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1. INTRODUGCAO

O acido urocanico (AUC), derivado do acido imidazol-acrilico, é um
cromoforo produzido no estrato corneo (EC) durante o processo de queratinizagao
da pele a partir da degradacéao de residuos de histidina provenientes da proteina
filagrina, por meio da agédo da enzima hitidase (L-histidina aménia-liase) (LIMA et
al., 2021). Ao longo dos anos, inumeras fungbes foram descobertas para o
composto, como a regulagdo da homeostase da pele, a contribuicdo para a
manutencdo da retengdo hidrica e do pH acido local, conferindo suporte a
hidratagdo natural e a prevengao da colonizagdo microbiana (HART & NORVAL,
2021).

Além disso, em humanos, a melanina e o trans-AUC desempenham as
principais fungdes de defesa da pele, absorvendo os raios UV e gerando
fotoprotecao por meio da isomerizacdo da molécula apds a exposicao a radiacao
UVB (BOO, 2020). Dessa forma, atua como um protetor solar natural para a pele,
protegendo-a dos danos ao DNA causados pela exposi¢do solar (HART &
NORVAL, 2021). O composto é encontrado naturalmente na forma isomérica trans
e, ao ser exposto a luz solar, sofre fotoisomerizacio para a forma cis.

Entretanto, a isoforma cis é descrita na literatura como tendo atividade
imunossupressora por meio de uma série de mecanismos de agao ainda nao
totalmente compreendidos. Parte desses mecanismos envolve a ligagdo ao
receptor 5HT2a em mastocitos, células de Langerhans (CLs) e queratindcitos. Essa
ligagdo estimula a liberagcdo do fator de necrose tumoral (TNFa) pelos
queratinécitos, impedindo que as CLs migrem para o linfonodo de drenagem e
apresentem antigenos as células T. Além disso, estimula a liberagado de histamina
pelos mastdcitos, levando a subsequente produgado de prostaglandina E2 (PGE2)
(BERNARD et al., 2019).

Devido as mudangas no estilo de vida da populacdo e aos impactos
ambientais, a exposigdo a radiacdo UVB tem aumentado ao longo dos anos
(KAUNDINYA et al., 2023). Como resultado, o diagnéstico de céncer de pele
aumentou exponencialmente. Estatisticas epidemiolégicas mostram que
aproximadamente 95% dos canceres de queratindcitos e 70-95% dos melanomas
sdo causados pela exposi¢cao excessiva a esse tipo de radiagao (GARBE et al.,
2024). O uso de filtros solares que possam bloquear eficazmente os raios UVB e
reduzir a taxa de desenvolvimento de cancer é essencial. Nesse contexto, o trans-
AUC pode ser um excelente candidato para inclusdo em formulagdes
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fotoprotetoras, visto que o composto atua naturalmente nessa fungéo. No entanto,
para uso em formulagdes tdpicas, é necessario avaliar a potencial citotoxicidade da
isoforma cis para garantir que, apos a exposi¢cado da pele a radiagao, a conversao
do trans-AUC em cis-AUC néo se torne téxica para as células saudaveis. Portanto,
o objetivo deste estudo, foi avaliar a citotoxicidade do AUC em suas duas isoformas
(trans e cis) em culturas de células de fibroblastos humanos (MRC5) a partir do
ensaio de MTT.

2. METODOLOGIA

2.1 Cultivo de fibroblastos humanos (MRC5)

As células de fibroblastos humanos (MRC5) foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD, EUA). As mesmas foram cultivadas em
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de
soro fetal bovino e mantidas em estufa a 37 °C contendo 5% de CO2. Apés atingir
confluéncia desejada, as células foram semeadas em placas de 96 pogos com
densidade de 5x102 por poco.

2.2 Tratamento com trans e cis-AUC

Para os tratamentos, os compostos frans-AUC (SIGMA-ALDRICH, 859796)
e cis-AUC (SIGMA-ALDRICH, U6883) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Para tal,
duas solugdes estoque de 0,1 g/mL foram preparadas utilizando os compostos
trans e cis, os quais foram dissolvidos em agua para injecdo. Essas solugoes
estoque foram entdo diluidas em meio DMEM para obtengcdo das concentracoes
finais de 10, 100 e 500 pg/mL. As placas foram posteriormente tratadas com essas
concentragdes por 24, 48 e 72 horas para avaliagao de citotoxicidade.

2.3 Teste de viabilidade cellular (MTT)

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico de [brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT), de acordo com a
metodologia proposta por Mosmann (1983). Este ensaio consiste na redugéo
celular do reagente MTT, onde sera observada coloragdo mais intensa em células
com mitocdndrias ativas.

Para a realizagao, apds o término dos tempos de tratamento (24, 48 e 72 h),
o meio DMEM foi removido dos pocgos e estes foram lavados com solugdo isenta
de calcio e magnésio (CMF). Apdés a lavagem, uma solucdo de MTT na
concentragao de 0,5 mg/mL foi adicionada. Em seguida, as placas foram incubadas
por 90 minutos em condicdes padrao de cultura. Por fim, o MTT foi removido e o
precipitado formado foi dissolvido com 50 yL de DMSO para leitura das
absorbancias no comprimento de onda de 492 nm em um leitor de microplacas.

2.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados em triplicata e expressos como média  erro
padréao da média. A mesma foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.
Utilizaram-se analises de variancia (ANOVA) unifatorial seguidas do teste post-hoc
de Tukey, sendo considerados significativos quando P < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a citotoxicidade do AUC, a viabilidade celular foi determinada
utilizando o ensaio de MTT. Na Figura 1, estao evidenciados os resultados obtidos
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na viabilidade celular da linhagem celular MRC5 quando exposta aos isbmeros
trans e cis do composto. E evidente que o aumento das concentragdes de 10 para
500 ug/mL nao causou alteragdes significativas na viabilidade das células tratadas
em comparacgao com o controle.
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Figura 1. Analise da viabilidade celular apos 24, 48 e 72 horas de tratamento
com trans-AUC (T) e cis-AUC (C), na linhagem celular MCR5 com concentracdes
crescentes (10 a 500 ug/mL). Os valores representam a média * erro padrao da
média, analisados por ANOVA unidirecional seguida do teste post-hoc de Tukey.
Os experimentos foram realizados em triplicata.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram boa tolerabilidade
de ambas as isoformas do composto até a concentracdo maxima de 500 pg/mL.
No entanto, os dados disponiveis na literatura sobre a citotoxicidade da isoforma
cis ndo sao claros. Korhonen et al. (2023) indicam que o composto cis nas
concentragdes de 10 e 500 pg/mL apresentou redugéo na viabilidade celular em 24
horas de exposi¢cao apos a realizagdo do ensaio de MTT em uma linhagem de
células epiteliais pigmentares da retina (ARPE-19; CRL-2302). Neste mesmo
estudo, a concentracado de 100 ug/mL nao apresentou redugao significativa.

Em contrapartida, Viiri et al. (2009) obtiveram resultados diferentes,
semelhantes aos obtidos neste trabalho, onde a viabilidade celular ndo foi afetada
em concentragdes abaixo de 1000 pg/mL em linhagens celulares de células
epiteliais da cérnea humana (HCE-2) e células epiteliais da conjuntiva humana
(HCECs). Além disso, juntamente com a exposigao a radiagdo UVB e o tratamento
com o composto cis, a HCE-2 demonstra uma diminuigdo na secregao de citocinas
pré-inflamatérias (IL-6 e IL-8) em comparagcdo as células expostas apenas a
radiacao, fazendo com que a reducao na proliferagao celular seja controlada nas
células tratadas. Isso esta correlacionado com a inibicdo da fosforilagdo das
proteinas c-Jun (Ser63) e JNK (Thr183/Tyr185), que sao ativadas pelo estresse
celular e desempenham um papel fundamental na iniciacdo da cascata apoptdtica
(JAUHONEN, 2011).

Uma hipétese para a divergéncia dos resultados se deve a sensibilidade de
cada tipo celular a exposicdo aos compostos por meio da expressao de diferentes
receptores celulares. Portanto, os resultados sugerem que, além de ser dose-
dependente, o efeito citotdxico do cis também é sitio-dependente, necessitando de
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sitios de ligagao especificos para gerar o efeito citotoxico. Nesse sentido, Bouscarel
et al. (1998) identificaram que o cis, mas n&o o frans, foi capaz de inibir a formacéo
de AMPc a partir da indugdo de PGE1 e PGE2 em fibroblastos dérmicos. No
entanto, ndo demonstrou eficacia em hepatécitos de hamster ou em
adenocarcinoma humano, sugerindo que fibroblastos humanos confluentes
possuem seus proprios receptores de ligagao para cis-UCA.

4. CONCLUSOES

E possivel concluir com este trabalho que o AUC em ambas as isoformas
(trans e cis) nao foi capaz de gerar citotoxicidade em células saudaveis de
fibroblastos humanos até a concentragdo maxima de 500 yg/mL em 72 horas de
exposicao. Entretanto, este estudo € limitado e ha a necessidade de mais ensaios
a fim de determinar os efeitos prolongados e o0 mecanismo de agdo em torno da
ligacao das isoformas nas células.
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