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RESUMO
RIBEIRO, Michelly de Oliveira. Avaliagdo in vitro da fotoquimioprotecdo &

fototoxicidade do extrato padronizado de Brosimum gaudichaudii em melandcitos.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da
Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

A Brosimum gaudichaudii € uma planta pertencente a familia Moraceae encontrada
no cerrado brasileiro, e é muito utilizada na medicina popular para o tratamento do
vitiligo e outras dermatoses. A atividade biol6gica desta espécie esta associada a
presenca de furanocumarinas com atividade fotossensibilizante, bergapteno e
psoraleno. Existem poucos estudos publicados mostrando a eficacia e seguranca no
uso desta planta, assim o objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade, a acéo
antioxidante e melanogénica do extrato de Brosimum gaudichaudii em melandcitos,
para determinar sua seguranca e acao bioldgica. Para isso, foram avaliadas a
viabilidade celular, a atividade das enzimas tirosinase, catalase e superéxido
dismutase, as espécies reativas de oxigénio intracelular, o nivel de glutationa, a
guantidade de melanina produzida e a expressado génica para tirosinase e fator de
transcricdo relacionado a microftalmia, no cultivo celular. O extrato padronizado de
Brosimum gaudichaudii ndo foi considerado toxico nas concentracdes de 1,6 a 50
pMg/mL. Mostrou acdo na melanogénese aumentando a atividade da enzima
tirosinase e o conteudo de melanina nas células tratadas com 50 pg/mL do extrato e
irradiadas com UVA. O tratamento dos melandcitos com o extrato também
aumentando a atividade da enzima catalase e a associacdo do tratamento com a
radiacdo UVA normalizou a atividade da enzima superéxido dismutase, que com o
tratamento com extratos e padrdes sem irradiacdo celular mostrou diminuicdo em
relacdo ao controle. Os resultados sugerem que o uso do extrato de Brosimum

gaudichaudii parece ser util como tratamento alternativo para o tratamento do vitiligo.

Palavras-chave: Brosimum gaudichaudii, mamacadela, melanogénese, antioxidante,

psoraleno, bergapteno, vitiligo.



ABSTRACT

RIBEIRO, Michelly de Oliveira. In vitro evaluation of photochemography &
phototoxicity of the standardized extract of Brosimum gaudichaudii in melanocytes.
Dissertation (Master of Science in Pharmaceutical Sciences) - Faculty of Health

Sciences. University of Brasilia, Brasilia, 2018.

Brosimum gaudichaudii is a plant belonging to the family Moraceae, found in the
Brazilian cerrado, and it is widely used in folk medicine for the treatment of vitiligo
and other dermatoses. Its biological activity is associated with the presence of
furanocoumarins with photosensitizing activity, bergapten and psoralen. There are
few published studies showing the efficacy and safety in the use of this plant, so the
objective of this work was to evaluate the toxicity, antioxidant and melanogenic action
of Brosimum gaudichaudii extract in melanocytes, to determine their safety and
biological action. For this, it was evaluated the cellular viability, the activity of the
enzymes tyrosinase, catalase and superoxide dismutase, the reactive species of
intracellular oxygen, the level of glutathione, the amount of melanin produced and the
gene expression for tyrosinase and transcription factor related to microphthalmia, in
cell culture. The standard extract of Brosimum gaudichaudii was not considered toxic
at concentrations of 1,6 a 50 pg/mL. It had action in the melanogenesis increasing
the activity of the enzyme tyrosinase and the content of melanin in the cells treated
with 50 ug/mL of the extract and irradiated with UVA. The treatment of melanocytes
with the extract also increased the activity of the catalase enzyme and the
association of the treatment with the UVA radiation normalized the activity of the
enzyme superoxide dismutase, which with the treatment with extracts and standards
without cellular irradiation showed a decrease in relation to the control. The results
suggest that the use of Brosimum gaudichaudii extract seems to be useful as an

alternative treatment for the treatment of vitiligo.

Keywords: Brosimum gaudichaudii, mamacadela, melanogenesis, antioxidant,

psoralen, bergapten, vitiligo.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. \Vitligo

Vitiligo é uma doenca autoimune em que ha a destruicdo dos melandcitos por
células de defesa do organismo, culminando na formacdo de méculas brancas na
regido afetada, rodeada por pele normal ou hiperpigmentacdo nas bordas. Assim, a
doenca é caracterizada por despigmentacdo irregular da pele, podendo afetar olhos,
cabelo e mucosa bucal. Pode ser classificado baseado na regido onde aparece as
despigmentacdes em vitiligo ndo-segmentar, segmentar e indeterminado (Richmond
et al. 2013; Faria et al. 2014a).

A classificacdo da doenca se baseia na teoria neural, que determina que regides
de nervos sao afetadas, fazendo com que haja liberacdo de neuropeptidios, que
podem inibir ou destruir os melandcitos. Portanto, se a doenca se manifesta no
trajeto do nervo em apenas um lado do corpo é denominado de segmentar, e se ela
se manifesta dos dois lados do corpo com tendéncia simétrica € chamada de né&o

segmentar (Ezzedine et al. 2012).

O vitiligo ndo segmentar € dividido em acrofacial, quando afeta face, cabeca,
MAaos e pés; mucosa, quando afeta as mucosas oral e genital; generalizado ou
comum, quando a doenca comeca a ter maculas simétricas; universal, quando 80-
90% da superficie do corpo € afetada; e misto, vitiligo segmentar e ndo segmentar.
Existem formas da doenca que sdo indeterminadas, por exemplo quando apenas

uma macula é observada e ndo segue nenhum padréo neural (Faria et al. 2014b).

Esta doenca afeta igualmente ambos os sexos podendo se manifestar em
gualquer idade, mas a prevaléncia é na infancia (Gianfaldoni et al. 2018b). No Brasil
nao ha dados epidemioldgicos atualizados sobre a incidéncia e prevaléncia da
doenca, mas no mundo a prevaléncia tem sido estimada entre 0,093% a 1,13% da
populacdo (Da Cunha et al. 2008; Tarlé et al. 2014).

Quando se trata do vitiligo ndo se tem conhecimento da causa exata da doenca,
0 gue se tem sdo mecanismos que podem vir a explicar o seu surgimento. A teoria
mais aceita € uma combinacédo de varios fatores que podem culminar no surgimento

da doenca, que seria um desequilibrio auto-imune em pacientes que teriam uma



predisposicdo genética, onde também poderia estar relacionado um quadro de

estresse oxidativo e desequilibrio neuro-humoral (Filho et al. 2015).

O risco de um irmao de uma pessoa com vitiligo desenvolver a doenca é de 6%,
e se for gémeo idéntico é de 23%, o que mostra que existe um fator genético
associado a essa doenca (Medsker et al. 2016).

Algumas doencas autoimunes também parecem estar associadas com a
patogénese, como, por exemplo, a doenca de Hashimoto, doenca de Graves,
anemia perniciosa, doenca de Addison, lUpus eritematoso sistémico, artrite
reumatoide e diabetes mellitus tipo 1 (Spritz and Andersen 2017). Essas doencas
autoimunes ocorrem em uma frequéncia maior em parentes proximos de pessoas
com vitiligo, indicando que essas doengas compartilham pelo menos algumas de

suas bases genéticas com o vitiligo (Spritz and Andersen 2017).

Os melandcitos de pacientes com vitiligo sdo mais vulneraveis do que os de uma
pessoa saudavel. Existem anormalidades em organelas celulares, que podem
acarretar na diminuicdo da capacidade de lidar com estressores, que aumentam a
producdo de espécies reativas de oxigénio. Assim, 0 que é observado nestes
pacientes sdo altas concentracfes de peroxido de hidrogénio epidérmico e uma
diminuicdo de enzimas importantes, como catalase, para a transformacdo dessa
espécie reativa de oxigénio em moléculas menos danosas ao organismo (Rashighi
and Harris 2017).

Fatores ambientais também aparecem sendo desencadeadores dessa doenca.
Produtos quimicos em contato com a pele podem ser absorvidos e competir pela
enzima tirosinase, responsavel pela formacdo de melanina, bloqueando a

melanogénese (Harris 2016).

1.1.1. Melanogénese

A melanogénese é a via para a formacdo de melanina, pigmento sintetizado
nos melandcitos epidérmicos, que confere cor e protecdo a pele, absorve os radicais
livres gerados no citoplasma e fotoprotege contra radiacdo ionizante, como a
radiacao ultravioleta (Kim et al., 2015; Oh et al., 2017).



Os melandcitos tém sua origem embrionaria na crista neural e migram por
todo embrido até seu destino final (Mort et al. 2015). Sua forma imatura é conhecida
como melanoblasto, em que os melanossomas, que sdao as organelas onde a
melanina é produzida, armazenada e transportada, ainda ndo tém a enzima
tirosinase funcional. Quando os melanoblastos se desenvolvem e passam a ser
células pigmentantes, eles ficam localizados na epiderme, derme e bulbo capilar
(Kormos et al. 2011). Dependendo da quantidade de melanina produzida os
melanossomas podem ser produzidos em tamanho, nimero e densidades variaveis
(Chang, 2012).

A sintese de melanina pode ter como estimulo fatores como a radiacédo
ultravioleta ou outros fatores ambientais e inflamatérios, e como resposta, horménios
fornecem sinais complexos que d&o inicio a melanogénese (Carletti et al. 2014). O
horménio estimulante de a-melandcito (a-MSH), que € um peptideo derivado da
propiomelanocortina é produzido no queratinécito e liberado em resposta a
irradiacdo UV. Este horménio estimula a ativacdo da via cAMP-PKA-CREB
(adenosina monofosfato ciclico proteina quinase A-AMPc), que por sua vez aumenta
a expressdo do mRNA do gene que codifica o fator de transcricdo relacionado a
microftalmia (MITF) (Singh and Mukhopadhyay 2014).

A cascata da via cCAMP-PKA-CREB (Figura 1) é a via principal para a sintese
de melanina. Ela tem inicio quando o a-MSH, ou outros peptideos como o horménio
estimulante de pB-melandcito (B-MSH) ou ainda o horménio adrenocorticotrofico
(ACTH), se liga ao receptor melanocortina 1 (MC1R) na membrana celular, que ativa
a adenilato ciclase (AC), produzindo cAMP, que por sua vez ativa a proteina quinase
A (PKA), ativando a expressdao de MITF através da fosforilagdo da proteina de

ligacdo ao elemento responsivo a CAMP (CREB) (Chang 2012).

A regulacéo da expressao de MITF pode acontecer por outras duas vias além
da via cAMP-PKA-CREB, que sdo a via de Wnt, que quando ativada regula
negativamente a GSK3p (glicogénio sintetase quinase 3 beta) que desencadeia uma
cascata que culmina na regulacéo positiva de MITF, e a via ERK que quando ativada
fosforila MITF na serina 73 e, em seguida, acontece a ubiquitinizacdo e degradacédo

de MITF. Portanto, essa ultima via regula negativamente o MITF (Niu et al. 2018).
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Figura 1. Melanogénese através da via cCAMP-PKA-CREB.

Adaptado de Read e colaboradores (2015) e Miot e colaboradores (2009). O horménio estimulante de a-
melandcito (a-MSH) produzido nos queratindcitos em resposta a radiacéo ultravioleta A (UVA) se liga ao receptor
de melanocortina 1 (MC1R), ativando a adenilato ciclase (AC). Esta, por sua vez, estimula a producdo de
monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) que ativa a proteina quinase A (PKA). A expressao do fator de
transcricdo relacionado a microftalmia € ativada através da fosforilagcdo da proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a cAMP. MITF é responsavel pelo aumento da expressdo das enzimas tirosinase (TYR), proteina
relacionada a tirosinase 1 (TYRP-1) e proteina relacionada a tirosinase 2 (TYRP2), também conhecida como
dopacromo tautomerase (DCT). As enzimas produzidas sdo responsaveis pela formacdo das melaninas no

melanossomas.



O MITF est4 relacionado a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo dos
melandcitos, pois ele é o principal regulador da melanogénese, agindo sobre a
expressdo génica das enzimas que catalisam a sintese de melanina quando se liga

a caixa M da regido promotora ativando estas enzimas (Chang 2012).

Existem trés enzimas que participam da sintese de melanina, elas séo
tirosinase (TYR), tirosinase relacionada a proteina 1 (TYRP-1) e tirosinase
relacionada a proteina 2 (TYRP-2), também conhecida como dopacromo
tautomerase (DCT). Entretanto, apenas a TYR é fundamental no processo, pois ela
catalisa as rea¢gfes em que a L-tirosina € hidroxilada e transformada em L-Dopa (L-
dihidroxifenilalanina) e, posteriormente, esta é oxidada a dopaquinona (o-quinona).
Estas reacdes sao limitantes para a formacédo da melanina. As demais reacoes da
cascata, apos a formacdo da dopaquinona até a formacdo da eumelanina ou
feomelanina, podem ocorrer espontaneamente em pH fisiologico (Carletti et al.
2014; Alam et al. 2016).

A via melanogénica pode dar origem a dois tipos de melanina, a eumelanina,
gue tem como caracteristica o pigmento que varia de marrom a preto e é formada
guando a dopaquinona, na auséncia de cisteina ou glutationa, forma
leucodopacromo. A feomelanina, caracterizada por pigmento de coloracdo amarela a
vermelha, formada quando a dopaquinona na presenca de cisteina ou glutationa
forma a dopa (Miot et al. 2009).

O leucodopacromo pode formar a eumelanina por duas vias distintas,
primeiramente ele é convertido a dopacromo e esta molécula pode seguir a via da
enzima TYRP-1 e ser transformado em dihidroxiindol do acido carbdlico ou pode

seguir a via da DCT e ser convertido em dihidroxilindol (Miot et al. 2009).

A TYR é uma enzima oxidase que possui diversas funcbes. Ela possui um
dominio central de ligacdo ao cobre contendo residuos de aminoacidos conservados
gue incluem trés histidinas. Ela é produzida no reticulo endoplasmatico rugoso,
processada no complexo de Golgi e transportada para os melanossomas do

melandcito onde a melanina é sintetizada (Chang 2012; Oh et al. 2017).



1.1.2. Espécies reativas de oxigénio e o vitiligo

O organismo se defende do acumulo de espécies reativas do oxigénio através
dos antioxidantes enddgenos que podem ser enzimaticos ou ndo. O sistema
enzimatico € composto pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e a glutationa peroxidase (GSH-Px). E 0 ndo enzimético € composto pela bilirrubina,

a-tocoferol (vitamina E), beta-caroteno, albumina e acido urico (Liguori et al. 2018).

E possivel adquirir antioxidantes de forma exdgena através da alimentag&o ou
por medicacdo. Os antioxidantes exdgenos séo acido ascorbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), glutationa, resveratrol, acidos fendlicos, flavonoides, lecitinas

de 6leo, selénio, zinco e acetilcisteina (Xu et al. 2017; Liguori et al. 2018).
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Figura 2. Espécies Reativas de Oxigénio.

Na célula, o oxigénio molecular é transformado a anion radical superdxido na mitocondria, que por sua vez é
convertido a peréxido de hidrogénio pela enzima superdxido dismutase. O perdxido pode ser transformado em
agua pela acao da enzima catalase ou pela enzima glutationa peroxidase.



O ciclo de formacgéo de espécies reativas do oxigénio (Figura 2) comeca com
a respiracdo, onde o oxigénio molecular pode ter elétrons adicionados e formar o
anion radical superdoxido (O2-). As enzimas SOD (SOD 1 e SOD 2) agem
convertendo o anion radical superoxido em peréxido de hidrogénio (H202), que é
outra espécie reativa do oxigénio muito prejudicial a saude, pois ela € muito estavel
e pode se difundir pelas camadas lipidicas ou aquaporinas intramembranais. Esta
espécie reativa é encontrada em niveis altos em pacientes com vitiligo, assim como
a SOD (Naini et al. 2012; Di Dalmazi et al. 2016a).

O sistema antioxidante age fazendo com que a enzima catalase transforme o
peroxido de hidrogénio em duas moléculas de agua e uma molécula de oxigénio, e a
enzima glutationa peroxidase o transforma em duas moléculas de agua, sendo
assim uma defesa antioxidante muito importante para o organismo (Di Dalmazi et al.
2016a). O estresse oxidativo esta envolvido na patogénese de varias doencas e 0
estresse de melandcitos e queratindcitos € um importante mecanismo patogénico na

base da progressao do vitiligo (Gianfaldoni et al. 2018b).

1.2. Tratamento

Os tratamentos mais comuns sd0 0s que utilizam esterdides topicos, inibidores
de calcineurina, fototerapia e fotoquimioterapia (Filho et al. 2015). A diferenca entre
a fototerapia e a fotoquimioterapia € que a primeira utilizada somente radiacéo
ultravioleta B (UVB) ou radiacdo ultravioleta A (UVA) e a segunda utiliza UVA com

associacao de furanocumarinas.

A fototerapia que utiliza apenas UVA1 (340-400 nm) ndo é utilizada somente
para o vitiligo, mas também para dermatite atOpica, psoriase e outras doencas
dermatoldgicas. E uma terapia bem tolerada e seu protocolo de tratamento consiste
em 3 a 5 sessdes por semana, comec¢ando por doses de laser de 20 a 30 J/cm?, que
aumentam gradualmente com o decorrer do tratamento (Esmat et al. 2017). Para
esse tipo de fototerapia existe no mercado equipamentos que permitem tratar

pequenas areas de dificil acesso, como o Laser Alba 355®, que é um equipamento



permite usar uma dose menor em regides mais focalizadas e as sessdes podem ser

mais frequentes (Gianfaldoni et al. 2018Db).

A fotoquimioterapia mostrou ser mais eficaz, apesar da toxicidade das
furanocumarinas, e esse efeito tdéxico se deve principalmente ao longo periodo em
gue o paciente € exposto ao tratamento para se obter um resultado satisfatorio. O
uso de UVA e psoraleno € utilizado em tratamentos para outras doencas de pele
como, por exemplo, a psoriase e dermatite atépica (MARTINS et al., 2015). Este
tratamento de UVA associado com psoraleno consiste na aplicacdo tdépica ou
ingestdo de furanocumarinas lineares e subsequente exposicdo a radiacao
ultravioleta A (UVA) (320-340 nm) (De Morais et al. 2018).

Um tratamento muito interessante é o de climatoterapia do Mar Morto associado
a creme de pseudocatalase. A climatoterapia € explicada por nessa regiao
geografica o espectro UVB se encontrar atenuado, assim induzindo a
repigmentacdo, e o creme de pseudocatalase fazer com que essa repigmentacéo

seja mais rapida, pois age como antioxidante (Mohammed 2015).

Um dos mais antigos tipos de fototerapia séo os Lasers Excimer (308 nm), que
séo lasers de cloreto de xendnio. Esse tipo de fototerapia estd sendo implantada
para o tratamento do vitiligo localizado, principalmente na regido da face. O paciente
faz o tratamento durante 13 semanas e no total o paciente recebe 26 sessbes de
fototerapia neste periodo. O paciente comeca com uma dose 10% abaixo da dose
minima de eritema na regido afetada e a dose vai sendo aumentada gradualmente
(Al-Shobaili 2014).

Outra forma de fototerapia é a utilizada pelo dispositivo BIOSKIN EVOLUTION®,
gue usa uma pequena lampada de arco que é filtrada para obter apenas a faixa
estreita de UVB. Esse dispositivo € muito flexivel, podendo agir em pequenas areas

de dificil acesso, mas trata apenas lesdes cutaneas (Gianfaldoni et al. 2018a)

Entre os tratamentos topicos para vitiligo estdo os corticosterdides, que exercem
acao de anti-inflamatérios e imunossupressores. Os mais utilizados sdo creme de
dipropionato de betametasona a 0,05% e pomada de propionato de clobetasol a
0,05%. Esses medicamentos tém uma Otima resposta em pacientes com Vvitiligo

inflamatorio (Gianfaldoni et al. 2018c). Os corticosteroides podem ser utilizados



também de forma sistémica em pacientes que tém vitiligo instavel. Apesar de serem
muito utilizados neste tipo de terapia seu uso € considerado seguro somente quando
é feito por um curto periodo, pois podem surgir varios efeitos indesejados, como por
exemplo telangiectasia, hipertricose, taquifilaxia, sindrome de Cushing, retardo do
crescimento e outros (Aljebab et al. 2016).

Como alternativa ao uso dos corticosteroides existem os inibidores de
calcineurina topicos, que sdo imunossupressores seguros, bem tolerados, mas com
preco geralmente pouco acessivel. Um dos medicamentos mais utilizados dessa
classe é o tacrolimus e ele age ligando-se a imunofilina citoplasmatica especifica
(FKBP12), inibindo a ativagéo dos linfécitos T, assim ndo ha sintese de interleucinas
e outras citocinas (Birlea; Goldstein; Norris, 2017).

Algumas alternativas adicionais estdo sendo introduzidos ao tratamento do
vitiligo, como, por exemplo, o calcipotriol, que ja € utilizado para psoriase e extratos
de plantas como o extrato de Brosimum gaudichaudii. Combinac¢des de tratamentos
sdo muito utilizadas, tratamentos topicos associados a fototerapias, calcipotriol com
corticosteroides topicos, entre outras. Cada paciente vai testar varias combinacdes
de tratamento até conseguir um que seja ideal para o seu tipo de vitiligo (Karst and
Tibbetts 2016).

1.3. Brosimum gaudichaudii

As plantas sédo fontes de moléculas com propriedades medicinais que sao
utilizadas como modelo para sintese de diversos farmacos que estao disponiveis no
mercado ou que ainda estdo sendo estudados (Dutra et al. 2016). O uso medicinal
de diversas plantas é testado para o tratamento e prevencdo de doencas levando
em conta o conhecimento popular. A investigacéo etnofarmacolégica se tornou muito

importante para o desenvolvimento de novos fitoterapicos (Silva et al. 2015).

A familia Moreaceae, do grupo das angiospermas, é composta de 40 géneros e
aproximadamente 1.200 espécies (The Plant List 2013; Schnetzler et al. 2017). No
Brasil, estima-se que esta familia é representada por aproximadamente 27 géneros
com 250 espécies (Jacomassi et al. 2010). Entre os géneros desta familia

destacam-se alguns que tém grande importancia na producdo de moléculas
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biologicamente ativas, como os géneros Artocarpus, Brosimum, Dorstenia, Ficus,
Morus, entre outros (Schnetzler et al. 2017). Algumas espécies sdo de importancia
para a industria de madeira, papel, borracha e na producdo indireta da seda
(Jacomassi et al. 2010).

O Brasil é um pais rico em biodiversidade, sendo a Amazoénia o maior bioma
do nosso pais. A regido que corresponde ao segundo maior bioma € o Cerrado, este
é dividido em campo limpo, sujo e cerrado; cerrado propriamente dito e o cerradao.
Sao feitas também algumas inclusGes de mata ciliar e seca; veredas ou buritizais e
campos rupestres (Lourencgo 2001; Silva et al. 2015). Mesmo o cerrado sendo t&o
vasto ele esta entre as regides do mundo com a biodiversidade mais ameacada de
extingdo principalmente pelo crescente aumento das atividades agropecuarias
(Sparovek et al. 2015).

s

Do género Brosimum, a espécie Brosimum gaudichaudii Trécul., € uma planta
nativa do Brasil, frequentemente encontrada no cerrado e regido nordeste, sendo
gue esta espécie é a Unica representante do seu género no cerrado brasileiro (Da
Cunha et al. 2008; Silva et al. 2011).

Esta espécie sofre constantes agressdes, principalmente porque suas raizes sao
muito utilizadas como medicamento e por estar inserida no cerrado brasileiro,
sofrendo com as queimadas constantes e espontaneas que ocorrem neste bioma.
Outros fatores prejudiciais sdo0 o0 aumento crescente de desmatamento para
plantacdes agricolas ou mesmo do aumento das cidades (Faria et al. 2009).
Considerando a necessidade de encontrar alternativas para este problema,
pesquisas voltadas para germinacdo, desenvolvimento de plantulas e cultivo tém
sido conduzidas (Faria et al. 2009; Silva et al. 2011; Lima et al. 2014).

Esta espécie € popularmente conhecida na medicina popular como mamica de
cadela, mamacadela, mamica-de-porco, mamica-de-cachorra e algodédo (Da Cunha
et al. 2008). Brosimum gaudichaudii produz latex em abundéancia, sendo suas raizes,
casca e folhas muito utilizadas na medicina popular. Possui porte arbustivo, podendo
tornar-se uma arvore de até 4 m de altura; a arvore adulta é pouco ramificada,
enquanto a arvore jovem apresenta um dimorfismo acentuado (Jacomassi et al.
2010).
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A folhagem € verde-escura na face superior, folhas séo alternadas e simples.
Quanto as flores, estas sédo pequenas e com maior quantidade de flores masculinas,
tendo somente um estame de flores femininas. Assim, podem ser observadas
inflorescéncias contendo apenas uma flor pistilada e a sua volta véarias flores
estaminadas. O ovério tem cinco carpelos, mas apenas um irA se desenvolver
virando semente. Macroscopicamente, as inflorescéncias sdo muito semelhantes
aos frutos que sao formados, o que muda é que o fruto terd um formato maior e sera

mais carnoso (Jacomassi et al. 2010).

Os frutos (Figura 3) tém a superficie com textura rugosa, sao leitosos e carnosos,
sdo pequenos, tendo um tamanho que varia de quatro a cinco centimetros, e
apresentam coloracdo que varia entre o amarelo e o laranja, contendo em cada fruto
uma ou duas sementes de coloracdo creme (Pozetti 2005). A melhor época para
colheita dos frutos é no periodo entre setembro e janeiro, mas depende também da

regido (De Faria et al., 2015).

A raiz € constituida por floema e xilema secundarios e periderme, que € um
tecido que confere protecdo a planta (Jacomassi et al. 2010). Pozetti, em 1969,
descobriu que das raizes de Brosimum gaudichaudii podia-se extrair duas
furanocumarinas e que elas poderiam ser utilizadas no tratamento do vitiligo (Pozetti
1969).

Figura 3. Folhas e frutos (maduro e verde) de Brosimum gaudichaudii.
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1.3.1. Furanocumarinas

Brosimum gaudichaudii Trécul. é utilizada para o tratamento do vitiligo por conter
furanocumarinas com capacidade de promover a fotossensibilizagcdo sobre a pele.
Essas furanocumarinas sdo encontradas principalmente nas raizes e na parte
inferior da haste desta planta, mas também ja foi relatado a presenca de bergapteno,
uma furanocumarina, nos frutos maduros (Jacomassi et al. 2010). De acordo com o
perfil fitoquimico, nas raizes desta planta podemos encontrar psoraleno, bergapteno,
xantiletina, luvangetina e gaudichaudina (Le&o et al. 2005).

Destas, duas furanocumarinas, psoraleno e bergapteno, sdo consideradas as
principais substancias responsaveis por esta atividade da planta (Monteiro et al.
2002; Niu et al. 2016).

As furanocumarinas podem ser encontradas em diversas plantas, fungos e
bactérias. O que diferencia as furanocumarinas das cumarinas é a condensacao do
anel furanico com um nudcleo cumarinico (Varanda et al. 2002). S&o conhecidos dois
tipos de furanocumarinas e a diferenca entre elas € a posicdo do grupo furéanico,
sendo que as que possuem o0 grupo furanico na posicdo C6-C7 sdo chamadas de
moléculas lineares e as que possuem o0 grupo furanico na posicdo C7-C8 séo
chamadas de angulares. A toxicidade dessas substancias pode variar de acordo
com a sua estrutura quimica. As moléculas lineares sdo mais téxicas que as
moléculas angulares. As furanocumarinas produzidas pela familia Moraceae séo

moléculas lineares (Dueholm et al. 2015).

As furanocumarinas sdo compostos que sao fotoativados e a faixa de
comprimento de onda ultravioleta A (UVA) efetiva para esta fotorreatividade esta
situada entre 320 e 400 nm, assim como para outras cumarinas (LOURENCO 2001).
Estes compostos ndo sdo afetados pela radiacdo UVB (Martins 2016). Assim, o
tratamento com o extrato depende da radiacdo UVA para resultar no efeito biolégico

desses metabdlitos secundarios.

Quando fotoativadas, as furanocumarinas ligam-se covalentemente ao DNA dos
melandcitos, atuando na absorcdo de fotons e excitacdo de elétrons. Os elétrons

excitados se ligam ao oxigénio ou acidos nucleicos, fazendo com que as
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furanocumarinas voltem ao seu estado fundamental, dando origem a espécies

altamente reativas (Melough and Chun 2018).

As espécies formadas ficam em estado tripleto excitado e podem fazer ligacbes
covalentes com a timina no DNA, assim mudando a sua estrutura, pois essa base se
reposiciona e essa mudanca leva ao bloqueio da replicacdo dessas células. Pode
ocorrer absorcdo de um segundo féton no anel lacténico e ligacdo com outra base

de timina, gerando uma ligacéo cruzada no DNA (De Morais et al. 2018).

Assim a toxicidade atribuida as furanocumarinas é devida a habilidade destes
compostos de se ligarem ao DNA, além de outros fatores que estdo associados,
como a sua alta reatividade e a capacidade de danificar lipideos, proteinas, RNA e
DNA (Lourengo 2001). Além disso, as furanocumarinas podem inibir o citocromo
P450 (CYP). As interagbes entre furanocumarinas e CYP3A4 geram muitos
problemas ao ser humano, isto porque P450 representa uma familia ampla e
diversificada de proteinas humanas e desempenha um papel importante no
metabolismo de medicamentos (Guo and Yamazoe 2004; Dugrand-Judek et al.
2015).

As furanocumarinas podem ser obtidas tanto por extracédo de plantas quanto por
sintese quimica. Mas ambos 0s processos tém seus lados negativos. Na extracao, o
rendimento do produto final recuperado € muito baixo, enquanto o processo de
sintese tem um preco muito elevado e gera residuos toxicos (Martins et al. 2015). A
obtencdo por extracdo € a mais viavel, mas ha uma necessidade de desenvolver

métodos para otimizar essa extracao.

As furanocumarinas encontradas na Brosimum gaudichaudii tém sido usadas
internamente e externamente para promover a pigmentacdo da pele e o
bronzeamento (Richmond et al. 2013). Mas quando utilizados em grandes doses por

um periodo longo de tempo, os psoraleno sdo hepatotoxicos (Ledo et al. 2005).

1.3.2. Usos da Brosimum gaudichaudii

O fruto da Brosimum gaudichaudii € mastigado, pois, devido ao latex presente,

ele forma uma goma de sabor adocicado e o pd obtido das raizes € usado como
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fragrdncia, o que se deve ao odor -caracteristico das furanocumarinas,
principalmente do psoraleno (Da Cunha et al. 2008). O suco da raiz também é
utilizado para preparo de formulacdes, como pomadas e logbes com o intuito de

promover a pigmentacéo da pele (De Morais et al. 2018).

O uso mais popular desta planta é para o tratamento do vitiligo e outras
dermatoses, em que a parte da planta que é utilizada é a entrecasca da raiz, e 0
tratamento € realizado em forma de banhos ou ingestdo de chas (Macedo, M.;
Ferreira 2004). Essa planta também é utilizada como depurativo do sangue (Faria et
al. 2009). Outros usos ja relatados sdo para o tratamento de hepatite, acnes,
alergias, fissuras dérmicas, verminoses, infeccdes em geral, viroses de animais;

diurético e calmante (Martins et al. 2015; Silva et al. 2015)

Foi desenvolvido, através do principio ativo encontrado na parte inferior do tronco
e das raizes do Brosimum gaudichaudii, um medicamento fitoterapico para o
tratamento do vitiligo, com o nome comercial Viticromin®, que atualmente se

encontra fora do mercado (Leéo et al. 2005).

As formas farmacéuticas desenvolvidas deste medicamento foram comprimido,
pomada e locdo, sendo que para comprimido a dose recomendada era de 2 a 4
comprimidos por dia, pela manha, por 6 meses a 1 ano, e exposi¢cao gradual a luz
solar (5 - 60 minutos) (Da Cunha et al. 2008). O tratamento com pomada e lo¢éo era
inserido apdés algumas semanas do inicio do tratamento oral, assim eles eram
tratamentos complementares, que devia ter a precaucdo de nao ultrapassar o limite

maximo de exposicao solar, para evitar o risco de queimaduras (Ledo et al. 2005).

De acordo com o formuléario de fitoterapicos, as capsulas contendo a entrecasca
da raiz de Brosimum gaudichaudii deve ter 300 mg de extrato obtido por maceracéo
ou percolacéo por capsula. Para a maceracao recomenda-se usar etanol a 70% com
a droga vegetal na proporcdo 1.5, por um periodo de quatro semanas, ja a
percolacdo deve ser a velocidade de vinte gotas por minuto, por 48 horas. Os
extratos obtidos tém que ser analisados para que ndo tenham mais que 5% de
furanocumarinas. O uso deve ser feito por adultos ou criancas com mais de doze
anos. O uso por lactantes ou gravidas ndo é encorajado, ja que nao existem estudos

suficientes que provem a seguranca nestes casos (Anvisa, 2017).
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Assim, o0 extrato da entrecasca da raiz de Brosimum gaudichaudii ja é utilizada
como forma alternativa para o tratamento do vitiligo, mas estudos sobre a sua agéo

biolégica e faixa terapéutica segura sdo escassos.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar citotoxicidade e o efeito do extrato de
Brosimum gaudichaudii associado a radiagcdo UVA na melanogénese em cultura de

melanadcitos.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a viabilidade de células B16F10 tratadas como extrato de Brosimum
gaudichaudii submetidas ou ndo a radiacdo UVA.

e Avaliar os niveis de GSH nas culturas de células tratadas com extrato e
irradiadas com UVA.

e Avaliar a atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase nas culturas
de células tratadas com extrato e irradiadas com UVA.

e Avaliar os niveis de espécies reativas de oxigénio intracelular nas culturas de
células tratadas com extrato e irradiadas com UVA.

e Avaliar a quantidade de melanina formada nas culturas de células tratadas
com extrato e irradiadas com UVA.

e Avaliar a enzima tirosinase nas culturas de células tratadas com extrato e
irradiadas com UVA.

e Avaliar a expressao génica das enzimas tirosinase (TYR) e do fator de

transcricdo relacionado a melanogénese (MITF) por RT-gPCR.
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3. METODOLOGIA
3.1. Material vegetal

Foi utilizado o extrato padronizado de Brosimum gaudichaudii fornecido pela
Profa. Dra. Kénnia Rocha Rezende da Universidade Federal de Goias. Para o
preparo da solucdo foram pesados 5 mg do extrato, foi acrescentado 1 mL de
metanol grau HPLC (Burdick & Jackson, Michigan, EUA) e colocados no banho-
maria com ultrassom (Tecnal, Sdo Paulo, BR) por 30 minutos para que 0 extrato
fosse solubilizado. Posteriormente, o conteudo foi filtrado para retirar particulas que
ndo foram solubilizadas. O tratamento realizado nas células foi feito com a fracao
soluvel do extrato de Brosimum gaudichaudii e para esse tratamento foram utilizadas

varias concentracdes resultantes da diluicdo desta solucéo.

3.2. Padrdes de furanocumarinas

Foram utilizados dois padrbées de furanocumarinas, bergapteno e psoraleno =
99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), que sé@o considerados marcadores
guimicos do extrato de Brosimum gaudichaudii (Pozetti, 1969). Para os ensaios 0s
padrdes foram dissolvidos em metanol absoluto grau HPLC. As concentracfes dos
padrdes utilizadas nos ensaios eram equivalentes as quantidades de psoraleno e
bergapteno presentes no extrato. Para o calculo desta relacdo, o conteudo das
furanocumarinas foi analisado no extrato através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Esta andlise foi feita pelo Laboratorio de Tecnologia de
Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LTMAC/UnB) (Quintdo, 2018).

3.3. Determinacao do efeito do extrato na atividade da tirosinase

A atividade da tirosinase na presenca do extrato foi determinada de acordo
com meétodo descrito por Khatib e colaboradores (2005) com algumas modificacdes.
Foi utilizada uma placa de 96 pocos, foi feito um branco de reacdo (controle), trés
controles positivos e 0s ensaios com as amostras. O meio reacional foi composto de
tampédo fosfato de sédio 50 mM pH 6,5, tirosinase 250 U/mL (Sigma-Aldrich, St.

Louis, Missouri, EUA) e extrato nas concentragbes de 3,13 pg/mL e 100 pg/mL.
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Foram utilizados trés controles positivos, acido kdjico (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), psoraleno (0,5 pg/mL) e bergapteno (1,6 pg/mL). Apds 5
minutos a 25°C, 100uL de L-tirosina a 2 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA) foram adicionados e a placa foi incubada por 20 minutos a 25°C, para que a
enzima tirosinase convertesse a L-tirosina em L-DOPA e, posteriormente, em
dopaquinona, em seguida a absorbancia foi lida a 492 nm em um leitor de placas
DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter, Califérnia, EUA).

3.4. Linhagem celular e cultivo

As células de melanoma de camundongo da linhagem B16F10, obtidas no
Banco de Células do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA),
suplementado com soro fetal bovino 10% (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA), penicilina G e estreptomicina (100 pg/mL) e incubadas em incubadora (Sanyo,
Osaka, JP) com 5% de COz a 37°C. As ceélulas foram subcultivadas a cada 2 dias,
usando tampéao de fosfato sodio 1M, pH 7,4 com 0,8% de NaCl e 0,02% de KCI
(PBS) para lava-las e tripsina a 0,25% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) para
desagrega-las da placa. As células subcultivadas foram inoculadas em placas de 96
pocos a uma densidade de 10* células/poco para o ensaio de avaliagdo da
viabilidade celular, atividade da tirosinase e quantificacdo de melanina. Para os
demais ensaios as células foram inoculadas em placa de 6 pocos a uma densidade

de 3x10° células/poco e os ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 4. Células de melanoma de camundongo B16F10.
A) Células B16F10 com aumento de 40X. B) Células B16F10 com aumento de 400X.

3.5. Avaliacao da viabilidade celular baseada na atividade mitocondrial

O ensaio de citotoxicidade é um ensaio colorimétrico onde € medida a
coloracdo do formazan produzido, mostrando a atividade das desidrogenases
mitocondriais ativas. Foi realizado de acordo com o método descrito por Mosmann,
1983.

As células foram semeadas em placa de 96 pocos e tratadas por 48 horas. O
meio com o tratamento foi substituido por meio DMEM e adicionado, a cada poco,
10 pL do reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), (5 mg/mL, em PBS) e a placa foi incubada
por 4 horas a 37°C. Apos este periodo, o meio foi aspirado e acrescentou-se 100 uL
de isopropanol acidificado para solubilizacdo do formazan produzido. Em seguida,
foi realizada a leitura da absorbancia em 570 nm em um leitor de placa DTX 800

Multimode Detector, (Beckman Coulter, Califérnia, EUA).

Para a avaliacdo da viabilidade das células tratadas e expostas a radiacdo
UVA, as células foram irradiadas com uma dose de UVA de 5 J/cm? apés o termino
do tratamento de 48 horas com o extrato. Apés a irradiagdo as células foram
incubadas com 5% de CO2 a 37°C, por 1 hora antes do acréscimo do MTT.
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3.6. Ensaio de quantificacdo da melanina produzida pelas células.

O ensaio para determinar a quantidade de melanina produzida pelas células
foi feito de acordo com Khatib e colaboradores (2005) com algumas modificagoes.
Para esta avaliagcdo, as células foram semeadas em placas de 96 pocos e tratadas
com o extrato. Apos 48 horas, foi descartado o meio de cultivo com o tratamento, as
células foram lavadas com tampé&o fosfato-salina e foi adicionado 500 pL de NaOH 1
N em DMSO a 10% em cada poc¢o. A placa foi incubada a 80°C por 30 minutos para
gue a melanina pudesse ser solubilizada. Ao final deste periodo de tempo, foi
medida a absorbancia no espectrofotometro a 490 nm em um leitor de placas DTX
800 Multimode Detector, (Beckman Coulter, Califérnia, EUA). Foi utilizado o
horménio estimulador de melandcito alfa (o-MSH) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) como controle positivo. O ensaio foi repetido para associacdo do
tratamento com o extrato com a irradiacdo das células com UVA, sendo que a
irradiacao foi feita ao término do tratamento com extrato e depois de irradiadas as
células foram incubadas com 5% de CO: a 37°C, por 1 hora antes de prosseguir

com o ensaio. O ensaio foi normalizado para proteinas.

3.7. Ensaio para determinacéo da atividade da tirosinase celular

A atividade da tirosinase das células foi determinada utilizando a metodologia
descrita por khatib e colaboradores (2005) com modificacbes. As células foram
semeadas em placa de 96 pocos e tratadas com o extrato. Apdés 48 horas, foi
descartado o meio de cultivo com tratamento, as células foram lavadas com PBS e
lisadas com 100 pL de tampédo contendo 10ml/L Triton® X100 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), deixando a enzima tirosinase livre no meio reacional. Apos a
lise das células, foram adicionados 100 pyL de L-tirosina a 2 mM e o meio reacional
foi incubado a 25°C por 2 horas, para que a enzima tirosinase convertesse a L-
tirosina em L-DOPA e posteriormente em dopaquinona e ao fim da reacdo em
melanina.

A leitura da absorbéancia foi feita em espectrofotdmetro a 492 nm em leitor de
placas DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter, Califérnia, EUA). Foi

utilizado o hormoénio estimulador de melandcito alfa (a-MSH) (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, Missouri, EUA) como controle positivo. O ensaio foi repetido para associagao
do tratamento com o extrato com a irradiacdo das células com UVA, sendo que a
irradiacéo foi feita ao término do tratamento com extrato e depois de irradiadas as
células foram incubadas com 5% de CO: a 37°C, por 1 hora antes de prosseguir

com o ensaio.

3.8. Avaliacéo dos niveis de GSH nas células

Os niveis de GSH (glutationa reduzida) foram determinados utilizado o
ensaio de fluorescéncia previamente descrito por Hissin e Hilf (1976). Para esta
avaliacdo, as células foram semeadas em placas de 6 pocos e tratadas por 48 horas
com o extrato e padrbes, entdo foram recolhidas. Adicionou-se agua gelada ao
pellet, submetendo as células a congelamento e descongelamentos sucessivos para
causar lise celular. Adicionou-se 14 uL de acido tricloroacético (TCA) (Acros
Organics/Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a 30%, centrifugando duas
vezes a 4000 rpm a 4°C. Para a determinacao de GSH foi utilizada uma placa de 96
pocos onde foram adicionados, em cada poco, 10 uL de amostra, 180 yL de tampéao
fosfato de sédio 0,1 M, pH 8,0 contendo 5 mM de EDTA (Vetec/Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) e 10uL de solucdo de o-ftalaldeido (OPA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) em metanol na concentracdo de 1 mg/mL.

A fluorescéncia foi determinada apos 15 min em 350 nm e 420 nm, para
excitacdo e emissao, respectivamente, em espectrofotometro de fluorescéncia DTX
800 Multimode Detector, (Beckman Coulter, Califérnia, EUA). O ensaio foi repetido
para associacdo do tratamento com o extrato com a irradiacdo das células com
UVA, sendo que a irradiacdo foi feita ao término do tratamento com extrato e depois
de irradiadas as células foram incubadas com 5% de CO; a 37°C, por 1 hora antes

de prosseguir com o ensaio. O ensaio foi normalizado para proteinas.

3.9. Avaliacdo da atividade da catalase das células

O ensaio para determinar a atividade da catalase foi realizado de acordo com
Aebi (1984). Para esta avaliacéo, as células foram semeadas em placas de 6 pocos,
tratadas com extrato e padrbes por 48 horas e recolhidas. Adicionou-se tampao

fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 ao pellet, submetendo as células a congelamentos e
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descongelamentos sucessivos para causar lise celular. Para leitura foi preparado um
meio reacional contendo 650 L de tampéao fosfato de sddio 0,1 M pH 7,0; 300 uL de
peréxido de hidrogénio 30 mM (Vetec/Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e 50
ML de lisado celular. A catalase presente no lisado transforma o perdxido de
hidrogénio em agua e oxigénio molecular.

O ensaio foi lido em espectrofotbmetro no modo cinético, a 240 nm por 2
minutos no DTX 800 Multimode Detector, (Beckman Coulter, Califérnia, EUA). O
ensaio foi repetido para associacdo do tratamento com o extrato com a irradiacao
das células com UVA, sendo que a irradiacdo foi feita ao término do tratamento com
extrato e depois de irradiadas as células foram incubadas com 5% de CO; a 37°C,
por 1 hora antes de prosseguir com o ensaio. O ensaio foi normalizado para

proteinas.

3.10. Avaliagéo da atividade da superoxido dismutase das células

O ensaio para avaliar a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi
feito de acordo com o método descrito por Robak e Gryglewski (1988), com
modificacdes. Para esta avaliagcdo, as células foram semeadas em placas de 6
pocos, tratadas com extrato e padrdes, apos 48 horas, recolhidas. Adicionou-se
tampédo fosfato de potassio 0,5 M pH 7,8 com 0,1 mM de EDTA ao pellet,
submetendo as células a congelamentos e descongelamentos sucessivos para
causar lise celular. Para o ensaio foi preparada solucdo contendo 60 uM de Nitroblue
Tetrazolium (NBT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e 100 pM de xantina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) em tampé&o fosfato de potassio 50 mM, pH
7,8 contendo 0,1 mM de EDTA. O meio reacional foi composto de 10 uL do lisado
celular, 170 pyL da solucdo de NBT 60 uM e xantina 100 uM e 20 pL da enzima

xantina oxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).

A leitura foi feita em espectrofotbmetro DTX 800 Multimode Detector
(Beckman Coulter, Califérnia, EUA) no modo cinético, a 560 nm por 5 minutos. Neste
ensaio a reacao da xantina com a xantina oxidase geram o anion radical superéxido
e este reduz o NBT a formazan. A SOD reduz a concentracdo do anion radical
superoéxido, assim diminuindo a reducdo do NBT (Spitz and Oberley 1989). O ensaio

foi repetido para associagcdo do tratamento com o extrato com a irradiacdo das
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células com UVA, sendo que a irradiacao foi feita ao término do tratamento com
extrato e depois de irradiadas as células foram incubadas com 5% de CO; a 37°C,
por 1 hora antes de prosseguir com o0 ensaio. O ensaio foi normalizado para
proteinas.

3.11. Avaliagédo de ROS intracelular

O ensaio para determinar as espécies reativas do oxigénio (ROS) presentes
nas células foi realizado de acordo com Sim e colaboradores (2017). Para o ensaio,
as células foram semeadas em placa de 96 pocos e tratadas com o extrato. Apés 48
horas, o tratamento foi retirado e os pogos foram lavados com PBS. Em seguida
foram adicionados 100 pL de uma solucdo de 2',7'- diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (1,949 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) em PBS, e a placa foi mantida ao abrigo da luz por 30 minutos para
gue as espécies reativas de oxigénio presentes na ceélula pudessem oxidar o

reagente DCFH-DA, gerando fluorescéncia.

A leitura foi feita em espectrofluorimetro, em 485 nm de excitacdo e 530 nm
de emissdo no leitor de placas DTX 800 Multimode Detector, (Beckman Coulter,
California, EUA). O ensaio foi repetido para associacédo do tratamento com o extrato
com a irradiacdo das células com UVA, sendo que a irradiacao foi feita ao término
do tratamento com extrato e depois de irradiadas as células foram incubadas com
5% de CO, a 37°C, por 1 hora antes de prosseguir com o ensaio. O ensaio foi

normalizado para proteinas.

3.12. Quantificacdo da expressdo génica da tirosinase e fator de transcricdo

relacionado a melanogénese nos melandcitos tratados com extrato por RT-gPCR

3.12.1. Extracdo do RNA total a partir da cultura de células

Depois de ser realizado o tratamento com o0s extratos e padrdes, 0S
melanécitos foram submetidos a extracdo de RNA. Foi removido o meio de cultura
das placas e as células foram lavadas com PBS. Com as placas mantidas em banho

de gelo, foram adicionados 2 mL do reagente TRIzol® (Thermo Fisher Scientific,
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Massachusetts, EUA) em cada placa e em seguida as células foram raspadas e

recolhidas em microtubos.

A amostra foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e,
posteriormente, foi centrifugada (Sigma, Osterode am Harz, DE) a 14.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Ao final desse processo, o pellet foi separado do sobrenadante, que
foi transferido para outro microtubo. Em seguida, foram adicionados 200 pL de
cloroférmio (Dinamica, Sao Paulo, BR) ao sobrenadante, que foi agitado no vértex
por 15 segundos e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi,
entdo, centrifugada (14.000 rpm, 20 minutos, 4°C), e ao final ficou nitida a presenca
de trés fases. A fase inferior de coloracdo vermelha continha DNA, a fase
intermediaria de coloracdo branca continha proteina e a fase superior incolor
continha o RNA. A fase de interesse, contendo o RNA foi transferida
cuidadosamente para outro microtubo. A esta foram adicionados 500 pL de
isopropanol absoluto (Dindmica, Sédo Paulo, BR), o meio reacional foi agitado em
vortex, incubado por 10 minutos e centrifugado (14.000 rpm, 10 minutos, 4°C). Ao
pellet de RNA obtido adicionou-se 1 mL de etanol (Dinamica, Sao Paulo, BR) a 75%
gelado, o RNA foi ressuspendido por agitacdo das amostras em vortex e foi

novamente centrifugado (9.000 rpm, 5 minutos, 4°C).

Apoés remocédo do alcool, os pellets foram ressuspendidos em 30-50 pL de
agua deionizada adicionada de DEPC livre de RNase para dissolucdo do pellet.
Depois de dissolvidos os pellets, as amostras foram incubadas em banho seco, a

65°C por 10 minutos.

3.12.2. Teste de Pureza do RNA

O teste de pureza do RNA foi realizado por leitura da absorbancia em
espectrofotometro do tipo Nano-Vue Plus (GE Healthcare Life Sciences, Chicago,
EUA) nos comprimentos de onde de 260 nm (para leitura do RNA) e 280 nm (para

leitura de proteina) e o calculo da pureza do RNA foi feito pela razdo 260/280.
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3.12.3. Teste de Integridade do RNA

O teste de integridade do RNA foi feito por observacdo das bandas 18S e
28S, que sdo sub-unidades do RNA ribossémico, por eletroforese em gel de agarose
a 1% com brometo de etidio e visualizacdo das bandas, sob luz UV, no

transiluminador.

3.12.4. Tratamento do RNA extraido com a enzima desoxirribonuclease
(DNase) |

A DNase | (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi utilizada para eliminar
possiveis contaminacdes no RNA extraido por DNA gendmico. Para cada 1 ug de
RNA total foi usado 1 pL de DNase I, 1 pL de tampéao de reacdo DNase | (200 mM
Tris-HCI, pH 8,4, contendo 20 mM MgCl, e 500 mM KCI) e agua tratada com DEPC.

As amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente e,
decorrido este periodo, a enzima DNase | foi inativada por meio da adi¢cao de 1 pL
de tampéo de inativacdo contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA - 50 mM,

pH 8,0) seguido de incubacéo a 70°C, por 10 minutos.

3.12.5. Primers.

Para desenhar os primers forward e reverse, foram utilizadas as sequéncias
da base de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information). Abaixo é

mostrada a Tabela 1 com o desenho dos primers:

Tabela 1. Desenho dos primers utilizados no ensaio de RT-gqPCR.

Gene Primer Espécie Sequéncia (5' -> 3')

TYR Foward Mus musculus (camundongo) ACACACTGGAAGTATTTTTGAACA
Reverse Mus musculus (camundongo) TAGGTGCATTGGCTTCTGGG

MITF Foward Mus musculus (camundongo) AACAAGGGAACCATTCTCAAGG
Reverse Mus musculus (camundongo) AGATCAGGCGAGCAGAGACC
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Os critérios para desenho dos primers foram: tamanho (em torno de 20
nucleotideos), contelddo de citosina e guanina (50-60%), temperatura de anelamento
(aproximadamente 60°C) e tamanho do produto de amplificacdo (menor que 200

pares de base).

A eficiéncia relativa e a especificidade dos primers foram testadas, para
validar a comparagdo entre o gene de estudo com o gene GAPDH, gene de
referéncia. Para obter essa comparacédo foi feita uma curva de diluicdo contendo
cinco concentracdes diferentes. Depois foi realizado o RT-gPCR, a curva de melting
resultante foi avaliada para especificidade, e a eficiéncia foi calculada a partir do

coeficiente angular da equacgéo da reta obtida.

3.12.6. RT-qPCR.

Para realizacdo da RT-gPCR foi utilizado o Kit Power SYBR® Green RNAto-
CT 1-Step (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) conforme as instru¢cbes do
fabricante e o equipamento usado para os ensaios foi 0 StepOnePlusTMReal-Time
PCR System (Applied Biosystems, California, EUA).

O meio reacional foi composto das amostras de RNA extraidas das células,
dos primers, de oligonucleotideos, de transcriptase reversa e de Power SYBR
Green. As condi¢cfes para a reacao de RT-gPCR, na temperatura de anelamento de

60°C, sao mostradas na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Condi¢des para a realizagdo do ensaio de RT-PCRq.

Ciclos Etapas Temperatura Tempo
Hold Reacdao de transcrigcdo reversa 48°C 30 min (1x)
Hold Ativacdo da enzima ampliTaq DNA polimerase 95°C 10 min (1x)
40 ciclos Desnaturacéo 95°C 15s
Anelamento e extensao 60°C 1 min
Curva de melting | Desnaturacdo 95°C 15s

Anelamento 60°C 15s
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Desnaturacao 95°C 15s

A curva de melting é muito util para deteccao de amplificagéo inespecifica. Ao
final do ensaio foram obtidos os valores de Ct (Thereshold Cycle) para cada
amostra, utilizado para o calculo do AACt usado para avaliar a expresséo relativa do
MRNA do gene de estudo (Livak and Schmittgen 2001).

Foi realizado o ensaio com as amostras sem a presenca de RT, para verificar
possiveis contamina¢des na amostra, servindo como mais um controle. Se houver
amplificacdo sem a presenca de RT, significa que as amostras de RNA podem estar
contaminadas por DNA.

3.13. Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas das amostras foi medida pelo ensaio descrito
por Lowry e colaboradores (1951), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como

padrao.

3.14. Andlise estatistica

A analise estatistica foi feita com auxilio do programa GraphPad Prisma. O
teste de variancia one-way ANOVA, com poés teste de Dunnett para comparacdes
multiplas foi usado sempre que pertinente. Diferenca estatistica foi considerada para
p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Quantificacdo de bergapteno e psoraleno presentes no extrato de
Brosimum gaudichaudii

A quantidade de bergapteno e psoraleno foi determinada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), realizada pelo laboratério
LTMAC/UnB, como padronizado por Quintdo, 2018. O extrato analisado estava na

concentracdo de 1 mg/mL, e o resultado do teor de furanocumarinas € mostrado na
tabela 3.

Tabela 3. Quantidade de bergapteno e psoraleno presente no extrato de B. gaudichaudii.

PSORALENO PSORALENO BERGAPTENO BERGAPTENO
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
Brosimum gaudichaudii 16,012 1,6 5,47 0,55

O extrato possui um teor maior de psoraleno em relacao ao bergapteno de 2,9
vezes. Existem outras plantas usadas para o tratamento do vitiligo que possuem
essas furanocumarinas em sua composicao como € o caso da Psoralea corylifolia L.
mostrando que essa classe quimica pode estar envolvida no efeito benéfico que
essas plantas tém para tratar a doenca (Wang et al. 2014, 2015; Zhang et al. 2017).
Assim, 0s ensaios realizados para testar a atividade biologica de Brosimum
gaudichaudii foram realizados também com as furanocumarinas presentes no

extrato, em concentracdes equivalentes, com intuito de comparacéo.

4.2. Determinacédo do efeito do extrato na atividade da tirosinase

O resultado do ensaio realizado para avaliar o efeito do extrato na atividade
da tirosinase, principal enzima envolvida no processo de melanogénese, esta
apresentado na Figura 5. Para efeito de comparacédo, também foram analisadas as
furanocumarinas presentes em 100 pg/mL do extrato em estudo, que sdo,
bergapteno na concentracdo de 0,5 pg/mL e psoraleno na concentracdo de 1,6

pg/mL.
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Brosimum gaudichaudii
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Figura 5 Avaliagao da atividade da tirosinase na presenca do extrato de B. gaudichaudii.
Onde: CTRL, controle; AK, acido kdjico (1000 pug/mL); Berg, Bergapteno (0,5 ug/mL); Psor, Psoraleno (1,6 ug/mL). (*)
diferenga significativa entre o controle e os extratos ou padrées. P < 0,05.

Houve diminuicdo da atividade da enzima observada para todas as
concentracfes do extrato e dos padrdes utilizados em aproximadamente 10%. O

acido kojico mostrou uma inibicéo total da atividade da enzima tirosinase.

4.3. Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado para avaliar a toxicidade do
extrato padronizado de Brosimum gaudichaudii para as células B16F10.
Primeiramente, foi realizado um ensaio com uma faixa de concentracdo mais ampla
do extrato, para determinar a faixa de toxicidade e posteriormente, foram escolhidas
as concentracdes do extrato para novo ensaio e que foi realizado também com
irradiacdo das células com luz UVA. Para este ensaio foram considerados téxicos os

tratamentos que causaram uma diminuicdo maior que 30% na viabilidade celular.
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Figura 6. Ensaio de viabilidade celular em células B16F10.
Ensaio de viabilidade de células tratadas com o extrato de B. gaudichaudii nas concentracdes de 15,6 a 250 pg/mL. MeOH,
controle, células tratadas somente com o veiculo usado na dissolugdo do extrato, metanol.

O ensaio de viabilidade celular mostrou que para concentracfes abaixo de
62,5 ug/mL o tratamento com o extrato nas células B16F10 era considerado viavel
pois a viabilidade celular ndo diminuiu mais que 30%, limite considerado aceitavel.

Assim o0s ensaios foram continuados com a concentracdo maxima de 50 pg/mL.

Os resultados do ensaio de tratamento das células com o extrato e padroes,
mas sem a irradiacdo com UVA, mostram que ambos, padrdes e extrato, ndo foram
toxicos para as células, uma vez que a viabilidade celular ficou acima de 70% para
todos os tratamentos, em relacdo ao controle. A seguir, 0 ensaio foi repetido, desta
vez com irradiacdo das células com luz UVA. Os resultados mostram que houve uma
diminuicdo de aproximadamente 10% na viabilidade das células tratadas com o
extrato e expostas a radiacdo UVA em relagdo aos resultados observados quando
as células tratadas com o extrato ndo foram expostas a radiacdo UVA, como é
mostrado na figura 7. Essa diferenca foi maior para os ensaios feitos com os
padrdes bergapteno e psoraleno. Com a exposicdo das células a luz UVA as

furanocumarinas se mostraram mais toxicas as células.
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Figura 7. Ensaio de viabilidade celular com e sem irradiagdo UVA em células B16F10.

A) ensaio de viabilidade celular, sem irradiacéo, do extrato nas concentracdes de 1,6 a 50 pg/mL onde o controle
€ o veiculo, metanol. B) ensaio de viabilidade celular, com irradiacéo, do extrato nas concentra¢des de 1,6 a 50
pg/mL onde o controle é o veiculo, metanol. C) ensaio de viabilidade celular, sem irradiacdo, do padrao
psoraleno nas concentracdes de 0,025 a 0,8 pg/mL, onde o controle € o veiculo, metanol. D) ensaio de
viabilidade celular, com irradiacdo, do padrdo psoraleno nas concentra¢cdes de 0,025 a 0,8 pg/mL, onde o
controle é o veiculo, metanol. E) ensaio de viabilidade celular, sem irradiacdo, do padrdo bergapteno nas
concentragdes de 0,008 a 0,27 pg/mL, onde o controle é o veiculo, metanol. F) ensaio de viabilidade celular, com
irradiacdo, do padrao bergapteno nas concentracfes de 0,008 a 0,27 pg/mL, onde o controle é o veiculo,
metanol.

(*) diferenca significativa entre o controle e os extratos ou padrdes. p < 0,05.
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Foram escolhidas trés concentracdes dentre as testadas no ensaio de
viabilidade celular para dar continuidade aos experimentos; essas concentragdes
foram 10; 30 e 50 pg/mL para o extrato, 0,16; 0,48 e 0,8 para o psoraleno e 0,05;
0,16 e 0,27 para o0 bergapteno para os ensaios de tratamento das células sem
exposicdo a luz UVA, e para 0s ensaios com exposi¢cdo a radiacdo UVA foi escolhida
uma Unica concentracdo, a de 50 pg/mL.

4.4. Quantificacdo da melanina produzida pelas células

O ensaio para determinar a quantidade de melanina produzida pelas células
B16F10 foi realizado para avaliar se o extrato de B. gaudichaudii aumentava a
sintese de melanina dessas células. O resultado (Figura 8) mostrou que sem a
exposicdo das células tratadas a radiacdo UVA, o extrato ndo promoveu um
aumento significativo na producdo de melanina pelas células comparado ao controle.
Somente a concentracdo de 0,8 pug/mL do psoraleno causou um aumento na
producédo de melanina pelas células, mas quando o tratamento das células foi feito
pela combinacdo do psoraleno com o bergapteno, para todas as concentracdes
testadas foram observados aumentos de 100% ou mais na producdo de melanina

pelas células.

Com a associacdo do tratamento com a irradiacdo com UVA, o extrato de B.
gaudichaudii e o bergapteno promoveram um aumento significativo na producéo de

melanina.
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Figura 8. Ensaio para determinacdo da quantidade de melanina produzida pelas células tratadas com o extrato de B.
gaudichaudii com os padr6es bergapteno e psoraleno e UVA.

A) contetdo de melanina das células tratadas com o extrato de Brosimum gaudichaudii nas concentracdes de 10,30 e 50
pug/mL onde o controle sdo as células tratadas com o veiculo, metanol. B) contelido de melanina das células tratadas com o
padrédo psoraleno nas concentragdes de 0,16; 0,48 e 0,8 pg/mL, que correspondem a concentragéo do padrdo no extrato. C)
conteddo de melanina das células tratadas com o padrdo bergapteno nas concentragdes de 0,05;0,16 e 0,27 ug/mL, que
correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. D) conteldo de melanina das células tratadas com a combinacdo dos
padrdes bergapteno e psoraleno nas concentragGes correspondentes a do extrato. E) conteddo de melanina das células
tratadas com o extrato, com os padrdes psoraleno, bergapteno e com a combinagdo dos padrdes, e irradiadas com 5 Jem? de
UVA. O controle em todos os ensaios corresponde ao ensaio feito com as células tratadas somente com o veiculo, metanol. o-
MSH, o hormdnio estimulante de melandécitos; BG, Brosimum gaudichaudii; Psor, psoraleno; Berg, bergapteno e P/B,
combinacéo de psoraleno com bergapteno.

(*) diferenca significativa entre o tratamento e o controle; (°) diferenga significativa entre o tratamento e o controle positivo a-
MSH. p < 0,05.
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4.5. Avaliacéo da atividade da tirosinase das células

Foi realizado anteriormente um ensaio para avaliar se o extrato de B.
gaudichaudii interferia na atividade da enzima tirosinase (Figura 5) e foi mostrado
gue houve uma interferéncia, assim foi realizado um novo ensaio para avaliar a
atividade desta enzima nas células tratadas com o extrato e os padrbes (Figura 9).
Como pode ser observado, ndo houve diferenca significativa na atividade da
tirosinase das células tratadas com o extrato de B. gaudichaudii em relacdo ao
controle quando as células ndo foram expostas a luz UVA, somente a combinacao
dos padrdes, psoraleno e bergapteno, causaram um aumento significativo na
atividade da tirosinase das células, semelhante ao que foi observado no ensaio de
guantificacdo de melanina. Quando a irradiagdo com UVA foi associada ao
tratamento das células, foi observado um aumento na atividade da enzima das
células tratadas com o extrato, da mesma forma que no ensaio de quantificacado de

melanina.
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Figura 9. Ensaio de avaliagcdo da atividade da enzima tirosinase das células tratadas com extrato da B. gaudichaudii,
com padrdes bergapteno e psoraleno e com UVA.

A) atividade da tirosinase das células tratadas com o extrato de Brosimum gaudichaudii nas concentracdes de 10,30 e 50
ug/mL. B) atividade da tirosinase das células tratadas com o padrédo psoraleno nas concentracées de 0,16; 0,48 e 0,8 pg/mL,
correspondentes as do extrato. C) atividade da tirosinase das células tratadas com o padrdo bergapteno nas concentragées de
0,05;0,16 e 0,27 pg/mL, correspondentes as do extrato. D) atividade da tirosinase das células tratadas com a combinagdo dos
padrdées nas concentragGes correspondentes as do extrato. E) atividade da tirosinase das células tratadas com o extrato,
padrées psoraleno, bergapteno e combinagdo de padrées e irradiadas com 5 Jem? de UVA. O controle em todos os ensaios
corresponde ao ensaio feito com as células tratadas com o veiculo, metanol. a-MSH, a horménio estimulante de melandcitos,
controle positivo; BG, Brosimum gaudichaudii; Psor, psoraleno; Berg, bergapteno e P/B, combinacdo de psoraleno com
bergapteno.

(*) diferenca significativa entre os tratamentos e o controle. (°) diferenca significativa entre os tratamentos e o controle positivo,
0 a-MSH. p < 0,05.
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4.6. Avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) nas células

O ensaio mostrado os niveis de glutationa reduzida foi realizado para mostrar
a atividade antioxidante do extrato. Como mostrado na Figura 10 o tratamento das
células com o extrato de B. gaudichaudii causou um aumento significativo nos niveis
de glutationa reduzida enquanto o tratamento com os padrbes causou uma
diminuicdo dos niveis de glutationa. Quando as células foram tratadas e irradiadas

com UVA, o extrato também causou uma diminuicdo de GSH.
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Figura 10. Ensaio de avaliagdo dos niveis de glutationa reduzida nas células tratadas com extratos da B. gaudichaudii,
padrbes bergapteno e psoraleno e UVA.

A) concentracdo de GSH das células tratadas com o extrato de Brosimum gaudichaudii nas concentragdes de 10,30 e 50
ug/mL. B) concentragdo de GSH das células tratadas com o padréo psoraleno nas concentracdes de 0,16; 0,48 e 0,8 pg/mL,
que correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. C) concentracdo de GSH das células tratadas com o padrdo
bergapteno nas concentragdes de 0,05;0,16 e 0,27 pg/mL, que correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. D)
concentragdo de GSH das células tratadas com o extrato, com os padrdes psoraleno, bergapteno e irradiadas com 5 Jcm2 de
UVA. O controle em todos os ensaios corresponde ao ensaio feito com as células tratadas somente com o veiculo, metanol.
BG, Brosimum gaudichaudii; Psor, psoraleno; Berg, bergapteno.

(*) diferenca significativa entre o tratamento e o controle. p < 0,05.
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4.7. Atividade da enzima superéxido dismutase das células

Em pacientes com vitiligo h4 uma diminuicdo da atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD). Assim compostos que possam aumentar a atividade
da SOD, deixando-a em niveis normais, poderiam trazer um beneficio aos pacientes.
O resultado do ensaio (Figura 11) mostra que sem irradiacdo os niveis da enzima
cairam drasticamente com os tratamentos com extrato ou padrdes, porém com a

associacao da radiacdo UVA houve um aumento na atividade da SOD, que foi

normalizado.
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Figura 11. Ensaio de atividade da enzima super6xido dismutase (SOD) das células tratadas com extrato de B.
gaudichaudii, com padrbes bergapteno e psoraleno e com UVA.

A) atividade de SOD das células tratadas com o extrato de Brosimum gaudichaudii nas concentragées de 10,30 e 50 pg/mL. B)
atividade de SOD das células tratadas com o padrdo psoraleno nas concentracées de 0,16; 0,48 e 0,8 pg/mL, que
correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. C) atividade de SOD das células tratadas com o padrdo bergapteno nas
concentracdes de 0,05;0,16 e 0,27 pug/mL, que correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. D) atividade de SOD das
células tratadas com o extrato, com os padrdes psoraleno, bergapteno e irradiadas com 5 Jcm2 de UVA. O controle em todos
0s ensaios corresponde ao ensaio feito com as células tratadas somente com o veiculo, metanol. BG, Brosimum gaudichaudii;
Psor, psoraleno; Berg, bergapteno.

(*) diferenca significativa entre o tratamento e o controle. p < 0,05.
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4.8. Avaliacéo da atividade da enzima catalase das células

Esta enzima catalisa a conversdo de duas moléculas de H2O> em oxigénio
molecular e duas moléculas de agua, e também € uma enzima muito importante do
sistema antioxidante. Em pacientes com vitiligo a atividade da catalase normalmente
€ baixa (Di Dalmazi et al. 2016b), assim tratamentos que possam aumentar a
atividade da enzima sédo benéficos. O resultado da avaliagdo da atividade da

catalase nas células tratadas com o extrato ou os padrdes esta mostrado na Figura
12.
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Figura 12. Ensaio de atividade da enzima catalase das células tratadas com extratos da B. gaudichaudii, com padrdes
psoraleno e bergapteno e com UVA.

A) atividade de catalase das células tratadas com o extrato de Brosimum gaudichaudii nas concentragdes de 10,30 e 50 pg/mL.
B) atividade de catalase das células tratadas com o padrdo psoraleno nas concentragdes de 0,16; 0,48 e 0,8 pg/mL, que
correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. C) atividade de catalase das células tratadas com o padrdo bergapteno
nas concentracdes de 0,05;0,16 e 0,27 pg/mL, que correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. D) atividade de
catalase das células tratadas com o extrato, com os padrdes psoraleno, bergapteno e irradiadas com 5 Jcm? de UVA. O
controle em todos os ensaios corresponde ao ensaio feito com as células tratadas somente com o veiculo, metanol. BG,
Brosimum gaudichaudii; Psor, psoraleno; Berg, bergapteno.

(*) diferenca significativa entre o tratamento e o controle. p < 0,05.



38

O resultado mostra que houve um aumento significativo na atividade da
catalase das células tratadas com a concentracao de 50 pg/mL do extrato e para sua
concentragdo correspondente de psoraleno, tanto sem UVA quanto com a
irradiacdo. Assim, os resultados sugerem que 0 aumento na atividade da catalase do
extrato esteja relacionado a presenca do psoraleno no extrato.

4.9. Espécies reativas de oxigénio nas ceélulas tratadas com o extrato de B.

gaudichaudii.

Para avaliar a quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas
nas células com o tratamento com o extrato ou padrbes, foi realizado um
experimento com fluoresceina, que confere uma coloracdo fluorescente amarelo-
esverdeada quando reage com peroxido de hidrogénio no interior das células.
Esperava-se que o extrato diminuisse a quantidade as espécies reativas de oxigénio
nas células. Porém o extrato ndo causou uma diminuicéo significativa dos niveis de
espécies reativas de oxigénio intracelulares (Figura 13). O padréo bergapteno, nas
concentragfes de 0,05 e 0,16 pg/mL, causou uma diminuicdo das espécies reativas
de oxigénio nas células, e o psoraleno na concentragao de 0,16 pg/mL causou uma
diminuicdo de ROS intracelular e, na concentracdo de 0,8 pug/mL promoveu um
aumento de ROS. Quando a irradiacdo com UVA foi associada ao tratamento das

células, ndo foram observadas diferencas nas concentracdes de ROS intracelular.



39

a) Brosimum gaudichaudii b) Psoraleno
140+ 140+ *
120 120
100} 100
£ 80 S 80- %
) 3 &
g 60 &
404 404
20- 20-
o o
MeOH 10 30 50 MeOH 0,16 0,48 0,80
Concentragéo (pg/mL) Concentragao (pg/mL)
c) Bergapteno d) UVA
140- 1404
120- 120+
100 * 1004
£ 8o . £ 8o
8 2
2 601 2 60+
401 404
204 204
. 0-
MeOH 0,05 0,16 0.27 Tratamento = BG Psor Berg
Concentragao (pg/mL) [ug/mL] - 50 0,8 0,27
UVA + + + +

Figura 13 Ensaio de determinagéo de espécies reativas do oxigénio intracelular.

A) espécies reativas do oxigénio intracelular das células tratadas com o extrato de Brosimum gaudichaudii nas concentracGes
de 10,30 e 50 pg/mL. B) espécies reativas do oxigénio intracelular das células tratadas com o padrdo psoraleno nas
concentracdes de 0,16; 0,48 e 0,8 pg/mL, que correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. C) espécies reativas do
oxigénio intracelular das células tratadas com o padrdo bergapteno nas concentragdes de 0,05;0,16 e 0,27 pg/mL, que
correspondem a concentragdo do padrdo no extrato. D) espécies reativas do oxigénio intracelular das células tratadas com o
extrato, com os padrdes psoraleno, bergapteno e irradiadas com 5 Jem? de UVA. O controle em todos 0s ensaios corresponde
ao ensaio feito com as células tratadas somente com o veiculo, metanol. BG, Brosimum gaudichaudii; Psor, psoraleno; Berg,

bergapteno.
(*) diferenca significativa entre o tratamento e o controle. p < 0,05.

4.10. Quantificacdo da expressao de Tirosinase (TYR) e Fator de Transcricao
Relacionado a Melanogénese (MITF) nos melandcitos tratados com extrato B.

gaudichaudii por RT-gPCR.

4.10.1. Teste Pureza do RNA

Para que o RNA extraido seja considerado puro, a razdo das leituras das
absorbancias em 260 e 280 nm deve estar na faixa de 1,7 a 2,0. Os resultados
obtidos ficaram dentro da faixa considerada aceitavel, assim o RNA extraido foi

considerado puro. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Teste de pureza do RNA extraido das amostras.

Razao Azeo/Azgo

Amostra N1 N2 N3
DMEM c/UVA 1,956 | 1,974 | 1,909
Extrato de B.gaudichaudii - 50 pg/mL c/lUVA | 1,95 1,98 1,882
Psoraleno 0,8 pg/mL c/UVA 1,971 1,972 1,957
Bergapteno 0,27 pg/mL c/UVA 1,893 1,979 | 1,88

4.10.2. Teste de Integridade do RNA

O teste de integridade de RNA foi feito por avaliacdo das bandas referentes
as subunidades 18S e 28S do RNA ribossémico por eletroforese. Como mostrado na
Figura 14, todas as bandas das amostras testadas foram visualizadas, assim

conclui-se que o RNA estava integro.
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Figura 14. Teste de integridade do RNA das amostras. Gel de agarose 1% com bandas referentes as subunidades 18S
e 28S do RNA ribossdmico.

1,5 e 9 sdo as amostras de células tratadas somente com o metanol e irradiadas com UVA (controle). 2,6 e 10 sdo as amostras
das células tratadas com extrato irradiadas com UVA. 3, 7 e 11 sdo as amostras das células tratadas com psoraleno irradiadas
com UVA. 4, 8 e 12 sdo as amostras das células tratadas com bergapteno irradiadas com UVA.
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4.11.3. RT- gPCR

N&o foi observada diferenca significativa na expressao génica de tirosinase e

MITF nas células tratadas (Figura 15), quando comparadas com o controle.

a) Tirosinase b) MITF
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Figura 15. Expressao relativa do mRNA do gene da tirosinase e do fator de transcricdo relacionado a microftaimia
(MITF) das células tratadas com extrato de B. gaudichaudii, com os padrGes bergapteno e psoraleno e com UVA.

A) expressao relativa do mRNA do gene da tirosinase das células tratadas com o extrato de Brosimum gaudichaudii, psoraleno
e bergapteno e irradiadas com 5 Jcm? de UVA. B) expresséo relativa do mRNA do gene do MITF nas células tratadas com o
extrato de Brosimum gaudichaudii, psoraleno e bergapteno e irradiadas com 5 Jcm? de UVA. Controle, células tratadas
somente com o veiculo, metanol. BG, Brosimum gaudichaudii; Psor, psoraleno; Berg, bergapteno.

(*) diferenca significativa entre os tratamentos e o controle. p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

O vitiligo € uma doenca que tem um efeito negativo na autoestima, diminuindo
muito a qualidade de vida e socializagdo de pessoas que apresentam a doenca
(Eleftheriadou et al. 2011). Vérios estudos mostram a necessidade que o0s
portadores de vitiligo tém de esconder a doenca e a dificuldade de lidar com os
impactos psicossociais. Muitos julgam que a sua condicdo € vista como puramente
cosmeética ou irrelevantes quando comparadas com outras doencas (Teasdale et al.
2018).

O tratamento eficaz para o vitiligo tem sido um grande desafio principalmente
por n&o ter a sua causa bem definida (Filho et al., 2015; Le&o et al., 2005). Poucas
foram as descobertas de novos medicamentos que fossem eficazes para o
tratamento da doenca e muitos pacientes se sentem abandonados, sem ter um
tratamento que surta algum efeito, principalmente nos casos mais graves da doenca
(Teasdale et al. 2018).

Com as buscas de novos medicamentos e de alternativas com menos efeitos
adversos para o tratamento do vitiligo, as buscas por produtos naturais séo
essenciais para tentar encontrar novos agentes reguladores da melanogénese e
antioxidantes. A procura € pela cura, mas qualquer alternativa de associacdo com
outros medicamentos, para tentar conter a progressdo da doenca e quem sabe
promover a repigmentacdo da pele lesionada, € bem-vinda para pacientes que néo

tiveram éxito em nenhum tratamento (Silva et al. 2015).

Como a espécie Brosimum gaudichaudii ja é descrita para tratar dermatoses,
a investigacdo da sua atividade biolégica é muito importante para garantir
seguranca, comprovar a eficiéncia e descobrir o mecanismo de acdo que gera 0S

resultados ja relatados (Jacomassi et al. 2007; Martins et al. 2015; Silva et al. 2015).

Para a investigacdo da atividade biol6gica desta planta foi realizado
tratamento com o extrato da entrecasca da raiz da Brosimum gaudichaudii em
células de melanoma de camundongo, B16F10. Essas células foram utilizadas pois
possuem mecanismos melanogénicos parecidos com melandcitos humanos normais
(Chang 2012).
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Os ensaios foram realizados comparando o extrato com as furanocumarinas
isoladas na mesma concentragcdo encontrada no extrato. Essas furanocumarinas,
psoraleno e bergapteno, ja sdo conhecidas por sua atividade fotossensibilizante
(Monteiro et al. 2002; De Morais et al. 2018).

No ensaio de viabilidade celular (Figura 7) foi observado que o extrato causou
uma diminuicdo na viabilidade das células em relacdo aos padrdes, mas a
viabilidade celular ficou dentro da faixa de 70% considerada aceitavel para a

continuacao dos experimentos.

No ensaio de avaliacdo da atividade da tirosinase na presenca do extrato
(Figura 5), houve uma diminuicdo da atividade da enzima na presenga do extrato. Ja
guando foi realizado o ensaio em cultivo celular (Figura 9) essa diminuicdo nao foi
observada e sim um aumento da enzima tirosinase de células tratadas com o extrato
e irradiadas com UVA, assim havendo um contraste entre os dois ensaios. Esse
resultado ndo era esperado, pois a planta ja é conhecida por ser utilizada para o
tratamento do vitiligo, entdo o resultado esperado era que 0 extrato da planta nédo
interferisse negativamente na atividade da enzima ou que houvesse um aumento da

atividade da enzima que é responsavel pela melanogénese nos dois ensaios.

Este resultado pode ser explicado pelo fato da tirosinase usada no ensaio ter
sido obtida a partir do cogumelo de Agaricus bisporus, que é facilmente encontrada
comercialmente, mas apresenta diferencas significativas da tirosinase de mamiferos.
A tirosinase de cogumelo € uma enzima do citosol, do tipo tetramero e a tirosinase
humana € uma enzima ligada a membrana, tipo mondémero altamente glicosilado
(Chang 2012).

Sendo assim € esperado que nem sempre as respostas em ensaios utilizando
esses dois tipos de enzimas sejam parecidos. Ja foi mostrado que o &acido p-
cumarico, um metabolito secundario de algumas plantas, é um excelente inibidor de
tirosinase de mamiferos, mas ndo € um bom inibidor de tirosinase de cogumelo. A
guercetina, um flavonoide natural, € outro exemplo, pois ela é um potente inibidor de
tirosinase de cogumelos e aumenta a atividade e sintese de tirosinase de mamiferos
(Chang 2012).
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Ja é conhecido que a producdo de melanina confere cor e protecéo a pele,
absorve os radicais livres gerados no citoplasma e fotoprotege contra radiacao
ionizante, como a radiagao ultravioleta (UV) (Chang 2012; Carletti et al. 2014; Kim et
al. 2015; Oh et al. 2017). Assim, a radiacdo UV foi utilizada, por aumentar a sintese
de melanina e por estar associada ao tratamento do vitiligo com psoraleno (Brenner
and Hearing 2008; Filho et al. 2015; D’Mello et al. 2016).

Em um estudo realizado por Doppalapudi, Mahira e Khan (2017) mostrou que
0 psoraleno aumenta a producdo de melanina em relagdo ao controle, metanol, e
gue nao causou diferenca significativa na atividade da tirosinase das células tratadas
com concentracdes de 0,19 a 9,3 mg/mL de psoraleno (Doppalapudi et al. 2017). Os
resultados sdo semelhantes aos resultados obtidos para a producédo de melanina e
atividade de tirosinase das células tratadas com o psoraleno encontrados neste

trabalho (Figuras 8 e 9).

O tratamento dos melanécitos com extrato de B.gaudichaudii conseguiu
aumentar a producédo de melanina nas células, mostrando que ele age como agente
pigmentador da pele, e a associacdo do tratamento com a radiacdo UVA

potencializou esse efeito.

Foi observado também um aumento de melanina nas células tratadas com
bergapteno e irradiadas com UVA, sugerindo que parte do aumento da melanina
causado pelo extrato se deve a presenca desse composto que ja € conhecido ha
varios anos por sua propriedade fotossensibilizante sobre a pele, aumentando a

producéo de melanina e atividade da tirosinase (Mengeaud and Ortonne 1996).

A enzima tirosinase teve um aumento discreto de sua atividade quando as
células foram irradiadas com UVA, porém ndo houve aumento da sua expressao
génica. Provavelmente, esse aumento da atividade da tirosinase é responsavel, pelo
menos em parte, pelo aumento da concentracdo de melanina. Foi observado no
ensaio de quantificacdo de melanina em que as células foram irradiadas com UVA
gue houve um aumento de melanina com os tratamentos das células com extrato e
bergapteno. Essas mesmas condicfes de ensaio causaram uma diminuicdo dos

niveis de glutationa reduzida (GSH) das células (Figura 10).
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GSH faz parte do sistema antioxidante das células, em que a glutationa
peroxidase € uma enzima que usa glutationa como agente redutor para converter
H20O, em agua. Assim, a glutationa peroxidase oxida a GSH em glutationa oxidada
(GSSG) e esta é posteriormente reduzida a GSH pela enzima glutationa redutase
(Pastore et al. 2003; Di Dalmazi et al. 2016a).

Das enzimas antioxidantes estudadas a SOD se encontra em niveis reduzidos
nas células tratadas com extrato ou padrées e ndo expostas a luz UVA (Figura 11), o
que pode gerar um acumulo do anion radical superéxido nas células, pois essa
enzima é uma das vias para sua transformacdo em H20; a outra via seria a
desmutacdo espontanea pela adicdo de 1 elétron e 2 protons (Di Dalmazi et al.
2016a). Como em pacientes com vitiligo ocorre um aumento da SOD (Naini et al.
2012), o ideal seria que a enzima tivesse a sua atividade normalizada, o que foi

possivel quando as células tratadas foram irradiadas com UVA.

Com o aumento de superéxido dismutase em pacientes com vitiligo é
observado um alto nivel de H20,, mas o nivel de catalase e a sua atividade
geralmente estdo diminuidos (Naini et al. 2012). Os niveis de H2>0, observados para
as células tratadas com extrato, no ensaio de avaliacdo de ROS intracelular (Figura
13), ndo mostraram diferenca significativa, mas as células tratadas com os padrées
bergapteno e psoraleno nas menores concentracdes, sem UVA, tiveram diminuicao

de ROS intracelular.

O resultado da atividade da catalase das células tratadas como extrato €
muito significativo (Figura 12), pois o tratamento com a maior concentracdo do
extrato apresentou um aumento da atividade da enzima, tanto na presenca de UVA
como na auséncia. Como psoraleno também causou aumentos parecidos com o do
extrato na atividade da catalase das células, pode-se sugerir esse composto como

possivel responsavel por essa atividade.

A enzima catalase tem papel de transformar H.O, em agua e oxigénio
molecular, e € muito importante para restabelecer o equilibrio da defesa antioxidante
do organismo. Ja existe no mercado a pseudocatalase, que € utilizada como
tratamento para essa dermatose, mas o extrato de Brosimum gaudichaudii parece

ser bastante util para esse tratamento também.
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6. CONCLUSAO

O extrato da entrecasca da raiz da Brosimum gaudichaudii vem sendo
utilizado como fitoterapico para tratamento de vitiligo. Os resultados deste estudo
mostram que, apesar de ter em sua composicdo furanocumarinas que sao
conhecidas por sua toxicidade, o extrato nas concentracbes estudadas nado se

mostrou téxico para as células B16F10.

Os resultados sugerem que 0 extrato aumentou a atividade melanogénica das
células, evidenciada pelo aumento de producdo de melanina, e que esse aumento
se deve, pelo menos em parte, ao aumento da atividade da enzima tirosinase. Os
resultados obtidos sugerem também uma atividade antioxidante do extrato, pelo

aumento significativo na atividade da catalase.

As furanocumarinas, bergapteno e psoraleno, parecem estar relacionadas as
atividades biologicas de Brosimum gaudichaudii, mas estudos adicionais precisam
ser conduzidos para desvendar quais 0s outros componentes da planta e a

participacédo desses nas atividades bioldgicas.
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Figura 16. Curva de dissociacédo (curva de melting) dos produtos de amplificagéo.

Genes: TYR (A), MITF (B), GAPDH (C).
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ANEXO I

Tabela 5. Parametros de validag&o obtidos no teste de eficiéncia.

Genes
Parametros analisados (y=ax+b) GAPDH TYR MITF
Inclinaco da reta (slope x) -3,100 -3,138 -3,576
Y- intercept (b) 21,724 29,968 31,957
Coeficiente de correlacéo linear (r) 0,992 0,992 0,994
Eficiéncia (%) 110,16 108,283 90,393
A Standard Curve B Standard Curve
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Figura 17 Curva padréo.
Genes: TYR (A), MITF (B), GAPDH (C).



