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INTRODUCAO:

A ceratose actinica € uma doenca de pele extremamente importante, sendo um dos
tipos de neoplasia benigha mais comum. Ela esta muito associada a exposi¢cao da pele aos
raios UV. Apesar de ndo demonstrar graves sintomas no paciente, caso ela ndo seja tratada
da forma correta e se houver a continuidade da exposi¢éo cronica aos raios UV, ela pode
evoluir para um carcinoma espinocelular. Sendo assim, o diagnostico é de extrema
importancia, tanto para definir um tratamento adequado, quanto para melhorar a qualidade
de vida do paciente (Krutmann et al. 2015; Steeb et al. 2021).

Dentre as variedades de tratamento para a ceratose actinica, a primeira escolha é a
cirurgias de remocéo da lesdo. Também existem os tratamentos tépicos com 5-fluorouracila,
associado ou ndo ao acido acetilsalicilico, tirbanibulina, imiguimode ou diclofenaco, além da
terapia fotodindmica com aminolevulinato e metil-aminolevulinato como agentes
fotossensibilizantes (Steeb et al. 2021). Porém, o tratamento para a ceratose actinica é
extenso, e muitas vezes causam efeitos adversos desagradaveis aos pacientes, fazendo com

gue diminua a aderéncia a esses tratamentos.



Portanto, na tentativa de aumentar a aceitabilidade do longo tratamento e com o intuito
de diminuir os efeitos adversos nos pacientes, o uso de plantas medicinais como terapia vem
sendo estudado. Diversas pesquisas demonstram os resultados promissores dos produtos
naturais, que apresentam efeitos antioxidantes, atividade anti-proliferativa, controlando a
proliferacdo de queratindcitos, e efeitos anti-inflamatérios, modulando producéo de citocinas
(Maddheshiya et al. 2022).

Para a comprovacao de eficiéncia e seguranca, essas novas opc¢des de tratamento
precisam ser avaliadas nas fases pré-clinicas, passando por estudos in silico, in vitro e in vivo,
antes de serem utilizadas pela populacdo. Modelos in vitro bem fundamentados séo
essenciais para uma triagem adequada de potenciais novos farmacos e para a reducao do

uso de animais de laboratério (Jaroch et al. 2018).

Neste contexto, e buscando contribuir para otimizacdo da pesquisa de novas opcdes
terapéuticas para o tratamento de doencas de pele, este projeto de revisao bibliografica
integrativa teve por objetivo fazer um panorama dos modelos experimentais em cultura de
células que estdo sendo utilizados para evidenciar atividades farmacologicas de produtos

naturais que possam ser utilizados no futuro no tratamento da ceratose actinica.

METODOLOGIA:

A pergunta a ser respondida por esta revisdo sistematica integrativa foi “Quais

métodos em cultura de células (Populacdo/Problema) estdo sendo utilizados para avaliar

produtos naturais e plantas medicinais (Fenémeno de Interesse) para o tratamento de

ceratose actinica (Contexto)?”. Para isso foram consultadas as bases de dados Biblioteca
Virtual em Saude (BVS), Web of Science, SCOPUS, PubMed e Embase. Os descritores foram
definidos usando Descritores em Ciéncia da Saude (DeCS) e Medical Subject Headings
(MeSH) para a grafia correta dos termos. Os descritores selecionados, em fungdo da pergunta
estruturada, foram “Actinic Keratosis” (#1), “keratinocytes” (#2), “plants, medicinal’(#3), e
“natural products” (#4). As estratégias de busca foram “(#1) and (#2) and (#3)”, “(#1) and (#2)
and (#4)”; “((#1) and (#2)) and ((#3) or (#4))".

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A partir da estratégia de busca definida, foram encontrados 46 artigos cientificos.
Concluida a busca, realizou-se a leitura critica dos titulos e dos resumos dos artigos,
atentando-se para a presenca dos descritores selecionados em pelo menos um deles (titulo

e/ou resuma), com a exclusdo de artigos de reviséo e resumos de congresso, artigos escritos
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em outros idiomas que n&o Inglés ou Portugués, duplicatas e aqueles que néo estivessem
disponiveis para leitura na integra. Esta abordagem resultou em 6 artigos para leitura
detalhada.

Considerando os seis artigos selecionados, as linhagens celulares mais utilizadas nos
experimentos foram HaCat (queratindcitos humanos imortalizados) e/ou A431 (célula tumoral
de epiderme humana), cultivadas em meio DMEM low glucose suplementado com soro fetal
bovino (10%) e mistura de antibidticos (Laszczykn et al. 2006; Hur et al. 2008; Zalesinska et
al. 2015; Kim et al. 2018; Yin et al.2019). Para os experimentos, alguns artigos descreveram
a utilizacdo de agentes agressores a fim de simular alguns aspectos da patologia em estudo
(ceratose actinica), para entdo avaliar o efeito dos produtos naturais frente a essas condi¢des
(Hur et al. 2008; Kim et al. 2018; Yin et al.2019). Os agentes utilizados foram a exposicao a
luz UV ou ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Os protocolos encontrados expuseram as
células a esses agentes antes (efeito curativo) ou depois (efeito preventivo) do tratamento
com os produtos naturais em estudo. Como todos reportaram uma Unica exposicao ao agente
agressor, pode-se concluir que 0s experimentos buscavam simular uma inflamacéo aguda,
para avaliacdo de possivel efeito anti-inflamatorio dos produtos naturais em estudo. Quanto
aos produtos naturais, os estudos avaliaram principalmente triterpenos (acido betulinico,

betulina e seus derivados) e polifendlicos, como por exemplo derivados de quercetina.

Uma vez determinado o desenho experimental (concentracfes das amostras, tempo
de exposicao, tipo de agente agressor), as células foram avaliadas por diferentes métodos
dependendo do paradmetro a ser analisado. Para avaliacdo de viabilidade, o teste mais
utilizado foi o de MTT (Hur et al. 2008; Zalesinska et al. 2015), que indica indiretamente se as
células estéo viaveis através da atividade das enzimas mitocondriais. A quantificagdo de ATP
através da técnica de luminescéncia também foi empregada para quantificacdo de células
viaveis (Laszczykn et al. 2006). Outra forma de avaliar a viabilidade foi através da perda de
integridade de membrana plasmatica através da atividade de lactato desidrogenase (LDH) no
meio de cultura (Laszczykn et al. 2006) ou através da incorporagédo de iodeto de propideo
(Hur et al. 2008). O aumento da atividade de LDH no meio extracelular é avaliado por
colorimetria, enquanto a marcacdo de DNA por iodeto de propideo € medida por
fluorescéncia, podendo ser aplicado na técnica de citometria de fluxo. A interagdo dos
produtos naturais com o DNA foi evidenciada pelo teste COMETA (Zalesinska et al. 2015) e
pelo teste Tunel (Hur et al. 2008; Zalesinska et al. 2015). Além do efeito sobre a viabilidade
celular, outros aspectos importantes foram a proliferagéo celular, avaliada pela incorporacéo

de BrdU (Laszczykn et al. 2006) e a migracao celular, analisada através do scratch assay
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(teste de ranhura), com acompanhamento da migrac&o por microscopia 6tica (Kim et al. 2018;
Yin et al. 2019).

Com relacéo ao processo inflamatorio, as andlises tiveram por objetivo a quantificacao
de quimiocinas e citocinas inflamatorias, seja por técnicas de fluorescéncia e de Western
Blotting (Hur et al. 2008; Kim et al. 2018; Yin et al. 2019), como também através da avaliacéo
da expressao dos genes correspondentes pela técnica de PCR (Yin et al. 2019).

Por fim, um artigo (Hur et al. 2008) avaliou o efeito da combinagéo de fototerapia e
produtos naturais (acido sargaquinoico e sargacromenol) no tratamento de ceratose actinica.
Neste caso, a luz UV foi aplicada juntamente com o tratamento com os produtos naturais e
0s aspectos de viabilidade celular e ativacéo de processo inflamatério foram analisados como

ja descrito.
CONCLUSOES:

Considerando os resultados obtidos, foram encontrados relativamente poucos estudos
sobre produtos naturais tendo como objetivo o tratamento de ceratose actinica. Em parte,

isso pode ser atribuido a alta porcentagem de auto-resolucdo da ceratose actinica.

Com base na analise critica dos artigos selecionados sobre ceratose actinica, foi
possivel evidenciar uma sequéncia de experimentos em cultura de células que permite a
triagem de produtos naturais promissores para as etapas seguintes de pesquisa.
Principalmente com o uso de agentes indutores de danos que mais se assemelham a

realidade da doenca.

Finalmente, a leitura critica dos artigos evidenciou a importadncia da descricao
adequada dos métodos e dos resultados para a repetibilidade dos estudos. A auséncia de
parametros experimentais claramente reportados dificultou em varios momentos a
interpretacdo dos resultados obtidos. Além disso, sem protocolos experimentais bem
descritos, a reproducdo dos experimentos e a comparacdo entre diferentes estudos em
células para a sele¢éo dos produtos naturais mais promissores para 0s estudos em animais

e em humanos ficam prejudicadas.
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