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Efeito de um suplemento nutricional na
protecao contra os danos decorrentes da
poluicao em queratindcitos: comprovacao
in vitro

Effect of a nutritional supplement in the protection against
keratinocyte damage due to pollution: in vitro confirmation

DOI: http://dx.dot.org/10.5935/5cd1984-8773.20181041264

RESUMO

Introdugdo: A interacio da pele com poluentes atmostéricos tem demonstrado efeitos na
barreira cutanea, assim como o desencadeamento de processos oxidativos relacionados ao
envelhecimento prematuro da pele. O receptor de aril hidrocarbonetos (ArH) é proteina
de transcri¢io que interage com os xenobidticos, regulando a transcri¢io de genes envol-
vidos com estresse oxidativo, inflamagdo, imunossupressio e pigmentacio, além de levar a
processos relacionados ao envelhecimento e carcinogénese.

Objetivo: Avaliar a eficicia antipoluente de uma associagio antioxidante na prevencio da
transloca¢do nuclear do receptor AhR

Métodos: Um modelo in vitro (cultura de queratindcitos) foi exposto a fumaca de cigarro,
e a presen¢a de AhR foi medida por ensaio Elisa-sanduiche.

Resultados: A cultura tratada demonstrou inibi¢do da translocacio nuclear do AhR em
todas as concentracdes avaliadas: aumentos de ArH de 75,38%; 59,88% e 117,79% sio ob-
servados nas concentra¢des de 0,316; 0,100 e 0,0316mg/ml, respectivamente.
Conclusao: Os resultados sugerem a capacidade da formulacio avaliada em prevenir a
ativagdo de genes responsaveis pelos efeitos nocivos da fumaca de cigarro.
Palavras-chave: Dano ao DNA; Polui¢io do Ar; Translocador Nuclear Receptor Aril
Hidrocarboneto

ABSTRACT

Introduction: The interaction between the skin and air pollutants has demonstrated effects in the
cutaneous barrier, as well as triggering oxidative processes related to premature ageing of the skin. The
aryl hydrocarbon receptor (ArH) is a transcription protein that interacts with xenobiotics, regulating
the transcription of genes involved with oxidative stress, inflammation, immunosuppression and pig-
mentation, besides leading to processes related to ageing and carcinogenesis.

Objective: Evaluate the anti-pollution efficacy of an antioxidant association for the prevention of the
nuclear translocation of the AhR receptor.

Methods: A in vitro model (keratinocyte culture) was exposed to cigarette smoke and the presence of
AhR was measured through sanduwich ELISA assay.

Results: The treated culture demonstrated inhibition of the nuclear translocation of AhR in all
concentrations evaluated: ArH increase of 75.38%; 59.88% and 117.79% are seen with the con-
centrations of 0.316; 0.100 and 0.0316mg / mL, respectively.

Conclusion: The results suggest the ability of the formulation analyzed in preventing the activation
of genes responsible for the damaging effects of cigarette smoke.

Keywords: DNA Damage; Air Pollution; Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator
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INTRODUCAO

Ha evidéncias consistentes de que a poluicio atmosféri-
ca exerce efeitos deletérios a saide humana, com repercussdes
respiratorias e cardiovasculares; mais recentemente, a interacdo
desses poluentes com a pele tem demonstrado efeitos na bar-
reira cutanea,' além de desencadear processos oxidativos relacio-
nados ao envelhecimento cutaneo prematuro, como ficou de-
monstrado em estudo de coorte em grandes centros urbanos na
Alemanha.?

Os mecanismos desse dano envolvem expressio de me-
diadores pro-inflamatérios e da proteina de translocagio AhR
(aril hidrocarbon receptor), atuando tanto em queratindcitos como
em melanocitos, levando a aumento da producio de espécies
livres de oxigénio.**

O receptor do AhR ¢ proteina de transcricio que interage
com xenobidticos, compostos quimicos estranhos ao organismo.
Essa interacio com os xenobidticos ¢ similar a dos receptores hor-
monais. A ligacdo de um composto xenobidtico ativa o receptor,
permitindo sua translocagio para o nicleo, regulando a transcri-
¢do de genes envolvidos com estresse oxidativo, inflamacio, imu-
nossupressio, pigmentacio, podendo, portanto, levar a processos de
envelhecimento prematuro e carcinogénese. A inibicio da ativagio
dos genes mediados por AhR poderia interferir significativamente
nos sinais de envelhecimento e carcinogénese.*’

A fumaca de cigarro contém mais de 4000 compostos to-
xicos, incluindo muitos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAP), dioxinas e furanos que exercem efeitos prejudiciais sobre
a pele pela indug¢io de genes que atuam na inflamacio e oxida-
¢10,"” sendo capazes de ativar a translocacio do AhR.%’

A exposicio aos agentes xenobidticos contidos nos po-
luentes, por exemplo a fumaga de cigarro, pode in vitro reduzir
a presenca do AhR citoplasmatico, pois esse receptor, uma vez
ativado pelo agente (ex: HAP), migraria para o nucleo visando a
ativacio dos genes relacionados a inflamacgio e oxidac¢io."

Em 2015 esse efeito de inibi¢io da translocacio foi inves-
tigado em cultura de queratinécitos porVanzo e colaboradores. !

Uma estratégia para prevenir os danos causados pela ex-
posi¢io constante a agentes exdgenos, em particular, a fumaca de
cigarro, envolve a utilizagio de substancias que inibem a translo-
cacio do AhR para o nucleo, evitando assim o desequilibrio da
homeostase celular cutanea e a progressio das reacdes em cadeia
que oxidam substratos organicos.

OBJETIVO

Avaliar a eficicia antipoluente de uma associa¢io de nu-
trientes na prevenc¢io da transloca¢io nuclear do receptor aril hi-
drohidrocarboneto (AhR), induzida em modelo in vitro (cultura
de queratinécitos) pela exposi¢io a fumaca de cigarro.

MATERIAL E METODO

Este ensaio foi conduzido em cultura de queratind-
citos humanos HaCat, adquirida no Banco de Células do
Rio de Janeiro (R]), Brasil.

As culturas foram incubadas em trés concentracdes nio
citotoxicas previamente determinadas da formulagio avaliada de
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Eximia Temporize® (Melora-FQM Rio de Janeiro (R]) Brasil),
constituida por vitaminas E, C, betacaroteno,luteina, licopeno,
6leo de linhaga, zinco e selénio, de 0,316, 0,100 e 0,0316mg/
ml respectivamente. As células foram mantidas em contato com
a formula¢do durante 48 horas.

Apbs 48 horas de tratamento, as culturas foram submeti-
das a fumaca de cigarro utilizando uma camara apropriada que
permitiu a combustdo completa de dois cigarros. As células fo-
ram incubadas por adicionais 24 horas com a formulag¢io avalia-
da. Apds esse periodo, as células foram submetidas a obtencio do
lisado citoplasmatico (trés ciclos de congelamento a -20°C, com
intervalo de 20 minutos entre cada ciclo, e posterior centrifu-
gacio a 10.000rpm durante 10 minutos) em que foi realizada a
quantificacio do mediador AhR.

Medida de AhR

A presen¢a de AhR foi mensurada por meio de Elisa-san-
duiche (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando kits
adquiridos comercialmente (Uscn Life Science Inc., Houston,
TX, USA). A leitura da absorbancia foi realizada em monocro-
mador Multiskan GO. Os valores de AhR foram normalizados
pelo total de proteinas da amostra mensurado pela técnica de
Bradford."

Para analise dos resultados, a avaliagio estatistica utilizou o
teste Anova, que permitiu mensurar a variagio dos dados, com-
parando-os entre os grupos, seguido do pos-teste Bonferroni. Foi
utilizado o nivel de significancia de 5% (GraphPad Prism v6).

RESULTADOS

Exposigao a fumaga de cigarro X controle ndo exposto

A exposi¢io das células a fumaca de cigarro promo-
veu reducio de 42% na disponibilidade de AhR no citoplas-
ma da célula quando comparado ao controle basal nio exposto
(P < 0,001). Esse resultado indica possivel migracio do AhR
para o ntcleo celular acoplado ao agente xenobidtico.

Culturas previamente tratadas com a formulagdo avaliada X
controle ndo tratado, expostos a fumaga de cigarro

O pré-tratamento das culturas com a formulag¢io avaliada
demonstrou inibir a translocacdo nuclear de AhR em todas as
concentra¢des avaliadas, sendo que o valor de inibi¢do atingido
foi superior a 100% em relagio as células expostas a fumaca de
cigarro. Observou-se aumento de 7,38%; 59,88% e 117,79% nas
concentra¢des de 0,316; 0,100 e 0,0316mg/ml, respectivamente.
Os resultados sugerem a capacidade da formulacio avaliada de
impedir a ativa¢io de genes responsaveis pelos efeitos danosos da
fumaca de cigarro (Grafico 1).

DISCUSSAO

A fumaca de cigarro exerce efeitos danosos a pele, media-
dos pelo receptor AhR, que ¢ um fator de transcri¢do citosélico
encontrado em forma inativa, que se liga ao agente toxico e o
transloca ao nucleo celular. No ntcleo, o AhR regula a trans-
crigio de genes envolvidos em estresse oxidativo, inflamagio,
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GRAFICO 1: Quantificacdo de AhR na cultura de que-
i ratinécitos humanos tratados com a formulagdo
teste contra os controles: sem exposicdo e sem
tratamento, com niveis normais de AhR (coluna cinza) e
expostos a fumaga sem tratamento (coluna preta),
com reducdo de AhR, pela translocagdo nuclear.
Observar o efeito protetor do uso da formulagdo teste,
préximo aos niveis normais de receptores, mesmo

2500
¥ P< 0,001, em relagao ao grupo Controle;
*** p< 0,001, em relagcdo ao grupo Fumaca de Cigarro.
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imunossupressio, pigmentac¢io, envelhecimento prematuro e
carcinogénese.
O AhR pode ser regulado também por mecanismos

oxidativos além de mediar esses mecanismos em nivel nuclear.

Portanto, inibir a translocacio do AhR impediria os danos dos
xenobidticos junto ao nucleo celular.™

Para analisar o envolvimento do AhR no envelhecimento
cutaneo decorrente da fumaca de cigarro, Ono e colaboradores
em 2008'" expuseram fibroblastos humanos primirios a um ex-
trato da fumaca de tabaco, observando aumento da induc¢io do
RNAm para metaloproteinase 1, associado a maior expressio do
citocromo P1B1 (CYP P1B1).

O presente estudo demonstrou que o tratamento de que-
ratindcitos com a associa¢io de nutrientes evitou a translocacio

nuclear, mantendo os receptores AhR no citoplasma. Essa pre-
vengio da translocagio, caracterizada pelo aumento da concen-
tracdo desses receptores, chegou a 117, 79% em relagio a area
exposta a fumaga de cigarro sem nenhum tratamento.

CONCLUSAO

A associacdo de nutrientes contida na formula¢do avalia-
da exerceu efeito protetor celular contra o dano dos poluentes
xenobidticos aos queratindcitos, uma vez que protegeu a trans-
locagio nuclear do receptor AhR, atingindo valor superior a
100% em relagio ao controle. Esses achados demonstram que o
tratamento avaliado possui agio coadjuvante na prevencio e no
tratamento do processo de envelhecimento cutaneo por fatores
extrinsecos, representados neste estudo pela fumaca de cigarro. ®
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Execucio do estudo, compilacio e revisio dos dados, supervisio da avaliacio estatistica e confec¢do do relatorio.
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