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MALACHIAS, Vania Aparecida Terra. Estresse oxidativo induzido pela irradiagao
aguda por UVB na pele de camundongos Swiss. 2008. 69f. Dissertagdo (Mestrado
em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

As radiagdes ultra-violetas (UV) sdo as principais responsaveis pela maioria das lesdes
cutaneas devido a excessiva exposi¢cao solar. O UVB é o agente fisico mais descrito por
induzir manifestagbes agudas e cronicas, como respostas inflamatorias, envelhecimento e
doencas cutaneas malignas, através da formacao de radicais livres. Existem mecanismos
celulares que inibem o excesso de espécies reativas do oxigénio (EROs), como o sistema
enzimatico da catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px)
€ ndo enzimatico como as vitaminas E, C, B-caroteno, acido urocanico, acido lipdico, entre
outros. A procura por substancias que evitem os efeitos oxidativos na pele tem sido intensa.
O objetivo desse estudo foi caracterizar o padrao oxidativo no modelo experimental de
irradiacdo aguda por UVB, que possa contribuir com futuras pesquisas que utilizam este
modelo na verificagdo das propriedades de farmacos. Para tanto, camundongos Swiss
tricotomizados foram submetidos & dose aguda por UVB (2,98J/cm?). As peles foram
removidas apoés 6 e 24 horas da irradiagcdo. De acordo com analise macroscoépica das peles
dos camundongos, o UVB provocou eritema e na histologia o aparecimento de sunburn cells
(SBCs), indicando uma alta atividade sinalizadora de morte celular (apoptose) de
queratindcitos. Foram medidos os niveis de hidroperoxidos lipidicos, de proteinas oxidadas
e a capacidade antioxidante total (TRAP), a atividade enzimatica da superdxido dismutase
(SOD) e da catalase (CAT). Os resultados do grupo 6 horas mostraram diminuicdo
significativa dos niveis de hidroperoxidos lipidicos avaliados por quimiluminescéncia (QL)
estimulada por terc-butil hidroperoxido comparados ao grupo controle (p< 0.05) e das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (4,4 + 1,3 nM MDA/mg proteina;
controle 11,4 £1,04 nM MDA/mg proteina; p<0,01) assim como foi menor os niveis de
proteinas carbonilicas (PCs) (8.15 + 0.53 nM/mg proteina; controle: 9,07 £ 0,52 nM/mg
proteina; p<0,05). Houve aumento significativo do TRAP (1,5 £ 0,11 yM Trolox; controle:
1,18 £ 0,06 uM Trolox; p< 0,05) e da atividade da SOD (1,34 + 0,09 USOD/mg proteina;
controle: 0,95 + 0,06 USOD/mg proteina; p< 0,01), indicando aumento das defesas
antioxidantes de baixa massa molecular e enzimaticas. Isto mostra que as defesas
antioxidantes foram estimuladas pela irradiacdo e eficientes contra a lipoperoxidagao. O
mesmo nao ocorreu no grupo 24 horas, quando os resultados mostraram aumento nos
niveis de hidroperoxidos lipidicos, comparados ao grupo controle (p< 0.05), quantificados
por QL. TBARS apresentou queda significativa (6,4 £ 1,10 nM MDA/mg proteina; controle:
11,4 +1,04 nM MDA/mg proteina; p<0,05), assim como as proteinas carbonilicas (7,74 %
0,31 nM/mg proteina; controle: 9,07 £ 0,52 nM/mg proteina; p<0,01). Niveis diminuidos
também foram evidenciados para a TRAP (0,86 + 0,04 uM de Trolox; controle: 1,24 + 0,06
MM Trolox; p<0,05), para a atividade da CAT (0,27 + 0,01 abs/mg proteina; controle: 0,39 +
0,01 abs/mg proteina; p<0,001) e da SOD (0,92 + 0,05 USOD/mg proteina), quando
comparada ao grupo 6 horas, (1,34 + 0,09 USOD/mg proteina; p<0,05). Portanto, o estresse
oxidativo foi observado apds 24 horas da irradiacdo quando houve aumento da
lipoperoxidagao provavelmente pela formacédo de EROs, devido ao acimulo de peréxido de
hidrogénio consequiéncia da dismutagcdo do anion superdxido pela SOD e o consumo das
defesas antioxidantes. Sugere-se que o modelo experimental que utiliza dose aguda por
UVB, seja adequado para testes com farmacos com propriedades antioxidantes, desde que
seja levado em consideragao o tempo de instalagdo do estresse oxidativo apds 24 horas de
irradiacao, ja que apds 6 horas, os mecanismos antioxidantes cutaneo sao eficientes.

Palavras-chaves: Pele. Estresse oxidativo. Eros. Antioxidantes. UVB. Irradiacdo aguda.
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f
ABSTRACT

The ultra-violet radiation (UV) is the main responsible for most of the skin lesions due to
excessive sun exposure. UVB is described to induce acute and chronic manifestation, as
inflammatory responses, ageing and malignant skin diseases, through the formation of free
radicals. There are cellular mechanisms that inhibit reactive oxygen species (ROS), the
antioxidants defenses, such as the enzyme system of catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and non-enzymatic such as vitamins E, C and 3 -
carotene, urocanic acid, lipoic acid and others. The search for substances that prevent the
oxidative effects in the skin, has been extended. The aim of this study was to characterize
the oxidative pattern in the experimental model of acute UVB irradiation, to contribute to
future research that use this model to analyses drugs properties. Swiss shaved mice were
submitted of acute dose of UVB (2.98 J/cm?). The skin was removed after 6 and 24 hours of
irradiation. According to macroscopic analysis of skin, UVB caused erythema and the
appearance of sunburn cells (SBCs), indicating a high activity of cell death (apoptosis) of
keratinocytes. We measured the levels of lipid hydroperoxides, oxidized proteins and total
antioxidant capacity (TRAP), the SOD and CAT activity. The results of 6 hours group
showed significant decrease in the levels of lipid hydroperoxides levels as evaluated by
chemiluminescense (CL) stimulated by tert-butyl when compared to the control group,
(p<0.05), as well as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (4.4 + MDA 1.3 nM / mg
protein; control MDA 11.4 + 1.04 nM / mg protein, p<0.01) and proteins carbonylation (PCs)
(8.15 £ 0.53 nM / mg protein; control: 9.07 + 0.52 nM / mg protein, p<0.05) lower levels.
TRAP increased significantly (1.5 = 0.16 y M Trolox; control: 1, 24 + 0.06 y M Trolox, p
<0.05), as well as SOD activity (1.34 £ 0.09 USOD / mg protein; control: 0.95 + 0.06 USOD /
mg protein, p<0.01), indicating elevation in antioxidant defenses stimulated by irradiation and
an efficient protection against lipoperoxidation. In the 24 hours group, the results showed
remarkable increasing in lipid hydroperoxides levels when compared to control group
(p<0.05).TBARS showed significant drop (6.4 + 1.10 MDA nM / mg protein; control: 11.4 +
1.04 nM MDA / mg protein, p<0.05) as well as PCs (7.74 + 0.31 nM / mg protein; control: 9,
07 £ 0.52 nM / mg protein, p<0.01). Significant low levels of TRAP was observed (0.95 +
0.07 p M Trolox; control: 1.24 + 0.06 p M Trolox, p<0,05), to CAT activity (0.27 + 0.01 abs /
mg protein; control: 0.39 + 0.01 abs / mg protein, p<0,001) and to SOD activity (0.92 £ 0.05
USOD/mg protein) when compared to 6 hours group, (1.34 = 0.09 USOD / mg protein,
p<0.05). In conclusion, the oxidative stress was observed after 24 hours of irradiation. In this
period we demonstrated increasing on lipid peroxidation probably due to ROS, for the
accumulation of hydrogen peroxide as consequence of superoxide anion dismutation by
SOD and consumption of antioxidants defenses. We suggested that experiments with acute
dose of UVB are viable for tests with antioxidants drugs, considering the installation time of
oxidative stress after 24 hours of irradiation. After 6 hours, the antioxidants mechanisms
showed efficient.

Keywords: Skin. Oxidative stress. ROS. Antioxidants. UVB. Acute irradiation.
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1 INTRODUGAO

Os raios ultravioleta do tipo A e B (UVA e UVB), s&o os principais
responsaveis pela maioria das lesdes cutdneas devido a excessiva exposicao a
radiacao solar. As manifestagées da exposi¢cao aguda incluem eritema e queimadura
solar. A exposicao cronica leva ao envelhecimento e € considerada um dos agentes
mais importantes para o desenvolvimento de doengas cutaneas malignas (PODDA
et al., 1998; SAIJA et al., 2000).

A exposicao dos seres humanos a radiagao ultravioleta (UV) causa
grande preocupacao devido aos varios relatos sobre os efeitos nocivos causados
pela exposi¢cao solar. Estudos epidemioldgicos revelam que pessoas que trabalham
sob exposigao solar apresentam maior incidéncia de problemas de pele, desde a
formagao de rugas até o desenvolvimento de cancer (HARRIS, 2005).

Considerando que poucos tecidos no corpo estdo sujeitos ao
estresse oxidativo como a pele (KOHEN; GATI, 2000), muitos autores sugerem o
efeito benéfico dos antioxidantes tépicos, que seriam uma opcéo para diminuir o0s
danos neste 6érgdo mediados pela radiagao UVB (CASAGRANDE et al., 2006).

O modelo experimental de irradiagdo aguda por UVB é muito
utilizado para evidenciar as propriedades antioxidantes de farmacos (WIDYARINI et
al., 2001). Neste trabalho utilizamos este mesmo modelo, procurando avaliar os
aspectos do balango entre a formacdo de espécies reativas e as variagdes no
sistema antioxidante enddgeno enzimatico e ndo enzimatico. Foram caracterizados
os padrdes oxidativos relevantes do modelo, que poderdo contribuir com futuras

pesquisas que utilizam esse protocolo experimental.

1.1 A PELE

A pele &€ uma estrutura complexa, composto por varios tipos
celulares e estruturas interdependentes, que funcionam como uma barreira, com o
objetivo de proteger os 6rgaos internos dos agressores ambientais (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005; GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).
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A principal diferenca entre a pele e demais sistemas epiteliais é o
fato dela estar exposta a um ambiente externo extremamente agressivo, ao passo
que a epiderme que reveste os 6rgdos internos esta protegida, por exemplo, da
radiacdo solar, poluicdo, agentes quimicos, etc (HARRIS, 2005; GUARATINI,
MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Devido a sua estrutura complexa, a pele pode exercer diferentes
fungdes como, manutengdo de sua propria integridade e da integridade do
organismo, protecao contra agressdes e agentes externos, absor¢ao e secrecao de
liquidos, controle de temperatura, barreira a prova d’agua, metabolismo de vitamina
D, funcbes estéticas e sensoriais e protecdo contra a radiagdo UV (HARRIS, 2005;
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005;).

1.1.1 Estrutura basica da pele

A pele ou tegumento cutaneo reveste externamente o corpo,
variando em espessura e cor nas diferentes regides, assim como na presenga de
pélos, glandulas e unhas, possuindo um padrao de estrutura basica. Além disso, a
pele recebe um grande suprimento de rede de vasos provenientes dos musculos e
tecido adiposo (HARRIS, 2005).

Resumidamente, a superficie externa da pele é formada por um
epitélio pavimentoso estratificado, denominada epiderme. A epiderme é sustentada
e nutrida por uma camada espessa de tecido conjuntivo denso, fibro-elastico,
denominado derme, que € ricamente vascularizada e possui humerosos receptores
sensoriais. A derme esta ligada aos tecidos subjacentes por uma camada de tecido
conjuntivo frouxo, hipoderme ou camada subcutdnea e que contém quantidade
variavel de tecido adiposo. Os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, glandulas
sebaceas e unhas sdo anexos cutaneos em virtude de sua origem embrionaria a
partir de brotamentos que originando-se na epiderme, penetram na derme e
hipoderme (Figura 1) (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
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Figura 1 — Desenho esquematico das camadas da pele e de seus componentes.
Fonte: Kumar, Abbas e Fausto (2005).

1.1.2 Epiderme

A epiderme é a camada mais externa, compactada, impermeavel e
nao possui um sistema de irrigagdo sanguinea direta, sendo que os nutrientes sao
transportados por capilaridade (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A epiderme é constituida por quatro camadas distintas (estrato
cérneo, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato basal). A camada basal é
constituida por células matrizes (steam cells) e células proliferativas, que sao células
germinativas, que dardo origem aos queratindcitos e melandcitos (Figura 1)
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Os queratindcitos sofrem alteragbes conforme passam de uma
camada a outra durante o processo de maturagao até serem eliminados e na medida
em que as camadas mais superficiais sdo eliminadas, as mais profundas (camada
basal) sdo restauradas. O processo de renovagdo demanda um periodo de
aproximadamente duas a trés semanas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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O principal componente da epiderme é o queratinécito, célula
especializada que, além de produzir queratina, sofre um processo de estratificacao
ou queratinizagdo, gerando os corneocitos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A parte superior da epiderme (estrato cérneo) € o resultado final de
um processo que consiste em uma matriz de queratina (células mortas), que formam
uma barreira protetora efetiva. Estas células sdo constantemente perdidas e
renovadas (Figura 1) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O estrato corneo é a barreira mais importante para a penetragao de
espécies quimicas através da pele. Os cornedcitos sao envoltos por um envelope
protéico, embebidos numa matriz lipidica. A camada lipidica é formada por ligacoes
ésteres entre os residuos glutamato e hidroxiceramidas. O principal componente do
envelope protéico € uma proteina denominada involucrina (HARRIS, 2005).

Os cornedcitos revestidos pela involucrina, na pele saudavel,
possuem altas concentragcbes (até 10% de seu peso seco) de fator natural de
hidratagdo (NMF), composto por moléculas de baixo peso molecular, higroscopicas e
que se ligam a agua, prevenindo sua evaporagao. Sao principalmente aminoacidos,
como os acidos pirrolidono-carboxilico (PCA), um potente umectante ou &acido
urocanico, absorvente de raios UV. Também constituem o NMF o acido latico e a
uréia (HARRIS, 2005).

O fator natural de hidratacdo é produzido pela degradagédo da
profilagrina, proteina insoluvel produzida pelos queratindcitos do estrato espinhoso e
do estrato granuloso. Durante a degradacao da profilagrina ocorre a liberagdo dos
aminoacidos histidina e glutamina formando o acido pirrolidono-carboxilico (HARRIS,
2005).

Na epiderme, a enzima histidina desaminase é responsavel pela
sintese do acido urocanico a partir do aminoacido histidina. A atividade desta enzima
e os niveis de acido urocanico se elevam apds estimulo cutaneo com UV. E provavel
que o suor também tenha acdo fotoprotetora, porque tem grande quantidade de
acido urocanico (BICKERS; ATHAR, 2006).

A epiderme possui ainda outros tipos celulares como os melandcitos,
as células de Langerhans e as células de Merkel. E transpassada pelas estruturas
dos anexos invaginados na derme, os foliculos pilossebaceos e as glandulas
sudoriparas (HARRIS, 2005; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
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Os melandcitos (Figura 1) sédo células dendriticas que se originam a
partir da crista dos neurdnios, com a fungcédo de produzir melanina, um pigmento que
pode variar do amarelo ao marrom ou preto, responsavel pelas diferentes
tonalidades da pele (SCOTT et al., 2001; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A melanina é um dos filtros solares mais perfeitos que existem, pois
absorve radiagoes de 250 a 1200 nm, protegendo as células basais dos efeitos
nocivos da radiacdo UV. Por isso, individuos com menor capacidade de producao de
melanina sdo mais propensos a manifestacdo de cancer de pele. Em funcédo da
exposicao a radiagdao UV, o organismo aumenta a atividade dos melandcitos,
observando-se uma quantidade aumentada de melanina na pele e
consequentemente, seu escurecimento (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005;
GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

1.1.3 Derme

A derme, parte estrutural do tegumento do corpo, é formada por
tecido conjuntivo, responsavel, parcialmente, pela termorregulagéo, pelo suporte da
rede vascular e pela defesa imunolégica em associagdo com as células de
Langerhans da epiderme (Figura 1) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Dentro da derme, além dos apéndices da epiderme (pélos, glandulas
sudoriparas e sebaceas), ha também vasos sanguineos, nervos e componentes
celulares contendo células matrizes, fibroblastos, miofibroblastos; mastocitos e
macrofagos, sustentados por uma rede fibrosa de tecido conectivo, contendo
elastina, colageno e proteoglicanas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Uma das proteinas extracelulares mais importantes do corpo
humano é o colageno, constituido por uma familia de proteinas e sdo os
componentes fibrilares principais dos tecidos conectivos. Na pele humana, as fibras
de colageno formam uma grande massa de matriz extracelular e representam 70% a
80% do peso da derme (HARRIS, 2005; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A sintese do colageno depende da produgdo do protocolageno, um
precursor insoluvel secretado pelos fibroblastos no meio intracelular. Varias etapas

bioquimicas ocorrem para garantir a formagao das fibras de colageno, uma delas é a
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hidroxilagdo dos residuos de lisina e prolina, a qual apresenta-se dependente da
presenca de oxigénio, ferro e vitamina C (HARRIS, 2005).

As fibras elasticas sao responsaveis pelas propriedades retrateis da
pele. Apesar de fortemente associadas ao colageno, em peles normais, sao
constituintes minoritarios da derme (2% a 4%). Séo sintetizadas nos fibroblastos e
compdem-se de microfibrilas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Formando o meio para os constituintes celulares e fibrosos da
derme, a substancia de cimentagdo (matriz extracelular) é um gel aquoso,
constituido basicamente de fibronectina e glicosaminoglicanas, que sao acido
hialurénico, sulfato de condroitina e sulfato de dermatana, os quais séo sintetizados
pelos fibroblastos e possivelmente, pelas células musculares e mastocitos (HARRIS,
2005; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Além de fornecer meio para a acomodagao de células e fibras, a
matriz extracelular serve ainda para o transporte de agua e eletrdlitos e esta
intimamente relacionada a permeabilidade e osmolaridade intersticial dos fluidos
(HARRIS, 2005).

1.2 FATORES RESPONSAVEIS PELO ESTRESSE OXIDATIVO NA PELE

O estresse oxidativo € um fendbmeno que ocorre quando ha um
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
nitrogénio (ERNs) e as defesas antioxidantes, podendo resultar tanto na diminuigao
destas defesas quanto no aumento da formacdo de EROs e ERNs (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

A pele esta continuamente exposta a uma combinacédo de fatores,
tais como agentes quimicos, fisicos e microbioldgicos, muitos dos quais induzem a
formagdo de EROs e ERNs (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007;
CASAGRANDE et al., 2006), ficando a pele sujeita ao estresse oxidativo por fontes
endogenas e exogenas.

As principais fontes enddgenas sdo as enzimas que podem,
indiretamente, produzir EROs. A enzima xantina oxidase, a qual converte xantina a

acido Urico, também converte oxigénio a radical superéxido (*O2’) durante este
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processo e a enzima 6xido nitrico sintase que pode produzir radicais do éxido nitrico
(NO®) diretamente na pele (KOHEN; FANBERSTEIN; TIROSHI, 1997; KOHEN,
1999; KOHEN; GATI, 2000).

Outros processos de fonte enddgena de EROs sdo a ativagdo das
células do sangue durante o processo inflamatério, como os neutréfilos e durante a
isquemia-reperfusao, cuja formacao de alta produ¢cdo de EROs resulta em danos
oxidativos (KOHEN; FANBERSTEIN; TIROSHI, 1997; KOHEN, 1999; KOHEN; GATI,
2000).

Sao consideradas fontes exdgenas o ar poluente, gases naturais
deletérios, 0z6nio, alta concentragao de oxigénio, radiagao ionizante e ndo-ionizante,
invasdo de bactéria patogénica, virus e toxina exdgena. A pele também pode sofrer
danos oxidativos por lesdes fisicas (KOHEN; FANBERSTEIN; TIROSHI, 1997;
KOHEN; GATI, 2000).

Ademais, as agressdes externas incluem agentes quimicos (ex.
cremes, logdes, desodorantes e cosméticos de modo geral), aguas contaminadas
(ex. cloro, metais dissolvidos), e agentes excretados no suor, como os metais de
transicdo (ferro, cobre), capazes de catalisar reagdes com radicais livres e de
estimular o crescimento bacteriano (GUTTERIDGE et al., 1985; ATHAR, 2002).

A radiacdo UV é o agente fisico mais descrito responsavel pela
maioria das lesbes cutdneas devido a excessiva exposicao a radiagdo solar e
consequente formagdo de radicais livres. As manifestacbes da exposicdo aguda
incluem eritema e queimadura solar. A exposi¢gao crénica € considerada um dos
agentes mais importantes para o desenvolvimento de doengas cutaneas malignas e
o envelhecimento (ARMSTRONG; KRICKER, 2001; MORETE; RODRIGUES;
PINTO, 2002; BICKERS; ATHAR 2006).

A radiagao UV provoca reacgodes fotoquimicas. Ao alcangcarem a pele,
essas ondas penetram diferentemente, interagindo com as células da epiderme e da
derme, conduzindo a processos degenerativos. Tais reagdes podem estimular a
producao de melanina, cuja manifestacao é visivel sob a forma de bronzeamento da
pele, ou pode levar desde a produgdo de simples inflamagbes até graves
queimaduras (KVAM; DAHLE, 2003; HARRIS, 2005).

Os raios solares contém a radiagao ultravioleta A, B e C. Os raios
UVC incidem num comprimento de onda entre 180 e 290 nm, os UVB entre 290 e
320 nm e os UVA entre 320 e 400 nm. As UVA e UVB estimulam a formacao de
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radicais livres e podem provocar o estresse oxidativo. Esta estimulagdo €
dependente da penetracdo nas camadas da pele (Figura 2) (SCOTT et al., 2007).

Ao observarmos os efeitos do UV solar, temos que considerar nao
apenas a resposta cutdnea dentro de cada comprimento de onda, mas também a
quantidade de energia solar que existe nos respectivos comprimentos de onda. Por
exemplo, embora a pele responda violentamente com formacédo de eritema em
290nm, apenas 0,8% da energia solar total, que chega a Terra, esta dentro desse
comprimento de onda (KIRCHHOFF et al., 2000).

A radiacdo UVB (280-320 nm) é o agente fisico mais descrito como
formador de radicais livres na pele (ARMSTRONG; KRICKER, 2001; BICKERS;
ATHAR, 2006), e embora exista muito mais UVA do que UVB no espectro solar, a
UVB é 1000 vezes mais eficaz em produzir eritema do que a UVA. A UVB requer de
2,0 a 5,0J/cm? para produzir uma dose minima eritematosa, e o eritema atinge
maxima intensidade de seis a 20 horas apdés a exposicao (YING; PARRISH,;
PATHAK, 1974).

UVA UVB ]
e 1 epiderme
b :
derme

Figura 2 — Penetragédo dos raios UVA e UVB nas camadas da pele.
Fonte: Adaptado Fuchs (1998).

Dentre as EROs formadas na pele , podemos destacar o radical
hidroxil (*OH), anion superoxido (*O2’), os radicais peroxil e alcoxil (LOO® e LO®), o
oxigénio singlet ('O,), e os perdxidos de hidrogénio (H.O,) e organicos (LOOH).
Além das EROs, também estdo envolvidos em processos redox outras espécies

intermediarias, as ERNs, tais como NO®  peroxinitrito (ONOO") e espécies reativas
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de enxdfre, com importancia biolégica significativa (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Essas espécies s&o fundamentais em diversos processos
fisiopatolégicos e bioquimicos, mantendo a sobrevivéncia e a homeostase celular,
com um equilibrio refinado entre sua formagao e remocg¢do. Porém, quando ha
alteragbes acentuadas neste equilibrio, um estado pré-oxidante é gerado, levando,
assim, ao chamado estresse oxidativo (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO,
2007).

No que diz respeito a remocado das espécies reativas, varios
mecanismos de defesas antioxidantes foram desenvolvidos durante o processo de
evolugdo dos seres humanos (KOHEN; GATI, 2000). Na pele, as células possuem
mecanismos enzimaticos de resposta rapida, bem como moléculas antioxidantes de
baixo peso molecular para contrabalancar o efeito deletério causado pelo estresse
oxidativo, como apresentado na figura 3 (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO,
2007).

Portanto, o equilibrio entre a formacdo e a remogao das espécies
reativas na pele pode sofrer agdo dos agentes exdgenos ou enddégenos, induzindo
um estado de estresse oxidativo, o qual pode ser combatido pelos sistemas
antioxidantes presentes no tecido cutaneo (GUARATINI; MEDEIROS;
COLEPICOLO, 2007).
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Fontes Enddgenas Fontes Exdgenas
Enzimas Frocessos Zelulas Foluentes >ases Fadiacéo
Fatoldgicos Atmosféricos

l l

FORMACAO DE ESPECIES REATIVAS

fMacanismo de Defesa;

ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS E NAQC ENZIMATICOS

Figura 3. Fontes de espécies reativas na pele e mecanismos de defesa.

Fonte: Guaratini, Medeiros e Colepicolo (2007).

1.3 BALANGO REDOX NA PELE

O sistema antioxidante cutdneo €& formado por substancias
enzimaticas e ndo-enzimaticas. Dentre os antioxidantes enzimaticos, destacam-se a
glutationa peroxidase (GSH-Px), a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD)
(KOHEN; FANBERSTEIN; TIROSH, 1997). As enzimas antioxidantes constituem o
principal mecanismo de defesa intracelular, por prevenirem as reagcdes em cadeia
dos radicais livres pela diminuicdo na concentracido disponivel destes para iniciar o
processo oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A SOD contribui para um dos mecanismos antioxidantes mais
eficientes, catalisando a dismutacdo do radical *O,” em H,O, na presencga de préton
H* (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) e evita os danos que poderiam ser causados
por este radical. Diversos tipos de SOD sao descritos na literatura, alguns estao

localizados no citosol, em organelas celulares especificas e extracelularmente, em
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sitios ativos que podem conter diferentes ions, como cobre, zinco, manganés ou
ferro (FRIDOVISH, 1998).

A CAT e a GSH-Px sao as principais responsaveis pela remogao
imediata de H20,. A CAT encontrada em todos os 6rgéaos do corpo, especialmente
nos hepatdcitos e eritrécitos, estd presente em grandes concentragées nos
peroxissomos € em baixas concentragdes nas mitocdndrias, catalisando a
decomposicédo especifica de Hy0,, gerando moléculas de agua e oxigénio (Oo)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; FRIDOVISH, 1998).

2 H,O» CAT 2H,0 + O,

A GSH-Px, por sua vez, é fundamental no metabolismo de H,O; e de
outros peroxidos, pois catalisa reacdes de doagao de elétrons, no qual se utiliza da
glutationa reduzida (GSH) como agente redutor, formando a glutationa oxidada
(GSSG) (ROVER et al, 2001).

H20, + 2 GgH GPx 2H,0 + GSSG
LOOH + 2 GgH GPx 2H,0 + GSSG + LOH

A GSH é um tripeptideo formado pelos aminoacidos glicina, cisteina
e acido glutamico. Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento tiol-SH
presente na cisteina (MATSUBARA; MACHADO, 1991). Quando a GSH é oxidada
pela reagcdo da GSH-Px, ha a interligagdo de duas moléculas do tripeptideo por uma
ponte dissulfeto, com formagdo de GSSG. A queda nos niveis de GSH pode
prejudicar as defesas celulares contra a agao tdxica dos radicais livres. As células
integras mantém uma raz&do GSH/GSSG alta. Para isso, a GSSG formada é
reduzida novamente a GSH a custa de NADPH, pela agdo da enzima glutationa
redutase (GR) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

GSSG + NADPH + H* GR  GSH + NADP*
—>

Os antioxidantes ndo enzimaticos ou de baixo peso molecular,

também contribuem com a manutengdo do balango redox celular. Nesta classe,
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incluem-se um vasto numero de compostos, sintetizados in vivo ou obtidos
exogenamente, que previnem danos oxidativos por interagdes diretas ou indiretas
com as EROs/ERNs (BIALY et al.,, 2002). Dentre os antioxidantes de baixo peso
molecular que protegem a pele contra as EROs, incluem o ascorbato, glutationa,
tocoferol e ubiquinol (PODDA, et al., 1998).

Dentre as substancias endogenas, podemos destacar alguns
horménios, como estradiol e estrogeno, que apresentam atividade antioxidante
semelhante a vitamina E, devido, provavelmente, a sua porcao fendlica, comum a
ambas as moléculas (KVAM; DAHLE, 2003). A melatonina, reguladora do reldgio
biolégico nos mamiferos também apresenta atividade antioxidante, provavelmente,
devido a desidrogenagao do grupamento—NH da sua estrutura, além de induzir a
sintese de antioxidantes enzimaticos in vivo como a glutationa peroxidase
(SLOMINSKI et al., 2002). Destacam-se, também, o acido lipéico, um cofator
essencial em varios complexos enzimaticos que apresenta atividade antioxidante e
que pode atuar como regenerador de forma oxidadas de glutationa; ascorbato e a-
tocoferol; bem como a melanina, um pigmento formado pela oxidagdo e
polimerizagao da tirosina, com papel antioxidante, protegendo a pele principalmente
contra *O, e LOO®* (KVAM; DAHLE, 2003).

Além de todo o sistema antioxidante endégeno exemplificado, a pele
conta ainda com um eficiente mecanismo de reparo, caso os danos ja tenham
ocorrido, envolvendo enzimas e substancias de baixo peso molecular (KROKAN;
STANDAL; SLUPPHAUG, 1997; ICHIHASHI et al., 2003).

Em especial, a pele submetida a radiacdo UV conta com a protecéao
natural de cada individuo, que pode ser atribuida:

- ao processo de queratinizagdo que condiciona a espessura € a
coesao da camada cornea;

- ao acumulo cutaneo e subcutaneo de carotenos, pelo acido
urocanico;

- a pigmentagdo melénica constitucional promovida, exclusivamente,
pela eumelanina, a qual dispersa, absorve e transforma a energia foténica em calor
ou vibracdo e é também um captador de radicais livres (MORETE; RODRIGUES;
PINTO, 2002).



24

1.4 FORMAGAO DE ESPECIES REATIVAS NA PELE PROVOCADA PELA RADIAGAO UV

Sugere-se que as radiagdes UVA e UVB sao responsaveis pela
diminuicdo de sistemas antioxidantes cutaneos, bem como pelo aumento de
sistemas oxidantes, alterando assim o balango redox celular e consequentemente a
homeostasia cutanea (YASUI; SAKURAI, 2000).

Contudo, os danos causados a pele pela indugdo do estresse
oxidativo sao altamente controlados devida a rapida eliminacdo das EROs, pelos
mecanismos antioxidantes eficientes da pele (KOHEN; FANBERSTEIN; TIROSHI,
1997; KOHEN; GATI, 2000).

Embora o sistema antioxidante da pele seja muito eficiente, a
radiacdo UV pode provocar lesao celular pela formagao de radicais livres, por meio
dos mecanismos descritos a seguir:

1 - As interagdes entre as ondas provenientes da radiacdo solar e a

pele podem ocorrer por meio de agao direta da radiagdo sobre as

estruturas celulares, como faz a UVB ou UVA (HARRIS, 2005). O

'0,, uma espécie eletronicamente excitada, pode ser produzida por

diversas reacbes quimicas e fotoquimicas e devido a sua

eletrofilicidade, pode reagir com compostos insaturados, sulfetos e

aminas, sendo os acidos graxos insaturados, DNA e proteinas

importantes alvos biolégicos (Figura 4) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,

2007).

2 - Os danos na pele, provocados pela radiacédo aguda por UVB,

podem acontecer também de forma indireta, provavelmente

resultado do aumento de radicais livres produzidos durante a

resposta inflamatéria imediata com eritema e infiltrado de leucécitos

(CASAGRANDE et al., 2006).

Os neutrofilos ativados por citocinas pré-inflamatéria, geram *O;” por

uma reagéao catalisada pela enzima NADPH oxidase. No neutrdfilo, a

SOD catalisa a dismutagdo do *O," em H,0,, a partir do qual podem

ser gerados *OH e acido hipocloroso (HCIO). O *OH é produzido por

meio de uma reacgdo que requer Fe?*, também conhecida como

reacdo de Haber-Weiss. O HCIO é gerado a partir de uma reagao
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catalisada pela mieloperoxidase (MPO), a partir do qual, podem ser
formados derivados altamente téxicos, as cloroaminas (Figura 4)
(SHINDO; WITT; PACKER, 1993; VINTEN-JOHANSEN, 2004).
Ainda durante as repostas inflamatérias o NO® desempenha
importante papel como componente vasodilatador e na modulagao
das respostas imunes na pele. O NO® na presencga de *O, forma o
ONOO" que pode provocar danos oxidativos na pele (Figura 4)
(FUCHS et al., 2001).

3 - As espécies reativas podem ser formadas, ainda, indiretamente,
por reacdes da luz com fotossensibilizadores endégenos cutaneos,
como por exemplo, o acido urocénico (BICKERS; ATHAR, 2006).
Como resultado da sensibilizagdo enddgena pode ocorrer a
producédo do *O, ou 'O, (Figura 4) (MARTIN; BURCH, 1990).
Substancias exogenas aplicadas sobre a pele, na forma de
cosmeéticos ou drogas fotossensibilizadoras ingeridas que atingem a
pele, incluindo alguns fenotiazinicos (usado em tranquilizantes),
como também as fluoroquinolonas e os antibidticos (tetraciclinas),
podem promover a geracdo de 'O,, *OH e outras espécies reativas
de oxigénio, com efeitos nos queratindcitos da epiderme e células de
Langerhans (Figura 4) (MAGLIO et al., 2005).

4 - Moléculas oxidantes também podem ser geradas devido aos
danos na mitocondria pela radiagdo UVB, produzindo *O,, H,O, e
*OH (WELLER et al, 2003).

5 - Uma outra situacdo é que, apesar da luz UV nao depositar
energia suficiente nas moléculas de agua para ioniza-las, se H,O»
estiver disponivel, a UVB causa fissdo homolitica, gerando o radical
hidroxil (‘OH), altamente reativo (Figura 4) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

H203 »  °OH+°"OH

6 - Outro mecanismo de formacao de espécies reativas foi sugerido
por Heck et al. (2003), quando identificaram uma catalase presente

em queratindcitos capaz de formar EROs em resposta a radiagao
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UV, em especial UVB. Usando cromatografia de troca ibnica,
afinidade metalica e exclusdo de tamanho, uma proteina de 240 kDa
e capacidade de gerar EROs foi isolada de cultura de queratinécitos
previamente submetidos a irradiagdo UVB. A proteina exibiu grande
absorc¢ao na extensiao de 320 a 360nm com pico adicional entre 400
e 410 nm, sugerindo a presenga do grupamento heme.
Sequenciamento usando cromatografia liquida i6nica acoplada a
espectrometria de massa identificou a proteina como catalase.
Observacdes que os efeitos da luz UVB na catalase sao altamente
sensiveis ao pH e dependentes de oxigénio, mas que nao requerem
substratos adicionais, sugerem que as EROs podem ser formadas
pela transferéncia de fotons derivados da agua que

subsequentemente interagem com o oxigénio molecular (Figura 4).
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Figura 4 — Formagao das principais espécies reativas na pele, provocada pela radiagao UV
e sua inativacio pelos sistemas antioxidantes da pele.

Fonte: Adaptado Bickers e Athar (2006).
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1.5 EFEITOS OXIDATIVOS DA RADIAGAO UV NA PELE

Lesbes oxidativas sao produzidas quando os radicais livres atacam
os proprios constituintes celulares, numa reacao tipica de oxirreducido. Os radicais
livres atacam os principais constituintes celulares, como os lipideos das membranas
celulares, as proteinas estruturais e enzimas e o proprio DNA. Os constituintes
celulares sado oxidados e degradados através de reagbes em cadeia, quando séo
formados novos radicais livres intermediarios que atacam outros compostos
sucessivamente, causando lesdes nas estruturas celulares (HARRIS, 2005).

Durante as rea¢des em cadeia, a inducao da peroxidagao de acidos
graxos pode induzir a formagao de hidroperdxidos lipidicos, que na presenga de
Fe*, podem ainda ser oxidados a LO®, vindo a sofrer quebra na ligacdo C--C
seguinte e originar compostos intermediarios, aldeidos de baixo peso molecular,
dialdeido malbénico (MDA), a-hidroxinonenal e hidrocarbonetos, como etano e n-
pentano (OHKAWA; NOBUKO; YAGI, 1979), que podem atacar grupamento amino
de proteina e fosfolipidio, modificando moléculas biolégicas (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). Os aldeidos formados pela lipoperoxidagcdo podem, ainda,
interagir com o DNA formando adutos que tém sido associados ao cancer.

A peroxidagao lipidica traz consequéncias homeostaticas severas
para as membranas atacadas, refletidas, principalmente, na perda de sua
integridade, devido a alteracdo na sua permeabilidade a ions e pequenas moléculas
e perda nas suas caracteristicas de fluidez (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
Esta agresséo acaba por interferir em mecanismos celulares importantes, incluindo
sistemas enzimaticos, expressao génica, entre outros (CREMONESE; PEREIRA-
FILHO; MAGALHAES, 2001).

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a agcao das
espécies reativas do oxigénio, porém as membranas biologicas (reticulo
endoplasmatico, membranas mitocondriais ou plasmaticas) sdo as mais atingidas
em decorréncia da peroxidagao lipidica e pode resultar em alteragdes na
organizagao estrutural, funcional, enzimatica e na permeabilidade das membranas
celulares (MELLO FILHO; HOFFMAN; MENEGHINI, 1984; CECHINI; ARUOMA,;
HALLIWELL, 1990).
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No caso das proteinas, quando ha agao das EROs, suas estruturas
secundarias e terciarias sao rompidas, com subsequente aumento de
hidrofobicidade e perda de funcdo. *OH é particularmente proteotdxico, pois pode
reagir com o carbono de qualquer aminoacido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Parte dos danos no DNA é mediada pela formacdo do *OH. Este
radical promove modificacdo de bases puricas e pirimidicas, muitas das quais sao
mutagénicas ou impedem a agao dos processos de regulagdo e de transcrigao
génica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Existem muitos relatos sobre os efeitos oxidativos devido a radiacao
UV. Tem sido sugerido que a reagao das espécies reativas formadas pelas UVA e
UVB com componentes celulares podem resultar em lipoperoxidacédo, oxidacado de
proteinas e de DNA (LINTON; DAVIES; DEAN, 2001; BICKERS; ATHAR, 2006).

Segundo Inal e Kahraman (2000), a exposi¢ao prolongada da pele a
luz UV resulta em grande diminui¢gdo dos antioxidantes, na formagao de EROs e no
aumento dos produtos da lipoperoxidagao, responsaveis pelo dano oxidativo da
pele. Essa diminuicdo do sistema de defesa antioxidante é muito mais grave na
epiderme do que na derme, resultando na supressao do sistema imune, inibicdo do
reparo no DNA, podendo causar papilomas e carcinomas de células basais.

Contrario a todos os relatos sobre a lipoperoxidacéo pela exposi¢ao
ao UVB, Maglio et al. (2005), descreveram uma diminuigdo da peroxidacgéo lipidica
na pele por doses agudas, mesmo tendo constatado produgdo mitocondrial de *O," e
um aumento na expressao de iNOS. Este aumento induziria uma via de sinalizagao
protetora contra a peroxidagao lipidica na pele de animais irradiados, como descrito
por outros autores (DELICONSTANTINOS; VILLIOTOU; STAVRIDES, 1996; LEE et
al., 2000; WELLER et al., 2003). Maglio et al. (2005) justificaram que muitos dos
estudos sobre os efeitos da irradiacdo UVB na pele, nos quais evidenciaram o
estresse oxidativo e a lipoperoxidagcao, foram realizados em ensaios com cultura de
células, sem levar em consideragao os efeitos de fatores sistémicos. No modelo
utilizado, com camundongo hairless, a resposta inflamatdria foi mediada por fatores

como a histamina, prostaglandina e citocinas.
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1.6 MANIFESTAGOES AGUDAS E CRONICAS NA PELE AP0GOS RADIAGAO UV

Provavelmente muitas das doencas na pele provocada pela
exposicao a radiacdo UV é consequéncia da geragcdo de radicais livres e
mobilizacdo do metal de transi¢cdo ferro, durante as manifestacbes da exposig¢ao
aguda ou crbnica a radiagdo solar. As EROs formadas nestas condigdes,
desempenham um papel importante nas doengas cutaneas, incluindo a inflamacao,
carcinogénese na pele, envelhecimento e danos nas células epiteliais (WHEELER et
al.,1986).

Com relagdo as manifestagbes da exposicdo aguda a radiagdo UV,
sabe-se que tanto os raios UVA quanto os UVB podem induzir ativagcdo de varios
fatores de transcricdo nas células da pele, incluindo AP-1 e NF-kB (TYRRELL,
1996). O NF-kB é um fator sensivel ao estresse oxidativo que ativa multiplos genes
envolvidos na expressdo de muitos mediadores pro-inflamatorios, 6xido nitrico
sintase induzivel (iINOS) e a ciclooxigenase 2 (COX-2), e de genes envolvidos na
regulacdo do ciclo celular, proliferacdo e apoptose (Bax, Bcl2, p53, p.21, etc)
(FUCHS, 1998; CARINI, et al., 2000; BIKERS; ATHAR, 2006), Tem sido sugerido
que a modulagao do NF-kB, sensivel a reducéo pelas EROs, € o principal evento na
indugao de reagdes inflamatérias (FUCHS et al., 2001). A ativacao de AP-1 e NF-kB,
pode ser promovida por 'O, ou outras espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Kabashima, et al. (2007), relataram que uma unica exposi¢cdo a
radiacdo UVB (dose de 5 J/cm?) em camundongos tricotomizados causa uma
importante inflamagcdo na pele com consequente edema apds 24 horas da
irradiacdo. O eritema solar € provocado por uma vasodilatagdo e aumento do
volume sanguineo na derme apods exposigdo a radiagao solar, sendo reconhecido
visualmente como um vermelhiddo da pele. A queimadura solar surge quando a
reacdo de eritema €& muito intensa, acompanhada de calor, dor e edema. A
vasodilatagdo apds a exposicdo por UV leva ao acumulo de células inflamatdrias
como neutrofilos, macréfagos e células T (KABASHIMA et al., 2007).

De fato, tem sido sugerido que inflamacéao induzida pela radiagédo UV
€ consequéncia da estimulacdo de citocinas pro-inflamatoérias pelos queratindcitos

(WIDYARINI et al., 2001). Ap6és a exposicao pela radiagcdo UV, as citocinas da
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superficie celular e os receptores para fatores de crescimento (EGF), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) sao ativados (FISHER et al, 2002).

Fuchs et al. (2001) sugeriram que em resposta as citocinas
inflamatérias ou endotoxinas durante a resposta inflamatoria, ha uma
superregulacao da iNOS associada com o aumento da atividade da NOS. Kuhn et al.
(1998) demonstraram a expressao aumentada de iINOS na pele quando exposta a
radiagdo UVB, resultando em formacgdo excessiva de NO® que além de provocar
lesdes oxidativas na pele, pode estar relacionado com a produgao do eritema apds a
exposicdo a irradiacdo UVB (DELICONSTANTINOS; VILLIOTOU; STAVRIDES,
1995).

Tron et al. (1998), relataram que os efeitos da imunossupressao
também sdo observados apds a irradiagdo UV. Demonstrou-se em camundongos e
humanos que a pele irradiada por UV é caracterizada por uma perda de epiderme e
diminuicdo das células de Langerhans e uma infiltracdo de leucdcitos inflamatdrios
na derme. Foi observado infiltragdo de macrofagos na epiderme apdés 6 horas da
irradiagcao por UV, acompanhada de producdo e secre¢ao de IL-10 apds 72 horas e
efeitos da imunossupressdo em 24 horas (TRON et al., 1998).

Sobre os efeitos crénicos tem sido relatado que, como resultado da
geracao das espécies reativas, ocorre uma alteragdo no sistema imunoldgico pela
diminuicdo da capacidade de eliminar células alteradas, devido a mudangas na
producao de citocinas pelos queratindcitos e outras células cutaneas, por alteragdes
na expressao de moléculas de adeséo e perda de funcdes celulares. A UVB inibe
também a fungdo das células natural killer (NK) em processos de apoptose e lise
celular. Esta ultima alteragdo correlaciona-se diretamente com a carcinogénese em
condigbes de desequilibrio na expressdo do gene p53 (CLYDESDALE; DANDIE;
MULLER, 2001). Desse modo, o UVB pode ser responsavel pelo cancer na pele
humana, como os carcinomas de células basais e escamosas, até melanomas
malignos (ARMSTRONG; KRICKER, 2001).

Quanto ao envelhecimento cutédneo sabe-se que grande parte das
transformacgdes cutdneas que eram somente atribuidas ao processo de envelhecimento
cronoldgico, devem-se entre outros fatores a exposi¢ao solar cronica (HELENIUS et
al., 1996). Na pele, a UVB induz a sintese de metaloproteinases, as quais podem
degradar o colageno e outros componentes do tecido conectivo. A indugdo destas
enzimas pode ser mediada por AP-1 e NF-kB (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).



31

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os padrdes oxidativos na pele, provocados por dose

aguda de irradiagédo UVB.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

Avaliar a oxidagdo de lipideos e proteinas, as alteragcdes dos
sistemas enzimaticos e nao enzimaticos, a capacidade antioxidante total e as
alteragdes morfoldgicas da pele, provocadas por dose aguda de irradiagdo UVB, em

modelo de camundongo Swiss tricotomizado.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

Para este estudo foram utilizados os seguintes reagentes:
- Albumina sérica bovina (Sigma);
-2,2-azo-bis-2-amidinopropano diidroclorido (ABAP) (Aldrich);
-BHT (Sigma)

-DNFH (Merck)

-DTNB (Merck)

-EDTA (Reagen)

-Eosina (Merck);

-Etanol (Merck)

-Etil acetato (Merck)

-Eter etilico (Nuclear);

-Guanidina (Sigma)

-KCI (Reagen Quimibras);

-KH,PO4 (Merck);

-H20: (Synth);

-H2S 04 (Quimex);

-Hematoxilina (Merck);

-Luminol (5-Amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinadiona, Sigma);
-N2 (Air Liquide Brasil LTDA);

- n-butanol (Grupo Quimica)

-NaCl (Reagen Quimibras);

-Na,COs3 (Merck);

-Na;HPO4 (Merck); NaH,PO,4 (Merck);

-NaOH (Merck); Pirogalol (Sigma);

-Parafina (Paraplast)

-Reagente fendlico de Folin-Ciocalteus (Merck);
-Terc-butil hidroperdxido (Sigma);

-Tris (Sigma);

32
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-Trolox (Aldrich);
-TBA - SIGMA
-TCA (Merck)
-Xilol (Fynth)

3.2 ANIMAIS

O ensaio com animais foi autorizado pelo Comité de Etica em
experimentagao animal da Universidade Estadual de Londrina.

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando 20-25g,
tricotomizados no dorso por aparelhos Wahl Professional e Panassonic ER389, sem
causar lesdo mecanica na pele. Modelos experimentais que utilizam camundongos
tricotomizados, foram anteriormente relatados conforme Lu et al. (2004) e Gorman et
al. (2005), demonstrando ser viavel e nao limitando o numero de ensaios.

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias
Patologicas, com ciclo claro-escuro de 12 horas, alimentados com ra¢ao balanceada

e supridos com agua ad libitum.

3.3 FONTE DE IRRADIAGAO UVB

A fonte de luz utilizada foi uma lampada UVB fluorescente modelo
PHILIPS TL/12 40W, que emite irradiacdo na faixa de comprimento de onda de 270
a 400 nm com pico maximo de emissao em torno de 313 nm. A lampada foi
acoplada a uma caixa de dimensdes 1,30 m X 0,43 m X 0,45 m (Figura 5A). A caixa
acomodava 6 gaiolas, com um camundongo em cada uma (Figura 5B). As gaiolas
tinham redes que permitiam a movimentagdo dos animais, porém garantiam que a
irradiacao fosse concentrada no dorso dos mesmos. Irradidncia média da lampada =
2,3718.10'4 W/cmz, colocada 15 cm acima do animais. Como a irradidncia da

ldampada ndo era uniforme em toda a sua extens&o, as gaiolas foram trocadas de
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lugar a cada 35 minutos, de modo que todos os camundongos recebessem a
mesma dose de irradiagao.

A dose aguda de UVB utilizada (2,98 J/cm?) por trés horas e trinta
minutos, provocou eritema logo apos a irradiagao, intensificando-se a partir de seis
horas, estando de acordo com outros autores (DELICONSTANTINOS; VILLIOTOU,;
STRAVRIDES, 1996; MAGLIO et al., 2005) Heck et al. (2003), analisaram os efeitos
da luz UVB na geracdo de oxidantes intracelulares em queratinécitos humanos e
murinos, evidenciando que a luz UVB, numa extens3o de 0,1-1,0 J/cm?, causou um
aumento acentuado na formacdo de EROs em ambos os tipos celulares. Esta

resposta foi dependente da dose de luz UVB.

Figura 5 — Caixa de irradiagcio. A - Caixa de irradiacdo acoplada lampada B - Caixa de
irradiacao contendo 6 caixas de plastico
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Os animais foram separados em trés grupos:

-Grupo Experimental (grupo 6 horas) — camundongos receberam a
dose de irradiagdo (2,98 J/cm?) durante 3 horas e 30 minutos, e tiveram a pele
removida apds 6 horas.

-Grupo Experimental (grupo 24 horas) — camundongos receberam a
dose de irradiagdo (2,98 Jicm?) durante 3 horas e 30 minutos, e tiveram a pele
removida apos 24 horas.

-Grupo Controle (Controle) — os camundongos foram submetidos as
mesmas condicdes dos animais experimentais, portanto colocados na caixa de

irradiagao, por 3 horas e 30 minutos, sem receber a dose aguda de UVB.

3.4 RETIRADA DA PELE Dos ANIMAIS E PREPARO DO HOMOGENATO

Os grupos controles e experimentais foram sacrificados por
deslocamento cervical. A pele do dorso desses animais (4X3 cm — figura 6A) foi
removida (Figura 6B), pesando no total de 600 a 700mg, cortada em pedacos e
armazenada em nitrogénio liquido.

Para as analises, as peles foram homogeneizadas em um aparelho
modelo Van Potter com 2 movimentos de pistilo 5 vezes, por 45 segundos, com
intervalos de 15 segundos, na concentragdo de 10 mg/mL, para os testes de
quimiluminescéncia (QL), capacidade antioxidante total (TRAP) e das substancias
reativas ao 4acido tiobarbiturico (TBARS), 30 mg/mL, para o teste de proteinas
carbonilicas (PCs) ou 50 mg/mL, para os testes da atividade da SOD e da CAT, em
tampao de pH apropriado para cada técnica. O homogenato de 50 mg/mL foi
submetido a centrifugacdo a 10500 x g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
utilizado nas andlises. As amostras foram mantidas no gelo durante os

experimentos.



36

Figura 6 — Remocgao da pele do dorso do camundongo apés sacrificio. A -Camundongo
tricotomizado B - Remocgéao da pele

3.5 QUIMILUMINESCENCIA (QL) INDUZIDA POR TERT-BUTIL HIDROPEROXIDO

Para avaliar o grau de estresse oxidativo prévio da pele, foi utilizado
o método de QL induzida por tert-butil hidroperoxido, descrito por Flecha, Llesuy, e
Boveris (1991), modificado pela adicdo de hemina (ZAMBURLINI et al.; 1995a;
ZAMBURLINI et al.; 1995b). Os homogenatos foram preparados na concentragao de
10 mg de tecido em 1,0 mL de tampao. As amostras (100 pL) foram incubadas com
870 pL de tampao fosfato de potassio monobasico pH 7,4 e 10 uL de hemina 1 mM
a 37°C por 5 minutos. A reacgao foi iniciada pela injecao de 20 uL de tert-buitil,
preparado no momento do uso e mantido em banho de gelo e ao abrigo da luz. A
emissao de luminescéncia pela amostra foi determinada em luminébmetro Turner
Designs TD-20/20, com resposta entre 300-650nm, durante 2 minutos, em ambiente
de baixa luminosidade. Os resultados foram expressos em Unidades Relativas de
Luz (URL) / mg de tecido.

3.6 QUANTIFICAGAO DAS SUBSTANCIAS REATIVAS Ao AciDO TIOBARBITURICO (TBARS)

Os produtos da lipoperoxidagcdo de membrana foram determinados
pela formacado de TBARS, segundo Biswas et al. (1985), modificado por Cecchini,
Aruoma e Halliwell (1990).
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Neste trabalho empregou-se uma alteragdo do método colorimétrico
proposta por Jentzsch et al. (1996), no qual se utiliza butilado de hidroxitolueno
(BHT), para impedir a oxidagdo do homogenato durante o experimento, garantindo
que a lipoperoxidagdo observada fosse anterior ao mesmo. As amostras foram
agitadas em voértex e incubadas no banho-maria 95°C por 30 minutos. Apds
resfriamento em banho gelado, a fase organica foi extraida pela adicao de n-butanol,
seguido de agitagdo vigorosa por 40 segundos, centrifugacdo a 2167 x g por 15
minutos e utilizada para a quantificacdo espectrofotométrica de TBARS.

A quantificagdo do cromoforo formado entre o TBA e o MDA foi

realizada pela diferenca das absorbancias a 535 e 572 nm da seguinte maneira:

X = Absszsnm — AbSs72nm

Xamostra— Xbranco = Y

Y x 1000= N nM TBARS/mg proteina
156 x mg proteina/100uL

3.7 DOSAGEM DE PROTEINAS CARBONILICAS (PCs)

As PCs foram quantificadas de acordo com o método de Reznick e
Packer (1994), que utiliza o método colorimétrico através da reacdo com a
dinitrofenilhidrazina (DNFH).

Homogenatos de 30mg/mL em tampado fosfato de potassio
monobasico 50mM, 1mM EDTA, pH 7,4 foram feitos e submetidos a acdo da DNFH.
Na sequéncia, foram realizadas precipitacdes seguidas de proteina com acido
tricloacético (TCA) 20 e 10%, e tratamento com etanol etil-acetato (1:1 — v/v) para
remogao do excesso de DNFH. Os pellets finais foram ressuspendidos em guanidina
6M e um pico de absorvancia obtido na leitura da cor amarelada do sobrenadante e
foi lido em espectrofotometria de varredura entre 355-390 nm. Os resultados foram

expressos em nmoles de carbonil/mL/mg de proteinas totais.



38

3.8 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE ToOTAL (TRAP) POR
QUIMILUMINESCENCIA

A TRAP foi avaliada conforme descrito por Repetto et al. (1996).
Esta técnica avalia os niveis de antioxidantes totais de um tecido, principalmente
antioxidantes de baixa massa molecular. Neste método, o ABAP, um sistema
gerador de radical alcooxil por decomposicdo térmica, produz foétons que séo
amplificados pelo luminol e medidos em luminédmetro (Turner Designs TD 20/20). A
reacao € inibida por analogos da vitamina E outros antioxidantes lipossoluveis e
hidrossoluveis

A adigdo 100uL de homogenato 50mg/mL do miocardio também
diminuiu a quimiluminescéncia a niveis basais (tempo de indugdo, Ti)
proporcionalmente a concentracdo de antioxidantes até radicais de luminol serem
gerados.

O sistema foi calibrado com um analogo hidrossoluvel da vitamina E
(Trolox). Uma comparagao do tempo de indugéo depois da adigdo de concentragdes
conhecidas de Trolox e homogenato permitiu obter valores de TRAP com uma

concentracgdo relativa a concentragéo do Trolox (Figura 7).

ABAF
—— amostrs 1

—— amostra 2

Trolox

AL

n" de leiliraa

Figura 7 — Gréfico representativo do TRAP, mostrando a emissdo de fétons pelo n° de
leituras . A intersecao das retas representa a fase de indugao da reagao.
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Para obtencao do resultado a seguinte equacao foi usada:

TRAP (UM Trolox)= D X Tamostra/ TTrolox
onde:

D - é uma fator de diluicéo;

Tamostra - € 0 tempo de indugdo da amostra;

Trolox - € 0 tempo de indugao provocado pela adigcdo 1 uM de Trolox.

3.9 ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A atividade da CAT foi determinada de acordo com o método de
Cohen, Dembiec e Marcus (1970), modificado por Aebi (1984). A absorbancia de um
padrao de peroxido de hidrogénio (H»0;), adicionado a agua deonizada e a tampao
TRIS HCL 1M pH 8,0 foi lida a 240 nm. Em seguida, 100 yL da amostra do
sobrenadante do homogenato de 50mg/mL foi adicionado ao meio e foi verificada a
queda da absorbancia do peroxido de hidrogénio durante 3 minutos. Os resultados
foram expressos em abs/mg proteina/minuto. A decomposicdo do H,O, esta

relacionada diretamente com a queda da absorbancia a 240 nm.

3.10 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método
descrito por Marklund e Marklund (1974), baseado na inibicdo da autoxidagdo do
pirogalol em solucédo aquosa. A SOD inibe a autoxidagao do pirogalol por catalisar a

dismutagao do "O;" em H,O,. Esta oxidagao foi acompanhada pelo aparecimento de

cor amarela no meio de reacdo, monitorada a 420 nm por 6 minutos. Na reagao
valores de sobrenadante (100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL) do homogenato de
50mg/mL, inibem a autoxidagcdo do pirogalol. Os resultados representam a relagao
entre os valores obtidos das amostras e do controle (pirogalol). A quantidade de

SOD capaz de produzir 50% de inibicdo da oxidagédo do pirogalol é definida como
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uma unidade de atividade enzimatica (U). Os resultados foram expressos em U

SOD/mg proteina.

3.11 QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS TOTAIS

A quantificagdo de proteinas dos homogenatos foi determinada pelo
método de Lowry et al. (1951) modificado por Miller (1959), utilizando soro albumina

bovina como padrao.

3.12 ANALISE HISTOLOGICA

Amostras de pele do dorso nos animais foram submetidas a
tratamento histolégico. Para tanto, o tecido foi desidratado em concentragdes
crescentes de alcool e xilol e embebido em parafina. Os cortes de 5 ym foram feitos
utilizando o micrétomo Reichert-dJung, corados com hematoxilina-eosina e

observados em microscopio optico.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados representam a média e erro padrao da média de 6 a
11 animais por grupo. A analise de significancia foi realizada pelos testes one-way
ANOVA e Bonferroni como post hoc. Os resultados foram considerados significativos
quando p<0,05. e p<0,01. Para os resultados de QL estimulada por tert-butil a
analise foi avaliada por two-way ANOVA e Bonferroni como post hoc. O programa

Origin 6.0 e GraphPad Prisma 4 foram utilizados para as analises estatisticas.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE MACROSCOPICA

Observou-se eritema 6 horas (Figura 8 B) apo6s a irradiagdo aguda
por UVB, permanecendo 24 horas apos a irradiacéo (Figura 8 C), comparado ao

controle nao irradiado (A).

Figura 8 — Aspecto da pele do dorso do camundongo. (A). Antes da irradiagdo UVB; (B).
Apos 6 horas de irradiagdo UVB; (C). Apos 24 horas de irradiagao UVB.

4.2 ANALISE HISTOLOGICA

Na anadlise histologica da pele do grupo controle foi observado
parénquima organizado, adipdcitos pequenos e auséncia de sunburn cells (SBCs),
conforme pode ser observado na figura 9 A. Na analise histolégica da pele dos
grupos irradiado 6 e 24 horas, o parénquima estava menos organizado, com

presenga de SBCs (Figura 8 B e C).



Figura 9 — Fotomicrografia mostrando alteragdes histoldégicas apds a irradiagao da
pele por UVB. (A) Pele sem irradiagao; (B) apds 6 horas da irradiagéo;
(C) apds 24 horas da irradiagdo (He 100x em A1-B1-C1 e 400x em A2-

B2-C2). Em B2 e C2, mostra a ruptura da integridade da epiderme e a
presenca de SBCs (setas).
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4.3 ESTRESSE OXIDATIVO NA PELE

A figura 10 ilustra a quimiluminescéncia estimulada por terc-butil
hidroperdxido emitida pelos grupos experimentais, refletindo o nivel de hidroperdxido
emitida pelo grupo 24 horas. A curva do grupo 6 horas é significativamente menor,
enquanto que a curva do grupo 24 horas mostrou significativamente maior,
comparadas ao grupo controle, com *p< 0.05. Além disso, a comparagao entre os

grupos experimentais mostrou significancia (*p<0,05).
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Figura 10 — Avaliagdo dos niveis de hidroperédxidos lipidicos por quimiluminescéncia
estimulada por terc-butil hidroperoxido dos homogenatos de pele de
camundongos irradiados. O grafico representa a emissao de fétons entre 0 a
80 segundos. As curvas sao estatisticamente diferentes. A comparagao foi
feita pelo teste two-way ANOVA e Bonferroni como post hoc, sdo *p<0.05
comparado ao grupo controle; *p<0,05 comparado ao grupo 6 horas (n=6
para os trés grupos).
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Os niveis de TBARS (figura 11), diminuiram significativamente no
grupo 6 horas (4,4 + 1,3 nM MDA/mg proteina) e 24hs (6,4 = 1,10 nM MDA/mg
proteina) quando comparados ao grupo controle (11,4 £ 1,04 nM MDA/mg proteina)

com *p<0,01 grupo 6 horas e *p<0,05 grupo 24 horas.
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Figura 11 — Quantificagéo dos niveis de TBARS dos homogenatos de pele de camundongos
irradiados. Os resultados representam a média + o erro padrao. Valores de p
foram determinados pelo test one-way ANOVA e Bonferroni como post hoc,
sdo *p<0,01 grupo 6 horas (n=6) e *p<0,05 grupo 24 horas (n=7) quando
comparado ao controle (n=12).

Os niveis de proteinas carbonilicas (figura 12) diminuiram
significativamente no grupo 6 horas (8.15 £ 0.53 nM/mg proteina) e 24 horas (7,74 *
0,31 nM/mg proteina) em relagdo ao grupo controle (9,07 £ 0,52 nM/mg proteina)

com *p <0,05 grupo 6 horas e *p<0,01 grupo 24 horas.
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Figura 12 — Quantificacdo de PCs dos homogenatos da pele de camundongos irradiados.
Os resultados representam a média * erro padrdo. Valores de p foram
determinados pelos testes one-way ANOVA e Bonferroni como post hoc, séo
*p<0,05 grupo 6 horas (n=6) e *p<0,01 grupo 24 horas (n=6) quando
comparado ao controle (n=7).

Os niveis de TRAP (figura 13) foram significantemente elevados no
grupo 6 horas (1,50 + 0,11 pM Trolox) e significativamente diminuidos no grupo 24
horas (0,86 + 0,04 uM de Trolox), comparados ao grupo controle (1,18 + 0,06 yM
Trolox) com *p<0,05. A diferenga entre os grupos experimentais mostrou significante

com #p<0,01.
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Figura 13 — TRAP dos homogenatos da pele de camundongos irradiados. Os resultados
representam a média £ erro padrao. Valores de p foram determinados pelo
test one-way ANOVA e Bonferroni como post hoc, sdo: *p< 0,05 comparado
ao grupo controle (n=8); *p<0,01 comparado ao grupo 6 horas (n=8); (grupo
24 horas n=6).

—~

A atividade da SOD (figura 14) apresentou um aumento significativo
no grupo 6 horas (1,34 £ 0,09 USOD/mg proteina) com *p<0,01, enquanto que nao
houve nenhuma diferenga no grupo 24 horas (0,92 + 0,05 USOD/mg proteina)
comparados ao grupo controle (0,95 + 0,06 USOD/mg proteina),. A diferenca entre

0S grupos experimentais mostrou significante com *p<0,05.
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Figura 14 — Atividade da SOD nos sobrenadantes da pele de camundongos irradiados. Os
resultados representam a média * erro padrdo. Valores de p foram
determinados pelo test one-way ANOVA e Bonferroni como post hoc, *p<0,01
comparado ao grupo controle (n=12) e #p<0,05 comparado ao grupo 6 horas
(n=6 para os grupos irradiados).

A atividade da CAT (figura 15) diminuiu significativamente no grupo
24 horas (0,27 £ 0,01 abs/mg proteina) com *p<0,01, enquanto que ndo se observou
diferenca no grupo 6 horas (0,38 + 0,02 abs/mg proteina), comparados ao grupo
controle ( 0,39 = 0,01 abs/mg proteina). A diferenga entre os grupos experimentais

mostrou significante com #p<0,01.
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Figura 15 — Atividade da Catalase nos sobrenadantes de pele de camundongos irradiados.
Os resultados representam a média = erro padrdo. Valores de p foram
determinados pelo test one-way ANOVA e Bonferroni como post hoc, *p<0,001
comparado ao grupo controle (n=16); #p<0,001 comparado ao grupo 6 horas (n
=7) e grupo 24 hs (n = 8).
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5 DISCUSSAO

A pele estd continuamente exposta a agentes quimicos, fisicos e
microbiolégicos muitos dos quais induzem a formacdo de EROs e ERNSs, portanto
sujeita ao estresse oxidativo (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007;
BICKERS; ATHAR, 2006; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O estresse oxidativo
€ conhecido como um desequilibrio entre a producdo EROs e ERNs e as defesas
antioxidantes, podendo resultar tanto na diminuicdo destas defesas quanto no
aumento da formagao de espécies reativas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A radiacao por UVB é o agente fisico mais descrito capaz de induzir
uma série de eventos na pele, induzindo lesdo celular, através da formacao de
radicais livres, podendo ocorrer lesbes cancerigenas e pré-cancerigenas,
envelhecimento e processos inflamatérios (ARMSTRONG; KRICKER, 2001;
BICKERS; ATHAR, 2006).

O modelo experimental onde camundongos sao submetidos a dose
aguda por UVB, foi utilizado neste estudo, para verificar as alteracbes morfoldgicas,
no sistema antioxidante e o estresse oxidativo na pele provocado pela irradiagao,
que resultam nos danos extensivamente descritos na pele. O ensaio foi realizado
com camundongos swiss tricotomizados, conforme outros autores (TRON et al.,
1998; LU et al., 2004; GORMAN et al., 2005; SCHIRATO et al.; 2006).

De acordo com analise macroscépica da pele dos camundongos
submetidos & dose aguda de 2,98J/cm? de UVB, foi suficiente para provocar eritema
que pode ser observado apds 6hs e 24 hs da irradiagao (Figura 8). A dose utilizada
€ semelhante as doses em outros estudos (SHINDO; WITT; PACKER, 1993;
PODDA et al., 1998; LEE et al., 2000; WELLER et al., 2003; MAGLIO et al., 2005;
JIN et al., 2007).

Apesar do UVB representar somente 4% do total da radiagcdo UV
solar, pode provocar o avermelhamento da pele com consequente resposta
inflamatdria, (ARMSTRONG; KRICKER, 2001). Uma unica exposi¢ao a irradiagao
por UVB em camundongos causa uma importante inflamagdo na pele, com
consequente edema apos 24hs de irradiagdo (KABASHIMA et al.,, 2007). As
manifestacbes da exposi¢ao aguda ao UVB na pele incluem eritema, queimaduras,

aumento da pigmentagcdo com vasodilatacdo e edema local, com a migracado de
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macrofagos e neutréfilos, devido a liberagdo de citocinas pelos queratinécitos,
caracterizando o processo inflamatério (SAIJA et al., 2000).

Kabashima et al. (2007), relataram que uma unica exposi¢cao a
radiacdo UVB (dose de 5 J/cm?) em camundongos tricotomizados causa uma
importante inflamagdao na pele, com consequente edema apds 24 horas de
irradiagao. A vasodilatagdo, depois da exposi¢cao a radiagao UV, leva ao acumulo de
células inflamatorias como neutroéfilos, macréfagos e células T.

As células em apoptose na pele sdo chamadas de SBC ou células
qgueimadas do sol (BICKERS; ATHAR, 2006). O aparecimento de SBC e a ruptura
da integridade da epiderme foi observado na analise histolégica, 6 e 24 horas apods a
irradiac&o, indicando uma alta atividade sinalizadora de morte celular (apoptose) de
queratindcitos.

Apesar dos queratindcitos serem mais resistentes aos danos
induzidos pelos UVB do que outras células, estes promovem uma cascata de
eventos na células, devido a indugdo de diferentes vias de sinalizacdo celular,
levando a um processo inflamatério ou a apoptose (LU et al., 2004). Tron et al.
(1998), descreveram que a apoptose nos queratinéccitos, devida a irradiagao por
UVB, € dependente de p53, num mecanismo restrito para a populagdo de
queratinécitos

As EROs na pele, provocadas por UVB podem ser produzidas
principalmente pela fotossensibilizagdo, levando a producdo de °*O, ou 'O,
(MARTIN; BURCH, 1990; BICKERS; ATHAR, 2006) e pela resposta inflamatdria,
gerando uma série de espécies reativas, como °O,, H,O,, °OH, HOCI e
possivelmente NO® (SHINDO; WITT; PACKER, 1993; BICKERS; ATHAR, 2006).

Todos os componentes celulares sao susceptiveis a acao das
especies reativas do oxigénio, porém as membranas biolégicas sdo as mais
atingidas em decorréncia da peroxidagao lipidica, podendo acarretar alteragbes na
organizagao estrutural, funcional, enzimatica e na permeabilidade das membranas
celulares e morte celular (MELLO FILHO; HOFFMAN; MENEGHINI, 1984;
CECCHINI; ARUOMA; HALLIWELL; 1990).

Neste estudo, a peroxidagdo lipidica no tecido cutédneo foi
determinada por um teste colorimétrico classico (TBARS) e pela quimiluminescéncia
(QL), iniciada por terc-butil hidroperoxido. Ambos os métodos tém sido

frequentemente utilizados para a avaliagao da lipoperoxidacdo em varios tecidos
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(CECCHINI; ARUOMA; HALLIWELL,1990; FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 1991;
OLIVEIRA; CECCHINI; 2000; BARBOSA et al., 2003). Embora as duas técnicas
verifiquem a lesdo oxidativa, ndo devem ser comparadas ja que os produtos das
reacdes avaliados por elas, sdo diferentes. A QL avalia a formacao de lipoperéxidos
lipidicos, o que acontece num primeiro momento da reacdo de oxidacdo da
membrana (figura 16A), enquanto TBARS quantifica a presenca de aldeidos de
baixa massa molecular como o MDA, que ocorre apos a formacéo de hidroperéxidos
lipidicos (figura 16B).
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Figura 16 — Mecanismo de formacéao de lipoperoxidos de membrana e de aldeidos de baixa
massa molecular como o MDA.

Fonte: Halliwell e Gutteridge (2007).
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Além disso, quando ocorre lesdo da membrana da célula, a
formacgao de lipoperoxidos de membrana ou aldeidos de baixa massa molecular
como o MDA, depende de alguns fatores, especialmente pela presenga de agentes
redutores como metais (Fe e Cu), de enzimas antioxidantes e da extenséo da lesao
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Kitazawa e Ilwasaki (1999), sugeriram que o Fe
cutaneo catalisa a geragao de radicais livres e a utilizaram um antioxidante quelador
de Fe formado pelos aminoacidos glicina e L-serina conjugados com salicialdeido
em cultura de fibroblastos expostos a uma dose aguda de irradiacédo por UVB,
verificando a diminuicdo na formagao de MDA.

A quantificacdo de lipoperéxidos de membrana analisados pela
técnica da QL mostrou-se diminuido nas peles dos camundongos, removida apos 6
horas da irradiacao e aumentada nas peles dos animais, quando removidas apos 24
horas e comparadas ao grupo controle.

A lesdo oxidativa acumulativa medida através da técnica de TBARS,
mostrou-se significativamente diminuida nos grupos 6 e 24 horas, quando
comparadas ao grupo controle.

Maglio et al. (2005), num estudo realizado in vivo com dose aguda
de 2,0 J/em? de irradiacdo UVB, relatou uma diminuicdo de TBARS na pele, a partir
de 6 horas até 24 horas, atribuindo ao éxido nitrico um efeito protetor contra a
lipoperoxidagao, estando de acordo com o estudo realizado por Lee et al. (2000) e
com os resultados obtidos neste estudo.

Outras investigagdes utilizaram a técnica do TBARS como
representante do dano lipoperoxidativo, porém a QL, mostrou-se um teste mais
sensivel (ZAMBURLINI et al., 1995a; ZAMBURLINI et al., 1995b), justamente por
detectar os niveis de lipoperéxidos na pele, que ocorrem numa etapa que antecede
a formacéao de aldeidos de baixa massa molecular (figura 16).

Os resultados sugerem portanto uma diminuicdo na formacao de
lipoperoxidos apds 6 horas da irradiacdo por UVB, enquanto que apds 24 horas
houve aumento significativo na formagao dos lipoperéxidos de membrana.

O TRAP avalia a capacidade antioxidante total e reflete o equilibrio
entre a acao conjunta de antioxidantes de baixo peso molecular e espécies
oxidantes, portanto pode fornecer uma informagdo mais relevante do que a
determinagao da concentragao isolada de um determinado antioxidante (GHISELLI;
SERAFINI; NATELLA, 2000).
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A capacidade antioxidante total do grupo 6 horas foi
significativamente maior comparada ao grupo controle, assim como a SOD,
indicando um aumento das defesas antioxidantes, embora a atividade da CAT, tenha
permanecido inalterada. Jin et al., (2007), em seu estudo também observou um
aumento da SOD uma hora apds a dose de 4,5 Jicm? de irradiacdo UVB em cultura
de queratindcitos. O aumento significativo da SOD pode ser atribuido pela producao
de *O,, apds 6 horas da irradiagdo. Mais detalhadamente os neutrdfilos ativados por
citocinas pro-inflamatéria, geram *O,” (VINTEN-JOHANSEN, 2004). A SOD é uma
enzima que pode ser induzida pelo aumento de producdo de *O,’, responsavel por
eliminar esta espécie reativa com consequente produgao de H,O,. (KRUIDENIER et
al, 2003a; KRUIDENIER et al, 2003b).

Segundo Kohen e Gati (2000), apds a radiagao UV ocorre ativagao
da enzima xantina oxidase resultando numa intensa producado de acido urico, que
pode ser detectada na superficie da pele, podendo contribuir para o aumento do
TRAP no grupo 6 horas, devido a capacidade do acido urico de proteger contra a
lesdo oxidativa, doando elétrons e atuando como um limpador (scavenger) de
radicais livres (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007).

Os danos causados na pele pela formacao de espécies reativas por
UVB ¢é altamente controlado pela rapida eliminacdo das EROs, atribuido ao
mecanismo antioxidante eficiente da pele (KOHEN, 1999).

Portanto observou-se na pele de camundongos apdés 6 horas da
irradiacdo aguda por UVB, aumento nos niveis de TRAP e atividade da SOD,
diminuicdo dos niveis de QL, MDA e PCs, indicando que as defesas antioxidantes
da pele foram estimuladas pela irradiacdo e eficientes contra a lipoperoxidagao
(Figura 17).
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Figura 17 — Principais alteracdes observadas na pele de camundongos apés 6 horas da
irradiacdo aguda por UVB

Fonte: Adaptado Bickers e Athar (2006).

O mesmo n&o ocorreu no grupo 24 horas, mostrando diminuigao
significativa de TRAP, da atividade da CAT em relagdo ao controle e diminuicdo da
atividade da SOD comparada ao grupo 6 horas e aumento significativo da QL,
portanto as defesas antioxidantes foram consumidas e insuficientes para impedir o
estresse oxidativo (Figura 18), embora os valores de TBARS e PCs tenham
diminuido. A diminuicdo das PCs pode ser explicada se considerarmos o fato de se
tratar de pele de camundongo jovem, capaz de remover proteinas oxidadas através
do sistema proteolitico ubiquitina-proteassoma (MERKER; SITTE; GRUNE, 1999).
Fibroblastos velhos sdo muito mais vulneraveis ao acumulo de proteinas oxidadas
depois de sofrerem estresse oxidativo e ndo sdo capazes de remové-las de modo
tao eficiente quanto fibroblastos jovens o sdo (MERKER; SITTE; GRUNE, 1999).

Um outro fato a ser considerado é que a carbonilagdo de proteinas
freqientemente acompanha a formacao de MDA, pois este dois compostos formam
adutos que tém sido associados ao céncer (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007),

portanto a diminuicdo nos niveis de proteinas carbonilica e TBARS é concordante.
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Além disso Podda et al. (1998), evidenciou em cultura de pele,
aumento de proteinas carboniladas somente em altas doses de irradiagcao UVB/UVA
(16,8 J/cm?), sendo que em doses menores (4,2 Jlcm?.e 8,4 Jicm?), permanecem
inalteradas, estando de acordo com os dados obtidos neste estudo cuja dose de
irradiacdo UVB foi 2,98 J/cm?.

A diminuigao significativa da atividade da CAT no grupo 24 horas é
compativel com o aumento de SOD no grupo 6 horas, voltando aos valores basais
apos 24 horas e com o eritema observado (Figura 8), indicando uma resposta
inflamatdria com consequliente produgéo de *O, e formacao de H,O, apods 6 horas
da irradiacao, o que explica a CAT estar sendo consumida. A CAT e a GPx sao as
principais responsaveis pela remog¢éo de H,O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
O consumo da CAT pode, portanto resultar num excesso de H;O,. Uma outra
hipotese € que a CAT é destruida pela luz visivel (CHENG; PARCKER, 1979),
resultando também no excesso de H,O,. Ademais, H,O, reflete uma resposta aguda
da pele pela exposigao por UVB e pode ser gerado por queratindcitos ou infiltrado de
neutrofilos (WEI et al., 2002). Desta forma H>O,, além de provocar diretamente a
lesdao tecidual, poderia estimular a quimiotaxia de neutrdfilos, ativar o linfocito T,
induzir a expressao de moléculas de adesao ou outros mediadores proé-inflamatoérios
(KRUIDENIER et al, 2003a; KRUIDENIER et al, 2003b). Os neutroéfilos ativados por
citocinas pré-inflamatoéria, geram °O;’, através de uma reagdo catalisada pela enzima
NADPH oxidase. A SOD catalisa a dismutacdo do *O," em H,0,, a partir do qual
podem ser gerados *OH e HCLO. O *OH é produzido através de reagdo Haber-
Weiss que requer Fe*, (VINTEN-JOHANSEN, 2004). Finalmente, as evidéncias
experimentais mostradas neste estudo sugerem que o excesso de H)O, é
responsavel pelo estresse oxidativo, observado apds 24 horas da irradiagdo aguda
por UVB (Figura 19).

Portanto o estresse oxidativo foi observado apds 24 horas da
irradiagdo, quando houve um consumo das defesas antioxidantes totais e um
aumento na formagdo de hidroperoxidos lipidicos. Sugere-se que o modelo
experimental que utiliza dose aguda por UVB, seja adequado desde que os testes
elaborados com farmacos, levem em consideragao o tempo de instalacdo do quadro
de estresse oxidativo, apds 24 horas de irradiagdo, ja que apos 6 horas os

mecanismos antioxidantes cutaneo sio eficientes.
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Figura 18 — Principais alteragdes observadas na pele de camundongos apds 24 horas da
irradiagdo aguda por UVB.

Fonte: Adaptado Bickers e Athar (2006).
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6 CONCLUSOES

Apdés 6 horas de irradiagdo aguda por UVB na pele de

camundongos:

Na analise macroscépica observou-se eritema e a analise morfologica
mostrou leve desorganizacao da epiderme com aumento do numero de
SBCs, indicando atividade sinalizadora de morte celular de queratindcitos;
Formacao de hidroperéxidos lipidicos diminuiu, evidenciado pela queda
na quimiluminescéncia;

Diminuigdo nos niveis de TBARS, ou seja, de formagao de aldeidos de
baixa massa molecular (MDA);

Houve queda significativa nos niveis de proteinas carbonilicas;

O potencial antioxidante total aumentou;

A atividade da SOD aumentou, enquanto a CAT permaneceu inalterada;
Portanto, a redugdo na formacdo de lipoperdxidos ocorreu devido aos
eficientes mecanismos antioxidantes enzimaticos e lipossoluveis da pele

que foram estimulados pela irradiagcao UVB;

Apos 24 horas de irradiagao na pele de camundongos por UVB:
Na analise macroscopica observou-se eritema e na morfolégica maior
ruptura da integridade da epiderme quanto comparada a pele do grupo
6horas, com aumento do numero de SBCs, indicando  atividade
sinalizadora de morte celular de queratindcitos;
Formacao de hidroperdxidos lipidicos aumentou;
Diminuicao nos niveis de TBARS (MDA);
Houve queda nos niveis de proteinas carbonilicas;
A capacidade antioxidante total diminuiu;
Reducédo na atividade da SOD, comparada ao grupo 6 horas, voltando a
valores basais;
Reducao na atividade da CAT;
Portanto, o estresse oxidativo foi observado apods 24 horas da irradiagao

quando houve aumento da formacdo de hidroperdxidos lipidicos
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provavelmente pela formagdo de EROs, devido ao acumulo de H;O,,
conseqiiéncia da dismutagdo do *O, pela SOD (aumentou apds 6 horas

da irradiagdo) e o consumo das defesas antioxidantes totais.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo mostrou que, quando submetida a lesdo aguda por
irradiacao UVB, a pele possui capacidade antioxidante importante, capaz de impedir
os efeitos lesivos de EROS. Entretanto, apés 24 horas desta lesdo aguda, com o
consumo das defesas antioxidantes, ja se pode evidenciar lesbes cumulativas de
lipideos de membrana, com possivel comprometimento da integridade da pele.

Tendo em vista que estudos ainda apontam o NO como possivel
causador ou protetor de danos oxidativos na pele, estudos complementares sao
necessarios para se verificar a participagao do NO neste modelo.

A presente pesquisa abre um novo caminho para intervengdo com

cosméticos para a pele.
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