplicada leva a ativacdo das vias apoptdticas. Assim, é possivel supor que a dose de

radiagdo UV aplicada nos fibroblastos, mesmo sendo subcitotdxica (reducdo de viabilidade
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celular observada menor que 15%) foi suficiente para ativacdo de vias de transducdo de
sinal, dentre elas a de morte apoptética nos fibroblastos.

Outro fator que pode estar contribuindo para ativacdo da caspase 3 s@o as proteinas
que translocam da mitocondria para o citoplasma. A radiacdo pode estar ativando vias que
afetam a permeabilidade da membrana mitocondrial e clivam esta caspase, tornando-a ativa
para desencadear a apoptose. Neste sentido, Frank e colaboradores (2004) reportaram que a
exposicdo de fibroblastos humanos a radiagdo infravermelha (dose de 1620 kJ/cm?), leva a
translocacdo de citocromo c¢ e SMAC/Diablo da mitocondria para o citoplasma
demonstrando, assim, que a radiacdo subtdxica leva a alteracdo na permeabilidade da
membrana mitocondrial.

Na irradiacdo das células HaCaT (Figura 11B) com UVA na dose de 5,0 J/cm?, foi
observado que a caspase 8 (iniciadora) se mostrou mais ativa que a caspase 3 (efetora). Tais
resultados foram opostos aos apresentados por Shimuzi e colaboradores (1999) e por El-
Mahdy e colaboradores (2008). Os dois grupos de pesquisadores observaram que a
irradiacdo de células HaCaT com luz UVB aumenta as atividades de caspases 1 e 3 no
primeiro trabalho e caspases 3, 8 e 9 no segundo trabalho, sendo que a caspase 3 (efetora)
mostrou-se mais ativa que as demais (1, 8 e 9) que sdo iniciadoras indicando que a via
intrinseca pode estar mais ativa que a via extrinseca. Contudo, em nosso estudo,
observamos que nas células HaCaT irradiadas com UVA, a via extrinseca de indugdo de
apoptose parece estar levemente mais ativa que a intrinseca, embora, ndo seja notada
reducdo significativa na viabilidade celular (menor que 15%).

Além da atividade das caspases, outro indicativo de inducdo de apoptose por via
intrinseca € a liberacdo do fator de indugcdo de apoptose (AIF). Yuan e colaboradores

(2004) mostraram que nas células Raj (linfécitos B humanos) a indu¢do de apoptose pela
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radiacdo UVA ¢ dependente de caspase e AIF. Assim, para esclarecer qual a via de indugdo
de apoptose é predominante, foi analisada a proteina AIF como mostrado na Figura 12.

O perfil de expressdo da proteina AIF em ambas as células foi diferente (Figura 12
A e B). Nas células BALB/c 3T3 houve leve diminui¢do na expressdao da proteina AIF
enquanto nas células HaCaT houve aumento, quando as células foram expostas a radiagao
UVA. A pequena reducdo no nivel de AIF, observada na Figura 12A, indica que esta
espécie ndo estd contribuindo para a indu¢do de morte apoptética, nas células BALB/c 3T3,
na dose de radiacio UVA aplicada. Talvez, essa dose seja insuficiente para afetar a
permeabilidade da membrana mitocondrial, uma vez que Frank e colaboradores (2004)
observaram resposta semelhante ao irradiar células de fibroblastos humanos, com luz
infravermelha. Estes autores ndo observaram alteragdo nos niveis de AIF em doses de 1620
kJ/cm? apds 6 e 18 h de recuperacdo. Entdo, pode-se supor que a dose aplicada ndo afetou
de forma significativa a permeabilidade da membrana mitocondrial, evitando a translocacio
de AIF da mitocondria para o citoplasma. Na HaCaT (Figura 12B) os niveis de AIF
aumentaram quando as células foram irradiadas. Neste caso, provavelmente a dose aplicada
de UVA foi suficiente para afetar a permeabilidade da membrana mitocondrial permitindo
que o AIF se translocasse para o citoplasma, aumentando a ativa¢do de vias de morte
apoptotica. Concordando com nossos resultados, Chinnathambi e colaboradores (2008)
demonstraram em cultura primdria de queratindcitos de pele humana que em condicdo de
exposicao das células a situacao de estresse oxidativo os niveis de AIF aumentam ap6s 18 h

do tratamento.
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Figura 12: Efeito da radiacdo UVA na atividade relativa da proteina AIF: Células (A)
BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram expostas a radiagio UVA (dose 5 J/cm?) ou mantidas no
escuro por 50 minutos (controle). Os valores foram expressos da andlise densitométrica em
relacdo ao ensaio controle, onde as células foram mantidas no escuro. A actina foi utilizada
como controle interno da concentragdo da mostra aplicada no gel. Os resultados
representam as médias e desvio padrdo do experimento (* P < 0,05) e para todas as
amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressio de AIF detectada por
immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT expostas a
radiagdo UVA ou mantidas no escuro.

Outro parametro de avaliacdo de inducdo de apoptose € a expressdo de Bax e Bcl-2.
A liberacdo de citocromo c no citoplasma € um fator que conduz a morte celular, sendo Bax

uma proteina envolvida na formacdo de poros que permitem tal liberacdo, e Bcl-2 uma

inibidora de Bax. Assim, a razdo Bax/Bcl-2 pode ser utilizada como outro parametro para a
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avaliacdo da indugdo de apoptose por via intrinseca. A Figura 13 apresenta a expressdo de
proteina pro-apoptética (Bax) e anti-apoptdtica (Bcl-2) e a razdo entre elas. Tanto nas
células BALB/c 3T3 (Figura 13A) quanto nas células HaCaT (Figura 13B) a irradiagdo leva
a reducdo de aproximadamente 40% e 50%, respectivamente, na proteina pré-apoptética
Bax. Isso sugere que a proteina pré-apoptética nao foi ativada com a dose subcitotdxica de
radiacio UVA. A proteina anti-apoptética Bcl-2 apresentou reducdo de 25% nos
fibroblastos enquanto nos queratindcitos ndo apresentou diferenca estatistica quando as
células foram irradiadas. Na literatura podem-se encontrar resultados semelhantes, de
auséncia de alteracdo ou reducdo de Bax e Bcl-2 quando células sdo submetidas a estresse
oxidativo induzido por radiacdo ou agentes oxidantes. Chen e colaboradores (2000)
reportaram que em fibroblastos humanos IMR-90 tratados por 2 h com 150 uM de H,0,, a
expressdao de Bcl-2 ndo apresenta aumento apds 14 e 21 h. Sua elevacdo somente foi
observada apds 27 h do tratamento. Quando os mesmos autores estudaram a expressiao de
Bax nessas condicdes, ndao houve aumento em nenhum dos tempos de recuperacio
estudados. El-Mahdy e colaboradores (2008) demonstraram que nas células HaCaT a
expressdo de Bax diminui e Bcl-2 permanece préxima ao controle quando as células

HaCaT sao expostas a uma dose de 15 mJ/cm? de radiagdo UVB por 30 min.
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Figura 13: Efeito da radiacio UV A na atividade relativa das proteinas Bax e Bcl-2: Células
(A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram expostas a radiacio UVA (dose 5 J/cm?) ou mantidas
no escuro por 50 minutos (controle). Os valores foram expressos da analise densitométrica
em relacdo ao ensaio controle, onde as células foram mantidas no escuro. Os resultados
representam as médias e desvio padrdo do experimento (* P < 0,005) e para todas as
amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressdao de Bax e Bcl-2 detectada por
immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT expostas a
radiagdo UVA ou mantidas no escuro.

A partir dos resultados encontrados neste trabalho foi possivel verificar que a dose
de 5 J/cm? de radiacdo UVA foi capaz de ativar as vias apoptoticas extrinsecas e intrinsecas

e de alterar a expressdao de proteinas pro- e anti-apoptdticas nas linhagens de fibroblastos e

queratindcitos. Contudo, nas células BALB/c 3T3 a via extrinseca estd mais ativa que a
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intrinseca o que foi comprovada pela ativacio das caspases. A membrana mitocondrial ndao
foi tdo afetada uma vez que as concentracdes de AIF e a relacdo de Bax/Bcl-2 nado
aumentaram com a exposi¢do a radiacio UVA. Nas células HaCaT a via intrinseca esta
mais ativa que a extrinseca e a permeabilidade da membrana mitocondrial foi aumentada
uma vez que os niveis de AIF aumentaram, embora a relacio Bax/Bcl-2 ndo tenha

aumentado com a exposi¢do da dose de radiacdo UV A aplicada.

4.5.1.2 Efeito da riboflavina sobre as células versus marcadores moleculares de
apoptose.

O tratamento das células com a RF e subsequente exposicdo a radiacdo UVA,
levaram a resultados distintos nas linhagens, em relacdo as caspases, como mostra a Figura
14. Nessa comparagdo os valores foram calculados considerando como 100% a atividade
nas células expostas a radiacio UVA, porém nio tratadas com RF, ou seja, observou-se
apenas o efeito da RF irradiada.

As células BALB/c 3T3 (Figura 14A) apresentaram reducao na atividade da caspase
8 na presenca de RF, sendo que na concentracdo de ICsy (6,0 uM) a atividade foi cerca de
50% menor que o controle. Assim, a RF pode estar reduzindo ativagdo da via apoptotica
extrinseca, uma vez que esta caspase € iniciadora. Por outro lado, a atividade da caspase 3
permaneceu em niveis proximos aos das células controle que foram expostas a radiacdo.
Esse comportamento indica que a caspase 3 estd sendo ativada pela radiagdo, sendo pouco
afetada pela RF durante a irradiacdo. Assim pode-se sugerir através destes dados que a
ativacdo da caspase 3 esteja ocorrendo através da via intrinseca, uma vez que a caspase 8

apresentou baixa atividade nesta condi¢do. Desta forma, como o nivel de caspase 3 do
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controle e da concentracdo de ICsy da RF nao apresentou diferencga, ndo é possivel afirmar
que a reducdo da viabilidade celular observada no ICsy seja induzida exclusiva e/ou
predominantemente por apoptose.

Nas células HaCaT (Figura 14B), a RF na concentracdo de 1,0 uM causou uma
redugdo de aproximadamente 30 e 40% em relacdo ao controle, nas atividades relativas das
caspases 3 e 8, respectivamente. Tal comportamento sugere um efeito protetor da RF nas
células HaCaT, contra a radiacio UVA. Na concentracao de 2,5 uM de RF, a caspase 8
apresentou reducdo de 35% na atividade, de forma andloga a reducdo observada na
concentracdo de 1,0 uM de RF (Figura 14B). Enquanto, a caspase 3 sofreu aumento em
torno de 25% em relacdo ao controle. Esse efeito indica a ativacdo da via de morte por
apoptose e ainda, sugere a predominancia da via intrinseca. Na concentracdo de ICsy da RF
(5,0 uM), a atividade da caspase 8 se apresentou proxima ao controle, enquanto a atividade
da caspase 3 sofreu aumento de 1,5 vezes em relacdo ao controle. Esse resultado indica a

indu¢do de morte por apoptose, tanto por via extrinsica quanto pela intrinsica.
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Figura 14: Efeito da RF nas atividades das caspases 3 e 8 das células expostas a radiagdo
UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram incubadas com RF em diferentes
concentracoes e irradiadas por 50 minutos (dose de 5 J/cmz). As células ndo tratadas com
RF e expostas a radiacdo UVA foram consideradas 100%. Os resultados representam as
médias e desvio padrao do experimento.

Na literatura podem-se encontrar varios exemplos de agentes protetores contra o
estresse oxidativo causado pela radiacdo. Pacheco-Palencho e colaboradores (2008)
observaram que em fibroblasto humanos, SKU-1064, o tratamento com extrato de
Pomegranato reduz a niveis basais a atividade de caspase 3, que havia sido aumentada pela
radiagdo UVB. El- Mahdy e colaboradores (2008) reportaram que nas células HaCaT apds
irradiacdo com UVB (dose 30 mlJ/cm?), o tratamento das células com narigina, um
flavondide, provocou diminui¢c@o na atividade das caspases 3, 9 e 8, além da diminuicao
dos niveis dos substratos clivados por estas caspases. Svobodova e colaboradores (2007)
mostraram que silibina, um composto extraido de Silybum marianum, diminui a atividade
de caspase 3 nas células HaCaT apds a irradiacio UVA, na dose de 20 J/cm?. Fischer e
colaboradores (2008) demonstraram que o pré-tratamento de células HaCaT com

melatonina leva a redugdo da ativacdo da caspase 3, ativadas por exposi¢do ao UVB. Todos

estes efeitos protetores que levam a reducdo da ativagdo de caspases foram atribuidos a
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acdo antioxidante dos compostos utilizados. De forma andloga, sabe-se que a RF pode tanto
contribuir quanto inibir o estresse oxidativo através da sua dupla habilidade de produzir
super6xido e, ao mesmo tempo, poder estar envolvida na reducdo de hidroperdxidos
(Massey, 2000). Assim, a RF pode estar atuando como antioxidante nos fibroblastos
auxiliando na reducdo da ativacdo da caspase 8 e nio causando aumento da caspase 3. Nos
queratindcitos a RF, em baixas concentracdes, parece atuar sobre as duas caspases
estudadas no sentido de evitar sua ativacdo pela radiacdo UV A. Outra hipétese seria que a
RF possa simplesmente estar atuando como filtro de UVA, nas concentra¢des mais baixas,
protegendo as células nessas condi¢des. Porém, com aumento da concentragcdo da RF
ambas aumentam mostrando que este composto age induzindo a apoptose. Portanto, a RF
parece proteger contra os efeitos da radiacdo UVA em termos de morte apoptdtica somente
em baixas concentragdes.

O mesmo estudo foi feito com as proteinas AIF, Bax e Bcl-2 para evidenciar o
efeito da RF irradiada, isto €, as células tratadas com a RF e expostas a radiacdo UVA.
Nessa comparacdo, os valores foram calculados considerando como 100% a atividade nas
células expostas a radiacdo UVA, porém nio tratadas com RF.

Na Figura 15 pode-se observar a expressdo da proteina AIF quando a RF ¢
irradiada. Nas células BALB/c 3T3 (Figura 15A e 15C) verificou-se leve diminui¢cdo na
expressao da proteina em todas as concentracdes testadas, inclusive no ICsy, mostrando que
a morte apoptética ndo € exclusivamente intrinseca. Nessa figura também é possivel
observar que a expressao de AIF praticamente ndo se altera nas diferentes concentracdes de
RF testadas. De forma andloga ao resultado das caspases, ndo se pode afirmar que na
concentracdo de ICsy, a reducdo da viabilidade celular observada seja exclusiva e/ou

predominantemente devida a apoptose.
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Figura 15: Andlise densitométrica do efeito da RF na expressdo da proteina AIF das
células expostas a radiacdo UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram
incubadas com RF em diferentes concentracdes e irradiadas por 50 minutos (dose de 5
J/em®). As células ndo tratadas com RF e expostas a radiacio UVA foram consideradas
controle. Os resultados representam as médias e desvio padrdao do experimento (* P < 0,05)
e para todas as amostras foram aplicados 75 ng de proteina. Expressdao de AIF detectada
por immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT
expostas a radiacio UV A na presenga ou auséncia de RF.

Na linhagem HaCaT (Figura 15B e 15D) observa-se o resultado oposto aos
fibroblastos. Nas duas primeiras concentracdes do composto (RF 1,0 e 2,5 uM) a expressao
do AIF ndo ¢ significativamente diferente do controle, porém na concentracdo 5,0 pM
(ICsp) houve aumento de 40% quando comparado com o controle irradiado. Este resultado

somado a atividade das caspases 3 e 8 (Figura 14B) indica que a morte por apoptose, tanto

pela via intrinseca como pela extrinseca, estd ativa na concentragdo do ICsy.
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A partir destes resultados e os apresentados sobre as caspases € possivel sugerir que
a RF deve estar atuando na alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial de
diferentes formas nas duas linhagens, uma vez que nos fibroblastos a via intrinseca ndo esta
tdo ativa quanto nos queratindcitos. Contudo, o efeito da RF nas proteinas pré-apoptotica
(Bax) e anti-apoptética (Bcl-2) para as linhagens estudadas apresentou perfil semelhante
(Figura 16). A expressdo tanto da proteina Bax quanto da Bcl-2 e a relacdo entre elas
apresentaram aumento em relacdo ao controle. Isso sugere que ocorra formagao de poros na
membrana da mitocondria e consequentemente, ativacdo da morte apoptdtica intrinseca,
pois as proteinas estudadas estdo correlacionadas com a saida do citocromo c¢ da
mitocondria.

Nas células BALB/c 3T3 (Figura 16 A e 16C) verifica-se aumento da relacdao
Bax/Bcl2 e da proteina Bax com aumento da concentracio de RF. Porém, nas células
HaCaT (Figura 16B e 16D) ndo se observou tal caracteristica, uma vez que na concentracao
de 5,0 uM houve uma reducdo de Bax e na relacdo Bax/Bcl-2 quando comparada com a
concentracdo de 2,5 uM de RF. Os niveis de Bcl-2 aumentaram nas células HaCaT na
presenca da RF, porém, este aumento nao foi afetado pela alteracdo da concentracdo de RF

presente.
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Figura 16: Andlise densitométrica do efeito da RF na expressdo das proteinas Bax e Bcl-2
das células expostas a radiacdo UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram
incubadas com RF em diferentes concentragdes e irradiadas por 50 minutos (dose de 5
J/em?). As células ndo tratadas com RF e expostas 2 radiagio UVA foram consideradas
controle. Os resultados representam as médias e desvio padrdo do experimento (* P < 0,05)
e para todas as amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressdo de Bax e Bcl-2
detectada por immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D)
HaCaT expostas a radiacio UVA na auséncia ou presenca RF.

Os resultados encontrados demonstram que a presenga da RF irradiada ndo altera a
atividade da caspase 3, mesmo com reducio da caspase 8, indicando a ativacdo de apoptose
por via intrinseca, nas células BALB/c 3T3. Embora a expressdo de AIF esteja reduzida,
indicando manutenc@o da integridade da membrana, o aumento nos niveis de Bax indica

indu¢do de formagdo de poros na membrana mitocondrial. Assim, a apoptose nos

fibroblastos pode estar ocorrendo via liberacdo do citocromo ¢ (via intrinseca de indugdo de
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apoptose) e nao devido ao fator de indugdo de apoptose (AIF). Para essa linhagem celular a
RF parece estar atuando como agente potencializador do estresse oxidativo causado pela
irradiagdo com UVA.

Os resultados nas células HaCaT indicam que a RF irradiada atuou na membrana
mitocondrial facilitando a possivel formacdo de poros, visto que houve aumento da
expressao de Bax. Esse atua na formacdo de poros na membrana mitocondrial para a saida
do citocromo ¢, culminando na ativagdo da caspase 3. Além disso, ocorreu aumento da
expressdo de AIF, sendo que todos culminam na ativacdo de morte por apoptose ativada
pela via intrinseca. Outro fator que auxilia na morte apoptética € o aumento da atividade da
caspase 8 com aumento da concentracdo de RF. Em baixas concentragdes, a RF pode estar
evitando a apoptose ativada pela via extrinseca, favorecendo as vias de sobrevivéncia. No
entanto, com o aumento da concentracio de RF a apoptose € a resposta celular

predominante.

4.5.1.3. Efeito da radiacdo e riboflavina sobre as células versus marcadores
moleculares de apoptose

Uma segunda comparagcdo foi feita considerando como 100%, a atividade das
caspases e expressdo das proteinas em células que ndo foram expostas a RF e foram
mantidas no escuro. Esta comparacdo permitiu a observacdo do efeito da radiacio UVA
somada ao efeito da RF irradiada.

A Figura 17A mostra que nas células BALB/c 3T3, a atividade da caspase 3 ¢
semelhante a do controle irradiado, ndo alterando sua atividade, mesmo na presenca de RF.
Enquanto a atividade da caspase 8 é reduzida na presenca da RF até niveis préximos ao

controle no escuro. Na Figura 18A pode-se observar diminuicdo da expressao da proteina
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AIF na linhagem BALB/C 3T3, abaixo dos niveis do controle no escuro. O comportamento
observado nessas figuras sugere que o aumento na atividade das caspases 3 e 8 e
diminui¢do da expressdao de AIF induzida pela radiacdo UVA, e na presenca de RF na
concentracdo de 1,0 uM, pode levar a morte por apoptose tanto por via extrinseca como
intrinseca. No controle irradiado e RF 1,0 uM nao foi observada redugao significativa da
viabilidade celular indicando talvez, que embora as vias de morte estejam ativas, as vias de
sobrevivéncia devem prevalecer nesses casos. Ainda na Figura 17A pode-se sugerir que nas
concentracdes de 3,0 e 6,0 uM de RF a indugdo de apoptose ocorra via intrinseca, devido
aos niveis de atividade da caspase 8 serem proximos ao controle no escuro e a atividade da
caspase 3 ndo se alterar com relacio ao controle irradiado. A Figura 18A mostra
diminuicdo na expressdo da proteina AIF em concentragdes altas de RF, quando
comparadas com o controle no escuro. Esse comportamento pode ser entendido como
reducdo dos danos causados pela radiacio UVA em termos de membrana mitocondrial,
uma vez que aparentemente a RF irradiada ndo permite a saida de AIF da mitocondria.

Nas células HaCaT (Figura 17B) pode-se sugerir efeito protetor da RF na
concentracdo de 1,0 uM RF frente a radiacio UVA. A ativacdo da caspase 8 na
concentragdo de ICso (5,0 uM) pode ser devido a radiacdo, uma vez que o nivel de ativacao
¢ semelhante ao do controle irradiado. Por fim, pode-se inferir que a ativagcdo da caspase 3
pode estar ocorrendo por via intrinseca. Além desta evidéncia, pode-se observar na Figura
18B que a expressdao de AIF estd aumentada na concentra¢io do ICsy, 0 que corrobora com

hipétese da morte estar ocorrendo por apoptose com prevaléncia da via intrinseca.
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Figura 17: Efeito da RF nas atividades das caspases 3 e 8 das células expostas a radiagdo
UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram tratadas durante 1 h com RF e
irradiadas por 50 minutos (dose 5 J/cmz). As células nao tratadas com RF e ndo expostas a
radiacio UVA foram consideradas 100%. Os resultados representam as médias e desvio
padrdo do experimento.

Pode-se observar também na Figura 18B, que a expressdao de AIF na linhagem
HaCaT nao se altera quando comparado o controle irradiado com as tratadas com RF nas
concentragdes 1,0 e 2,5 uM. Isso sugere que o aumento observado deva ser decorrente
apenas da irradiacdo e ndo da presenga de RF em baixas concentra¢cdes. Comportamento
semelhante foi observado por Svobodova e colaboradores (2008), os quais expuseram
células HaCaT a radiacdo UVA e as trataram com o composto 2-3 deidrosibilina, um
antioxidante extraido de Silybum marianum. Estes autores observaram reducdo na atividade
da caspase 3 em baixas concentragdes, até 25 uM/L, e a partir de 50 uM/L a atividade da
caspase 3 retornou aos valores proximos do controle irradiado. Este comportamento foi

atribuido a capacidade deste composto em baixa concentracdo de diminuir a produgdo de

ROS quando as células sdo expostas a radiagdo UVA.
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Figura 18: Andlise densitométrica do efeito da RF na expressdo da proteina AIF das
células expostas a radiacdio UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram
incubadas com RF em diferentes concentra¢des e irradiadas por 50 minutos (dose de 5
J/em?). As células ndo tratadas com RF e ndo expostas a radiacio UVA foram consideradas
controle. Os resultados representam as médias e desvio padrdo do experimento (* P < 0,05)
e para todas as amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressdo de AIF detectada
por immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT
expostas a radiacdo UV A na presenca ou auséncia RF ou mantidas no escuro sem RF.

A expressdo das proteinas Bax e Bcl-2 apresentadas na Figura 19A, mostra
diminui¢do nas células BALB/c 3T3 quando foram expostas a radiacdo e tratadas com RF.

A excec¢do ocorreu na concentracao do ICsy, onde a proteina Bax apresentou valor proximo

ao do controle no escuro. O oposto foi observado nas células HaCaT (Figura 19B), que
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apresentaram aumento nestas proteinas quando comparadas com o controle no escuro, com

excegdo do Bax na concentracdo de 5,0uM de RF que ndo demonstrou alteracao.
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Figura 19: Andlise densitométrica do efeito da RF na expressdo das proteinas Bax e Bcl-2
das células expostas a radiacdo UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram
incubadas com RF em diferentes concentragdes e irradiadas por 50 minutos (dose de 5
J/em?). As células nio tratadas com RF e ndo expostas 2 radiacdo UVA foram consideradas
controle. Os resultados representam as médias e desvio padrdao do experimento (* P < 0,05)
e para todas as amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressdao de Bax e Bcl-2
detectada por immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D)
HaCaT expostas a radiagdo UVA na presenca ou auséncia RF ou mantidas no escuro sem

RF.
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Esse comportamento pode ser entendido como um efeito de prote¢do da RF frente a
radiacio UVA. El-Mahdy e colaboradores (2008) mostraram que o tratamento com 0O
flavondide narigina apds a exposi¢do das células HaCaT a radiacdo UVB (dose de 30
mJ/cm?), causa aumento na expressdo de Bcl-2 enquanto a de Bax foi reduzida, retornando
aos valores proximos do controle, mostrando que este flavondide protege as células contra a
radiacdo. Sugerimos assim, que a RF pode estar atuando também nesse sentido.

Contudo, quando é analisada a relacdo de Bax/Bcl-2 (Figura 19) a menor
concentracdo testada nio apresentou alteracdo quando comparada com as células no escuro,
nas duas linhagens estudadas. Além disso, nas concentracdes de ICsy foram observadas
situagdes opostas nas duas linhagens. A Figura 19A mostra que nas células BALB/c 3T3
houve aumento da relagdo Bax/Bcl-2, favorecendo a morte por apoptose induzida pela via
instrinseca, devido a formacdo de poros pelo Bax e saida de citocromo c. Porém, nas
células HaCaT (Figura 19B) esta relacdo diminuiu. Nessa situacdo, talvez a morte celular
observada seja devido ao aumento de AIF.

Assim, é possivel afirmar que a RF leva a diminui¢do da ativagdo da caspase 8 nos
fibroblastos em niveis do controle no escuro, sendo que a atividade da caspase 3 se mantém
semelhante ao controle irradiado. Além disto, o AIF diminui em presenca da RF e a relacdo
Bax/Bcl-2 s6 € significativamente maior que o controle na concentra¢iao de ICsy (6,0 pM)
de RF. Assim, a RF deve estar atuando impedindo a ativacdo da caspase 8 através da via
extrinsica e mantendo a integridade da membrana mitocondrial impedindo que o AIF
transloque da mitocondria para o citoplasma.

Nos queratindcitos a associacdo RF e radiagdo demonstraram que RF na

concentracdo 5,0 uM favorece a morte por apoptose. A RF na concentracdo de 1,0 uM,
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pode estar revertendo o processo de apoptose causado pela radiacio UVA numa tentativa

de evitar/previnir a morte por apoptose.

4.5.2. Irradiacio com luz UVA em células versus marcadores moleculares de
inflamacao

Sabe-se que a irradiacdo com luz UV aumenta a produgcdo de citocinas
inflamatodrias. Nesse contexto, o NFxB apresenta um papel central na transducdo de sinal
que culmina na resposta inflamatoria.

Nas vias cldssicas associadas as citocinas pro-inflamatorias (TNFa, ILIB) o
complexo IKK ¢ ativado. Neste complexo estdo presentes as quinases IKKa e IKKf
associadas ao modulador essencial da proteina “scaffold” NFkB (denominada NEMO),
também chamada de IKKy (Habraken e Piette, 2006; Yamaoka et al., 1998). O dimero
classico NFkB formado pelas subunidades p50 e p65, é mantido no citoplasma pela
associacdo com a proteina inibitéria IkBo (Sée, 2004). O NFkB pode ser ativado por
muitos estimulos, incluindo luz UV (UVC). A irradiagdo leva a fosforilagdo de IkB nos
residuos N terminal de Ser-32 e Ser-38, tornando-o alvo de ubiquitinagdo e posterior
degradacao pelo proteassoma. O NF«B livre transloca-se para o nicleo e atua como fator
de transcricdo de genes especificos. Portanto, a expressdo de p-IKKa/f é uma medida
indireta da transloca¢do do NFkB para o nticleo. Essa espécie é responsdvel pela marcacao
do IkBa que sera ubiquitinado e liberard o NFkB, para se translocar para o nicleo. Assim,
neste trabalho foi selecionada a expressao do NFxB e p-IKKo/§ como marcadores, para a

avaliacdo do efeito da radiacdo UV A e da RF na inflamacao.
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4.5.2.1. Efeito da radiacio UVA em células versus marcadores moleculares de
inflamacao

O estudo do efeito da dose de 5 J/cm? de radiagdo UVA nas células de fibroblastos
(BALB/c 3T3) e queratindcitos (HaCaT), foi realizado comparando as células expostas a
radiacdo com as células mantidas no escuro. Os niveis de proteinas envolvidas na ativagao
do NF«xB foram analisados por Western blotting.

A Figura 20 mostra a expressdo das proteinas NFkB e p-IKKa/B quando as células
foram expostas a radiacdo UVA (dose 5 J/cm?) por 50 min. Nas células BALB/c 3T3
(Figura 20A e 20C) pode-se observar leve aumento na expressio do NFxB de
aproximadamente 20%, enquanto a p-IKKa/p mostrou-se reduzida em aproximadamente
30%, quando expostas a radiacdo. Neste sentido, Bender e colaboradores (1998)
demonstraram que em células de fibroblasto humano, a irradiacdo com luz UVC seguida de
recuperagdo por 24 h, leva a ativacdo de NFkB, sendo observada a maior expressdo na dose
de 30 J/m2 Contudo, estes autores observaram que o p-IKKo/B, uma quinase pro-
inflamatodria ativada por MAPKSs, se apresentava diminuida na mesma situagdo. Assim, tais
pesquisadores sugeriram que a dose aplicada ndo era suficiente para levar a fosforilacdo de
IxBa concluindo, neste caso, que o nivel de NFkB ativo por esta via ndo deveria ser alto.
De forma similar ao estudo desses pesquisadores, podemos concluir que para as células
BALB/c 3T3 o nivel de NFkB ativo deve ser baixo, uma vez que foi observado aumento de
75% na relacdo NFkB/p-IKKa/B, ou seja, a expressao de p-IKKo/p se mostrou baixa e,
portanto, ndo deve haver altas concentracdoes de NFkB ativo. Isto leva a crer que o NFkB

ndo se transloca para o nicleo, uma vez que este deve ainda estar ligado ao IkB. Assim,
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provavelmente para os fibroblastos, a dose aplicada ndo induz inflamacdo de forma
significativa.

Nas células HaCaT (Figura 20B e 20D) a irradiagdo levou a reducao de 80 e 15% na
expressdo de NF«kB e p-IKKo/B, respectivamente. A reducdo de NFkB deveria estar
relacionada a um aumento de p-IKKa/, o que estaria indicando a translocacao do NFxB
ao nucleo. Esta constatacdo foi o oposto do esperado, tendo em vista que a literatura em
geral mostra um aumento nos marcadores de inflamacdo quando ocorre a exposicdo a
radiacdo UV. Contudo, Adachi e colaboradores (2003) demonstraram que as radiagdes
UVB e UVC podem ativar a via da JNK envolvida na ativacdo de NFkB, em queratindcitos
de pele humana. No entanto, os niveis de NFkB ativo s6 se alteraram com as radiagdes
UVB e UVC, nao sendo observada tal alteracio mesmo com doses altas de radiacdo UVA.
Isso mostra que talvez a resposta do NFkB a radiacdo dependa de caracteristicas inerentes

das linhagens celulares.
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Figura 20: Efeito da radiacdo UV A na atividade relativa das proteinas NFkB e p-IKKa/B:
Células (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram expostas a radiacio UVA (dose 5 J/cm?) ou
mantidas no escuro por 50 minutos (controle). Os valores foram expressos da andlise
densitométrica em relac@o ao ensaio controle, onde as células foram mantidas no escuro. Os
resultados representam as médias e desvio padrdao do experimento (* P < 0,05) e para todas
as amostras foram aplicados 75 pug de proteina. Expressao de NFxB e p-IKKa/p detectada
por immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT
expostas a radiacado UV A ou mantidas no escuro.
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4.5.2.2. Efeito da radiacdo e riboflavina sobre as células versus marcadores
moleculares de inflamacao.

Para o estudo do efeito da RF em combina¢do com a radiacdo utilizou-se como
controle as células que nao foram expostas nem a radiacdo e nem a RF.

Na Figura 21 € avaliada a expressdo das proteinas sobre a acdo somada da radiacao
UVA com a RF nos fibroblastos. Nas células BALB/c 3T3 (Figura 21A e 21C) nota-se que
tanto o aumento da expressao de NFkB como a reducio de p-IKKo/p ocorrido no controle
irradiado € semelhante ao apresentado nas concentragdes de 1,0 e 3,0 uM de RF. Sugerindo
que esse comportamento ndo € dependente da dose. Portanto nos fibroblastos a ativacdo do
NF«B nao depende da concentragdo de RF e nem da via que o p-IKKa/B leva a ubiquinagao
do p-IkBa. A relagdo NF«kB/p-IKKo/f aumentou com a irradiagdo e em concentragdes
baixas de RF. Somente na concentragdo de RF de 6,0 uM a relagdo NFxB/p-IKKo/f3
mostrou-se reduzida, sendo que nesse caso, 0 NFkB deve estar sendo translocado para o
nucleo. Assim, pode-se concluir que a RF ndo exerce efeito significante no processo
inflamatorio induzido pela radiacdo UV A, nas células BALB/c 3T3.

Na Figura 21B nota-se que nas células HaCaT a expressdo de NF«kB estd 75%
menor com a exposi¢do a radiacio UVA. Esse comportamento indica que para essa
linhagem celular a radiacdo talvez nao esteja induzindo o processo inflamatério. Ainda, tal
expressao se mostra aumentada quando as células sdo tratadas com a RF na concentracao
de 1,0 uM. Com o aumento da concentracdo da RF a concentragdo de NFkB diminuiu
proporcionalmente. Por outro lado, observa-se que na presenga de 1,0 e 2,5 uM de RF

ocorre aumento de mais de duas vezes na concentracdo de p-IKKo/p. Isto indica que a p-

IKKo/B deve estar fosforilando o IkBa e assim, o NFkB deve estar sendo ativado no
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citoplasma para translocar-se para o nucleo. Tal translocamento concorda com reducdo de
NF«xB observada nesses dois casos. Portanto, nas células HaCaT pode-se sugerir que a RF
estd causando aumento no processo inflamatdrio, provavelmente pela geracdo de ROS,

exceto para a concentragio 5,0 uM RF.
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Figura 21: Andlise densitométrica do efeito da RF na expressdo das proteinas NFkB e p-
IKKo/B das células expostas a radiacdo UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT
foram incubadas com RF em diferentes concentracdes e irradiadas por 50 minutos (dose de
5 J/em®). As células ndo tratadas com RF e ndo expostas a radiacgio UVA foram
consideradas controle. Os resultados representam as médias e desvio padrio do
experimento (* P < 0,05) e para todas as amostras foram aplicados 75 pg de proteina.
Expressdo de NFxB e p-IKKo/f detectada por immunoblotting dos extratos obtidos das
células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT expostas a radiagdo UV A na presenca ou auséncia
RF ou mantidas no escuro sem RF.
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4.5.3. Irradiacio com luz UVA em células versus marcadores moleculares de
senescéncia

Uma das manifestacdes de senescéncia € o acimulo de danos celular e tecidual.
Estes danos sado iniciados por estimulos endégenos e exdgenos, sendo o estresse celular um
exemplo de inducdo prematura da senescéncia celular. Condi¢Oes de estresse in vitro
podem ser geradas pela exposicao ao peréxido de hidrogénio (H,0O;) (Chen e Ames, 1994;
Frippiat et al., 2001), radiacdo UV (Rodemann et al., 1989) e quando as células estdo numa
mesma passagem por um longo periodo em cultura (Thomas et al., 1997). Nesta etapa do
trabalho foram avaliadas as expressdes da caveolina, p-21, o status de fosforilacdo da

caveolina e atividade das MMP-2 e MMP-9 como marcadores moleculares de senescéncia.

4.5.3.1. Efeito da radiacao em células versus marcadores moleculares de senescéncia

A Figura 22 mostra a expressdo das proteinas caveolina e p-caveolina (fosforilada
no residuo Tyr 14) nas linhagens celulares BALB/c 3T3 (Figura 22A e 22C) e HaCaT
(Figura 22B e 22D) frente a radiacdo UVA.

Nota-se que nas células BALB/c 3T3 tanto a caveolina total quanto a p-caveolina
(Tyrl4) estdo expressas em menor concentracdo quando comparados ao controle nado
irradiado e com o irradiado. Nas células HaCaT irradiadas ocorreu aumento na expressao
da caveolina total, porém redugdo na p-caveolina (Tyr 14) quando comparados o controle
ndo irradiado com o irradiado.

Nas Figuras 22A e 22B € possivel verificar que a razdao p-caveolina (Tyr 14):
caveolina total nas células irradiadas se encontra em niveis menores que as células
mantidas no escuro. Isto indica que a atividade da caveolina é reduzida quando as células

sdo expostas a radiacdo UVA. Embora fosse esperado aumento na expressao/ atividade da
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caveolina sob radiacdo UVA, uma vez que € sabido que tal exposicdo induz a senescéncia
celular, ndo foi possivel essa constatacio em nosso modelo. Talvez esse fato seja devido ao
tempo de recuperacdo que dura aproximadamente um ciclo celular, o que levaria a reducao
da expressdo dessa proteina. Dados de nosso grupo utilizando o modelo de inducdo de
estresse por peroxido de hidrogénio em células HaCaT, sem tempo de recuperacdo
mostraram que a expressdo de p-caveolina é aumentada nesta condi¢do. No entanto, esse

efeito necessita ser melhor elucidado.
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Figura 22: Efeito da radiacdo UVA na atividade relativa das proteinas p-caveolina e
caveolina: Células (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram expostas a radiacio UVA (dose 5
J/cm?) ou mantidas no escuro por 50 minutos (controle). Os valores foram expressos da
andlise densitométrica em relagdo ao ensaio controle, onde as células foram mantidas no
escuro. Os resultados representam as médias e desvio padrao do experimento (* P < 0,05) e
para todas as amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressdo de caveolina e p-
caveolina detectada por immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e
(D) HaCaT expostas a radiacdo UVA ou mantidas no escuro.

Outro marcador de senescéncia avaliado nesse trabalho foi a proteina p21, que é
uma importante proteina regulatéria do ciclo celular. A p21 é um inibidor de quinase

dependente de ciclina (CDKI), que se liga a complexos “ciclina-CDK” causando a parada

do ciclo celular na fase G1/S (Mattock et al., 2001).
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Nas Figuras 23A e 23C pode-se verificar que o nivel de p21 nos fibroblastos
praticamente dobrou quando comparadas as células mantidas no escuro com as expostas a
radiacio UVA. Iovine e colaboradores (2008) demonstraram em células de fibroblasto
humano, IMR-90, que os niveis de p21 aumentaram em doses de 5 e 10 J/cm?2. Porém, esses
pesquisadores observaram que o parimetro de senescéncia, SA [B-gal (atividade da B-
galactosidase associada a senescéncia), ndo apresentou aumento nesses niveis de radiacio
UVA. Ainda, Chen e colaboradores (2000) observaram que em células de fibroblasto de
pele humana (IMR-90) tratadas com 150 uM de H,0O, por 2 h e com tempo de recuperacio
de 20 h, apresentaram aumento dramatico de p2l. Além disto, os mesmos autores
mostraram que nessas mesmas condi¢Oes, caracteristicas morfolégicas de células em
senescéncia surgiram apenas apds uma semana. Assim, mesmo que tenhamos observado o
aumento de p21, com o tempo de recuperacdo de 22 h talvez ndo seja possivel observar o
parametro de senescéncia aumentado. Esses estudos concordam com nossos resultados,
onde observamos o aumento de p21 porém, o pardmetro de senescéncia utilizado p-
caveolina/caveolina mostrou-se reduzido. Assim, podemos concluir que para 0 nosso
modelo de células BALB/c 3T3, a radiacio UVA ativa a cascata de sinalizacdo para a

parada do ciclo celular, mas ndo induz senescéncia.
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Figura 23: Efeito da radiacio UVA na atividade relativa da proteina p-21: Células (A)
BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram expostas a radiagio UVA (dose 5 J/cm?) ou mantidas no
escuro por 50 minutos (controle). Os valores foram expressos da andlise densitométrica em
relagdo ao ensaio controle, onde as células foram mantidas no escuro. Os resultados
representam as médias e desvio padrdo do experimento (* P < 0,001) e para todas as
amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressiao de p-21 detectada por
immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT expostas a
radiagdo UVA ou mantidas no escuro.

Por outro lado, nos queratindcitos (Figura 23B e 23D), o nivel de p21 diminui
significativamente, quando comparadas as células expostas a UVA com as células mantidas

no escuro. Talvez esse fato seja devido ao tempo de recuperacdo, que dura
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aproximadamente um ciclo celular, pois segundo alguns pesquisadores, p21 € degradada
ap6s a irradiacdo com luz UV (Soria et al., 2008).

Lee e colaboradores (2006) demonstraram que em células epiteliais da retina, RPE,
o aumento do tempo de recuperacdo apés irradiacdo como UV, o p21 é reduzido
drasticamente nesta linhagem. Ainda, Lewis e colaboradores (2008) constataram que em
cultura priméria de queratindcitos humanos, sem o receptor de insulina do tipo fator de
crescimento 1 (IGF-1R), a expressdo de p21 decresce com aumento do tempo de
recuperagdo, quando utilizada uma dose de 400 J/m? de radiacdo UVB. Outro dado obtido
pelo nosso grupo, mostrou que em modelo de estresse oxidativo causado por peréxido de
hidrogénio, utilizando células HaCaT, sem o tempo de recuperacdo, os niveis de p21 se
mostraram aumentados. Assim, podemos concluir que a redugdo de p21 apds a irradiagdao

pode ser devida a sua degradacdo nesta linhagem celular.

4.5.3.2. Efeito da riboflavina e radiacio UVA sobre as células versus marcadores
moleculares de senescéncia

As Figuras 24 A e 24C mostram uma comparacao da acdo da RF sob radiagdo UVA
nas células BALB/c 3T3. Na concentracao de 1,0 uM observa-se que os niveis de caveolina
e p-caveolina diminuem tanto em relacio ao controle irradiado como ao controle no escuro,
sugerindo uma acgdo protetora nessa concentragdo. Volonte e colaboradores (2002)
demonstraram que 300 puM de quercetina ou de vitamina E (ambos com propriedades
antioxidantes), previnem, com sucesso, a inducdo de estresse oxidativo. Esses
pesquisadores utilizaram células NIH3T3 e induziram o estresse através de incubagdo com
150 uM H,0,, por 2 h. Eles detectaram senescéncia prematura nas células, sendo que a

expressao de caveolina sé foi observada a partir do terceiro dia de recuperacao.
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Nota-se ainda, nas Figuras 24A e 24C que ocorreu aumento no nivel da razdo p-
caveolina:caveolina, em concentracdes mais altas de RF, superando os niveis do controle
no escuro. O aumento na atividade da caveolina sugere que a partir da concentracao de 3,0

puM, a RF pode estar auxiliando no processo de senescéncia prematura nos fibroblastos.
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Figura 24: Efeito da RF na expressdao das proteinas caveolina e p-caveolina das células
expostas a radiacdo UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram incubadas
com RF em diferentes concentracdes e irradiadas por 50 minutos (dose de 5 J/cm?). As
células ndo tratadas com RF e expostas a radiacio UVA foram consideradas controle. Os
resultados representam as médias e desvio padrao do experimento (* P < 0,05) e para todas
as amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressdo de p-caveolina e caveolina
detectada por immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D)
HaCaT expostas a radiacdo UV A na auséncia ou presenca RF.
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Nas células HaCaT (Figura 24B e 24D) os niveis de caveolina permaneceram
constantes nas concentragdes mais baixas, aumentando somente na concentragdo de 5,0 uM
de RF (ICsp). Os niveis de p-caveolina e da razdo p-caveolina/caveolina estdo aumentados
em todas as amostras que foram tratadas com RF quando comparadas ao controle irradiado.
Ainda, na concentragdo de 5,0 uM, o nivel de p-caveolina/caveolina se mostrou
significantemente maior do que o controle no escuro. Isto indica que a RF irradiada com
UVA nas células HaCaT induz senescéncia nessas células mesmo em concentracio mais
baixa.

As Figuras 25A e 25C mostram que nas células BALB/c 3T3, os niveis de p21
diminuem com aumento da concentracdo de RF, retornando a valores proximos ao do
controle no escuro na maior concentracao de RF (6,0 uM). Volonte e colaboradores (2002)
demonstraram em células de fibroblastos de embrido de rato, que uma alta expressdo de
caveolina leva a parada do ciclo celular na fase Gy/G;. Tal processo ocorre através da
ativacdo da via p53/p21, indicando a importancia da caveolina na parada do crescimento
celular. Portanto, uma vez que, tanto os niveis de caveolina (Figura 24A) como os de p21
(Figura 25A) se encontram abaixo do controle, para a concentragdao de RF de 1,0 uM, pode
se sugerir que a RF neste caso pode estar protegendo os fibroblastos da senescéncia
prematura.

Nas células HaCaT ocorre o oposto dos fibroblastos, como mostrado nas Figuras
25B e 25D. A irradiagdo com UVA leva a reducdo de p2l e a exposi¢do a RF causa
aumento de p21 dependente da dose. Esta informacdo indica que para os queratindcitos a
presenca da RF em doses subcitotoxica, quando os mesmos sio irradiados, leva a

senescéncia prematura.
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Figura 25: Anélise densitométrica do efeito da RF na expressdao da proteina p-21 das
células expostas a radiacdo UVA: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram
incubadas com RF em diferentes concentracdes e irradiadas por 50 minutos (dose de 5
J/em®). As células ndo tratadas com RF e expostas a radiacio UVA foram consideradas
controle. Os resultados representam as médias e desvio padrao do experimento (* P < 0,05)
e para todas as amostras foram aplicados 75 pg de proteina. Expressdo de p-21 detectada
por immunoblotting dos extratos obtidos das células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT
expostas a radiacio UV A na auséncia ou presenca RF.

Para finalizar o estudo da senescéncia, as MMP foram estudadas. As MMPs fazem
parte de uma familia de endopeptidases dependentes de zinco e sdo capazes de degradar
componentes da matriz extracelular como coldgeno, gelatina e fibronectina, levando ao

envelhecimento da pele.
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A MMP-2 de massa molar proxima a 72 kDa e a MMP-9 a 92 kDa foram analisadas
através de zimografia. Na Figura 26 foi feita comparacdo entre as células que foram
expostas a RF e mantidas no escuro com células expostas a RF e irradiadas com luz UVA.
De forma geral, € possivel observar que nos fibroblastos (Figura 26C) a atividade da MMP-
2 ¢ maior que da MMP-9, enquanto nos queratinécitos (Figura 26D) nota-se o oposto. Este
comportamento indica que existe uma diferenca inerente entre as linhagens, independente
do tratamento a que foram submetidas. A dose de radiacdo UVA aplicada nas células
BALB/c 3T3 causou leve aumento de MMP-2 e pequena reducdo de MMP-9. No caso das
HaCaT observa-se leve aumento nas duas MMPs, como esperado. Rittie e Fisher (2002)
observaram em pele humana in vivo, que a radiacdo UV induz a expressio de MMP-1,
MMP-3 e MMP-9. Steinbrenner e colaboradores (2003) mostraram, através de Western
blotting e zimografia, que em queratindcitos humanos, NHEK, a atividade de MMP-2 e
MMP-9, apés 24 h de recuperacgdo, sao dependentes da dose de radiacio UVA, sendo que o
aumento da atividade das MMPs € inversamente proporcional ao aumento da dose de
irradiacilo UVA. Os mesmos autores estudaram o efeito da radiacio UVA em
queratinécitos HaCaT, utilizando zimografia, e observaram atividade da MMP-2 porém, a
atividade ndo é afetada com aumento da dose de radiacdo UVA aplicada. Xiao-Young e
Zhi-Gang (2006) demonstraram que a radiacdo UVB, nas células HaCaT, aumentou a
expressao de MMP-1. Ainda, estes pesquisadores detectaram que paralelamente ao
aumento da MMP-1 ocorre aumento da MMP-9, uma vez que esta degrada fragmentos de
coldgenos gerados pelas colagenase (MMP-1), caracterizando uma relacdo direta entre as

MMPs
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Figura 26: Efeito da RF nas metaloproteinases 2 e 9 das células expostas a radiacdo UVA
ou mantidas no escuro: As linhagens (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT foram incubadas com
RF em diferentes concentragdes por 1 h e irradiadas (dose de 5 J/cm?) ou mantidas no
escuro por 50 minutos. Os resultados representam as médias e desvio padrao do
experimento (* P <(,05). A imagem obtida dos géis demonstrando a expressao das MMP-2
e MMP-9 detectada pelo meio completo das células (C) BALB/c 3T3 e (D) HaCaT apds 22
h de recuperacdo.

Nas células BALB/c 3T3 (Figuras 26A e 26C), a radiacio UVA ndo apresentou
atividade aumentada da MMP-2 quando comparada com o controle. Isto vem de encontro
com o resultado observado por Oh e colaboradores (2004), onde a atividade da MMP-2
mostrou-se aumentada apenas em doses acima de 10 J/cm? de radiacio UVA, em
fibroblastos humanos. Assim, podemos concluir que, nas células BALB/c 3T3 a dose de

radiagdo UVA utilizada ndo induz o aumento na atividade das MMPs, enquanto nas células

HaCaT, foi observado tal aumento.
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A riboflavina ndo causou efeito significativo na atividade de MMP-2 nas células de
queratindcitos € MMP-9 nas células de fibroblastos quando comparadas com o controle
irradiado. Tal constatacdo significa que a atividade das MMPs apresentadas se deve
somente ao efeito da radiacdo e ndo da RF. Por outro lado, a MMP-9 na HaCaT e MMP-2
na BALB/c 3T3 apresentaram aumento com a exposi¢ao das células a RF, com excec¢do da
concentracdo do ICsp nos queratindcitos.

Ao comparar a acdo da RF somada a radiacdo em relacdo as células mantidas no
escuro, pode-se notar que nas células BALB/c 3T3, a atividade das MMP-9 foi reduzida
sugerindo novamente, acao protetora em baixa concentracao de RF. Hantke e colaboradores
(2002) demonstraram que a vitamina E promove diminuicao da atividade de MMPs, apds a
exposicao a radiagdo UVA em células de fibroblastos originadas de pele humanas (HDF).
Os mesmos autores demonstraram uma redu¢do da MMP-1 e MMP-2 quando as HDF
foram expostas a radiacdo UVA e vitamina C. Pacheco-Palencia e colaboradores (2008)
relataram que em fibroblastos de pele humana, SKU-1064 exposto a radiacdio UVB com
dose de 60 mJ por 1 min, e posteriormente tratadas com extrato de Pomegranata (Punica
granatum L.) levou a diminui¢do na expressao de MMPs, MMP-1 e MMP-13, sendo essa
resposta dependente de dose. Assim, quanto maior a concentracdo do extrato, menor a
expressao destas MMPs apresentando comportamento protetor contra a senescéncia. Assim,
estes resultados unidos ao resultado do efeito de redugdo da atividade da caveolina, nas
concentracdes mais baixas de RF, sugerem efeito antioxidante da RF nessas condi¢des.

Nos queratindcitos a atividade das MMPs estd aumentada quando a riboflavina foi
irradiada, com exce¢do da concentragao de 5,0 uM de RF, onde a MMP-9 retorna aos
valores de atividade préximos ao controle. A MMP-2 apresentou-se com valores muito

proximos aos valores obtidos com a irradiacdo, independente da presenca da RF. Portanto,
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a presenca desta vitamina parece ndo alterar a atividade desta MMP. A presenca da RF
causou aumento na atividade da MMP-9, em baixas concentracdes, sendo observado
retorno aos valores proximos do controle na maior concentracdo estudada. Steinbrenner e
colaboradores (2003) demonstraram que nas células de queratindcitos humanos, NHEK, a
atividade MMP-9 e MMP-2 diminuiram quando 50 mM de azida de sédio durante a
irradiacdo UVA.

Os esquemas 4 (BALB/c 3T3) e 5 (HaCaT) mostram de forma ilustrativa as
respostas que as linhagens apresentaram quando foram expostas a radiacdo UVA (dose 5

J/cm?) somada a doses de ICsy da RF.
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Esquema 4: Efeito da RF 6,0 uM associado a dose de 5 J/cm? de radiagdo UV A nas células
BALB/c 3T3. Os marcadores de apoptose mostraram que a via extrinseca ndo estd ativa,
uma vez que os niveis de capase 8 estdo baixos. Contudo, a via intriseca estd ativa,
relacionada aos altos niveis de caspase 3 e da relacdo Bax/Bcl-2, indicando uma alteracio
na permeabilidade da membrana mitocondrial. Apesar desta caracteristica, o AIF ndo esta
presente em niveis maiores no citoplasma quando comparado com o controle. Os
marcadores de senescéncia indicam um aumento de p-caveolina que pode estar associado
com a parada do ciclo celular. A MMP-2 se mostrou com atividade alta indicando
degradacdo de coldgeno, apesar da MMP-9 e p-21 ndo apresentarem alteracdo nas
condi¢Oes experimentais, indicando um processo de senescéncia precoce. Os marcadores de
inflamacao indicam que o aumento do processo inflamatério induzido pela radiagdo UVA
nao ¢ significativamente afetada pela presenca de RF.
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Esquema 5: Efeito da RF 5,0 uM associado a dose de 5 J/cm? de radiagdo UVA nas células
HaCaT. Os marcadores de apoptose demonstraram que a via extrinseca e intriseca estdao
ativas, uma vez que os niveis de capase-8, -3, relacdo Bax/Bcl-2 e AIF estdo aumentados.
Os marcadores de senescéncia indicam um aumento de p-caveolina e p21 que estdo
associados com a parada do ciclo celular. As MMPs-2 e -9 se mostraram com atividade alta
indicando degradacdo de coldgeno, situagdes que indicam um processo de senescéncia
precoce. Os marcadores de inflamagao indicam um aumento nos niveis de p-IKKa/p que
leva a fosforilagdo de IkB liberando o NFkB que diminui os seus niveis no citoplasma
sendo provavelmente translocado para o nicleo onde atuard como fator de transcricao
génica.
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4.6. Incorporacao e liberacao da riboflavina a partir dos hidrogéis de F-127.

Hidrogéis do copolimero em bloco F-127 apresentam transicao de estado sol<>gel
reversivel, o que permite que uma solucao fria flua sobre a pele recobrindo-a perfeitamente
e produzindo um gel ndo-oclusivo a temperatura corpérea. Estes hidrogéis absorvem a
secre¢do de glandulas sudoriparas e apresentam boa tolerancia local mesmo no tratamento
de queimaduras (Dumortier et al., 2006). Essas propriedades tornam interessante o uso
desses hidrogéis em formulag¢des para uso tépico.

A incorporacdo da RF foi feita por simples mistura da solu¢do contendo RF com
solucdes contendo o copolimero em bloco F-127 em baixa temperatura (cerca de 2°C), para
manutencdo de sua forma liquida. A transi¢do sol<>gel ocorre entre 27 e 37 °C dependendo
da concentragdo do F-127. A formacao de hidrogéis de F-127 se baseia na propriedade de
auto-associacdo que este surfactante apresenta. As unidades de 6xido de etileno (OE)
apresentam alta solubilidade em dgua enquanto as unidades de 6xido de propileno (OP)
mostram-se praticamente insoluveis (Hvidt, 1996). Assim, ocorre formagdo de micelas com
interior hidrofébico composto por unidades OP e uma coroa hidrofilica composta por
unidades de OE. Essas micelas podem se organizar formando estrutura cubica (Wanka et
al., 1994) com as micelas nos vértices do cubo, formando entre as micelas “canais de dgua”
onde o microambiente dever ser mais proximo ao da agua (Gilbert et al., 1986). Nas nossas
condi¢cOes experimentais a concentragdo do F-127 foi variada de 20 a 35 % m/m. De acordo
com as propriedades do hidrogel, espera-se que a RF se localize nos canais de dgua e seja
liberada por simples difusdo através do hidrogel.

A confirmacdo da localizagdo da RF foi feita por espectro de absor¢dao no UV/Vis.

Na literatura, a descri¢do do espectro de absor¢do da RF atribui todas as bandas a transi¢io
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n—n* porém, Heelis (1982) relata que a banda em A em 374 nm ndo foi prevista por

cdlculos de orbitais moleculares e cédlculos por método semi-empirico sugerem alguma

mistura com a transicdo n—n*. Essa transicdo permitiria que essa banda fosse sensivel a

alteracodes de polaridade do solvente. De fato, a Figura 27 mostra que a RF em etileno glicol

apresenta deslocamento de cerca de 10 nm na banda na regido de 374 nm, em comparacao

com a RF dissolvida em dgua. A comparagdo entre os espectros em alguns solventes com

polaridades diferentes mostra que a RF no hidrogel ndo apresentou deslocamento da banda

em 374 nm nem alteracdo no espectro de fluorescéncia, confirmando que a RF se localiza

na por¢ao aquosa do hidrogel.
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Figura 27: Espectro de absor¢do (A) e fluorescéncia da riboflavina (B) dissolvida em
solventes de polaridades diferentes. A RF foi excitada com luz em 444 nm.

A caracterizagdo espectral no UV/Vis foi feita em diferentes concentracdes de RF e

do F-127 e a absortividade molar (g) foi calculada de acordo com a Lei de Beer-Lambert

(A=ebC(C), como mostrado na tabela 3.
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Tabela 3: Absorbitividade molar da RF e do F-127

Composto Comprimento de onda (nm) Absortividade molar (L.mol'l.cm'l)
F-127 209 1,1
277 1,768 x 102
266 2,223 x 102
Riboflavina 374 7,633 x 103
446 9,347 x 103

Posteriormente, foram feitos testes de liberagdo de RF in vitro utilizando o modelo
sem membrana a 37°C, a partir de formulacdes contendo 1 e 10 uM de RF (Figuras 28A e
28B, respectivamente) e F-127 variando de 25, 30 e 35% m/m. Os acompanhamentos da
liberacdo de RF foram realizados a cada uma hora durante as 6 primeiras horas, utilizando

espectrofotometro no UV/Vis.
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Figura 28: Perfil de liberacdo da RF: A riboflavina liberada nas diferentes concentracdes
da formulagdo contendo riboflavina na concentragdo de 1 uM (A) e 10 uM (B). A RF foi
liberada em 1,0 mL de PBS a 37°C, em cada tempo foi retirada toda a solucao e substituida
por 1,0 mL de tampdao PBS novo. Experimentos foram realizados em triplicata e os
resultados representam as médias e desvio padrao do experimento.

Nas Figuras 28A e 28B, pode-se observar que as porcentagens de RF liberada
variando-se a concentracdo dos hidrogéis apresentam perfis semelhantes. A riboflavina
liberada apos 6 h foi de aproximadamente 40% para as formulagdes com 1,0 pM de RF e
50% para as de 10,0 uM. No tempo experimental de fototoxicidade de 1h 50min, a
concentracdo de RF liberada foi de aproximadamente 2,5uM para as formulacdes contendo
10uM de riboflavina. Assim, a formulagdo ideal de riboflavina em hidrogel de F-127, para
os proximos experimentos foi determinada em fun¢do da concentragdo necessdria para que
se obtenha uma concentracio de riboflavina livre subletal, com potencial de uso
terapéutico. Portanto, foi escolhido o gel de 25% pois as concentragdes escolhidas variam

de 1,0 a 6,0 uM no intervalo de tempo de 1 h e 50 min, correspondente ao tempo de

tratamento do teste de fototoxicidade.
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4.7. Avaliacao da citotoxicidade do F-127 pela reducao do MTT e captacao do VN.

A Figura 29 mostra a citotoxicidade do F-127 determinada pela redu¢do do MTT e
captacao do VN. O tratamento foi de 24 h, com diferentes concentragdes, utilizando células
BALB/c 3T3 e HaCaT. A linhagem celular BALB/c 3T3 se mostrou mais sensivel a
presenca do copolimero F-127 (Figura 29A) do que os queratindcitos (Figura 29B). Nota-se
também que em ambas as linhagens ocorre reducdo de viabilidade de aproximadamente
40%, nao atingindo um ICsyp. Outros estudos terdo que ser realizados para definir o

mecanismo molecular da toxicidade do F-127.
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Figura 29: Avaliacdo da citotoxicidade do hidrogel F-127 em células BALB/c 3T3 e
HaCaT: As células BALB/c 3T3 (A) e HaCaT (B) foram tratadas com diferentes
concentragdes de hidrogel F-127 por 24 h. Os valores foram expressos em porcentagens de
redu¢do de MTT (-M-) e captacdo de VN (-e-) em relacdo ao ensaio controle, onde as
células ndo foram expostas ao hidrogel. O experimento foi realizado em placas de 96 pocos
e os resultados representam as médias e desvio padrao do experimento.
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Figura 30: Avaliagdo da citotoxicidade do hidrogel F-127 em células BALB/c 3T3 e
HaCaT: As células BALB/c 3T3 (A) e HaCaT (B) foram tratadas com diferentes
concentracdes de F-127 diluidos em meio completo (-H-) e PBS-Ca* (-e-) por 1h50min.
Os valores foram expressos em porcentagens de captacdo de VN em relacdo ao ensaio
controle, onde as células ndo foram expostas ao hidrogel. O experimento foi realizado em
placas de 96 pocos e os resultados representam as médias e desvio padrao do experimento.
Além do tempo de tratamento de 24 h, foi avaliada a citotoxicidade por captagdo do
VN do F-127 no tempo de 1 h 50 min, uma vez que este foi o tempo de tratamento do
experimento de fototoxicidade. Os ensaios foram realizados em meio completo e PBS-Ca™,
como se observa na Figura 30. Neste tempo de exposi¢cdao de 1 h 50 min, ndo se verificou
reducdo de viabilidade das células estudadas (Figura 30A e 30B). De fato, a literatura
mostra que o copolimero F-127, nas concentracoes entre 20- 35%, pode ser utilizado como

sistema de transporte de farmacos oftalmoldgicos (Bochot et al. 1998; Desai e Blanchard,

1998), parenteral (Paavola et al. 1995; Wang e Johnson, 1995), percutaneo (Tobiyama et al.
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1994; Suh ef al., 1997; Lee et al. 1997) e subcutaneo (Barichello et al. 1999), mostrando-se
atoxico.

Além do F-127 foi verificada também, a citotoxicidade do conservante uréia
imidazolidina (Figura 31), no tratamento de 1 h 50 min. Tanto as células BALB/c 3T3
como as HaCaT se mostraram sensiveis e foi observada reducdo de viabilidade, com o

valor de ICsy de 0,1% em ambas as linhagens celulares.
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Figura 31: Avaliacdo da citotoxicidade do uréia imidazolidina em células BALB/c 3T3 e
HaCaT: As células BALB/c 3T3 (A) e HaCaT (B) foram tratadas com diferentes
concentracdes do uréia imidazolidinila diluidos em meio completo (-H-) e PBS-Ca* (-o-)
por 1 h 50minutos. Os valores foram expressos em porcentagens de captacdo de VN em
relacdo ao ensaio controle, onde as células ndo foram expostas a uréia imidazolidina. O
experimento foi realizado em placas de 96 pocos e os resultados representam as médias e
desvio padrao do experimento.
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A partir dos resultados mostrados nas Figuras 26 a 28 foi determinada a formulacao
de trabalho constituida de 25% de copolimero F-127 e 0,01% de conservante uréia

imidazolidina.

4.8. Avaliacao da fototoxicidade dos hidrogéis do F-127.

4.8.1. Avaliacao da fototoxicidade através da captacao do VN.

O efeito do F-127, somado a radiacdo UV A na viabilidade celular foi avaliada nas
células BALB/c 3T3 e HaCaT, nas concentracdes de 0,01 a 10%. A Figura 32 mostra que
F-127 apresenta-se ndo citotéxico, porém, quando irradiado foi possivel observar
fototoxicidade. Neste caso obtiveram-se os valores de ICsy da curva de fototoxicidade,

sendo este igual a 10% para as duas linhagens.
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Figura 32: Avaliacdo da citotoxicidade e fototoxicidade do F-127: As células (A) BALB/c
3T3 e (B) HaCaT foram tratadas com concentragdes diferentes de por 1h e (-e-) foram
expostas a radiacdo UVA (dose 5 J/cm?) ou (-B-) mantidas no escuro por 50 minutos. Os
valores foram expressos em porcentagens de captacio de VN em relacdo ao ensaio
controle, onde as células ndo foram expostas ao F-127. O experimento foi realizado em
placas de 96 pocos e os resultados representam as médias e desvio padrdao do experimento.

Assim o valor de PIF foi determinado de acordo com a equagdo 2:

_C,..(-UVA)
IC.,(+UVA)

(equacdo 2)

O valor do PIF para as células BALB/c 3T3 e HaCaT foi 1, sendo entdo considerado
que o F-127 ndo € fototéxico (PIF<I). Apesar de ser classificado como nao-fototéxico pelo
PIF foi identificado o valor do ICsj sendo, portanto o F-127 fototéxico.

A seguir, foi realizado o teste de fototoxicidade com o conservante, uréia
imidazolidina (UI) (Figura 33). Os valores de ICsy foram determinados para as células

BALB/c 3T3, 1C5)=0,08% (Figura 30A) e HaCaT, ICso= 0,1% (Figura 30B). Em relacdo a

fototoxicidade, as células BALB/c 3T3 se mostraram mais sensiveis e foi determinado o
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valor de ICs50=0,2%. As células HaCaT se mostraram mais resistentes e até a concentracao
testada, ndo foi possivel determinar o valor do ICsy. Poucos dados sdo encontrados na
literatura em relacdo a toxicidade desse conservante. Placzek e colaboradores (2004)
observaram que a Ul ndo apresenta fotohemolise significante. Uma vez obtidas as curvas de
cito e fototoxicidade, foram feitos os cdlculos de PIF. A equacdo 1 foi utilizada para as
células BALB/c 3T3 e a equacdo 2 para as células HaCaT, sendo que os valores obtidos

classificam o conservante como nao fototoxico.
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Figura 33: Avaliacdo da citotoxicidade e fototoxicidade da UI: As células (A) BALB/c
3T3 e (B) HaCaT foram tratadas com concentracdes diferentes do uréia imidazolidina por
1h e (-e-) foram expostas a radiagdo UVA (dose 5 J/cm?) ou (-M-) mantidas no escuro por
50 minutos. Os valores foram expressos em porcentagens de captacdo de VN em relagcdo ao
ensaio controle, onde as células ndo foram expostas ao conservante. O experimento foi
realizado em placas de 96 pocos e os resultados representam as médias e desvio padrao do
experimento.
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Assim, tanto o F-127 quanto o conservante apresentaram valor de PIF, como
mostrado na tabela 4 que os classificam como ndo-fototoxicos. Isto representa uma

caracteristica importante para o preparo de formulacdes para uso terapéutico.

Tabela 4: Valores de ICs e PIF para o hidrogel e conservante.

Composto BALB/c 3T3 HaCaT
ICs ICs PIF ICs ICs PIF
(-UVA) | (+UVA) (-UVA) | (+UVA)
F-127 10% 10% 1 10% 10% 1
Uréia 0,1% 0,2% 2 0,1% 0,2% 2
Imidazolidina

4.9. Avaliacao da fototoxicidade dos hidrogéis de F-127 contendo riboflavina.

Para avaliacio da fototoxicidade do hidrogel contendo riboflavina frente as
linhagens celulares foram utilizadas placas com “transwell” com “inserts” de 6,5mm de
didmetro, membrana de policarbonato com poros 8,0 um de diametro. Este sistema permite
que ocorra liberacdo continua da RF durante a 1h e 50 min, que foi o tempo de exposi¢ao

padrdo utilizado para os testes de fototoxicidade.

4.9.1. Liberacao da riboflavina a partir dos hidrogéis de F-127.

Foram feitos testes de liberacdo da RF in vitro utilizando o modelo com membrana
(“transwell”), a partir de formulagdes contendo 0,5 a 100 uM de RF (Figura 34) e 25%
m/m de F-127. Neste ensaio, a RF liberada das formulacdes ao final de 1 h 50 min foi

determinada utilizando espectrofotometro no UV/Vis.
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A partir desse resultado e os resultados obtidos com o teste de fototoxicidade da RF,
Figura 8, pode-se selecionar as concentracdes de trabalho de RF a serem estudadas no teste

de fototoxicidade com o hidrogel contendo RF.

Riboflavina liberada (uM)
w
1
-
\

o
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Riboflavina contida no hidrogel F-127 25% (uM)

o

Figura 34: Perfil de liberacdo da RF na “transwell”: A riboflavina liberada no hidrogel F-
127 25% contendo riboflavina na concentragdo de variando de 0,5 a 100 uM. A
concentracdo de RF liberada em 1,0 mL de PBS foi determinada ao final de 1h e 50 min. O
experimento foi realizado em triplicata e os resultados representam as médias e desvio
padrdo do experimento.

Além da RF foi verificado também o quanto de F-127 estava sendo liberado
utilizando-se a “transwell”. Assim, para a soluc¢do tampdo de PBS-Ca®*, apés 1h 50 min, foi

liberada uma média 1,75% + 0,08 de F-127 sendo essa uma concentracgio atdxica.
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4.9.2 Efeito da radiacao UVA nas solucoes contendo RF e F-127.
Para a avaliacdo do efeito da radiagio UVA na solucdo liberada do hidrogel foi
coletada a solu¢cdo sobrenadante, onde a RF foi liberada durante 1h e 50 min e feita a

irradiacdo dessa soluc@o por 50 min. Os espectros foram obtidos em intervalos de 10 min

(Figura 35).
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Figura 35: Caracterizacdo espectral da RF liberada do hidrogel F-127 25% da “transwell”
em tampao PBS-Ca™* por 1 h e 50 min sendo posteriormente irradiada e analisada a cada 10
min. (A) com o branco sendo o PBS-Ca?" e (B) o branco sendo o liberado do hidrogel F-
127 25% sem RF no PBS-Ca™".

Na Figura 35A € possivel observar que irradiacio com UVA causa pequena
alteracdo no espectro do F-127, indicando que mesmo que o copolimero ndo apresente

fototoxicidade, ocorre fotodecomposicao em alguma extensdo. A Figura 35B mostra que

mesmo na presenca do F-127 ocorre fotodecomposi¢do da RF, como ja caracterizado na
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Figura 3. Inicialmente, observam-se os 4 picos caracteristicos da RF na solucdo que nao foi
irradiada e, com a irradiag@o, ocorre o surgimento de um pico em 209 nm além de uma
banda larga com Ap3=314 nm e um ombro discreto em A=260 nm. O ombro em A=260nm
pode estar relacionado com a formagao dos fotoprodutos como se pode observar na Tabela

1 e Figura 4.

4.9.3. Fototoxicidade da riboflavina liberada a partir dos hidrogéis de F-127

Para a avaliacdo da fototoxicidade da RF liberada a partir dos hidrogéis de F-127 foi
utilizado o sistema “transwell”. Foi verificado a fototoxicidade da solucdo liberada do
hidrogel F-127 25% m/v em diferentes concentracdes de RF através da “transwell’ por 1h e
50 min conforme a Figura 36, além da fototoxicidade da formulagdo na “transwell” (Figura

37).
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Figura 36: Avaliacdo da citotoxicidade e fototoxicidade da soluc¢do liberada do hidrogel F-
127 25% em diferentes concentragdes de RF: As células (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT
foram tratadas por 1 h com a solucdo tampdo PBS-Ca®* onde a RF contida no hidrogel F-
127 25% m/m foi liberada por 1 h 50 min e (-e-) foram expostas a radiacio UVA (dose 5
J/cm?) ou (-M-) mantidas no escuro por 50 minutos. Os valores foram expressos em
porcentagens de captacdo de VN em relacdo ao ensaio controle, onde as células ndo foram
expostas ao conservante. O experimento foi realizado em placas de 96 pocos e os resultados
representam as médias e desvio padrao do experimento.

Na Figura 36 foi possivel verificar que a solugdo liberada da formulacao, durante 1h
e 50 min utilizando a “transwell”, ndo apresentou fototoxidade nas concentracdes testadas.
Assim, como se pode notar, em nenhuma condic¢ao foi possivel determinar o valor de ICsy.
Para esta situacdo o valor do PIF foi calculado de acordo com a equacdo 3, sendo

considerada ndo fototoxica.

_ Cma’x (_UVA)
C,..+UVA)

PIF =1 (equacdo 3)
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Através da comparacdo entre as Figuras 8 e 36, pode-se observar que o F-127 reduz
a fototoxicidade da RF, embora ocorra a formac¢dao dos fotoprodutos como observado na
Figura 35. Assim, quando a RF estd sozinha na solucdo o valor de ICs foi de 6,0 e 5,0 uM
para as células BALB/c 3T3 e HaCaT respectivamente, enquanto a RF liberada da
formulacao ndo apresentou valor de ICsy nas condicoes estudadas.

Porém, quando foi feita a irradiacdo do sistema completo, como mostra o esquema
3, para as diferentes concentracdes de RF no hidrogel F-127 25% m/v foi verificada a

fototoxicidade, como mostra a Figura 37.

UV
Hidrogel contendo RF

Esquema 6: As formulacdes de hidrogéis contendo RF foram avaliadas utilizando placas
“transwell insert”, onde as amostras serdo colocadas na parte superior da placa, separadas
do meio celular por uma membrana. Todo o sistema foi irradiado.

Nas células BALB/c 3T3 (Figura 37A) foi determinado o valor de ICsode 5,0 uM de
RF e nos queratindcitos (Figura 37B) de 6,3 uM de RF e ndo foi observada citotoxicidade.

Assim o valor do PIF para esta situacdo foi calculado de acordo com a equagdo 2, sendo

ambos considerados fototéxicos porque o valor do PIF foi >1.

_C,..(-UVA)
IC,(+UVA)
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Figura 37: Avaliacdo da citotoxicidade e fototoxicidade da soluc¢do liberada do hidrogel F-
127 25% em diferentes concentragdes de RF: As células (A) BALB/c 3T3 e (B) HaCaT
foram tratadas com a solucdo tampdo PBS-Ca®* onde a RF contida no hidrogel F-127 25%
m/m foi liberada por 1h da “transwell” e (-e-) foram expostas a radiacio UVA (dose 5
J/cm?) ou (-M-) mantidas no escuro por 50 minutos, com a “transwell”. Os valores foram
expressos em porcentagens de captacio de VN em relagdo ao ensaio controle, onde as
células ndo foram expostas a formulacdo com RF. O experimento foi realizado em placas
de 24 pocos com transwell e os resultados representam as médias e desvio padrdo do
experimento.

Na tabela 5 € possivel verificar os valores de PIF da solugdo liberada da formulagao

e da formulagdo na “transwell”.
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Tabela 5: Valores de ICsg e PIF para a formulagao.

Composto BALB/c 3T3 HaCaT
ICso ICso PIF ICs ICso PIF
(-UVA) | (+UVA) (-UVA) | (+UVA)
Solucdo 6,5 6,5 1 6,5 6.5 1
liberada da
formulacao
Formulagao 6.5 5,0 1,3 6,5 6,3 1,01

Finalmente, foi feita comparagdo entre as curvas de fototoxicidade obtidas através
da irradiacdo da RF em solucdo de PBS-Ca**, RF liberada do hidrogel (através do sistema
com membrana) e RF na presenca do hidrogel (com a irradiacdo do sistema completo). A
Figura 38 demonstra as curvas de fototoxicidade das situacdes estudadas. Nas células
BALB/c 3T3 (Figura 38A) a curva que apresentou maior fototoxicidade foi a RF na
presenca do hidrogel F-127 25% m/v, enquanto que na HaCaT (Figura 38B) o perfil das
condi¢des ndo se alterou muito. Em nenhuma das situacdes foi observada citotoxicidade
(auséncia de radiacdo UVA) significativa. Contudo, quando o sistema completo foi
irradiado, o valor de ICsy foi préximo ao da RF com PBS-Ca’". Ou seja, neste caso nao foi
possivel observar o efeito do F-127. Neste caso, a geracdo de ROS pode ter sido maior,
uma vez que, a concentragdo de RF no hidrogel foi bem maior (100 uM) que na solugdo
liberada (da ordem 6,0 uM). Assim, o efeito de reducdo de fototoxicidade observada devido

a presenga de F-127 na solu¢@o nao pode ser notado.
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Figura 38: Curva de fototoxicidade: as células BALB/c 3T3 (A) e HaCaT (B) foram
expostas a diferentes solucdes, sendo a RF (-M-), RF liberada do hidrogel F-127 25% m/v (-
e-) e soluc¢do liberada, da transwell por 1h e 50 min, da formulacdao RF e hidrogel F-127
25% m/v (—#%—). Para a obtencdo das vérias concentra¢des de RF liberadas do gel foram
utilizadas formulagdes contendo 15, 60, 80 e 100 uM de RF baseado no perfil de liberacao
apresentado no grifico 34. As células foram tratadas com as solu¢des por 1h e foram
expostas a radiacio UVA por 50 min. Os valores foram expressos em porcentagens de
captacdo de VN em relacdo ao ensaio controle, onde as células ndo foram expostas a
nenhuma das situacdes estudadas. Os resultados representam as médias e desvio padrdo do
experimento.
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S. Conclusoes
A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

e A RF ndo apresentou citotoxicidade, porém apresentou fototoxicidade nas células
BALB/c 3T3 e HaCaT. Sendo que a linhagem HaCaT também se mostrou um bom
modelo para a avaliacdo de fototoxicidade.

e A radiacdo UVA causou uma pequena reducao na proliferacdo celular, sendo que a
presenca de RF somada a radiacdo UV A acentuou tal redugao de forma dependente
da dose. A radiacdo UVA induziu inflamacdo e apoptose Embora ndo se tenha
observado aumento dos marcadores de senescéncia, caveolina e p-caveolina, os
niveis de p21 nas células BALB/c 3T3 aumentaram indicando uma parada do ciclo
celular, sendo que na HaCaT ocorreu uma reducio nessa expressao.

e A RF, sob irradiacdo, induziu a apoptose por via intrinseca nas duas linhagens,
sendo que nas células HaCaT RF 5,0 uM causou aumento na permeabilidade da
membrana mitocondrial. De forma oposta, RF 1,0 uM parece prevenir o processo de
apoptose causado pela radiacdo UVA. A RF parece ndo afetar significativamente os
niveis de NFxB nas células BALB/c 3T3. Nas células HaCaT, os resultados
sugerem uma ativacdo de NF«kB e possivel translocagdo para o nucleo, resultando
em processo inflamatério.

e A senescéncia precoce foi induzida pela RF irradiada tanto nas células BALB/c 3T3

como nas células HaCaT, quando a mesma € utilizada na concentracdo referente ao

IC50.
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e O F-127 per si apresentou fototoxicidade. Embora a presenca de F-127 na solucdo
induza reduc¢do da fototoxicidade da RF, a irradiacdo do hidrogel contendo RF pode
levar ao aumento da fototoxicidade da mesma.

e A RF apresenta um potencial para uso em terapia fotodindmica, uma vez que a ela

se mostrou fototéxica quando irradiada com doses subtoxicas de radiacdo UVA.
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