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“A vida é uma peca de teatro que nao permite
ensaios. Por isso, cante, chore, dance, ria e
viva intensamente, antes que a cortina se

feche e a peca termine sem aplausos.”

Charles Chaplin



RESUMO

A radiagdo ultravioleta demonstrou ser capaz de causar danos a maior parte do DNA, podendo
levar a2 mutagdes, que se ndo forem reparadas podem ocasionar o desenvolvimento de
canceres de pele. Além disso, a radiacdo solar gera forte estresse oxidativo, aumento de
Espécies Reativas de Oxigénio e conseqiiente fotoenvelhecimento. Embora existam muitas
maneiras pelas quais os canceres de pele ndo-melanoma sejam tratados com sucesso ¢
crescente o interesse em desenvolver novos e melhores métodos para sua prevengdo. O uso de
agentes botanicos para prote¢do da pele contra os efeitos bioldgicos adversos resultantes da
exposicao a radiagdo solar tem recebido imenso interesse. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as propriedades protetoras sobre a prevencao do dano oxidativo da administracdo oral
e topica do extrato de llex paraguariensis em ratos submetidos a radiacio UVA e UVB. Para
tal, ratos Wistar receberam tratamento oral ou topico com Cha Verde ou Cha Mate, sendo
expostos a radiagdo UVA e UVB por sete sessdes, uma hora por dia. No oitavo dia os animais
foram sacrificados, sendo coletadas amostras de sangue e pele para avaliagdo das Espécies
Reativas do Acido Tiobarbitarico, dano oxidativo as proteinas e dano ao DNA. Nossos
resultados demonstraram que os ratos expostos a radiacao ultravioleta apresentaram dano ao
DNA no sangue, aumento da carbonilagdo de proteinas e aumento da peroxidagdo lipidica,
observado nas amostras de pele. O tratamento com Cha Verde e Cha Mate, tanto pela via oral
quanto topica apresentaram efeito protetor sobre o dano ao DNA e peroxidagdo lipidica.
Entretanto, o aumento da carbonilagdo de proteinas somente foi prevenido nos animais
submetidos a aplicagdo topica de Mate ou Cha Verde. Com estes resultados podemos concluir
que a administragdo topica de um gel contendo extrato de llex paraguariensis pode ser
considerada alternativa benéfica na redugdo dos danos causados pela radiacdo solar,

fornecendo pela primeira vez indicios da atividade fotoprotetora deste extrato.

Palavras-chave: fotoprotecdo, ultravioleta, Camellia sinensis, Ilex paraguariensis, dano

oxidativo, TBARS, DNA.



ABSTRACT

Ultraviolet radiation has been shown to cause most damage DNA and may lead to mutations,
which if not repaired can lead to the development of skin cancers. Moreover, the solar
radiation generates strong oxidative stress, an increase Reactive Oxygen and consequent
photoaging. Although there are many ways in which the cancers non-melanoma skin are
treated successfully is growing interest in developing new and better methods for its
prevention. The use of botanical agents to protect the skin against the adverse biological
effects resulting from exposure to solar radiation has received enormous interest. The
objective of this study was to evaluate the protective properties on the prevention of oxidative
damage of oral and topical administration of Ilex paraguariensis extract in rats submitted to
UVA and UVB. To this end, rats were treated with oral or topical or Tea Green Tea Mate,
being exposed to UVA and UVB for seven sessions, one hour per day. On the eighth day the
animals were sacrificed and blood samples and skin were collected to assess the species
thiobarbituric acid reactive, oxidative damage to proteins and DNA damage. Our results
showed that animals exposed to ultraviolet radiation damage to DNA present in the blood,
increased protein carbonylation and increased lipid peroxidation observed in the skin samples.
Treatment with Green Tea and Mate Tea, both orally and topically showed protective effect
on DNA damage and lipid peroxidation. However, the increase in protein carbonylation was
only prevented in animals subjected to topical application of green tea or Mate. With these
results we can conclude that topical administration of a gel containing extract of Ilex
paraguariensis may be considered beneficial alternative in reducing the damage caused by

solar radiation, providing the first evidence of the photoprotective activity of this extract.

Keywords: photoprotection, ultraviolet, Camellia sinensis, llex paraguariensis, oxidative

damage, TBARS, DNA.
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INTRODUCAO

1.1 Entendendo a Radiacio Solar

A luz solar é composta por um espectro continuo de radiacdo de ondas
eletromagnéticas que sao divididas em trés comprimentos de ondas principais: visivel (VIS),
infravermelha (IR) e Ultravioleta (UV) (Matsumura & Ananthaswamy, 2004).

A radiagdo UV (Figura 1) ¢ dividida em: (1)UVC - 270-290nm, que ¢ filtrada na
camada de ozodnio e estratosfera); (2)UVB - 290-320nm, que afetam principalmente a camada
epidermal, onde causa eritema, induz lesdes ao DNA e aumenta o risco de mutagdes fatais que
eventualmente desencadeiam o cincer de pele e reduz as chances das células malignas serem
reconhecidas e destruidas, uma vez que promove fotoimunossupressao; (3)UVA - subdividida
em UVA II (320-340nm) e UVA I (340-400nm) (Kallavanijaia & Lim, 2005). Em virtude do
maior comprimento de onda, os raios UVA alcangcam a camada dérmica, estimulam a
pigmentacdo e estdo relacionados ao envelhecimento e canceres de pele (Ciba Specialty
Chemicals, 2002).

Na pele, esta radiacdo ¢ absorvida por diferentes cromoéforos na pele, como a
melanina, DNA, RNA, proteinas, lipideos, dgua, aminoacidos aromaticos (como a tirosina e

triptofano), &cido trans-urocanico, etc (Gonzalez ef al., 2008).

Comprimento de Onda (nm) 270 290 320 400

Espectro Solar

340-400nm

Estratosfera .‘l:\ 0-400
UVATI - 320-340nm

Biosfera

Estrato Corneo
Epiderme

Derme Pele

Hipoderme

Figura 1: Representacdo esquematica da penetragdo cutanea dos raios solares

(FONTE: Ciba Specialty Chemicals, 2002).
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Tanto a qualidade quanto a quantidade da radiacao solar UV sdo modificadas pela
passagem através da atmosfera. As principais interagdes ocorrem na estratosfera (~10-50 km
acima do nivel do mar), onde ocorre absor¢do desta radiacao na camada de ozonio e difusdao
pelas moléculas de N, e O,. Na troposfera (0 a ~10km acima do nivel do mar) a absor¢do
pelos poluentes como 0zonio, NO, e SO, e a difusdo por pelos particulados e nuvens também

atenuam este processo (Diffrey, 2002).

1.2 Radia¢ao UV e Dano ao DNA
A luz UV demonstrou ser capaz de causar danos na maior parte do DNA pela
formagdo de fotoprodutos diméricos (Figura 2) entre bases pirimidinas adjacentes de uma

mesma fita de DNA, conforme demonstrado através de estudos experimentais (Marrot &

Meunier, 2007).

Dimero de Timidina

HN at - NH
., 1 > -~ N‘_r'o
0 ) L,
o N ‘N0 ’
0 o
O
Pele S
- o o
0
DNA Normal N
o4 o
! o/
Fotoproduto de
Pirimidina (6,4)

Pirimidona

Figura 2: Representacdo esquematica da formacao dos fotoprodutos.
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Diferentes comprimentos de onda de luz UV induzem a diferentes tipos de dano ao
DNA. Através da excitacdo direta da molécula de DNA, os raios UVB geram os fotoprodutos,
principalmente dimeros de ciclobutano pirimidina (DCPs) e fotoprodutos pirimidina 4,6
pirimidona Estes fotoprodutos geram mutagdes tipicas, denominadas Transicdes C>T,
através da perda de ligagdo da adenina oposta a citosina durante a replicagdo. Algumas
mutagdes sao comumente encontradas em canceres UV-induzidos, mas sdo raras em tumores
internos. Estas transi¢des, incluindo CC>TT levam as muta¢des, sendo denominadas
“Mutagdes com assinatura UV, e sdo de fato consideradas as maiores lesdes pré-mutagénicas
desencadeadas por UVB (Riinger & Kappes, 2008).

Em curto prazo, a radiagao aguda (dose tnica) induz lesdes ao DNA, como dimeros de
ciclobutano pirimidina e fotoprodutos, que podem levar a mutacdes do DNA caso ndo sejam
reparados (Matsumura & Ananthaswamy, 2004). Estes DCPs tém sido reconhecidos como
importantes gatilhos moleculares para a supressdo das respostas imunes e iniciacdo da
carcinogénese UV-induzida (Katiyar, 2007).

Embora se saiba que os raios UVB possam causar danos a proteinas ou membranas
celulares e gerar o estresse oxidativo, aceita-se que seus principais efeitos deletérios sejam
mediados por lesdes especificas do DNA, decorrentes da absor¢do direta de fotons. Estas
lesdes tém sido relatadas por desempenharem um papel importante na indugdo de efeitos
letais, mutagénicos e carcinogénicos decorrentes da exposi¢do UV (Marrot & Meunier, 2007).

A radiacdo UVA atinge a Terra cerca de 20 vezes mais que a radiacdo UVB, assim
como intensidade da radiagdo recebida depende da hora do dia, latitude e condigdes

atmosféricas (Russo & Halliday, 2006).

1.3 Relacao entre Exposicao UV e Fotoenvelhecimento

Com o passar dos anos, as mudancas no estilo de vida tém levado as pessoas ao
significativo aumento da exposicdo solar, proporcionando dramatica ascensdo na incidéncia
dos canceres de pele (Botta et al., 2008). A exposicao cronica da pele humana a radiagao UV
ocasiona mudancas morfologicas, estruturais e bioquimicas (Bosset, 2003). Estas mudangas
que podem ser observadas na pele incluem inflamacao, imunossupressao, alteragcdes na matriz
extracelular. Em adicdo, o envelhecimento cutaneo acelerado, resultante do dano ao tecido
conectivo, ¢ o reflexo da destruicdo do coldgeno pré-existente, como também ¢ resultante da

deficiéncia em sintetizar e repor o conteudo deste tecido com novo coladgeno (Kim et al.,
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2008), apresentando acumulagdo massiva de fibras eldsticas anormais, perda de colageno,
aumento de glicosaminoglicanos e presenca de telangiectasias (Bosset, 2003).

Nos fibroblastos humanos dérmicos, a exposi¢do persistente a radiagdo UV induz a
mutagdes no DNAmt e resulta num ciclo vicioso que leva a inadequada producao de energia e
estresse oxidativo cronico. Como conseqiiéncias desta situagcdo as telomerases iniciam a
resposta ao dano ao DNA, ocasionando a senescéncia celular. O padrao da expressao genética
dos fibroblastos dérmicos ¢ alterado ¢ induz a neovascularizacao, distirbios do metabolismo
de colageno e promove a geracdo de infiltrados inflamatorios e proteinas intracelulares, que
podem ser oxidadas e eventualmente levar a inibi¢do dos proteasomas com conseqiliéncias
funcionais que se manifestam extracelularmente. Em adi¢do, a radiagdo UV (sem a indugdo
das mutagdes ao DNAmt) causa diretamente alteragdes funcionais e estruturais entre a derme
e a epiderme (como por exemplo, mutacdes ao p53) que contribui ao envelhecimento

prematuro da pele (Figura 3) (Gilchrest & Krutmann, 2006).

) Mutacoes de
Epiderme ps3

Oxidacio de Proteinas e Inibicio dos | Pele

Inadequada proteassomas

producio de Alteracio da Expressio Genética

Energia Induz & Neovascularizagio
Geracio de Infiltrados Inflamatérios
Inibi¢dio da resposta ao dano do DNA

Contribui para o envelhecimento
Derme ; precoce

Hipoderme

¥

Proteinas
Inadequada Produgio de Energia: Codificadoras do
Estresse Oxidativo Cronico DNAmt

W Supressio do [ T
DNAmt

Figura 3: Alteracdes no DNA mitocondrial promovidas pela radiagdo ultravioleta.

(Adaptado de: Gilchrest & Krutmann. Skin Aging, 2006).
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Um dos principais efeitos da radiacdo solar em células humanas ¢ a inducao a
apoptose (também chamada de morte celular programada), que € o principal processo pelas
quais as células morrem. A apoptose € necessaria para o desenvolvimento normal e
manuten¢do da homeostase celular, atuando como um mecanismo par remover células que

estdo infectadas, lesionadas ou que nao sdo mais necessarias (Tuchinda et al., 2007).

1.4 UV induz dano ao DNA e desencadeia a imunossupressio

O dano ao DNA induzido pela radia¢do ultravioleta ¢ um evento importante para a
migracdo das células apresentadoras de antigenos (como por exemplo, as células de
Langerhans na epiderme) a partir da pele até os linfonodos. O dano ao DNA nas células
apresentadoras de antigenos afeta a capacidade destas células apresentarem os antigenos, o
que resulta na falta de sensibilizacdo, o que pode ser considerado como o primeiro dos
eventos moleculares no desenvolvimento da imunossupressao (Katiyar, 2007).

A fun¢do imunorregulatéria na pele ¢ de extrema importancia (principalmente a IL-
12), uma vez que sao as responsaveis em remover (ou reparar) o dano ao DNA UV-induzido
na pele (Vink et al. 1997). Dependendo da severidade do dano ao DNA seguido da exposicao
UV, os queratindcitos cutdneos podem progredir a apoptose destas células ou iniciar cascatas
de reparo ao DNA. Se o dano ao DNA for irreparavel, a célula ¢ transformada numa Sunburn

Cell (Figura 4), que ¢ o primeiro indicador morfologico da apoptose celular das células

epidermais (Schwarz et al. 2005; Ziegler et al. 1994).

Figura 4: Sunburn Cell, célula apoptotica induzida pela radiagao UV.

(Extraido de: Rigel et al. Photoaging, 2004.)
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1.5 Relacao entre Exposicdo UV e Cancer de Pele

A pele ¢ o 6rgao mais exposto a radia¢ao ultravioleta (UV) e também o 6rgao mais
afetado por sua exposi¢do cronica. Muitos estudos in vivo com células de pele tém
demonstrado que a radiacdo UV pode causar danos hd muitas moléculas e estruturas. Isto
pode resultar em mudangas de fungdes celulares.

Estudos clinicos, epidemiologicos e biologicos tém apresentado que a luz solar
ultravioleta, especialmente a radiagdo UVB (290-320nm), ¢ um agente carcinogénico
completo, e repetidas exposicdes podem desencadear o cancer de pele melanoma e nao-
melanoma, considerados a patologia cutdnea maligna mais comum, e que exerce um tremendo
impacto nos servicos de satide publica, como também elevados gastos com a satide (Vavalil et
al.,2003).

Acredita-se que o gene supressor p53, que se apresenta freqiientemente mutado nos
canceres de pele, seja o ponto inicial para a radiacdo UV induzir o neoplasma (Rigel, 2008).
Achados experimentais mostram que doses cumulativas de UV A sdo capazes de induzir danos
genéticos no DNA celular, o qual pode levar aos fotoenvelhecimento da pele, alterar a
expressdo de oncogenes, genes supressores tumorais (como o p53) e carcinoma cutaneo. Uma

\

dose eritematogénica induz a répida acumulacdo de p53 na epiderme. Avaliar como um
agente fotoprotetor possa agir reduzindo a expressdo de p53 pode fornecer dados interessantes

sobre a capacidade fotoprotetora destes produtos (Seité et al., 2000).

Flgura 5: Acumulacgao de p53 na eplderme humana exposta a radlag:ao UV

(Extraido de: Rigel et al. Photoaging, 2004.)
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Canceres foto-induzidos fazem parte de um complexo fendOmeno que envolve
multiplos estagios, sendo mediados por alteragdes em varios mecanismos celulares (Figura 6).
A iniciacdo celular ¢ geralmente considerada como o primeiro passo no processo de
fotocarcinogénese, consistindo essencialmente em mutagdes genéticas, as quais promovem
mutagdes no DNA (Botta et al., 2008). O DNA ¢ um alvo critico porque sua alteracao pode
levar ao desenvolvimento do cancer de pele (Marrot & Meunier, 2008). Ha muitos estudos

que confirmam que a exposi¢do a radiacdo UV esta associada ao desenvolvimento do cancer

de pele (Rigel, 2008).

ENVELHECIMENTO

CRONOLOGICO FOTODANO

Repetidas
Divisdes
Celulares

Metabolismo
Celular
Oxidativo

| »7

Telomero ‘ — Dimeros de Timina

..TTAGGG...
Sinalizacio

"A Mutacio das Enzimas
Respostas Codificadoras do DNA
SOS-Like l
\ )
Senescéncia 1 CANCER

Figura 6: Exemplo esquematico do desenvolvimento do cancer pelo envelhecimento
cronologico ou pelo dano provocado pela radiagdo solar.

(Adaptado de: Rigel et al. Photoaging, 2004.)
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1.6 Mitocondria e o Envelhecimento Celular

Sabe-se que a mitocondria pode ser considerada a estrutura mais poderosa da célula,
uma vez que ¢ a responsavel pela producdo de energia, sob a forma de adenosina trifosfato
(ATP) e calor, além de estar envolvida na via de sinalizacdo celular para apoptose (Pieczenik
& Neustadt, 2007).

A mitocondria apresenta-se especialmente vulneravel ao estresse oxidativo a partir das
ROS (Espécies Reativas de Oxigénio, do inglés, Reactive Oxygen Species), principalmente o
radical superoxido, que sdo produzidos durante o processo de fosforilagdo oxidativa. Isto
resulta num ciclo vicioso proporcionando danos na mitocondria, a qual perde sua eficiéncia e
produz mais ROS, as quais acreditam que sejam geradas pelos complexos I e III. A teoria do
estado de envelhecimento relaciona que este ¢ conseqiiéncia de reacdes de radicais livres.
(Corstjens et al., 2007).

A radiacdo UV ¢ conhecida como a causadora da liberacdo de varias espécies reativas
de oxigénio (ROS), como o perdxido de hidrogénio e oxigénio singlet (Fisher et al., 2002;
Berneburg et al., 1999).

Em resposta a radiacdo, as ROS podem ser geradas para oxidar a base guanina em 8-
hidroxiguanina ou 8-oxiguanina (Figura 7). Dentro da mitocondria, os elementos que sdo
particularmente vulneraveis aos radicais livres incluem os lipideos, proteinas, fosforilagdo de

enzimas ¢ DNA mitocondrial (Shigenaga et al., 1994).
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Figura 7: Oxidagdo da base guanina apos a geragdo de ROS.

O crescente aumento da producdo de ROS conseqiientes da radiagdo solar potencializa
a sinalizacao redox e ativam genes especificos como as metaloproteinases de matriz (MMPs).
Recentemente descobriu-se que o dano oxidativo dos componentes celulares e extracelulares

ativa mecanismos de reparo intrinsecos e que na epiderme ha um sistema transportador de
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creatina, o PCR/CK (fosfocreatina/creatina quinase), importante ferramenta para enfrentar
eficientemente condi¢cdes com alta demanda de energia (Lenz ef al., 2004).

A concentracdo de PCR na pele normal ¢ de 0,314pM/g de tecido, mas concentragdes
muito maiores sdo encontradas na pele psoridtica e na pele com tumores benignos e malignos.
Pesquisadores demonstraram que quando incorporada em um produto de uso tdpico, a
fosfocreatina ndo apenas protege a pele do dano UV-induzido, como também pode reverter o
fotodano e melhorar a sua aparéncia clinica. Quando administrada intravenosamente, a PCR
pode aumentar o processo de cicatrizacao de feridas e o tempo de sobrevivéncia das células de
retalho cutaneo (Zemtsov, 2007).

Quando ocorre dano direto as proteinas mitocondriais, ha diminuicdo de afinidade
pelos substratos ou coenzimas, favorecendo danos adicionais resultantes da disfun¢do de seu

metabolismo (Pieczenik & Neustadt, 2007).

1.7 Importancia da inibicao das ROS geradas pela Radia¢io UV

Inibir a producdo das ROS apresenta-se particularmente promissora com a producao
destas, tanto pela radiacdo UVA quanto UVB, contribuindo com a redu¢do da inflamagao,
immunossupressao, mutagdo genética e carcinogénese (Kvan & Tyrrell, 1997). Sabe-se que
mediadores inflamatorios, como o TNF-alfa, estdo associados com disfun¢do mitocondrial e
aumento da geracdo de ROS, conforme (Moe et al. 2004) apresentaram em seus estudos in
vitro (Moe et al. 2004).

Interagdes de proteinas com ROS atuam controlando as regras da sinalizagdo celular
que afetam o remodelamento, crescimento e morte. Marcadores detectaveis de proteinas
oxidadas incluem mudangas no conteido de carbonilas protéicas, nitrotirosinas, produtos
resultantes de glicagdo avancada e mudancas no conteido de proteinas tiois. Cisteinas

também sdo alvos susceptiveis a varios pro-oxidantes (Aksenov & Markesbery, 2001).

1.8 Uso de Fotoprotetores

Embora existam muitas maneiras pelas quais os canceres de pele ndo-melanoma sejam
tratados com sucesso, ¢ crescente o interesse em desenvolver novos e melhores métodos para
sua preven¢do. Os programas de prevencdo primaria para cancer de pele que focam na
reducdo da exposicdo 4 radiacdo solar tém apresentado efeitos positivos na redugdo da

incidéncia de cancer de pele. Além disso, a reducao da exposi¢ao solar com o uso diario de
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fotoprotetor pode reduzir o risco do carcinoma celular escamoso (Rigel, 2008). Os métodos
atuais incluem aconselhamento dos pacientes sobre os perigos da exposi¢ao solar, horarios
onde a radiag@o solar atinge o seu pico de intensidade méxima, uso de roupas protetoras e
filtros solares. Entretanto, ¢ importante lembrar, que a eficidcia dos filtros solares ¢
determinada apenas pela capacidade destes em proteger contra queimaduras UV-induzidas, e
suas atividades quimioprotetoras para canceres de pele ndo-melanoma, pelo menos em
humanos, continuam indeterminadas (Yusuf ez al., 2007).

Fotoprotetores topicos contendo filtros UV sdo recomendados como praticas de
exposi¢do solar para reduzir os efeitos carcinogénicos e o fotodano proporcionado pela
radiacdo UV (Hanson et al., 2006). Recentemente, varios fotoprotetores orais que fornegam
ampla protecdo corporal tém sido comercializados. Estes produtos contém varios principios
ativos capazes de atuar em diferentes mecanismos para prevenir o dano solar cutdneo. A
maioria apresenta atividade antioxidante capaz de manter a atividade antioxidante enddgena
durante a exposi¢ao UV (Gonzalez et al., 2008). Os filtros solares tradicionais sdo formulados
com substancias que atuam como filtros ou refletores UV e sdo testados de acordo com o

nivel de protecdo contra queimadura ou eritema (Russo & Halliday, 2006).

1.8.1 O papel dos componentes botinicos na prevencio do envelhecimento e
imunossupressao induzida por UV

O uso de agentes botanicos para protecao da pele contra os efeitos biologicos adversos
resultantes da exposi¢do a radiag@o solar tem recebido imenso interesse (Vavalil et al., 2003),
incluindo seu uso na reducdao do risco de desenvolvimento de canceres melanoma e nao-
melanoma. Os agentes botanicos possuem propriedades antiinflamatorias, imunomodulatorias
e antioxidantes e estdo entre os mais promissores grupos de compostos que podem ser
explorados como agentes fotoquimiopreventivos ideais para as doencas de pele (Katiyar,
2007).

A fotoquimioprevencgdo ¢ um termo que definido como “o uso de agentes capazes de
reverter os efeitos adversos da radiagdo UV na pele” (F’guyer ef al., 2003). A identificagdo de
componentes organicos a partir de extratos de plantas ¢ de grande importancia, principalmente
porque estas podem ser utilizadas como excelente fonte de produtos farmacéuticos para
fototerapia. Considerando que os extratos de plantas sdo misturas complexas de compostos
organicos, técnicas adequadas de extragdo sdo necessarias para assegurar a melhor maneira de

analisar seus constituintes individualmente (Jacques et al., 2007).
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Desde que o estresse oxidativo foi fortemente ligado a disfungdo mitocondrial, o
antioxidante catalase foi selecionado como o primeiro alvo. O segundo alvo deste processo foi
a creatina quinase, uma enzima crucial para a liberacdo de ATP nos momentos que a célula
necessita de alta demanda de energia. Com o propoésito de manter a capacidade bioenergética
da pele, faz-se necessario o descobrimento de componentes que sejam capazes de atuar como
agentes varredores ou detoxificantes e que protejam contra as ROS formadas pelas diferentes
fontes, incluindo a radiagdo solar (Corstjens et al., 2007).

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ outro radical livre produzido na pele, em resposta a radiacao
UVA e UVB, atuando como marcado do fotodano. O NO regula multiplos processos
biologicos e também se combina com o superdxido para formar peroxinitrito, um oxidante

altamente reativo (Russo & Halliday, 2006).

1.8.1.1 Ilex paraguariensis — Erva com importante papel socioeconémico

A llex paraguariensis A. St. —Hill, ¢ uma espécie nativa das regides subtropicais e
temperadas da América do Sul, onde ¢ popularmente conhecida como erva-mate e utilizada
no preparo de uma bebida tipica, o chimarrao. Assume um papel socioecondmico de grande
importancia na Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai, marcados com os nimeros 1,2,3,4, no
mapa abaixo, respectivamente (Figura 8) , alcancando a producao anual de 500.000 toneladas

(Bassani et al., 2006).

Figura 8: Paises cuja producado de I paraguariensis exerce importante papel socioeconomico.
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1.8.1.2 Ilex paraguariensis: Erva Mate como Agente Fotoprotetor Oral e Topico

O Brasil possui extensa variedade de vegetais que podem contribuir como inexaustiva
fonte de enzimas para aplicagdo em diversas areas (Ceni ef al., 2008). A literatura demonstra
que de todas as espécies de llex, o Illex paraguariensis (Figura 4) tem apresentado a maior
atividade antioxidante, diretamente relacionada a quantidade de derivados de cafeoil. A
capacidade do Mate em “varrer” as ROS esta diretamente co-relacionada a sua atividade
peroxidase-like. Quanto maior a concentracdo de polifendis, maior ¢ esta atividade (Ceni et
al., 2008).

Recentemente, pesquisas publicadas tém demonstrado cientificamente os efeitos do
Lparaguariensis (Figura 9), que incluem as atividades quimiopreventivas (prevenindo o dano
celular que pode causar doencas cronicas), efeitos coleréticos e propulsdo intestinal, efeitos
vasodilatadores, inibicao da glicagdo (reacao enzimatica entre aguicares sanguineos, proteinas
e lipideos, formando produtos que se acumulam e promovem locais estaveis para a catalisagao

da formacao de radicais livres e aterosclerose (Martins et al. 2009).

Figura 9: Ilex paraguariensis.

Extraido de: Barnes et al. Herbal Medicines, 3th edition, 2007.

1.8.1.3 Constituintes e Propriedades do L. paraguariensis

Os flavonoides sdo compostos fenodlicos (polifendis) largamente distribuidos nas
plantas e o seu consumo estd associado a prevencdo do envelhecimento relacionado a
condi¢gdes cronicas, incluindo o cancer e doengas cardiovasculares. Suas propriedades

medicinais incluem estimulag¢do ao sistema nervoso central, efeitos diuréticos e antioxidantes
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(Mejia et al., 2005). Os polifenois t€ém sido apresentados como potentes antioxidantes e
varredores de ROS, que incluem radicais livres de lipideos, radicais superoxido, radicais
hidroxila, peréxido de hidrogénio e oxigénio singlet. A propriedade anti-radicalar depende da
estrutura especifica de cada polifenol (F’guyer ef al., 2003).

As enzimas presentes no Ilex paraguariensis sdo principalmente polifenois oxidases
(catalisadoras de duas reacdes que envolvem o oxigénio: a O-hidroxilagdo dos monofendis
para o-difendis (atividade creolase) e a subseqiiente oxidagdo destes o-difendis para o-
quinonas (atividade catecolase). Além destas enzimas, esta planta contém as peroxidades, um
grupo de heme-proteinas que atuam na oxidagdo de substratos (monofenois, difendis, etc).
Ambas sdo responsaveis pela qualidade da deterioracdo e coloragdo marrom das folhas secas
do mate. Ao submeter as folhas desta ao processo industrial e ao sapeco, estas enzimas sao
inativadas ¢ entdo o cha mantém a coloragao esverdeada (Ceni et al., 2008).

Os maiores constituintes encontrados na erva-mate (Figura 10) sdo a cafeina e o acido
hexadecanoico (Jacques et al., 2007), flavonoides, minerais (P, Fe e Ca) e vitaminas C, Bl e
B2 (Megjia et al., 2005). Estudos recentes publicados por Gnoatto e colaboradores (Gnoatto et
al., 2008) ainda apresentam que as folhas do Ilex paraguariensis contém principal flavonoide a
rutina, acidos clorogénicos (derivados do acido cefeoilalquinico) e significante por¢do de
saponinas triterpénicas (cerca de 10%), contendo como principal aglicona o 4cido ursélico

(Gnoatto et al., 2008).

Acidos Clorogénicos

Acido Caféico
Flavonoides
Saponinas (Rutina)
Metilxantinas Vitaminas
(C,Bl1eB2)
Acido Ursélico
. Mineirais

Taninos (Esheec)

Polifenois

Acido Hexadecandico

Figura 10: Principais constituintes fotoquimicos encontrados no /lex paraguarienses.
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Os compostos triterpénicos (acido ursélico ou oleanolico e varios outros derivados)
tem apresentado diversas propriedades biologicas e farmacoldgicas, como agdo anti-HIV,
hepatoprotecdo, atividades antiinflamatorias, citotdxicas ou antimicrobianas, as quais tém sido
relatadas em algumas revisoes (Gnoatto et al., 2008).

Estudos recentes publicados por Mejia et al. (2005) relatam que este extrato nao
apenas exerce efeito citotoxico sobre as células de hepatoma (HepG2), mas também atuam
como inibidores cataliticos da topoisomerase II (Topo II) (Mejia et al., 2005).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos benéficos do mate, a

3

capacidade de “varrer” os radicais livres e as propriedades antioxidantes dos polifenois
contidos no ché sao freqiientemente citados como os mais importantes. De fato, os extratos do
mate apresentam-se como inibidores da peroxidacdo lipidica e ha muitas evidéncias
suportando as funcdes antioxidantes através de ensaios de atividade antioxidante realizados in
vitro (Martins et al. 2009).

O Mate ¢ comercializado em preparagdes comerciais como estimulante do sistema
nervoso central, diurético e antireumatico. Lojas especializadas na venda de fitoterapicos na
Europa tém utilizado como apelo de venda a utilizagdo desta planta como auxiliar no controle
do peso. Em contraste, baseados em estudos clinicos e epidemiolédgicos, o consumo do Mate
esta associado ao desenvolvimento de cancer na cavidade oral, faringe e es6fago. Entretanto,

ndo hd dados sobre a carcinogenicidade do Mate em modelos animais e este mecanismo ¢

desconhecido (Ramirez-Mares, 2004).

1.8.2 Cha Verde: Rico em Polifenois

O Cha Verde ¢ produzido a partir das folhas frescas da Camellia sinensis, através de
um processo de fermentagdo que previne, em sua maior parte, a oxidacdo e polimerizagao dos
polifendis da planta. Sdo estes polifendis que sdo considerados os maiores mediadores
quimiopreventivos. O Cha Verde contém quatro principais polifenois: (-)-epicatequina; (-)-
epicatequina-3-galato; (-)-epigalocatequina e (-)-epigalocatequina-3-galato (Figura 11) (Yusuf
et al.2007).
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Figura 11: Principais polifendis encontrados no Cha Verde (Camellia sinensis).

Extraido de: Yusuf et al. 2007.

1.8.2.1 Cha Verde: Extensos estudos demonstram sua capacidade antioxidante e
fotoprotetora tanto pela via oral quanto topica

Os chés contém altas concentragdes de flavonodides e o seu consumo regular estd
associado a reducdo de risco de doengas cronicas, incluindo o cancer e o envelhecimento. Os
flavonoides sao polifenodis que sdao largamente distribuidos nas plantas, estando presentes em
mais de 4000 espécies. Varios estudos demonstram as propriedades terapéuticas e
quimiopreventivas do Chd Verde. Além disso, os estudos demonstram que esta planta
apresenta propriedades antimutagénicas, anticarcinogénicas e efeitos anticlastogénicos
(Ramirez-Mares, 2004).

Sabe-se que a exposi¢cdo da pele a radiacdo UV causa diversos efeitos bioldgicos,
incluindo a inflamacao, altera¢do das células imunoldgicas cutaneas e alteracdes das respostas
imunes na hipersensibilidade de contato (imunossupressao). Ratos da linhagem C3H foram
submetidos a radiagdo UVB a fim de avaliar a protecdo exercida pela aplicacdo de Cha Verde
tanto pela via oral quanto topica. Como resultados os pesquisadores observaram que a
aplicacdo topica dos polifendis do Cha Verde (1-6mg/animal), 30 minutos antes ou 30
minutos apds a exposi¢do de dose tinica de UVB (2KJ/m?) resulta em significativa protegdo

contra imunosupressao local (25-90%) e imunosupressao sistémica (23-95%). Além disso, a



26

aplicacdo do Ch4 Verde mostrou reduzir em 70-80% o desenvolvimento do processo
inflamatério, podendo ser utilizado contra dermatoses inflamatérias e imunossupressao
causada pela radiacdo solar, protegendo a hipersensibilidade de contato e promovendo a
integridade das células de Langerhans, mesmo apo6s a irradiagdo UV (Katiyar et al., 1995).

Pesquisadores Americanos da Case Western Reserve University, Cleveland, avaliaram
os efeitos da aplicagdao topica de (-)epigalocatequina-3-galato (EGCG), o polifenol mais
encontrado no Cha Verde sobre a infiltragdo de macrofagos e neutréfilos, fontes potenciais de
geragdo de ROS e prostaglandinas. A aplicagdo topica de EGCG (3mg/2.5cm’) antes da
exposicdo a radiacdo solar bloqueia a infiltragdo dos leucdcitos e reduz a atividade das
mieloperoxidades. Com isso, hd reducao de geracdo de ROS, e conseqiientemente reducao do
edema, uma vez que o processo inflamatdrio € reduzido significativamente (Katiyar et al.,
1999).

Em virtude do vasto nimero de publicagdes relatando as atividades fotoprotetoras do

Cha Verde, tanto pela via oral quanto tdpica, utilizou-se esta planta como controle positivo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar as propriedades protetoras sobre a preven¢do do dano oxidativo da administragao
oral e topica do extrato de llex paraguariensis em ratos submetidos a radiagdo UVA e

UVB.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a redugao de dano ao DNA frente a radiagdo UVA e UVB em ratos tratados com a

aplicagdo oral ou topica de llex paraguariensis;

Comparar o dano ao DNA provocado pela radiacio UV em ratos tratados com [llex

paraguariensis (Cha Mate) versus Camellia sinensis (Cha Verde);

Avaliar a redugdo do estresse oxidativo frente a radiagdo UVA e UVB em ratos tratados

com a aplicagdo oral ou topica de llex paraguariensis;

Comparar estresse oxidativo provocado pela radiagdo UV em ratos tratados com Ilex

paraguariensis (Cha Mate) versus Camellia sinensis (Cha Verde);
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Abstract

Background: Multiple studies have demonstrated a relation between ultraviolet exposure and
increased risk of developing skin cancer. In humans and animal models, ultraviolet radiation
can cause gene mutations, suppress immunity and induce oxidative stress. Moreover, studies
showed that the green tea and mate tea present anti-carcinogenic activity. Based on this
hypothesis, the aim of this work was to evaluate the effect of green tea and mate tea on
increased barbituric acid-reactive species levels, oxidative damage to proteins and DNA
damage caused by exposure to ultraviolet radiation.

Methods: Adult male Wistar rats received daily oral or topic green or mate tea treatment and
they were after exposed to seven sessions of radiation, one hour per day. On the eighth day,
the animals were killed by decapitation. Thiobarbituric acid-reactive species levels, protein
oxidative damage and DNA damage were evaluated in blood and skin.

Results: Our results showed that the rats exposed to ultraviolet radiation presented DNA
damage in blood and increased protein carbonylation and lipid peroxidation in skin. Oral and
topic treatment with green tea and mate tea prevented DNA damage and lipid peroxidation.
However, only topic treatment with green tea and mate tea prevented the increased protein
carbonylation caused by ultraviolet radiation exposure.

Conclusions: Taken together, our results give support the beneficial effects of green tea and

mate tea, herein demonstrated by the antioxidant properties presented by these teas.

Key words: skin cancer; green tea; mate tea; DNA damage; oxidative damage.
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Introduction

Over the years, changes in lifestyle significantly increased human exposition to solar
radiation, leading to a dramatic rise in the incidence of skin cancers (1). Photo-induced
cancers are due to a complex multistage phenomenon, mediated by alterations in several
cellular mechanisms (2).

Increased ultraviolet radiation exposure is considered the main cause of the rise in
incidence of skin cancer (3). In humans and animal models, both ultraviolet A and B
radiations can cause gene mutations (4,5) and immunity suppression (6,7). These two
biological events are related to skin cancer caused by ultraviolet radiation (8). It essentially
consists in irreversible genetic alterations, which ultimately leads to DNA mutations (2).
Ultraviolet radiations are known to induce DNA lesions, and the implication of ultraviolet A
radiations in these genotoxic damages has been recently proven, although their accurate
biological effects are still unclear (9).

The reactive oxygen species production by both ultraviolet A and B radiations also
contributes to inflammation, immunosuppression, gene mutation and carcinogenesis (10,11).
In addition, studies have shown that oxidative stress also can cause DNA damage (12,13).
DNA damage can include chemical and structural modifications to purine and pyrimidine
bases and 2'-deoxyribose and the formation of single- and double-strand breaks. Strand breaks
within DNA can occur either directly due to damage from reactive oxygen species exposure
or indirectly due to cleavage of the DNA backbone during DNA base excision repair (14,15).

Studies showed that polyphenols obtained from green tea (Camellia sinensis) can
reduce ultraviolet radiations-induced skin cancer in animal model (16). Another tea presenting
antioxidant properties and protect against DNA oxidation is mate tea (llex paraguariensis)

(17,18).
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Considering that ultraviolet radiation exposure induces gene mutations and leads to an
increased reactive oxygen species production that contribute to this effect, and that the green
tea and mate tea possibly present antioxidant properties and protect against DNA damage, in
the present work we evaluated the effect of green tea and mate tea on increased barbituric
acid-reactive species levels, oxidative damage to proteins and DNA damage caused by

exposure to ultraviolet radiation.

Materials and methods

Animals

Adult male Wistar rats (250-300 g) obtained from Central Animal House of
Universidade do Extremo Sul Catarinense were housed in groups of five with free access to
food and water and maintained on a 12-h light-dark cycle (lights on 7:00 am) at a temperature
of 22°C £ 1°C. All experimental procedures were carried out in accordance with the National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and the Brazilian
Society for Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for animal care, with the

approval of local Ethics Committee.
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Oral administration of the extracts

Green tea extract was obtained from Embrafarma. A solution was prepared by adding
15 mL of distilled water to 1.875 g of green tea extract. For mate tea, we added 20 g of plant
leaves to 100 mL of boiling water. After 15 min of extraction, we filtered the solution and
administered to the animals. The animals received 1.0 mL of mate tea and green tea solutions
daily by gavage, 30 min before the exposure to ultraviolet radiation. Control groups received

distilled water.

Topic administration of the extracts
The extracts were obtained as described above and were incorporated to base gel (5%
w:w). The animals received 1.0 g of gel daily, 30 min before the exposure to ultraviolet

radiation. Control groups received base gel without any extract.

Exposure to radiation
The animals were exposed to ultraviolet A and B radiations for 7 days. Ultraviolet A
and B lamps were positioned 60 cm above the animal cages, they received radiation for one

hour per day.

Experimental Procedure

Animals were divided into seven groups, as follows: 1) control group, 2) oral saline +
ultraviolet radiation, 3) base gel + ultraviolet radiation, 4) oral green tea + ultraviolet
radiation, 5) green tea gel + ultraviolet radiation, 6) oral mate tea + ultraviolet radiation, 7)
mate tea gel + ultraviolet radiation. Groups 2, 4, and 6 were treated for seven days orally with
saline, green tea and mate tea (respectively). Groups 3, 5, and 7 were treated for seven days
topically with base gel, green tea gel and mate tea gel saw. After treatment, the animals were

exposed to ultraviolet radiation for 1 hour, once a day. Rats were killed 24 hours after the last
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exposition to ultraviolet radiation. The blood was collected to evaluate DNA damage and the

animal skin was removed to evaluate oxidative damage parameters.

Comet Assay

The alkaline Comet Assay in peripheral blood was performed as described by Singh et
al. (19) with the modifications suggested by Tice et al. (20). Samples of 5 puL of whole
peripheral blood were embedded in 95 pL of 0.75% low-melting point agarose and added to a
microscope slide (two slides per donor) precoated with normal agarose (1,5% buffer solution).
When the agarose had solidified, the slides they were placed in lysis buffer (2.5M NaCl,
100mM EDTA and 10mM Tris; pH 10.0-10.5) containing freshly added 1% (v/v) Triton X-
100 and 10% (v/v) dimethylsulfoxide (DMSO) for a minimum of 1 h and a maximum of 2
weeks. After treatment with lysis buffer to allow DNA unwinding, slides were incubated in a
freshly made alkaline electrophoresis buffer (0.3M NaOH and 1mM EDTA; pH > 13) for 20
min in a horizontal electrophoresis tank and the DNA was electrophoresed for 20 min at 25V
(0.90 V/cm) and 300mA. Every step was carried out under indirect yellow light. After
electrophoresis, slides were washed three times in a neutralization buffer (0.4M Tris; pH 7.5)
for 5 min, rinsed three times in distilled water, and left to dry overnight at room temperature.
Slides were stained with silver nitrate as describe previously by Villela et al. (21): the slides
were fixed for 10 min in trichloroacetic acid 15% w/v, zinc sulfate 5% w/v, glycerol 5% v/v,
rinsed three times in distilled water, and dried for 2 h at 37 °C. The dry slides were re-
hydrated for 5 min in distilled water, and then stained (sodium carbonate 5% w/v, ammonium
nitrate 0.1% w/v, silver nitrate 0.1% w/v, tungstosilicic acid 0.25%, formaldehyde 0.15% w/v,
freshly prepared in the dark), and constantly shaken for 35 min. The stained slides were rinsed
twice with distilled water, and submerged in the stop solution (acetic acid 1%), rinsed again,

and immediately coded for analysis with an optic microscope. Images of 100 randomly
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selected cells were analyzed per individual. Cells were scored visually into five classes,
according to tail size and shape (from undamaged - 0, to maximally damaged - 4), and a value
(Damage Index) was assigned to each comet according to its class. Damage index thus ranged
from 0 (completely undamaged: 100 cellsx0) to 400 (with maximum damage: 100 cells x 4.
The Damage Frequency (%) was calculated based on the percentage of damaged cells (0 -
100%). International guidelines and recommendations for the comet assay consider that visual
scoring of comets is a well-validated evaluation method. It has a high correlation with

computer-based image analysis (22).

Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS)

As an index of oxidative damage, we used the formation of TBARS during an acid-
heating reaction, which is widely adapted as a sensitive method for measurement of lipid
peroxidation, as previously described (23). Briefly, the samples were mixed with 1 mL of
trichloroacetic acid 10% (TCA) and 1 mL of thiobarbituric acid 0.67% (TBA), then heated in
a boiling water bath for 15 min. TBARS were determined by the absorbance at 535 nm.

Results are expressed as malondialdehyde (MDA) equivalents (pmol/mg protein).

Measurement of Protein Carbonyls

The oxidative damage to proteins was assessed by the determination of carbonyl
groups based on the reaction with dinitrophenylhidrazine (DNPH) as previously described
(24). Briefly, proteins were precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid and
redissolved in DNPH, and the absorbance read at 370 nm. Results are expressed as protein

carbonyls (pmol/mg protein).

Statistical Analysis
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In the DNA damage the normality of variables was evaluated by the Kolmogorov-
Smirnov test. Statistical analysis for Damage Index and Damage Frequency, measured by
Comet assay, was carried out using one-way analysis of variance (ANOVA). When ANOVA
showed significant differences in non-normal distribution, comparisons were made using the
Kruskal-Wallis test with Dunn’s test as post hoc. The critical level for rejection of the null
hypothesis was considered to be a P value of 5%, two-tailed. All analyses were performed
using the 5.0 BioEstat software.

For the analyses of oxidative damage parameters, all data were expressed as mean + SD.
Differences among experimental groups in experiments evaluating oxidative parameters were
determined by two-way ANOVA. Multiple comparisons were performed by Duncan test. In

all experiments, P < 0.05 was considered to indicate statistical significance.

Results

Our results demonstrated that the rats exposed to ultraviolet radiation presented
increased Damage Index (Figure 1) and Damage Frequency (Figure 2) in comet assay in
peripheral blood in comparison to control group. However, the animals that received oral
Green Tea, oral Mate Tea, Green Tea gel and Mate Tea gel have DNA damage prevented
(Figures 1 and 2). We also showed that rats exposed to ultraviolet radiation presented
increased lipid peroxidation, as evidenced by the increased thiobarbituric acid-reactive species
levels (Figure 3) and protein carbonylation (Figure 4) in the skin. Moreover, we observed that
the oral and topic treatment with Green Tea or Mate Tea prevented the increased lipid
peroxidation induced by ultraviolet radiation exposure (Figure 3). However, protein

carbonylation was only prevented by topic treatment with Green Tea gel and Mate Tea gel.
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Oral treatement with Green or Mate Tea oral did not prevent the increase of protein

carbonylation caused by ultraviolet radiation exposure (Figure 4).

Discussion

Exposure to solar ultraviolet radiation induces inflammatory responses, oxidative
stress, immunosuppression, DNA damage and gene mutations, events related to skin diseases,
including skin cancer (25-27).

Multiple studies have demonstrated a relationship between ultraviolet exposure and
increased risk of developing skin cancer. It was postulated that exposure of the skin to solar
ultraviolet light is a major risk factor for the development of malignant melanoma and non-
melanoma skin cancer, and that this effect is mediated by a chain of events, including DNA
damage by ultraviolet light and subsequent formation of mutations (28).

In the life of a cell, DNA damage represents a great threat to genome stability, leading
to loss or amplification of chromosomal activity, which may result in carcinogenesis or tissue
aging (29). Genome integrity is continuously threatened by both endogenous (e.g. reactive
oxygen species produced by normal metabolism, DNA replication ‘errors’) and exogenous
(ultraviolet light, ionizing radiations and chemical carcinogens) factors (30).

In the present study we observed the occurrence damage index and damage frequency
in peripheral blood of rats exposed the radiation, besides we observed oxidative damage in the
skin of these animals. On the other hand, we showed that the use of Green Tea oral, Mate tea
oral, Green Tea gel and Mate Tea gel prevented the damage index and damage frequency
caused by radiation. We also demonstrated that the Green Tea oral, Mate tea oral, Green Tea
gel and Mate Tea gel prevented the lipid peroxidation. However, the protein carbonylation

was prevented only by Green Tea gel and Mate Tea gel.
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Studies showed that consumption of green tea polyphenols in drinking water prevents
photocarcinogenesis in mice; however, the molecular mechanisms underlying this effect have
not been fully elucidated (31). Polyphenols isolated from the leaves of green tea have a
number of beneficial health effects including anti-carcinogenic activity, which has been
demonstrated in various tumor models (32,33). It has been also showed that oral
administration of an aqueous extract of green tea or green tea polyphenols (a mixture of
polyphenols) in drinking water inhibits ultraviolet radiation-induced skin carcinogenesis in
mice in terms of tumor incidence, tumor multiplicity and tumor growth/size (16,34). In
addition, the UV exposure causes physical changes to the skin due to alterations that occur in
the connective tissue via the formation of lipid peroxides, cell contents and enzymes and
reactive oxygen species (35,36). Other studies showed that green tea also possess anti-oxidant
activity (16,37)

Mate tea has distributed in plant flavonoids and phenolic compounds and their
consumption has been associated with the prevention of age-related chronic conditions
including cancer (38,39). Various phytochemical constituents, such as flavonoids, have been
isolated from mate plants and related species, and some of these compounds may be
responsible for the observed antioxidant activity (40). Furthermore, data from in vitro and in
vivo studies suggest a potential beneficial effect of tea polyphenols against cancer at most
stages of development (41-43).

In conclusion, we showed that the exposition of rats the radiation presented DNA
damage and oxidative damage and Green Tea and Mate Tea prevented these effects. Our data
is in line with previous works showing anti-carcinogenic and antioxidant activities for Green

Tea and Mate Tea.
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Figure 1: Damage Index observed in peripheral blood of rats treated with green tea and mate
tea, oral and topic, and exposed the radiation.

“Different from control group (p<0.05).
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Figure 2: Damage Frequency observed in peripheral blood of rats treated with green tea and
mate tea, oral and topic, and exposed the radiation.

*Different from control group (p<0.05).
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Figure 3: Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in skin of rats treated with green
tea and mate tea, oral and topic, and submitted to radiation.

* Different from control group (p<0.05).
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4, DISCUSSAO

A exposi¢ao UV induz a alteragdes biologicas e moleculares na pele, manifestando-se
imediatamente como vermelhiddo, queimadura e bronzeamento e podendo se tornar
extremamente prejudicial quando realizada de maneira cronica, levando ao
fotoenvelhecimento e cancer de pele (Janczyc A et al. 2007; Kullavanijaya & Lim, 2005; Gil
& Kim, 2000).

A fotoprote¢cdo comecou a ser extremamente valorizada, ndo somente para a
prevencao das queimaduras solares, mas em virtude dos seus efeitos preventivos contra o
desenvolvimento de canceres de pele. Segundo estimativas, o cancer de pele é o que possui
maior incidéncia e ultrapassa a soma dos canceres que ocorrem em outros 6rgados (Rigel,
2008).

As conseqliéncias mais desejaveis da radiacdo UV sdo os seus beneficios em algumas
doencas cutaneas, largamente utilizadas em conjunto ou nao as terapias medicamentosas na
clinica dermatologica (Tuchinda et al. 2007).

Existe grande interesse em definir os mecanismos celulares, bioquimicos e
moleculares pelos quais os polifenois exercem sua capacidade fotoprotetora. Os filtros solares
formam uma barreira fisica e quimica, reduzindo os efeitos deletérios da radiagdo ultravioleta
na pele. Quando estes produtos foram langados, pouco se sabia sobre os efeitos da radiagao
solar na pele e as informagdes eram relativas apenas a radiacdo UVB e entdo os produtos
eram rotulados de acordo com o Fator de Protecdo Solar (FPS) conferido pelo produto em
relacdo a radiagdo UVB (Bissonette, 2008). Nos ultimos anos, diversos estudos apresentaram
os efeitos deletérios da radiacdo UVB, e a radiagdo UVA também se mostraram deletérias as
células e estruturas celulares (Riinger & Kappes, 2008; Russo & Halliday, 2006).

Além disso, ¢ crescente o interesse na utilizacdo de “produtos naturais”, uma vez que
estes produtos sdo geralmente bem aceitos pelo consumidor e tem aumentado o interesse das
industrias cosméticas em acrescentar extratos vegetais na composicao de seus produtos.
Dentre os extratos utilizados, o Cha Verde e o Ginkgo biloba tém sido amplamente utilizados
nas mais diversas formulagdes para cuidados com a pele e como agentes coadjuvantes nos
cuidados de protegao solar (DallBelo, 2008). Além destes, diversos outros agentes botanicos
tém sido estudados e utilizados por suas caracteristicas fotoquimiopreventivas, que incluem as
catequinas do cha verde, preto e branco, as curcuminas da Curcuma longa, a silibilina da
Silybum marianum, os compostos sulfurosos do Allium sativum, a dadzeina e genisteina do

Trifollium pratense e Glycine Max, além destes ainda s3o largamente estudados os
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componentes das uvas, nozes, vegetais contendo carotendides, além de diversos oleos
vegetais (F’guyer ef al. 2003).

A llex paraguariensis ¢ amplamente consumida pela populacdo do sul do Brasil por
diversas questdes medicinais, nutricionais e até mesmo culturais. Com suas folhas e ramos
prepara-se uma bebida tonica, conhecida como mate, chimarrdo o tereré. Sua importancia
socioeconomica estd no fato de ser uma das espécies que sofre pouco com as oscilagdes do
clima, comparando-se com os cultivos agricolas em geral. Por esta razdo, passou a ser uma
espécie de grande importancia na fixagdo do homem ao campo (Vidor et al. 2002). Em
virtude de todas estas vantagens socioeconomicas, pela facilidade de cultivo e aquisi¢do, e por
estimular ainda mais a utilizacdo de plantas regionais ou com grande cultivo no Brasil
selecionou-se a Ilex paraguariensis como objeto deste estudo. Alguns estudos ja
apresentavam suas propriedades antioxidantes, antiinflamatorias e antimicrobianas, mas
nenhum estudo menciona seus efeitos fotoquimiopreventivos (Gnoatto et al. 2008; Miranda
et al. 2008; Lunceford & Gugliuccik, 2005; Filip & Ferraro, 2002).

Muito além da fotoprotegdo topica, atualmente muitos estudos tém sido conduzidos
com o objetivo de avaliar o potencial protetor e antioxidante de compostos botanicos frente a
radiagdo através da administragdo via oral, uma vez que € crescente o consumo de agentes
nutracéuticos (Siscovick et al. 2008; Janczyk et al. 2007; Kullavanijava & Lim, 2005).

Como se esperava, os grupos suplementados com os antioxidantes orais € 0s grupos
submetidos a aplicagdo topica de antioxidantes e submetidos a exposicao a radiacio UVA e
UVB apresentaram maior viabilidade celular e dano ao DNA, quando comparados ao grupo
que nao foi submetido a radiagao UV.

Dentre os grupos estudados, o grupo tratado com 1. paraguariensis, tanto pela via oral
quanto pela via topica apresentaram menor dano e menor freqiiéncia de dano ao DNA.
Acredita-se que os polifendis atuem de maneira similar aos fotoprotetores, com a vantagem de
atuarem tanto topicamente quanto sistemicamente, proporcionando protecdo contra alguns
efeitos bioldgicos da radiacdo solar (Yusuf et al. 2007).

Os resultados do estudo demonstram que os ratos expostos a radiagcdo apresentaram os
valores aumentados de Dano e Freqiiéncia de dano ao DNA no sangue periférico quando
comparados ao grupo controle. Por outro lado, os animais tratados com Cha Verde Oral, Cha
Verde Gel, Cha Mate Oral e Cha Mate Gel apresentaram redug@o destes indices de dano, o
que demonstra o efeito protetor destes agentes contra o dano ao DNA induzido pela radiagao

UV.
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Através dos dados obtidos podemos sugerir que a intervengao com o Cha Mate € capaz
de aumentar a atividade de reparo ao DNA nas células da derme e epiderme de ratos e, com
isso, reduzir o risco do desenvolvimento de cancer de pele.

Embora ndo tenha sido avaliada a concentracdo de p53 nas amostras de tecidos
cutaneos estudados ndo seria surpreendente encontrar niveis elevados de p53 nas amostras
submetidas a radiacdo e nado tratadas. Normalmente, pequenas por¢des de proteina p53 estdo
presentes nas células; em resposta ao dano ao DNA, entretanto, estas proteinas acumulam-se,
a divisdo celular ¢ inibida e ocorre o reparo ao DNA (Benjamin ef al. 2008). O excessivo dano
ao DNA induzido por UV pode desencadear a apoptose em uma forma dependente de p53
(Ziegler et al. 1994; Smith & Fornace, 1997). Ziegler et al. demonstraram que a irradiacao
UV da pele normal de ratos contendo o tipo selvagem de p53 induz a formacdo de Sunburn
Cells, e ratos que ndo apresentaram p53 foram resistentes a formacgdo de Sunburn Cells
(Ziegler et al. 1994).

Estudos também demonstram que as mutagdes de p53 sdo detectadas logo apds a
primeira semana de exposi¢do a radiagdo UV e as mutacdes geralmente ocorrem em 80-90%
entre a 4°. e 8. semana (Anantaswamy et al. 1997). Pesquisadores ainda descobriram que
enquanto a incidéncia de alguns alelos de p53 mutantes permanece em aproximadamente
100% mesmo apds 22 semanas apoOs a cessagdo da exposicdo a radiagdo, outras mutagdes de
p53 sdo eliminadas da pele, evidentemente como resultado do processo de diferenciagdo e
descamagdo (Benjamin et al. 2008).

Os resultados ainda demonstram que os ratos expostos a radiacdo UV apresentaram
resultados aumentados na carbonilagdo de proteinas e peroxidagdo lipidica na pele destes
animais. Observou-se que o tratamento com Chéa Verde Oral, Cha Verde Gel, Cha Mate Oral
e Cha Mate Gel preveniu a peroxidagdo lipidica, entretanto, a carbonilagdo de proteinas
somente foi prevenida nos animais tratados com Mate ou Chd Verde pela via topica; a
administracao oral do Mate ou do Cha Verde nao alterou a carbonilagdo de proteinas.

A modificagdo de proteinas pode ser induzida pelas ROS e o grupo carbonilico de
proteinas ¢ amplamente utilizado como marcador de dano oxidativo em proteinas, sob
condi¢des de estresse oxidativo (neste experimento o agente estressor foi a irradiagdo com
UVA e UVB) (Aksenov & Markesbery, 2001) H4é diversas técnicas para se medir a presenga
de grupo carbonila (Lushchak ef al. 2005). Muitos estudos permitem observar a presenga do
estresse oxidativo em animais submetidos a radiagdo UVA e UVB (Botta et al. 2008;
Corstjens et al. 2007; Hanson ef al. 2006; Russo & Halliday, 2006). Neste caso utilizamos

proteinas isoladas da pele dos ratos.
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Prevenir a peroxidacao lipidica através da reducdo da carbonilagdo de proteinas e
redu¢do do aumento de TBARS ¢ extremamente importante quando se deseja prevenir o
envelhecimento celular, uma vez que a radiacdo solar ¢ um importante agente responsavel
pelo aumento da peroxidagao lipidica e pelo aumento de TBARS.

Além do fotoenvelhecimento, o aumento da formagdo de ROS também resulta em
modificagdes das bases do DNA, incluindo modificagdes quimicas e estruturais as bases
purinicas e pirimidinicas, que quando oxidadas podem desenvolver lesdes pré-mutagénicas, e
se ndo reparadas, podem resultar em mutacdes ao DNA (Miranda et al. 2008). Ou seja, a
radiagdo solar altera o DNA através de mecanismos diretos por formacao de fotocompostos
ou por alteragdes dos mecanismos antioxidantes celulares, que além de serem importantes na
prevengdo ao fotoenvelhecimento sdo importantes nas defesas celulares contra o
desenvolvimento de tumores (Lund & Timmins, 2007).

Nos animais tratados tanto com o Cha Mate (I paraguariensis) quanto com o Cha
Verde (C.sinensis) observou-se a diminuicdo de TBARS (substancias reativas do acido
tiobarbitirico) na pele, com resultados estatisticamente significativos (p<0.05) quando
comparados ao grupo tratados com placebo (dgua potavel+UV ou gel base+UV).

Através deste estudo pode-se concluir que a exposicao de ratos a radiagdo UV provoca
dano ao DNA e dano oxidativo. Entretanto, o Cha Mate e o Cha Verde apresentam efeitos
protetores ao DNA, protegendo contra a carcinogénese e prevenindo o estresse oxidativo.

A administracdo oral do Cha Mate e Cha Verde poderia ter apresentado melhores
resultados na prevencdo do dano ao DNA e estresse oxidativo se tivesse sido introduzida
algumas semanas antes dos procedimentos de irradiagdo, uma vez que acreditamos que o
potencial protetor destes agentes poderia ter sido aumentado através da administragdo prévia
(duas a trés semanas antes do procedimento de irradiacdo). Se confirmados, estes dados
podem oferecer anda maiores subsidios a utilizagdo de produtos a base de Cha Mate,
sustentando o apelo produto destinado a fotoprotecdo oral, que atualmente t€ém sido alvo de

constantes pesquisas e interesse mercantil.
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5. CONCLUSOES

Nas condigdes experimentais deste trabalho foi possivel concluir que:

A radiagdo solar ¢ capaz de proporcionar lesdes ao DNA e aumentar o estresse
oxidativo através da carbonilacdo de proteinas e aumento de TBARS mesmo em
pequeno periodo de exposicao;

A administra¢do topica de um gel contendo extrato de cha verde ou extrato de cha
mate pode ser considerada alternativa benéfica na reducdo dos danos causados pela
radiacao;

A suplementacdo oral do cha mate ou chd verde também apresentam resultados
estatisticamente significativos na reducdo do dano ao DNA e redugdo do estresse
oxidativo, fornecendo pela primeira vez indicios da atividade fotoprotetora da
administracao oral do Cha Mate;

A incorporagdo de extratos de chd mate em formulagdes cosméticas apresenta-se
bastante vantajosa, uma vez que além do baixo custo, apresenta resultados
comprovados na reducdo do dano ao DNA e estresse oxidativo, fornecendo apelos de
marketing ao produto, como atividade anti-aging, antioxidante e fotoprotetora
bioldgica;

Por fim, este estudo fornece maiores expectativas que outros estudos sejam
conduzidos com a finalidade de demonstrar a utilizagao farmacéutica ¢ nutricional do
llex paraguariensis, bem como que novos estudos sejam conduzidos com o objetivo
de demonstrar suas propriedades protetoras frente a radiagdo UV, tanto pela sua

administracao topica, quanto pela suplementacao via oral.
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