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RESUMO

O envelhecimento da pele em humanos € um processo complexo e pode ser
induzido por fatores intrinsecos e extrinsecos. Uma das alteragbes observadas é a
reducdo no numero de fibroblastos que além de produzirem componentes da matriz
extracelular, como diferentes tipos de colageno, fibronectina e proteoglicanos,
produzem também as metaloproteinases (MMP). No envelhecimento cronoldgico, o
que se observa € um aumento dos niveis de MMP com a idade, uma menor taxa da
sintese de colageno e redugao dos inibidores teciduais das MMP (TIMP), o que
explica o aspecto flacido da pele envelhecida. Nesse estudo, a influéncia de
diferentes concentragbes de L-arginina na sintese de colageno em cultura de
fibroblastos dérmicos humanos e, consequentemente, na elasticidade da pele foi
avaliada. A L-arginina € o substrato da sintese de oxido nitrico, o qual pode estar
envolvido na angiogenese, proliferagcao celular e na sintese de colageno, uma vez
que aumenta a expressao de COL71A71. Ao mesmo tempo, ela também pode ser
precursora indireta da sintese de colageno, atuando como fonte de prolina,
componente da fibra de pro-colageno. Para avaliar a influéncia da L-arginina na
sintese de colageno e, consequentemente, na elasticidade da pele, foram estudados
a citotoxicidade desse ativo, a expresséo génica de COL1A1, MMP-1 e TIMP-1 por
RT-PCRq, a sintese de colageno, os niveis de glutationa reduzida e oxidada, a
atividade da catalase e da superoxido dismutase, os niveis de metabdlitos oxidativos
gerados apos os tratamentos e o efeito estimulante da L-arginina na sintese de
colageno via oxido nitrico sintase. Os resultados encontrados mostraram que a L-
arginina nao é citotoxica e que, nas concentragbes de 1000 uM, 2500 uM e 6000
uM, tende a induzir um aumento na expresséo génica e na sintese de colageno. No
entanto, na concentracdo de 6000 uM foi observado um aumento da expresséo de
MMP-1 e uma diminuigdo na expressao de TIMP-1. Por ser um doador de NO, o
tratamento com a L-arginina aumentou os metabdlitos oxidativos, mas em
contrapartida as células aumentaram a atividade da superéxido dismutase (SOD) e
da catalase (CAT), mantendo o estado redox das células, que foi observado através
da relagao entre glutationa reduzida e glutationa oxidada. Diante desses resultados
e da possibilidade de utilizar a L-arginina como um ativo cosmético, foi iniciado o
estudo de pré-formulagdo com a avaliagdo da hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBC) e
p-ciclodextrinas (BC). No entanto, esses dois sistemas de inclusao aumentaram a
atividade de MMP-2 e a HPBC diminuiu a expressdo de COL71A1. Portanto, a L-
arginina se mostrou um excelente candidato a ativo cosmético, capaz de aumentar a
sintese de colageno em fibroblastos dérmicos humanos.

Palavras-chave: arginina, colageno, metaloproteinases de matriz, inibidores
teciduais de metaloproteinase, envelhecimento da pele.



ABSTRACT

Skin aging in humans is a complex process and can be induced by intrinsic and
extrinsic factors. One of the observed changes is a reduction in the number of
fibroblasts that not only produce extracellular matrix components, such as different
types of collagen, fibronectin and proteoglycans, but also produce metalloproteinases
(MMPs). In chronological aging, it is observed an increase in MMP levels with age, a
lower rate of collagen synthesis and reduction of tissue inhibitors of MMPs (TIMPs),
which explains the flaccid appearance of aged skin. In this study, it was evaluated
the influence of different L-arginine concentrations in collagen synthesis, in cultured
human dermal fibroblasts, and, consequently, in skin elasticity. L-arginine is the
substrate for nitric oxide synthesis, which may be involved in angiogenesis, cell
proliferation and collagen synthesis, since it increases the expression of COL7AT.
Also, it can be an indirect precursor of collagen synthesis, acting as a source of
proline, pro-collagen fiber component. To evaluate the effect of L-arginine on
collagen synthesis and, consequently, on skin elasticity, cytotoxicity, COL1A1, MMP-
1 and TIMP-1 gene expression by RT-gPCR, collagen synthesis, levels of reduced
and oxidized glutathione, catalase activity and superoxide dismutase activity, levels
of oxidative metabolites generated after treatment and the stimulating effect of L-
arginine in collagen synthesis via nitric oxide synthase were studied. The results
showed that L-arginine is not cytotoxic and at concentrations of 1000 uM, 2500 uM
and 6000 pM tends to lead to an increase in gene expression and synthesis of
collagen. However, at concentration of 6000 uM L-arginine induced an increase in
MMP-1 expression and a decrease in TIMP-1 expression. Since it is a NO donor,
treatment with L-arginine increased oxidative metabolites but, by the other hand, the
cells increased the activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT),
maintaining the redox state of cells, what was observed through the rate of reduced
and oxidized glutathione. Considering these results, and the possibility of using L-
arginine as an active cosmetic, the pre-formulation study was started by evaluation of
hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HPBC) and p-cyclodextrins (BC). However both the
excipients increased MMP-2 activity and HPBC promoted a decrease in COL71A1
expression. In conclusion, L-arginine shown to be an excellent candidate to cosmetic
active, once it was able to increase collagen synthesis in human dermal fibroblasts.

Keywords: arginine, collagen, matrix metalloproteinases, tissue inhibitor of
metalloproteinase, skin aging.
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1. INTRODUGAO.

1.1.  ENVELHECIMENTO EXTRINSECO E INTRINSECO DA PELE.

A pele € um 6rgao complexo e dinamico que corresponde a 15% do peso total
de um adulto, sendo considerada um dos maiores 6rgaos do corpo humano (EL-
DOMYATI; MEDHAT, 2015; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2009). Consiste em trés
camadas, epiderme, derme e hipoderme ou tecido subcutédneo. A epiderme € a
camada mais externa da pele, avascularizada e constituida por epitélio estratificado
pavimentoso, composto principalmente por queratindcitos (95%) e em menor
quantidade por melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (5%), e tem
aproximadamente 100 mm de espessura (Figura 1). Além disso, a epiderme ainda
pode ser dividida em quatro camadas, camada basal, que € a camada mais
profunda e fica em contato com a derme, composta por uma unica camada de
células; a camada espinhosa, onde as jungdes celulares, desmossomas e jungdes
aderentes comegam a se formar; camada granulosa, onde os queratindcitos contém
granulos com queratina; e por fim o estrato corneo, camada mais externa da
epiderme que funciona como barreira ao ambiente externo, constituida por
cornedcitos, células sem nucleo e organelas citoplasmaticas  (AL-NUAIMI;
SHERRATT; GRIFFITHS, 2014; EL-DOMYATI; MEDHAT, 2015; LAI-CHEONG;
MCGRATH, 2009; TOBIN, 2016; VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2010).

A derme é um tecido conjuntivo constituido de componentes intersticiais,
como fibras de colageno (75% do peso seco da derme), fibras elasticas (5% do peso
seco da derme) e substancia fundamental (proteoglicanos e glicoproteinas), e
componentes celulares como fibroblastos, mastécitos, linfocitos, células dendriticas
e histiocitos. A rede vascular da derme tem um papel importante na nutricdo e
termorregulagdo da epiderme. Sua espessura pode variar de 0,5 mm a 5 mm de
acordo com a localizagdo no corpo. Pode ser dividida em derme papilar, camada
superior da derme rica em vasos sanguineos e terminagdes nervosas sensoriais, e
derme reticular, principal parte da derme em contato com o tecido subcutédneo

(Figura 1). A hipoderme ou tecido subcutdneo € a camada mais interna da pele,



localizada abaixo da derme, composta por adipécitos que podem variar de acordo
com o estado nutricional do individuo (EL-DOMYATI; MEDHAT, 2015; LAI-
CHEONG; MCGRATH, 2009; VENUS et al., 2010).
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Figura 1. Componentes celulares e extracelulares da pele jovem.

Epiderme avascular, rica em queratinécitos que séo fixados a membrana basal por jungées dermo-
epidérmicas (DEJ). Derme vascularizada, com fibroblastos esparsos, que s&o predominantemente
responsaveis pela sintese de colageno, fibras elasticas e proteoglicanos, componentes da matriz
extracelular. Extraido de Naylor e colaboradores (2011).

Assim como os demais 6rgéos, a pele também sofre envelhecimento, o que
resulta em alteracbes na sua estrutura e funcdo. A idade média da populacéo
mundial no século XXl| continua crescendo, principalmente nos paises
industrializados, e, junto com ela, cresce a preocupagdo em manter a juventude e
descobrir novos procedimentos de rejuvenescimento (KAMMEYER; LUITEN, 2015).
Os efeitos do envelhecimento na pele ndo sédo apenas estéticos, por funcionar como
uma barreira entre o organismo e o ambiente e, assim, proteger a superficie corporal
contra desidratacdo, infecgdes e lesdes resultantes de agressdes fisicas, mecanicas
ou quimicas, o envelhecimento pode estar associado a diversas doencas
dermatolégicas, das quais algumas conferem consideraveis morbidade e
mortalidade (AL-NUAIMI et al., 2014; GOSAIN; DIPIETRO, 2004; KAMMEYER;
LUITEN, 2015; NIKOLAKIS; MAKRANTONAKI; ZOUBOULIS, 2015).

O processo de envelhecimento da pele em humanos € um mecanismo
complexo e pode ser induzido tanto por fatores intrinsecos, cronoldgicos,
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consequente da passagem do tempo, como por fatores extrinsecos, ambientais,
como exposicao a radiagao ultravioleta, tabagismo, ma nutricdo, consumo excessivo
de alcool e poluigdo do ar. Esses dois fatores s&o separados em termos de etiologia
e cada individuo apresenta um grau de envelhecimento extrinseco associado ao
envelhecimento intrinseco subjacente, que acontece independente dos danos
ambientais. Ambos apresentam alteragbes quantitativas e qualitativas de colageno e
fibras elasticas (AL-NUAIMI et al., 2014; EL-DOMYATI; MEDHAT, 2015; JENKINS,
2002; KAMMEYER; LUITEN, 2015; LEVAKOV et al., 2012; MAKPOL et al., 2011).

A teoria mais aceita para o mecanismo do envelhecimento intrinseco é a
teoria do envelhecimento dos radicais livres também conhecida como feoria do
envelhecimento dos radicais livres mitocondriais e teoria do envelhecimento do
estresse oxidativo (LIOCHEV, 2015). Essa teoria esta relacionada com o acumulo
das espécies reativas de oxigénio (ROS) que, nos seres humanos, resultam
principalmente da interagcdo das enzimas respiratérias do metabolismo aerdbio nas
mitocOndrias e da agédo da catalase sobre o peroxido de hidrogénio (KAMMEYER;
LUITEN, 2015). Esse metabolismo oxidativo pode causar danos aos carboidratos,
lipideos, DNA e, consequentemente, alteragcbes nas proteinas. O alvo mais
susceptivel a agao das ROS sao os acidos graxos poli-insaturados, e a peroxidagao
lipidica dos lipideos da membrana celular pode acarretar na morte celular
(CALLEJA-AGIUS; BRINCAT; BORG, 2013; HARMAN, 1955; LIOCHEV, 2015;
PILLAI; ORESAJO; HAYWARD, 2005). Apesar da teoria do envelhecimento dos
radicais livres ser uma teoria aceitavel ela € apenas uma parte da teoria geral do
envelhecimento, o estresse oxidativo causado por fatores ambientais também deve
ser considerado no processo de envelhecimento, assim como a predisposicao
genética, o comprometimento das vias metabdlicas celulares e as alteracdes
hormonais qualitativas e quantitativas (LIOCHEV, 2013; NIKOLAKIS et al., 2015).

A geracao de espécies reativas de oxigénio estimula a instalagdo de um
processo inflamatoério na pele, que desencadeia a ativacao de fatores de transcricdo
que regulam a degradagédo proteolitica da matriz extracelular (ECM). Apesar de
possuir um sistema de defesa antioxidante com enzimas capazes de converter as
ROS em agua e oxigénio molecular, como superoxido dismutase (SOD), glutationa
redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e catalase, esse sistema nao é
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totalmente eficiente. Portanto, com o passar do tempo, as células acumulam os
danos oxidativos. Além disso, na pele envelhecida ocorre uma redug&o nos niveis
dessas enzimas, o que intensifica o processo inflamatério. As ROS, além de
estimular a expressdo das metaloproteases de matriz (MMP) também estimulam a
ativacao da MMP inativa (pr6-MMP) através da clivagem do residuo de cisteina
associado com o zinco do grupo ativo (PILLAI et al., 2005; YAAR; ELLER;
GILCHREST, 2002).

No envelhecimento intrinseco, o estrato cérneo permanece relativamente
inalterado, mas a epiderme e a derme sofrem uma atrofia resultante do achatamento
das jungbes dermo-epidérmicas, da perda da elasticidade e da hidratagéo,
desaceleracdo da atividade metabdlica, decréscimo da capacidade proliferativa e
biossintética das células cutaneas, diminuicdo da produgdo de matriz dérmica e
aumento da expressao das colagenases, com um consequente adelgagcamento do
tecido cutaneo, redugao da vascularizagdo e do numero de fibroblastos (Figura 3)
(JENKINS, 2002; LEVAKOV et al., 2012; MAKPOL et al., 2011; TOBIN, 2016).

Além de ser observada uma diminuicdo do numero de fibroblastos, ocorre
também uma diminuigdo na sua capacidade de sintetizar pré-colageno tipo | quando
comparados a pele jovem. A diminuigdo da tensdo mecénica da pele pode aumentar
a apoptose das células contribuindo, dessa forma, para a redugido do numero de
fibroblastos. Além disso, tanto na pele envelhecida cronologicamente como na
fotoenvelhecida ha uma maior quantidade de colageno parcialmente degradado.
Isso sugere que os efeitos inibitorios desses fragmentos de colageno se
sobreponham ao declinio intrinseco da atividade sintética de colageno. Com o
aumento da idade a relagdo de colageno tipo | e tipo lll sofre modificagdes, a
quantidade de colageno tipo | € reduzida resultando em um aumento na proporgéo
de colageno tipo Ill. Os niveis de colageno tipo IV e VII também sofrem altera¢des
contribuindo para a formagéao das rugas (FISHER et al., 2002; TOBIN, 2016).

Os fatores extrinsecos estdo relacionados a exposi¢ao a raios ultravioletas,
traumas e doengas da pele (CHOI et al.,, 2013). A radiagao ultravioleta (UV) e a
exposigao a poluentes também contribuem para a geragédo de ROS que estimulam o
processo inflamatoério na pele (PILLAI et al., 2005). Os efeitos agudos provocados

pela radiagao ultravioleta sao reversiveis, mas as alteragdes cronicas degenerativas
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se acumulam com o passar do tempo (WULF et al., 2004). Mais de 90% do
envelhecimento visivel da pele € consequéncia do fotoenvelhecimento e dos fatores
extrinsecos responsaveis pelo envelhecimento, dentre eles a radiagdo UV é o
principal fator (Figura 2) (EL-DOMYATI; MEDHAT, 2015; TOBIN, 2016). Uma unica
exposi¢ao a radiacdo UV provoca uma perda total ou parcial da sintese de pro-
colageno e essa perda permanece por 24 horas, se reestabelecendo apenas apos
um periodo de 48 a 72 horas. A radiagdao UV, além de inibir a sintese de pro-
colageno, também provoca a degradagao do colageno existente, resultando, dessa
forma, numa diminuigdo do teor de colageno. Na pele fotoenvelhecida, além da
perda de colageno tipo | e Il na derme também ocorre uma perda de colageno tipo
VIl nas jungdes dermo-epidérmicas (Figura 3) (AL-NUAIMI et al., 2014; QUAN et al.,
2009).

Acredita-se que a radiacdo UV ative os receptores de membrana estimulando
as vias de sinalizagdo da MAP quinase (ERK, junk e p38). Apds essa ativagao
ocorre um aumento da expresséo dos fatores de transcri¢do c-jun e c-fos que, junto
com outras proteinas, formam o fator de transcricdo AP-1, que, em elevadas doses,
induz a expressao das metaloproteinases, responsaveis pela degradagcdo da matriz
dérmica (Figura 2). Foi demonstrado que a radiagdo UVA induz a expresséo de
MMP-1 em fibroblastos dérmicos in vivo e MMP-1, 2 e 3 em cultura de fibroblastos, e
que a radiagao UVB induz a expressdo de MMP-1, 8 e 13 (JENKINS, 2002; PILLAI
et al., 2005).
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Figura 2. Fatores extrinsecos responsaveis pelo envelhecimento da pele.

A radiagcdo UVA e UVB estimulam a producéo de peroxinitrito e espécies reativas de oxigénio (ROS)
que induzem a via MAPK, a qual promove a transcrigdo de MMPs ou a libertagdo de citocinas
inflamatérias que ativam ainda mais a produ¢cédo de MMP e de ROS. Além disso, reduzem a produgéo
de pro-colageno Tipo | e II. A radiagdo UV ainda pode provocar danos e alterar a estrutura molecular
do DNA, lipideos e proteinas. Extraido e adaptado de (SARDY, 2009).

Os sinais clinicos do fotoenvelhecimento sao despigmentagdo, rugas
profundas, alteragbes cronicas degenerativas incluindo sardas, nevos, queratoses,
telangiectasia e neoplasias benignas ou potencialmente malignas (NIKOLAKIS et al.,
2015; RHIE et al., 2001; TOBIN, 2016; WULF et al., 2004). Histologicamente, a
principal alteragdo ocorre na derme, com fibras colagenas danificadas e
desorganizadas e acumulo macigco de material elastico amorfo, conhecido como
“elastose solar” (EL-DOMYATI; MEDHAT, 2015; QUAN et al., 2009).

O envelhecimento é um fator crucial nas mudangas aparentes, fisioldgicas e
estruturais da pele, podendo-se observar mudancgas quantitativas e qualitativas em
relagcdo aos principais componentes da pele, colageno, que fornece as propriedades
de tensdo a pele, rede de fibras elasticas, que garante a elasticidade da pele e os



proteoglicanos, que estao relacionados com a hidratagao e sinalizag&o biolégica. Em
geral, o colageno total da pele diminui com a idade. As principais alteragbes no
envelhecimento extrinseco e intrinseco podem ser observadas na Figura 3 (AL-
NUAIMI et al., 2014; JENKINS, 2002; MAKPOL et al., 2011; NAYLOR; WATSON;
SHERRATT, 2011; PATINO et al., 2002).
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Figura 3. Alteragdoes observadas nos principais componentes da epiderme e da derme no
envelhecimento intrinseco e extrinseco.
Figura extraida de AL-NUAIMI et al. (2014).

Essas alteragcbes explicam as adaptagdes bioquimicas e biomecanicas da
pele com a idade. Para estudar o envelhecimento da pele é necessario, portanto,
compreender as alteragdes estruturais e funcionais da pele com o passar do tempo
e levar em consideragao as diferengas das alteragdes do envelhecimento intrinseco
e extrinseco e a taxa de envelhecimento entre as diferentes populagdes e entre as
diferentes regides anatdmicas do corpo (KAMMEYER; LUITEN, 2015).



1.2.  COLAGENO.

A derme é constituida principalmente por dois tipos de fibras, o colageno, que
€ a proteina mais abundante da derme (97,5%), e a elastina (2,5%) (CALLEJA-
AGIUS et al., 2013; CHOI et al., 2013). O colageno tipo | é o principal componente
(80-85%), tem a fungéo de garantir a integridade e a fungéo estrutural da derme; o
segundo tipo mais abundante é o colageno tipo Il (10-15%), que é responsavel
pelas propriedades elasticas da pele. Os colagenos tipo IV e VIl estédo localizados
nas jungdes dermo-epidérmicas, sendo que a principal fungao do colageno tipo VII é
a ancoragem da epiderme a derme (EL-DOMYATI; MEDHAT, 2015; PHUONG;
MAIBACH, 2015). O tamanho e o arranjo dessas fibras de colageno distinguem as
duas principais regides da derme, a derme papilar, onde prevalece as fibras de
colageno tipo Ill, que séo fibras curtas com didmetro pequeno, interligadas
frouxamente e orientadas de forma aleatéria, e a derme reticular, constituida
principalmente por fibras de colageno tipo |, que possuem diametros maiores e sao
agrupadas, formando feixes que se orientam de forma paralela a pele (WULF et al.,
2004).

O colageno tem uma configuragao de tripla hélice e quando se associa a
pequenos proteoglicanos forma estruturas fibrilares chamadas feixes de colageno
(BAUMANN, 2007; HARRIS, 2009; HWANG; YI; CHOI, 2011). Sua sintese é feita
pelos fibroblastos, que também sao responsaveis pela producdo dos demais
principais componentes da matriz extracelular dérmica, fibras elasticas,
proteoglicanos e oligossacarideos. A sintese ocorre em dois estagios, envolvendo
eventos intracelulares, que dao origem ao pro-colageno, e extracelulares, que dao
origem ao tropocolageno, unidade basica do colageno (Figura 4) (HARRIS, 2009;
NAYLOR et al., 2011; PATINO et al., 2002).
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Figura 4. Sintese do colageno em dois estagios.

a) Formacgao do tropocolageno: o pro-colageno € formado no reticulo endoplasmatico rugoso (RER).
No meio extracelular o pro-colageno vai sofrer agcdo da pro-colageno peptidase, que cliva os
peptideos de registro, permitindo a associagdo de varias molécula de pro-colageno que dao origem
ao tropocolageno; b) Associagéo do tropocolageno em fibras de colageno. Extraido de (KLUG, 1997).

As fibras de colageno possuem uma meia-vida de 17 anos e com o passar do
tempo os fragmentos de colageno se acumulam no organismo gerando algumas
consequéncias na estrutura e fungdo da pele (QUAN et al.,, 2009). Com o
envelhecimento, o metabolismo dos fibroblastos € alterado, a meia-vida util da célula
€ reduzida, bem como a sua capacidade de se dividir e produzir colageno. Além
disso, as fibras de colageno remanescentes sofrem algumas alteragdes,

apresentando feixes mais desorganizados. A elastina, apesar de permanecer
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constante por toda a vida, também apresenta altera¢gées na sua morfologia, o que
acaba reduzindo a elasticidade da pele. Na pele fotoenvelhecida € observada uma
maior proporgéo de colageno tipo Ill e um material elastético compacto (GOSAIN;
DIPIETRO, 2004; LEVAKQV et al., 2012; WULF et al., 2004).

Atualmente s&o conhecidos pelo menos 30 genes de colageno que se
combinam para formar vinte e nove tipos de fibrilas de colageno. Desses, mais de 14
tipos sdo responsaveis pela resisténcia da pele. Apesar de cada tipo possuir funcoes
especificas, o colageno tipo | € considerado o mais importante devido ao fato de ser
0 mais abundante e amplamente distribuido no organismo (EL-DOMYATI,
MEDHAT, 2015; PHUONG; MAIBACH, 2015). Ele, assim como os tipos II, Ill, V e
XIl, é classificado dentro do grupo dos colagenos fibrilares, ou seja, formam fibras e
fibrilas altamente organizadas que proporcionam um suporte estrutural para o corpo.
Esse tipo de colageno pode ser encontrado nos ossos, tenddes, pele, ligamentos,
artérias, utero e cornea (MAKPOL et al., 2011; PATINO et al., 2002).

Em cultura de fibroblastos da pele, os colagenos mais sintetizados sédo o do
tipo | e o do tipo lll, na raz&o de 3:1, e em menor quantidade o do tipo IV. Durante o
envelhecimento, ocorre uma diminuicdo no numero de fibroblastos da derme, um
aumento na populacédo de células senescentes e uma diminui¢do na expressao do
numero de genes que codificam proteinas da matriz extracelular, incluindo o
colageno. Alguns resultados sugerem que essas mudangas observadas no conteudo
de colageno extracelular durante o envelhecimento in vitro de fibroblastos podem
resultar da diminuigdo da atividade de prolidase nessas células. A prolidase € a
enzima que catalisa a etapa final da degradagao de colageno e, aparentemente, tem
um papel importante na reciclagem de prolina para sintese de colageno e para o
crescimento celular (PALKA et al., 1996; SURAZYNSKI et al., 2008).

Os fibroblastos se ligam as fibras de colageno intactas através das integrinas
que estdo acopladas ao citoesqueleto. As fibras de colageno criam um estado de
tensdo mecanica com os fibroblastos e a derme. Essa tensdo mecénica e a forma da
célula sdo determinantes para a fung&o celular. Na derme jovem de humanos os
fibroblastos aparecem achatados e espalhados e estdo em contato intimo com
inumeras fibras de colageno intacto. Em contraste, na derme envelhecida de

humanos os fibroblastos aparecem com o citoplasma colapsado e necessitam de

10



uma associagdo direta com as fibras de colageno fragmentadas. Analises
morfométricas quantitativas revelaram que o contato dos fibroblastos com as fibras
de colageno reduzem 80% na derme envelhecida de humanos. O reduzido
espalhamento de fibroblastos € indicativo da redugédo da tensdao mecanica (FISHER
et al., 2009).

Como dito anteriormente, as moléculas de colageno s&o sintetizadas
inicialmente como um precursor, o pré-colageno. Na molécula de pro-colageno estao
os residuos de prolina que sofrem hidroxilagdo pos-translacional pela prolil
hidroxilase, dando origem aos residuos de hidroxiprolina, aminoacidos constituintes
do colageno (BELLON et al., 1987). No reticulo endoplasmatico, a molécula de proé-
colageno tipo | se dobra e sofre modificagbes, passando a conformagéo de tripla
hélice. A proteina Hsp47, proteina de choque térmico presente no reticulo
endoplasmatico, atua estabilizando essa tripla hélice e direcionando essa molécula
para o complexo de Golgi (OBAYASHI et al., 2006; TASAB; BATTEN; BULLEID,
2000; WIDMER et al., 2012).

A Hsp47 € uma chaperona que esta presente em todas as células que
sintetizam colageno e seus niveis de expressdo constitutiva estdo estritamente
relacionados com as quantidades de colageno produzida pela célula. A temperatura
fisiolégica do corpo humano as moléculas de pré-colageno e colageno séao
termodinamicamente instaveis, logo, o colageno secretado pelas células que
possuem niveis reduzidos de Hsp47 estdo mais susceptiveis a acdo de proteases na
regiao da tripla hélice (TASAB et al., 2000; WIDMER et al., 2012).

Bioquimicamente, um tergco da molécula de colageno € composto por glicina.
Os proximos componentes em maior quantidade sado a prolina e seu derivado
hidroxiprolina que, juntos, formam 23% da molécula de colageno. Como 99,8% da
hidroxiprolina encontrada no corpo humano se encontra nas fibras de colageno,
esse aminoacido é um importante marcador para a quantificagdo total de colageno.
A Unica outra proteina em mamiferos que inclui a hidroxiprolina € a elastina
(BARBUL, 2008; PHUONG; MAIBACH, 2015).

A prolina, usada para a biossintese de colageno em fibroblastos pode ser

derivada de glutamina, glutamato ou ornitina. A ornitina pode ser sintetizada

11



localmente através do catabolismo da arginina pela arginase (ALBINA; ABATE;
MASTROFRANCESCO, 1993; CALLEJA-AGIUS et al., 2013).

A arginase existe em duas isoformas, arginase-1 (ARG1), isoforma citosdlica
presente no figado, e arginase-2 (ARG2), isoforma mitocondrial, presente nos rins,
prostata, intestino delgado e mama (DEBATS et al., 2009). A fim de investigar o
metabolismo da arginina em feridas pds-operatérias em humanos, Debats e
colaboradores (2009) quantificaram a concentragao de ARG1, por ELISA, e ARG2,
por Western blot, no plasma e nos fluidos de ferida, além de avaliar a expresséo de
ARG1 e ARG2 por imunohistoquimica. Eles observaram que ARG1 estava em
maiores concentracbes nos fluidos de ferida e eram expressas em neutrdfilos,
enquanto que a ARG2 estava em maiores concentragdes no plasma e foi observada
em células endoteliais, queratindcitos, fibroblastos, macrofagos e neutrofilos
(DEBATS et al., 2009)

Em alguns eventos, como processos de cicatrizacdo de feridas, ocorre um
decréscimo significativo no conteudo de arginina livre no espago extracelular e
concentracdes de ornitina seis vezes maiores do que no plasma. O acumulo de
ornitina no espaco da ferida pode ser visto como uma vantagem no processo de
cicatrizacdo, isso porque a ornitina € um metabdlito precursor para a prolina e,
assim, para a sintese de colageno. Com efeito, foi demonstrado que o tamanho do
pool de prolina determina a taxa da sintese de colageno, e que a sintese local de
prolina a partir de seus precursores metabolicos, como a ornitina, arginina,
glutamato e glutamina, é reforgada em algumas circunstancias, aparentemente para

compensar a deficiéncia relativa da prolina pré-formada (BARBUL, 2008).

1.3. SUPEROXIDO DISMUTASE E CATALASE

O organismo humano possui um sistema de defesa composto por um grupo
de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase, peroxidases, enzimas
antioxidantes especificas para tiol, e um grupo de compostos de baixo peso

molecular como acido ascorbico, glutationa, a-caroteno, B-tocoferol, acido urico e
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bilirrubina, que sdo capazes de eliminar diretamente ou indiretamente oxidantes
resultantes de varias reagcdes metabdlicas (KOZINA et al., 2013; TURNES, 2014;
WARNER, 1994).

Durante o metabolismo intracelular normal em mitocondrias e peroxissomas,
bem como durante a atividade de varias enzimas citosolicas, o metabolismo de
xenobidticos e a exposicdo a radiagdo ionizante e ultravioleta, sdo produzidas
continuamente varias espécies reativas de oxigénio, como anion radical superoxido
(O2™), peréxido de hidrogénio (H20;), radical hidroxila (OH-), 6xido nitrico (NO) e
peroxinitrito (ONOQO™). De todas essas ROS acredita-se que a maior parte da
producdo intracelular delas é proveniente das mitocondrias, como produtos
secundarios da cadeia de transportes de elétrons no metabolismo aerdbio
(BICKERS; ATHAR, 2006; FINKEL; HOLBROOK, 2000; KAMMEYER; LUITEN,
2015; KOZINA et al., 2013; WARNER, 1994).

Na pele, os principais produtores de ROS provenientes das mitocéndrias sdo
os fibroblastos e os queratindcitos. Cerca de 1,5 a 5% de oxigénio que é consumido
na pele é convertido em ROS (KAMMEYER; LUITEN, 2015). Em niveis adequados
as ROS participam de varios processos fisiologicos como moléculas sinalizadoras na
proliferacdo, reparo e diferenciacdo celular, expressdo de metaloproteinases e
sintese de pro-colageno tipo |I. No envelhecimento observa-se uma produgéo
excessiva de ROS e, apesar do tecido possuir um sistema de defesa antioxidante
eficiente, ele é incapaz de neutralizar os efeitos danosos de ROS e instala-se um
desequilibrio redox, resultando no estresse oxidativo. No envelhecimento extrinseco
o equilibrio redox pode ser afetado por varios fatores como a poluicdo ambiental, a
exposicao a radiagdo ultravioleta, aos conservantes de alimentos, medicamentos,
cosmeéticos e varios outros produtos que desencadeiam uma redugéo significativa da
expressao de enzimas antioxidantes no estrato cérneo e na epiderme (Figura 2)
(KOZINA et al., 2013).

Dentre os componentes enzimaticos e ndao enzimaticos que compdéem o
sistema antioxidante, a superoxido dismutase mitocondrial 2 (SOD2, MnSOD)
merece uma atencao especial, uma vez que esta localizada na matriz mitocondrial

representando, dessa forma, o inicio da defesa antioxidante contra o superoxido
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produzido durante a fosforilagdo oxidativa (KAMMEYER; LUITEN, 2015; TREIBER
et al.,, 2012). Existem varias isoformas da SOD (EC 1.15.1.1) em toda biosfera,
sendo que trés delas sdo encontradas nos mamiferos e codificadas por trés genes
nucleares diferentes, SOD1, SOD2 e SOD3. A forma da SOD com cobre e zinco
(CuZnSOD), que é encontrada no citoplasma celular e no espago intermembranar da
mitocondria, a forma com manganés (MnSOD), de origem bacteriana encontrada na
matriz mitocondrial, e uma forma extracelular que também contém cobre e zinco
(SOD-CE). Apesar de serem codificadas por genes diferentes todas as SOD
possuem 0 mesmo mecanismo de agao para converter o ion radical superoxido em
peréxido de hidrogénio. Em todos os eventos de conversdo, o ion metalico
localizado no sitio ativo da enzima catalisa a transferéncia de elétrons entre as duas
moléculas de O,- (KWON et al., 2012; TURNES, 2014).

Apesar do ion superoxido ter curta duracédo ele pode causar danos ao DNA,
lipideos e proteinas, além de reagir com outras espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Por isso a importdncia da SOD em converter o ion superdéxido em
peréxido de hidrogénio, que € um produto mais estavel e que participa como
molécula sinalizadora em varios processos e interacdes da matriz extracelular. Uma
super expressao de SOD acaba resultando em um acumulo de H;O, que, em
situacdes de equilibrio, € decomposto pela catalase. Em ensaios in vitro que super
expressaram somente SOD2, observou-se um acumulo de H,O, e a ativagédo de
varias vias de sinalizacao e fatores de transcrigdo, como a proteina ativadora 1 (AP-
1), que aumentam a transcricdo e ativagdo da colagenase intersticial (MMP-1)
responsavel pela degradacdo de colageno, caracteristica marcante do
envelhecimento (TREIBER et al., 2012).

A exposigao continua a radiagao UV altera a expressdao de SOD1 e SOD2,
além de diminuir a atividade das SOD. Por outro lado, um estudo mostrou que uma
unica exposicao a radiagao UV pode induzir a expressao de SOD2 em fibroblastos.
Isso mostra que a intensidade e o tempo de exposicao a radiacdo UV modulam o
efeito sobre as SOD. A SOD3, por se localizar principalmente na matriz extracelular,

tanto na derme quanto na epiderme e no estrato corneo, pode proteger diretamente
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a pele contra a inflamacédo provocada pela radiacdo UV. Sendo assim, as trés
isoformas da SOD sao fundamentais no equilibrio redox do organismo humano.

As catalases (hidroperoxidases; E.C. 1.11.1.6) também fazem parte do
sistema antioxidante e sdo responsaveis pela eliminacdo do H,O,. Essas enzimas
podem ser classificadas em trés grupos, o grupo das heme-catalases, também
conhecidas como catalases tipicas, que sdo encontradas em varias espécies de
procariotos e eucariotos, o grupos das catalases peroxidases que sao encontradas
em fungos e plantas, e o grupo que esta presente em algumas bactérias, neste o
grupo heme é substituido por um dimero de manganés. A reacdo catalisada pela
catalase é uma reacédo de dismutagao, o substrato atua tanto como redutor quanto
como oxidante. No grupo das heme-catalases, o grupo heme é o responsavel pela
atividade catalitica da reagdo (TURNES, 2014).

Nos mamiferos a localizagdo da catalase varia de 6rgao para 6rgado, mas ela
€ encontrada principalmente nos peroxissomas (KAMMEYER; LUITEN, 2015).
Diferente das SOD, dificiimente sdo encontradas nas mitocondrias com exce¢ao do
tecido do coragdo. Além disso, a atividade dessas enzimas também varia de tecido
para tecido. No tecido adiposo, por exemplo, os receptores ativados por
proliferadores de peroxissomas gama (PPAR-y) induz a atividade de catalase. Ja
nos musculos de camundongos as catalases s&o induzidas por fatores nucleares
especificos (TURNES, 2014).

No fotoenvelhecimento o equilibrio redox do organismo pode ser modulado
pela radiagdo UV resultando em uma diminui¢cdo significativa da expressdo das
enzimas antioxidantes na epiderme e no estrato cérneo. Dados mostraram que
queratindcitos e fibroblastos tratados com radiacao UVA e UVB, ou expostos a H,Oo,
e amostras de pele com elastose, apresentaram um aumento significativo na
oxidagao de proteinas bem como uma diminuicdo na atividade da catalase. Isso
mostra que no fotoenvelhecimento ocorre uma intensificagdo do processo oxidativo
das proteinas causada por uma diminuicdo da atividade do sistema antioxidante
(KOZINA et al., 2013).
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1.4. METALOPROTEINASES DE MATRIZ.

Os fibroblastos produzem também as metaloproteinases de matriz, que sao
endopeptidases, dependentes de Zn*? e Ca*?, que degradam as proteinas da matriz
extracelular, sendo capazes de levar a degradacao total de colageno. Atualmente,
sao conhecidos 25 membros da familia das metaloproteinases, sendo 24 expressas
em células de mamiferos. S&o classificadas, de acordo com seu substrato
especifico, como colagenases, que s&o ativas contra colageno fibrilar, gelatinases,
especificas para gelatinas, e estromelisina, para os componentes da matriz
extracelular ndo colagénicos (LINDNER et al., 2012; NISSINEN; KAHARI, 2014;
PENG et al., 2012; QUAN et al., 2009; VICEDO ORTEGA; VICEDO TOMEY, 2003).

As colagenases clivam o colageno em locais especificos gerando fragmentos
de 25 a 75 kDa, chamados gelatinas, que s&o degradados em aminoacidos ou
oligopeptideos pelas gelatinases. Um fator que influencia esse catabolismo é a
presenca de inibidores fisiologicos das MMP (TIMP). No envelhecimento
cronologico, o que se observa é um aumento dos niveis de MMP com a idade, uma
menor taxa da sintese de colageno e redugédo dos TIMP, o que explica o aspecto
flacido da pele envelhecida (LINDNER et al.,, 2012; VICEDO ORTEGA; VICEDO
TOMEY, 2003). A fragmentagéo do colageno se manifesta clinicamente como atraso
da cicatrizagdo, vascularizagdo reduzida, propensao a contusdo e pele delgada
(FISHER et al., 2009).

Inicialmente as MMP sao sintetizadas na forma de pré-enzimas, em niveis
muito baixos, e transformadas na forma ativa com a remogao de um pré-peptideo
amino terminal. O pro-peptideo mantém a enzima na forma latente através da
interacao do residuo de cisteina no peptideo com o zinco no sitio ativo da enzima.
Sua ativagao pode ser pela agdo de agentes caotropicos, clivagem do pro-peptideo
por outras MMP ou por outros tipos de proteases (PENG et al., 2012; PILLAI et al.,
2005; VU; WERB, 2000).

Por serem capazes de degradar os componentes da matriz extracelular,
acredita-se que a principal funcédo das MMP esteja relacionada a remodelagao da
ECM, além de influenciar outras fung¢des celulares. As MMP podem degradar
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moléculas da ECM e permitir a migragao celular, alterando um fendtipo adesivo para
um fenotipo ndo-adesivo; alterar o microambiente da ECM e, consequentemente,
alterar um comportamento celular, levando a célula para um processo de apoptose,
proliferagdo ou morfogénese; e modular a atividade de moléculas biologicamente
ativas, por clivagem, liberando sitios de acdo ou modulando a atividade de seus
inibidores (PENG et al., 2012).

Dessa forma, as MMP estdo envolvidas em varios processos patoldgicos e
fisiologicos relacionados com a matriz extracelular, como cicatrizagdo, angiogenese
e cancer (FISHER et al.,, 2009). Acredita-se que quatro em particular sejam
importantes na degradag&do da matriz da pele. As agdes combinadas da colagenase
(MMP-1, 42 kDa e 48 kDa), gelatinase (MMP-2, 72 kDa), gelatinase (MMP-9, 92
kDa) e da estromelisina 1 (MMP-3, 57 kDa ), sdo capazes de degradar os colagenos
da pele e a rede elastica (CALLEJA-AGIUS et al.,, 2013; JENKINS, 2002;
KAMMEYER; LUITEN, 2015; PILLAI et al., 2005; QUAN et al., 2009; ZAGUE et al.,
2011).

As colagenases s&o as unicas proteases de células de mamiferos capazes de
hidrolisar fibras colagenas intactas. Na pele humana sdo expressas trés tipo de
colagenases, as MMP-1, 8 e 13 . As fibras de colageno inicialmente clivadas pela
colagenase podem ser degradadas por MMP-2 e MMP-9. A atividade simultanea de
MMP-2, 3 e 9 pode ainda resultar na degradagé&o de outros componentes da matriz
extracelular, como proteoglicanos e glicoproteinas (KAMMEYER; LUITEN, 2015;
PILLAI et al., 2005).

Espécies reativas de oxigénio induzidas por UVA e UVB podem induzir o
aumento da expressao de MMP e a redugdo de TIMP (KAMMEYER; LUITEN,
2015). Estudos demonstraram que uma unica dose de radiagdo UV aumenta a
atividade das MMP-1, 3 e 9, as quais sdo reguladas pelo fator de transcricdo da
proteina ativadora 1 (AP1), que é induzido e ativado por radiagdo UV. Em
experimentos feitos com a pele das nadegas, submetidas a radiagdo UV, foi possivel
observar, por radioimunoensaio de telopeptideos de ligagdo cruzada, que 24 horas
ap6s uma exposicdo a radiagdo UV, houve um aumento de 58% de colageno
degradado na pele (JENKINS, 2002). Assim, a radiagdo UV pode agravar o

envelhecimento cronoldgico, uma vez que aumenta a expressao das MMP na pele
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envelhecida, que ja apresenta uma menor expressdao de TIMP e de genes que
codificam componentes da matriz extracelular, como colageno e elastina (JENKINS,
2002; KAMMEYER; LUITEN, 2015; PILLAI et al., 2005).

1.5. CITOCINAS INFLAMATORIAS

As citocinas inflamatorias estdo diretamente envolvidas na sintese de
colageno e modelacdo da EMC. Durante a fase proliferativa do processo de
cicatrizagao, por exemplo, os fibroblastos, sob estimulos do fator de necrose tumoral
o (TNF-a) e da interleucina-1p (IL-1p), sintetizam colageno que é depositado na
EMC, super expressam MMP e ha uma diminuicdo na expressdo dos TIMP. Em
estudos feitos com a suplementacao de L-arginina, foi demonstrado que a L-arginina
funciona como um doador de oOxido nitrico no processo de cicatrizagdo. Nesse
processo a L-arginina pode ser metabolizada por duas vias, a via da arginase e a via
da oxido nitrico sintetase (NOS). Sdo os fatores de crescimento e as citocinas
inflamatoérias que determinam qual via prevalece sobre a outra (STECHMILLER;
CHILDRESS; COWAN, 2005).

A ativagdo de iINOS ou arginase reflete no tipo de resposta inflamatéria
especifica para cada processo fisiopatologico. As citocinas inflamatérias, como
interleucina 1 e 2 (IL-1 e IL-2), TNF-a e interferon y (IFN-y), os linfocitos T auxiliar 1
(Th1) e as endotoxinas estimulam a via da iNOS. J4& a arginase nas células
mieldides é induzida por linfécitos T auxilar 2 (Th2), citocinas como IL-4, IL-6, IL-10,
IL-13, fator de transformagéao de crescimento f (TGF-B) e prostaglandinas. O TGF-4,
além de estimular a via da arginase, € um potente inibidor da via de iNOS,
contribuindo, dessa forma, para uma maior sintese de prolina e, consequentemente,
de colageno (OBAYASHI et al., 2006; POPOVIC; ZEH; OCHOA, 2007;
STECHMILLER et al., 2005).

As metaloproteinases podem afetar diretamente ou indiretamente a atividade
de varias citocinas pro-inflamatérias. A forma latente do TGF-p pode ser clivada
pelas MMP-3, 9 e 14, resultando no TGF-f ativo in vivo. O precursor da IL-18 pode

ser clivado e ativado por MMP-2, 3 e 9, no entanto, esta forma ativa da IL-1p pode
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ser degradada pela MMP-3. O TNF-a é outra citocina pro-inflamatéria regulada pelas
metaloproteinases, podendo ser ativada in vitro pelas MMP-1, 2, 3, 9 e 17
(NISSINEN; KAHARI, 2014).

Como dito anteriormente, a radiagcao UV, além de inibir a sintese de pro-
colageno, também provoca a degradagdo do colageno existente. Um dos
mecanismos para esse processo € a indugdo do fator de transcricado AP-1 pela
radiacdo UV. O fator de transcricdio AP-1 bloqueia os efeitos do fator de
transformacao de crescimento  (TGF-B), principal proteina proé-fibrética (FISHER et
al., 2002). O TGF-p1, por sua vez, é estabilizado por NO e super regula a expressao
de Hsp47 e colageno tipo | em fibroblastos e osteoblastos (OBAYASHI et al., 2006).

Dessa forma, as citocinas inflamatodrias sdo importantes determinantes na via
predominante de metabolismo da arginina. A maior expressdo de determinadas
citocinas pode indicar por qual via de metabolismo a arginina foi principalmente

metabolizada e as suas consequéncias na sintese de colageno.

1.6. L-ARGININA.

A L-arginina (Figura 5) é um aminoacido semi-essencial ou condicionalmente
essencial, constituinte de varias proteinas do corpo humano. Além disso, é o
substrato da sintese de 6xido nitrico e esta, portanto, indiretamente envolvido em
muitos mecanismos regulatérios importantes, tais como angiogenese, proliferagcao
celular, sintese de colageno e epitelizagao (MORRIS, 2004; RAYNAUD-SIMON et
al., 2012; SHI et al., 2003).

NH»

Figura 5. Molécula de L-arginina.
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Possui um metabolismo bastante versatil, podendo ser metabolizada pela
arginase, formando ureia e ornitina, pela 6xido nitrico sintetase (NOS), sendo que
um dos produtos desta via metabdlica é o Oxido nitrico (Figura 6), pela L-
arginina:glicina amidinotransferase e pela arginina descarboxilase. Além de servir
como substrato para as enzimas que participam desses ciclos, a L-arginina se auto
regula seletivamente, de uma forma dependente da concentragdo das varias
enzimas que participam do seu metabolismo (GREENE et al., 2013; MORRIS,
2004).

REIA
r:-} ORNITINA
1

ARGININA
ARGININOSUCCINATO CICLO DO CICLO DA CITRULINA

UREIA
L JL J
CITRULINA ARGININOSUCCINATO

OXIDO NIiTRICO

Figura 6. Metabolismo da arginina no ciclo da ureia e no ciclo da éxido nitrico sintetase.
Enzimas envolvidas em cada ciclo: 1) arginase; 2) ornitina carbamoiltransferase; 3) argininosuccinato
sintase; 4) argininosuccinato liase; 5) 6xido nitrico sintetase.

Existem trés isoformas para a enzima NOS, a NOS endotelial (eNOS), a
neuronal (NNOS) e a induzivel (iNOS), e duas isoformas para a arginase, a tipo | que
€ citosolica e a tipo I, mitocondrial. Das enzimas que participam do metabolismo da
L-arginina, as mais estudadas sdo a iINOS e arginase |. Essas duas enzimas se
expressam simultaneamente em varias condigdes inflamatérias e, por terem o
mesmo substrato, pode haver uma competicdo entre elas. Dessa forma, a atividade
da arginase pode limitar a producao de NO pela iNOS. Ja no ciclo do NO, ocorre a
liberagdo de N-hidroxi-L-arginina (NOHA), que € um potente inibidor natural da
arginase. Sendo assim, o efeito inibitério da NOS na atividade da arginase é mais
pela acdo da NOHA que pela limitagdo de substrato (MORRIS, 2004).
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Varios estudos tém demonstrado que a arginina pode melhorar a
cicatrizacdo, uma vez que ela tem papel na sintese de proteinas, na deposicédo de
colageno, na proliferagdo celular e na fungéo dos linfécitos T. Durante a inflamagéo
ou infecgdo ha uma elevada expressao de arginase, que, além de reduzir a sintese
de NO, estimula a sintese de prolina através do aumento de ornitina. A ornitina
através da agdo da ORN-y aminotransferase € convertida para semialdeido y-
glutdmico, que € o link para a sintese de prolina, um dos componentes da fibra de
colageno. Ja foi demonstrado que pacientes suplementados com arginina
apresentaram um aumento significativo no teor de hidroxiprolina, um indicador de
acumulo e deposicao de colageno, quando comparados com os pacientes que néo
receberam a suplementacao de arginina (MORRIS, 2004; RAYNAUD-SIMON et al.,
2012; SHI et al., 2003).

Naturalmente, a L- arginina é ingerida em nossas dietas numa taxa de 3 a 6
g/dia. Alguns alimentos sao ricas fontes de L-arginina como carnes, nozes e
proteinas de soja (GREENE et al., 2013; POPOVIC et al.,, 2007). Em condigbes
normais o organismo humano sintetiza a arginina em quantidades suficientes para
garantir a sustentagdo da massa muscular e do tecido conjuntivo, mas em condigdes
de estresse ou lesdo, maturacdo de orgaos e desenvolvimento, provavelmente em
quantidades insuficientes (BARBUL, 2008; FUJIWARA et al., 2014).
Endogenamente, a L- arginina, é a unica fonte direta para a sintese de NO, dessa
forma uma deficiéncia desse aminoacido pode resultar em um deficiente processo
de angiogenese, proliferacéo celular e sintese de colageno (RAYNAUD-SIMON et
al., 2012).

Xia e colaboradores (2006) demonstraram que o 6xido nitrico pode aumentar
a sintese de colageno em células de tenddo humano in vitro, e que esses resultados
podem explicar, em parte, os efeitos benéficos dos doadores de NO em modelos
animais e durante o tratamento de tendinopotias em ensaios clinicos em humanos.
Chu e Prasad, 1999, mostraram que havia uma correlagdo inversa significativa do
nivel de NO com a produgao de colageno, sugerindo o envolvimento da sinalizagao
de NO na modulagéo da produgéo de colageno. Alguns estudos ja demonstraram a
contribui¢do da L-arginina na cicatrizagédo de feridas, via NO, o qual esta relacionado

a sintese de colageno nos fibroblastos. No entanto os mecanismos moleculares
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envolvidos nesse processo sao pouco conhecidos (FUJIWARA et al., 2014). Animais
com diabetes mellitus que normalmente apresentam uma deficiéncia no processo de
cicatrizacao e um nivel reduzido de NO no local da ferida, ao receberem tratamento
com L-arginina apresentaram uma melhora no processo de cicatrizagdo, um
aumento nos niveis de nitrito e nitrato no fluido da ferida, aumento de RNAm de pro-
colageno | e Ill e aumento da sintese de colageno (SCHAFFER et al., 1996; SHI et
al., 2003; WITTE; KIYAMA; BARBUL, 2002). A fim de entender como os doadores
de NO aumentam a sintese de colageno, Obayashi e colaboradores (2006)
avaliaram os efeitos desses doadores na expressdao da chaperona Hsp47 e os
resultados demonstraram um aumento dos niveis dessa proteina, sugerindo um
possivel mecanismo para o aumento da sintese de colageno pela agdao de NO
exogeno (OBAYASHI et al., 2006).

Um dos eventos que envolve o processo de cicatrizagdo é a migragao e
proliferacdo de fibroblastos. Varias vias intracelulares e intercelulares sdo ativadas
para coordenar esse evento de migragdo e proliferacdo, uma das vias € a
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K). Fujiwara e colaboradores (2014) mostraram que a
suplementagdo com L- arginina estimulou a proliferacao de fibroblastos via ativagéo
do GPRCG6A, receptor acoplado a proteina G, juntamente com a ativagdo das vias
ERK1/2-CREB e PI3K/Akt. A ERK1/2 é um tipo de proteina quinase ativada por
mitogeno (MAPK) que tem um importante papel nos processo de proliferagao,
diferenciacao, desenvolvimento, transformacao e apoptose celular. Mostraram
também que a privagdo de L-arginina favoreceu a apoptose. Esses resultados
sugerem que a L- arginina, além de estimular a proliferagdo de fibroblastos,
apresenta efeitos anti-apoptoticos (FUJIWARA et al., 2014).

Apesar dos inumeros estudos nos processos de cicatrizagcdo, ainda ndo ha na
literatura estudos que demonstrem a utilizacdo via administracdo topica de L-
arginina em pele integra para melhorar ou prevenir os efeitos do envelhecimento

cutaneo.
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1.7. CICLODEXTRINA

Uma vez que a proposta era utilizar a L-arginina como um ativo cosmético, e
diante da dificuldade de se preparar formulagcbes tdpicas estaveis com este
aminoacido, devido ao seu pH basico e a sua facilidade em sofrer oxidacao e
hidrolise, foi cogitada a hipotese de producdo de complexos de inclusdo de L-
arginina em ciclodextrinas.

As ciclodextrinas (CD) sao oligossacarideos ciclicos compostos por unidades
de a-D-glicopiranose. O fato de poderem incluir moléculas em sua cavidade e néo
serem toxicas aos seres humanos tornou esses compostos altamente interessantes
para a quimica supramolecular. Atualmente as CD sdo amplamente utilizadas em
varios ramos industriais, como a industria farmacéutica, alimenticia, téxtil, hospitalar
e agroquimica. Elas s&o produzidas em alta escala a partir da degradacéo
enzimatica do amido pela amilase ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, EC
2.4.1.19), que é naturalmente excretada pelo Bacillus macerans. Os produtos desta
degradacio podem ter seis, sete ou oito moléculas de acgucar formando um anel de,
a-ciclodextrina, p-ciclodextrina e y-ciclodextrina, respectivamente (CRINI, 2014;
DAVIS; BREWSTER, 2004; KURKOV; LOFTSSON, 2013).

As caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas das ciclodextrinas sé&o
semelhantes as das dextrinas lineares, mas, por possuirem uma estrutura ciclica, as
ciclodextrinas sdo de 3 a 5 vezes mais resistentes a hidrolise ndo enzimatica. A o-
ciclodextrina é aproximadamente 1,5 vez mais estavel e a y-cilcodextrina é 1,5 vez
menos estavel que a p-ciclodextrina, no entanto essa estabilidade pode ser
significativamente melhorada com a formagao de complexos de inclusdo. No geral,
as formulag¢des farmacéuticas utilizam mais as $-ciclodextrina que, apesar de serem
menos soluveis, possuem baixo prego e sao facilmente produzidas (KURKOV;
LOFTSSON, 2013).

Embora sejam soluveis em agua, as moléculas de CD possuem uma
cavidade apolar o que permite a formagdo de um microambiente hidrofobico. Essa
caracteristica das CD permite que elas incorporem as por¢oes hidrofdbicas de certas
substancias garantindo a solubilidade delas em meio aquoso. Além da capacidade
de modificar e melhorar a solubilidade de certas substancias, a CD também pode

23



melhorar a estabilidade dessas moléculas (CRINI, 2014; DAVIS; BREWSTER,
2004).

Um grande grupo de CD tem sido sintetizado para ser utilizado em
formulagdes farmacéuticas como sistemas de liberagdo de farmacos. Essas novas
estruturas estdo sendo desenvolvidas para melhorar a biodisponibilidade de alguns
farmacos (CRINI, 2014).

As p-ciclodextrinas tém alta afinidade por esterdis quando comparada a
outros lipideos e isso pode tornar esses compostos altamente eficazes nas possiveis
modificagcdes do metabolismo do colesterol in vivo. Varios estudos demonstraram a
capacidade das p-ciclodextrina em estimular o efluxo de colesterol em varias
culturas celulares. O mecanismo que permite as p-ciclodextrina remover o colesterol
das membranas esta relacionado com a sua capacidade em reduzir a energia de
ativacado do efluxo de colesterol pelas moléculas aceptoras ricas em fosfolipidios.
Essa reducdo da energia necessaria em estimular o efluxo de colesterol esta
relacionado com a capacidade da p-ciclodextrina de se incorporar na membrana
plasmatica e permitir que o colesterol seja introduzido na cavidade hidrofébica da -
ciclodextrina sem a necessidade de ser transportada até as particulas de HDL ou
lipossomas de fosfolipidios por uma fase aquosa intermediaria (CHRISTIAN et al.,
1997).

O colesterol regula a flexibilidade e a estabilidade mecanica da membrana
plasmatica e desempenha um papel importante na montagem dos microdominios de
membrana, como as jangadas lipidicas e as cavéolas. Dessa forma, alteragcdes no
teor de colesterol podem afetar a localizacédo e a fungao de proteinas associadas a
esses microdominios de membrana. A funcéo do colesterol no envelhecimento ainda
esta sendo estudada mas ja se sabe que o nivel de colesterol intracelular pode estar
relacionado com a expressdo da metaloproteinase de matriz. Em estudos realizados
por Kim e colaboradores (2010), foi observado que a deplegdo de colesterol em
cultura de fibroblastos tratados com metil-B-ciclodextrina ativou ERK1/2 e JNK,
aumentou a fosforilagdo de c-jun e c-fos, estimulou a proteina ativadora 1 (AP-1) e
aumentou a expressao de MMP-1, e esta fosforilagao foi inibida com a reposi¢ao de
colesterol. Dessa forma, o colesterol pode ser um importante regulador negativo da
expressao de MMP-1 em fibroblastos da derme humana (KIM; HAN; et al., 2010).
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Kim e colaboradores também mostraram em outro estudo que a deplecéo de
colesterol pode influenciar na expressao do inibidor de metaloproteinase de matriz 2
(TIMP-2) e na ativagao da pr6o-MMP-2. A ativagao da pr6-MMP-2 é mediada por
TIMP-2 e essa relagdo é controlada pelos niveis de colesterol na célula. Eles
mostraram que a deplecdo de colesterol em fibroblastos tratados com metil-g-
ciclodextrina aumentou a fosforilagdo de MAPK, ERK e JNK que resultou na indugao
de TIMP-2 que, por sua vez, converteu pro-MMP-2 em MMP-2 ativa (KIM; OH; et al.,
2010).

A metil-B-ciclodextrina que é sintetizada por uma metilagdo randémica da p-
ciclodextrina, além de deprimir o colesterol também rompe a cavéola devido a sua
atividade anti-CAV-1. A caveolina 1 (CAV-1) é uma proteina da membrana
plasmatica essencial para a formacdo da cavéola e desempenha um papel
importante na senescéncia celular. Em fibroblastos dérmicos senescentes observa-
se uma aumento de CAV-1 e a sua super expressao por vez induz o envelhecimento
celular prematuro. Existe uma relagao conflitante entre a expressédo de CAV-1 e a
expressao de colageno, a CAV-1 tem um papel de “freio” na expressao de colageno
na derme ou em fibroblastos dérmicos e um papel acelerador na super regulagcéo de
colageno 1 (COL-1) via TGF-p em fibroblastos dérmicos ou camundongos
transgénicos. Lee e colaboradores (2015) confirmaram a correlagao negativa entre
CAV-1 e COL-1 e mostraram que a metil-p-ciclodextrina super regula a expressao de
COL-1 e inibe a expressdao de CAV-1 na pele de camundongos e em fibroblastos
humanos (LEE et al., 2015).

Diante disso, ao utilizar as ciclodextrinas como meio de inclusao para alguns
farmacos, principalmente visando um efeito antienvelhecimento é importante
observar os efeitos dela e de seus derivados na expressdo de colageno e de

metaloproteinase de matriz.
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2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GERAL.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da L-arginina na sintese de

colageno em cultura de fibroblastos e, consequentemente, na elasticidade da pele.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Estabelecer a cultura de fibroblastos humanos provenientes do
prepucio.

Avaliar a citotoxicidade da L-arginina em cultura de fibroblastos por
MTT.

Isolar o RNA total e quantificar a expressao génica de COL1A1, MMP-
1 e TIMP-1 nas culturas de fibroblastos tratadas ou ndo com L-
arginina por RT-PCRaq.

Quantificar a sintese de colageno na cultura de fibroblastos.

Avaliar o efeito estimulante da L-arginina na produgao de colageno via
oxido nitrico.

Avaliar os niveis de glutationa reduzida e oxidada nas culturas de
fibroblastos tratadas ou ndo com L-arginina.

Avaliar a atividade de superoxido dismutase e catalase nas culturas de
fibroblastos tratadas ou ndo com L-arginina.

Avaliar a atividade proteolitica de metaloproteinases apds o tratamento
com as solugbes de L-arginina ou pB-ciclodextrina e hidroxipropil-f3-
ciclodextrina por zimografia.

Avaliar a influéncia da L-arginina na geragdo de espécies reativas de
oxigénio.

Isolar o RNA e quantificar a expressao génica de COL7A1 nas culturas
de fibroblastos tratadas ou ndo com f-ciclodextrina e hidroxipropil-f3-

ciclodextrina por RT-PCRq.
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3. METODOLOGIA

3.1. CULTURA DE CELULAS.

3.1.1. Cultura de fibroblastos humanos.

As células utilizadas nos ensaios, fibroblastos dérmicos humanos (HFF),
foram cultivados em placas de 40 x 10 mm (TPP-, Sigma-Aldrich) em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina,

foram mantidas em incubadora a 37°C com 5% de CO..

3.1.2. Cultura primaria.

O isolamento de fibroblastos foi feito a partir de prepucio humano (Human
Foreskin Fibroblast — HFF) de pacientes adultos saudaveis que foram submetidos a
cirurgia de postectomia (MORAVVEJ et al.,, 2009). A cultura de fibroblastos foi
estabelecida a partir da morfologia fusiforme caracteristica dessas células que
apresentam citoplasma ramificado com nucleo eliptico.

Houve o consentimento dos pacientes através da assinatura do Termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE, ANEXO 1) em doar a pele que seria
descartada ap6s a cirurgia e aprovagéo no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Forgas Armadas (CEP/HFA), CAAE: 36534914.0.3001.0025 (ANEXO 2). A
postectomia foi realizada no Hospital das Forgas Armadas e, logo apdés o ato
cirurgico, a pele foi armazenada em tubo Falcon estéril contendo meio DMEM, com
20% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina e estreptomicina e 1% de anti-anti
(antibidtico e antimicético, Gibco®). Posteriormente, em condi¢des de esterilidade, a
pele foi processada em uma camara de fluxo laminar e a cultura primaria foi
estabelecida através da técnica do explante de tecido (COURA, 2004). O tecido foi
lavado uma vez com o DMEM acrescido de SFB, antibidticos e anti-anti e, em
seguida, duas vezes com uma solugao de PBS (tampao fostato de sddio e potassio,
1M, pH 7,4, com 0,8% de NaCl e 0,02% de KCI) acrescido de 1% de anti-anti.

ApOs as lavagens a pele foi fragmentada, com a ajuda de uma pinga e um
bisturi estéril, em pedacos menores e fixados com a ajuda de uma laminula e meio

DMEM acrescido de 20% de SFB em placas de Petri de 40 x 10 mm de didmetro. O
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meio de cultura foi trocado a cada trés dias na primeira semana e a cada dois dias
na semana seguinte. Com o crescimento das células a partir dos fragmentos de
tecido, os fragmentos de pele e a laminula foram retirados e a placa foi cultivada e
replicada. Depois, uma placa de 40 x 10 mm foi tratada com tripsina e as células
recolhidas foram inoculadas em uma placa de 100 x 20 mm (TPP®, Sigma-Aldrich)
em meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 100 U/mL de
penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, e foram incubadas a 5% de CO; e 37°C.
Os experimentos foram feitos entre a quarta e a décima passagem das

células.

3.2.  PREPARO DAS SOLUGCOES DE L-ARGININA.

As solugdes de L- arginina foram preparadas na capela de fluxo laminar, com
agua destilada e autoclavada, nas concentragbes de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM e
6000 uM. Essas concentragdes foram baseadas na concentragao fisiologica de L-
arginina no organismo de 50 a 200 uM (ZANI; BOHLEN, 2005) e na concentragéo de
L- arginina presente no meio de cultura DMEM utilizado para cultivar as células, que

€ de aproximadamente 400 uM.

3.3.  PREPARO DAS SOLUGCOES DE B-CICLODEXTRINA E
HIDROXIPROPIL-3-CICLODEXTRINA.

As solugdes de p-ciclodextrina (Kleptose/Batch: E1048 - fC) e Hidroxipropil-f-
ciclodextrina (Kleptose HPB parenteral grade/ E0237 - HPBC) foram preparadas na
capela de fluxo laminar com meio DMEM nas concentragbes de 1 mM e 2 mM.
Essas concentragbes foram baseadas nas concentragbes de metil-B-ciclodextrina
que super regularam a expressao de colageno e diminuiram a expressao de CAV-1
nos estudos realizados por Lee e colaboradores (LEE et al., 2015).
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3.4. AVALIACAO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE DAS SOLUGOES DE L-
ARGININA EM FIBROBLASTOS HUMANOS.

A viabilidade celular, e a citotoxicidade das solugbes de L-arginina, foi
determinada segundo o método do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio
(MTT). No ensaio de MTT, as desidrogenases presentes nas mitocondrias das
células viaveis sao capazes de clivar o anel de tetrazélio presente no sal brometo de
MTT, de coloracdo amarelada, e formar os cristais de formazana, de coloracéo
azulada. Dessa forma, a quantidade de células viaveis é proporcional a quantidade
de cristais de formazana produzida (MOSMANN, 1983). Foi utilizada uma placa de
96 pocos e, em cada pocgo, foram semeadas 10 mil células com 50 pL de meio
DMEM e 50 yL da solugéo de L-arginina nas variadas concentragdes, exceto nos
pocos utilizados como controle que continha somente o meio de cultura com as
células e, ao invés do tratamento, foi colocado 50 pL de agua destilada e
autoclavada. Apds 72 horas de incubacéo a 37°C e 5% de CO,, foram adicionados
10 uL de MTT (5 mg/mL em solugédo salina tamponada com fosfato — PBS) em todos
0s pocos e a placa foi novamente incubada a 37°C e 5% de CO; por 4 horas. Apds o
periodo de incubacédo foram adicionados, a cada pogo, 100 yL de solugcdo de HCI
0,04 M em isopropanol, para a dissolugéo do sal de formazana (solugéo reveladora
de MTT). A placa foi deixada em agitagéo por 30 minutos a temperatura ambiente e,
em seguida, a absorbancia foi medida a 570 nm. A comparacéo foi feita entre os
valores de absorbancia obtidos nos pogos do controle e nos pogos que receberam o

tratamento com L-arginina.

3.5. EXTRAGCAO DE RNA E VALIDAGCAO DOS PRIMERS PARA
QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DE MMP-1, TIMP-1 E COL1A1
POR RT- PCRaq.

3.5.1. Extragdo de RNA.
Para a extracdo de RNA total todas as vidrarias foram tratadas com solugéo
de dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1% (overnight) e depois foram esterilizadas em

autoclave. As pipetas e a bancada foram descontaminadas com Rnase-Zap
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(Applied) e as ponteiras utilizadas eram livres de Rnase e com filtro. Todos esses
cuidados foram tomados para evitar a contaminagao e degradagao do RNA total.

A extracdo do RNA total das amostras de fibroblastos foi realizada utilizando o
reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com o protocolo estabelecido pelo
fabricante. Apos as 72 h de tratamento das placas incubadas com as solugdes de L-
arginina nas concentragées de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM e 6000 uM, e 24h de
tratamento das placas incubadas com as solugbes de f-ciclodextrina ou
hidroxipropil-p-ciclodextrina a 2 mm ou 1 mM, o meio de cultura foi removido das
placas, estas foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e transferidas para um
banho de gelo. Foram adicionados 2 mL do reagente TRIzol® em cada placa e as
células foram recolhidas com auxilio de um raspador de células em um microtubo.
As células recolhidas, foram acrescentados 200 pL de cloroférmio, a mistura foi
agitada em vortex e foi mantida por 3 minutos em temperatura ambiente (TA).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 9878 xg por 15 minutos a 4°C.
Apés este processo, a mistura foi separada em trés fases: a fase fendlica (inferior),
uma interface proteica e uma fase aquosa superior, onde se encontrava o RNA. A
fase superior foi transferida para um microtubo, onde foram adicionados 500 uL de
isopropanol para promover a precipitagdo do RNA. As amostras foram agitadas em
vortex e mantidas por 10 minutos em TA. Apos este periodo foi realizada uma
centrifugacéo a 9878 xg por 10 minutos a 4°C e o isopropanol foi descartado. 1 mL
de alcool etilico a 75%, gelado foi adicionado para lavagem do pellet, e as amostras
foram novamente centrifugadas a 4082 xg por 5 minutos a 4°C. A solugéao de alcool
etilico a 75% foi descartada e os microtubos foram mais uma vez centrifugados a
4082 xg por 1 minuto a 4°C para a retirada do restante de alcool etilico. O RNA
extraido foi dissolvido em agua tratada com inibidor de RNAse, DEPC a 0,1%.

A concentracdo e pureza do RNA total extraido foram avaliadas com auxilio
do espectrofotdmetro NanoVue™ Plus (GE Healthcare Life Sciences). A
quantificacado foi realizada por medida das absorbéncias das amostras obtidas nos
comprimentos de onda de 260 nm, especifico para quantificacdo de acidos
ribonucleicos, e 280 nm, especifico para quantificacdo de proteinas, e a
contaminagdo das amostras por proteina foi avaliada através da razdo das
absorbéancias a 260 nm e 280 nm (A, /A,5,)- As amostras foram consideradas
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apropriadas quando o valor obtido para a razéo A, /A,q, estava entre 1,7 e 2,2.

A integridade do RNA extraido foi avaliada através do ensaio de eletroforese
em gel de agarose a 1%, para visualizagcdo das bandas 18S e 28S do RNA
ribossdmico. O tampéo Tris/Borato/EDTA (TBE) 0,1 M, pH 8, foi utilizado na corrida
e a tensédo aplicada foi de 90 V. Ao término da eletroforese, as bandas do gel foram

visualizadas em transiluminador sob luz UV.

3.5.2. Tratamento do RNA extraido com a enzima desoxirribonuclease
(Dnase) .

As amostras de RNA total foram tratadas com a enzima DNAse | (Sigma-
Aldrich) com o objetivo de remover contaminagédo por DNA gendmico. Aliquotas das
amostras de RNA total, contendo 0,09 ug de RNA, foram diluidas em um volume
final de 8 yL de agua deionizada tratada com DEPC, ao qual foram adicionados 1 pL
de tampéo de reagéao (Tris/HCI 200 mM, pH 8,3, contendo 20 mM de MgCl;) e 1 pyL
de DNAse |. As amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura
ambiente. A enzima DNAse | foi inativada através da adicdo de 1 yL de tampao de
inativagcao (50 mM de acido etilenodiaminotetracético - EDTA) e por aquecimento a
70°C por 10 minutos.

3.5.3. Desenho dos primers.

As sequéncias dos primers, forward (F) e reverse (R), dos genes do colageno
tipo 1, alfa-1 (COL1A17), metaloproteinase de matriz tipo 1 (MMP-1) e inibidor tecidual
de metaloproteinase de matriz tipo 1 (T/IMP-1) foram obtidas a partir do banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o
programa BLAST. Os seguintes critérios foram adotados para a escolha das
sequéncias dos primers: i) tamanho em torno de 20 nucleotideos, ii) conteudo de
guanina e citosina (GC) entre 50 e 60%, iii) temperatura de anelamento dos pares
proxima e em torno de 60°C, e iv) tamanho do produto de amplificagdo menor que
200 pares de base (bp). A especificidade dos primers foi avaliada por simulagao
computacional no site do UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/)
usando o programa In-Silico PCR. Os primers foram produzidos pela Integrated DNA
Technologies (IDT, USA) (Tabela 1).
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Tabela 1. Descrigdo dos primers usados na amplificagdo dos genes, COL1A1, MMP-1 e TIMP-1.
Primer Sequéncia (5'—3’) Tm (°C) Tamanho
(pares de bases)

COL1A1_F CCCCGAGGCTCTGAAGGTC 61,73
COL1A1_R GGAGCACCATTGGCACCTTT 61,19 131
MMP-1 _F AGAAAGAAGACAAAGGCAAGTTGA 59,05
MMP-1_R CTGAGCCACATCAGGCACTC 60,74 166
TIMP-1_F GAATGCACAGTGTTTCCCTGTTT 60,18
TIMP-1_R GTCCGTCCACAAGCAATGAG 59,20 72

Legenda: Temperatura de Melting (Tm); primer forward (F); primer reverse (R).

3.5.4. Validagao dos primers

A curva de eficiéncia relativa dos primers foi construida com o objetivo de
validar a eficiéncia de cada par de primers para a reagdo de RT-PCRq (Real Time
quantitative Polymerase Chain Reaction), e estabelecer a concentragdo adequada
de RNA total a ser utilizada nas reagdes. A quantidade inicial de RNA total utilizada
foi de 20 ng para os primers dos genes de MMP-1 e TIMP-1, e de 10 ng para os
primers do gene de COL7A71. As amostras foram diluidas com fator de diluicdo 5
para construgdo da curva dos primers dos genes de MPP-1 e TIMP-1; 4,5 pL das
diluicbes foram utilizados nas reacdes, o que correspondeu a quantidades de RNA
de 20 ng; 4 ng; 0,8 ng; 0,16 ng e 0,032 ng. As diluigcbes para construgdo da curva
dos primers do COL1A1 foram realizadas com fator de diluicdo 2; 4,5 pL das
diluicbes foram utilizados nas reacdes, o que correspondeu a quantidades de RNA
de 10 ng; 5 ng; 2,5 ng; 1,25 ng e 0,625 ng. As amostras foram submetidas ao ensaio
de transcricado reversa e amplificagdo por PCR quantitativa no equipamento Applied
Biosystems StepOne Plus™ Real-Time PCR Systems.

As eficiéncias dos primers dos genes de COL1A1, MMP-1 e TIMP-1 foram
comparadas com a eficiéncia dos primers do gene constitutivo, B-ACTINA, a fim de
estabelecer o método adequado de quantificacdo da expressao génica. A inclinagéo
angular da reta (slope), obtida através da equagao de regressao linear, foi utilizada

para calcular a eficiéncia dos primers, de acordo com a seguinte equagao:
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E = 10"slore) y 100

A avaliacdo da especificidade dos primers foi feita através da curva de
dissociagao dos produtos de amplificacdo de cada par de primers.

3.5.5. Quantificacdo relativa

O ensaio de transcricdo reversa e amplificagdo por PCR quantitativa foi
realizado em um unico passo com a utilizagado do kit Power SYBR®Green RNA-to-
CT™1-Step (Applied Biosystems), com o objetivo de quantificar a expressao dos
genes COL1A1, MMP-1, TIMP-1 e B-ACTINA nas amostras tratadas ou ndo com L-
arginina, e COL1A1 e B-ACTINA nas amostras tratadas ou ndo com ciclodextrinas.

As reacbes foram realizadas com volume final de reacdo de 20 pL, sendo
15,5 yL de uma mistura composta por Power SYBR®Green, enzima transcriptase
reversa (RT), primers foward e reverse (5 pMol.uL™"), e 4,5 uL da amostra de RNA
total, que continham 5 ng de amostra. As condigdes de reagéo utilizadas nos
experimentos foram: 30 minutos a 48°C para realizagdo da reacado de transcricao
reversa; 10 minutos a 95°C para ativacdo da enzima DNA polimerase; 40 ciclos de
95°C por 15 segundos para desnaturagédo e 60°C por 1 minuto para anelamento do
primer e extensdo. A curva de dissociacdo foi construida através de ciclos de
dissociagao, 15 segundos a 95°C; anelamento, 15 segundos a 60°C; e dissociagao,
15 segundos a 95°C.

Os valores de Ct (threshold cycle), ciclo no qual o sinal de fluorescéncia
ultrapassa a linha de base, obtidos ao final da RT-PCRq, foram utilizados no calculo

da quantificag&o relativa da expressao génica, utilizando a seguinte formula:
QR = 284¢

Onde:
AACt = ACtamostra — ACtcontrole

— a a
ACtamostra = Ct gene alvo — Ct +ACTINA

— c c
Athontrole = Ct gene alvo — Ct -ACTINA

Ct°® = Ct da amostra de RNA extraido das células do controle.
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Ct? = Ct das amostra de RNA extraidos dos fibroblastos humanos tratadas
com as solugbes de L-arginina, solu¢gdes de p-ciclodextrina ou

hidroxipropil-p-ciclodextrina.

As amostras de RNA total utilizadas nos ensaio de RT-PCRq foram também
submetidas a este ensaio sem utilizagdo da enzima transcriptase reversa com o

objetivo de identificar contaminag&o das amostras por DNA gendmico.

3.6. QUANTIFICACAO DA SINTESE DE COLAGENO NA CULTURA DE
CELULAS.

A quantificagdo da sintese de colageno foi feita a partir de uma reacgédo de
precipitacdo cromogénica entre o colageno e o corante Sirius Red seguida da
mensuragao espectrofotométrica da biossintese dessa proteina. O Sirius Red € um
corante que se liga especificamente a estrutura helicoidal do colageno fibrilar (tipo |
aV).

O tratamento das células com as solugbes de L-arginina foi realizado em
placas de cultura de 100 x 20 mm com 80 a 90% de confluéncia. As células foram
tratadas por 72 h com solugdes de L-arginina nas concentracbes de 800 uM, 1000
uM, 2500 uM e 6000 uM. Ao término deste periodo, o meio de cultura foi recolhido
para a quantificagdo da sintese de colageno. Uma solugdo aquosa saturada de
(NH4)2SO4 (25%) foi adicionada ao meio de cultura recolhido e, apds agitacao
constante por 24h a 4°C, o meio foi centrifugado a 10500 xg por 1 h a 4°C. O pellet
foi ressuspendido em acido acético 0,5 M e a 100 uL desse sobrenadante foi
adicionado 950 uL de Direct Red. O volume total foi agitado em vortex por 5 minutos
e depois foi mantido por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds esse periodo a
amostra foi novamente centrifugada 10500 xg a 4°C por 10 minutos e o pellet foi
dissolvido em 1 mL de hidréxido de potassio 0,1 N. Apds 15 minutos, a leitura da
absorbancia da solucéao foi feita em espectrofotometro no comprimento de onda de
540 nm.
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3.7. AVALIACAO DO EFEITO ESTIMULANTE DA L-ARGININA NA
PRODUGAO DE COLAGENO VIA OXIDO NITRICO.

Os fibroblastos foram cultivados em placa de 35 mm de didmetro, em meio
DMEM suplementado com soro fetal bovino, até atingirem uma confluéncia de 80-
90%. Apods esse periodo, as placas foram tratadas com solugdes de L-arginina na
concentracdo de 1000 uM e ou solugcdo de azul de metileno 12,5 mM por 24h. A
concentragao do azul de metileno, sequestrante de NO, foi baseado nos estudos de
Obayashi e colaboradores (OBAYASHI et al., 2006).

Apos o tratamento, o meio de cultura foi recolhido e a quantificagao da sintese
de colageno foi feita pela precipitagdo com o corante Sirius Red como descrito

anteriormente.

3.8. AVALIACAO DOS NiVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA E OXIDADA NA
CULTURA DE FIBROBLASTOS.

Para avaliagdo da influéncia da L-arginina no status redox das células
(fibroblastos) foi determinada a quantidade relativa das formas de glutationa
reduzida e oxidada (GSH/GSSG). Os fibroblastos foram cultivados em placa de 35
mm de didmetro, em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino, até atingirem
uma confluéncia de 80-90%. Apds esse periodo, as placas foram tratadas com
solugdes de L-arginina nas concentragées de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM ou 6000
uM. Uma das placas foi tratada com meio DMEM, utilizada como grupo controle
(CTRL). Apd6s a incubagao por 72 horas a 37°C e 5% de CO, as células foram
avaliadas quanto ao nivel intracelular de GSH, segundo o método descrito por Hissin
e Hilf com algumas modificagdes (HISSIN; HILF, 1976).

As células foram recolhidas em PBS e centrifugadas a 2684 xg por 7 minutos
a 4°C. O pellet foi ressuspenso em agua gelada e submetido a 3 ciclos de
congelamento a -80°C e descongelamento a 0°C para promover a lise das células.
Para cada mililitro da solugdo foi adicionado 200 pL de solugdo de acido
tricloroacético (TCA) a 30%. As solugbes foram submetidas a centrifugagdo a 2684

xg por 6 minutos a 4°C e depois a 16770 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
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resultante foi utilizado para avaliar os niveis de GSH e GSSG.

Para determinacdo de GSH, as amostras foram colocadas em uma placa de
96 pocos e a elas foram adicionados o tampao fosfato de sddio 0,1 M, pH 8,0,
contendo 5 mM de EDTA, e a solugéo de o-ftalaldeido (OPA) 1 mg/mL, reagente
fluorescente que se liga ao grupo tiol da glutationa livre produzindo um derivado
altamente fluorescente. Apos 15 minutos de reacgéao foi feita a leitura da fluorescéncia
a 350 nm para excitacdo e 420 nm para emissdo. Para determinacao dos niveis de
GSH presentes nas amostras foi necessario utilizar a equagao de regressao linear
da curva de calibragdo obtida plotando-se concentragdo de GSH padrdao (mM)
versus unidades de fluorescéncia.

No caso da GSSG, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por
30 minutos com N-etilmaleimida (NEM). O NEM é um agente capaz de bloquear o
grupo tiol da molécula de glutationa impedindo dessa forma que a glutationa
enddgena oxide durante o ensaio, e para que isso ocorra o pH do meio reacional
deve estar alcalino (pH 12) (BANSAL; JASWAL, 2009; HISSIN; HILF, 1976). Apos
esse tratamento, as amostras foram aliquotadas em uma placa de 96 pocos e a elas
foram adicionados NaOH 0,1 N e a solugcéo de o-ftalaldeido 1 mg/mL. Apds 15
minutos de reacao foi feita a leitura da fluorescéncia a 350 nm para excitacéo e 420
nm para emissao. A intensidade de fluorescéncia produzida pela reacdo de OPA-
GSSG a pH 12 é diretamente relacionada a concentragdo de GSSG (BANSAL,;
JASWAL, 2009).

3.9. AVALIACAO DA ATIVIDADE DA CATALASE

Os fibroblastos foram inoculados na concentracdo de 3 x 10° células em cada
poco de uma placa de 6 pogos, que foi incubada por 24 h para permitir a adesao
celular. As células foram tratadas por 72 h com solugdes de L-arginina nas
concentracdées de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM ou 6000 uM. Ao término deste
periodo, as células foram recolhidas para o ensaio de avaliacdo da atividade da
enzima catalase.

A conversao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular pela
enzima catalase foi medida por acompanhamento da diminuigdo da absorbéncia do
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H,O, no comprimento de onda de 240 nm (AEBI, 1984).

Os fibroblastos dérmicos humanos tratados como descrito anteriormente,
foram recolhidos e submetidos a trés ciclos de congelamento a -80°C e
descongelamento a 0°C para obteng¢do do lisado celular. Uma solugdo 10 mM de
H,O, foi preparada em tampé&o fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8. Uma aliquota de 100

UL do lisado celular foi adicionada a uma solugdo de H,O, no momento

imediatamente anterior a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro, que foi

realizada no modo cinético, por 2 minutos, no comprimento de onda de 240 nm.

3.10. AVALIACAO DA ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE

A avaliacdo da atividade da enzima superdxido dismutase, responsavel por
converter o anion radical superoxido (O2-) em peroxido de hidrogénio (H,0,) e
oxigénio molecular (O,), foi realizada pelo método bioquimico que utiliza o sistema

xantina/xantina oxidase como fonte de Oy:. A redugdo do reagente Nitroblue
Tetrazolium (NBT), com a consequente formacdo de cristais de formazan, foi
utilizada para medir a formagdo do anion radical superéxido. A enzima SOD
compete com o NBT pelo O,", desta forma, a quantidade de SOD presente na
amostra é medida pela porcentagem de inibicdo da redugédo do NBT.

O tratamento das células com as solugbes de L-arginina foi realizado em
placas de cultura de 100 x 20 mm com 80 a 90% de confluéncia. As células foram
tratadas por 72 h com solugdes de L-arginina nas concentracdes de 800 uM, 1000
uM, 2500 uM ou 6000 uM. Ao término deste periodo, as células foram recolhidas
para o ensaio de avaliagao da atividade da enzima superdxido dismutase.

Os fibroblastos dérmicos humanos foram recolhidos e submetidos a trés
ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento a 0°C para obtengao do lisado
celular. Uma solugdo de NBT na concentragao de 60 yM e xantina na concentragao
de 100 pM foi preparada em tampéo fostato de potassio 50 mM, pH 7,8, contendo
0,1 mM de EDTA. Foi adicionado 850 uL da solugédo de NBT 60 uM e xantina 100
MM a 100 pL do lisado celular e da solugdo de SOD. A enzima xantina oxidase
(0,075 U/mL) foi adicionada as amostras no momento imediatamente anterior a
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leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, que foi realizada no modo cinético, por

5 minutos, no comprimento de onda de 560 nm.

3.11. AVALIACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE
METALOPROTEINASES.

A avaliacdo da atividade proteolitica das metaloproteinases foi realizada
através do ensaio de zimografia. O meio de cultivo das células tratadas com as
diferentes solugbes de L-arginina, BC 2 mM ou HPBC 2 mM foi recolhido e
centrifugado por 10 minutos a 3046 xg para remogao de restos celulares.

O gel de acrilamida foi composto por 5 cm de gel de separagdao a 10%,
adicionado de 1% de gelatina, e um gel de concentragao a 5%.

A eletroforese foi realizada com tampao de corrida Tris/Glicina 25 mM, pH 8,3,
contendo 0,1% de SDS. O gel foi submetido a uma pré-corrida de 15 minutos com
tensdo de 100 V antes da aplicagdo das amostras. Estas foram diluidas na razao de
1:1 em tampéo Tris/HCI 0,1M, pH 6,8, glicerol 20%, SDS 4%, e 0,001% de azul de
bromofenol e foram aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada com tensao de 100
V até as amostras ultrapassarem o gel de concentragao, a tensao foi entdo alterada
para 150 V.

ApOs a corrida o gel foi lavado com agua destilada e incubado com solugéo
de Triton X100 a 2% por 1 hora. Posteriormente, a solugdo de Triton X100 foi
removida, o gel foi lavado com agua destilada e incubado com tampao Tris/HCI 50
mM, pH 7,4, contendo CaCl, 10 mM, a 37°C por 24 horas. Ao término do periodo de
incubagéo, o gel foi corado com o corante Comassie Blue R350 diluido em acido
aceético 20% na proporcao de 1:1. O excesso de corante foi removido por lavagem
do gel com solugéo de acido acético 20%. O marcador de proteinas de massa
molecular conhecidas SeeBlue® Pre-Stained Protein Standard (LifeTechnologies) foi

utilizado no ensaio como padréo.

3.12. DETECGCAO DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
POR FLUORESCENCIA.
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A detecgdo da geracdo de espécies reativas foi feita por utilizagdo do 2',7'-
diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), uma sonda estavel lipofilica nao-
fluorescente que atravessa a membrana das células. No interior das células as
enzimas citosolicas (esterases) desacetiam o DCFH-DA e formam a 2'.7'-
diclorofluoresceina (DCFH) que permanece no interior da célula devido a sua
polaridade. As espécies reativas de oxigénio geradas durante a respiragao celular
oxidam o DCFH formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui
fluorescéncia verde, com emissdo em 510-530 nm. Essa fluorescéncia ¢é
proporcional a capacidade oxidativa da célula. Desta forma a intensidade da
fluorescéncia intracelular se torna uma medida dos metabdlitos oxidativos
produzidos pela célula, em particular H,O, (BASS et al., 1983).

Os fibroblastos foram inoculados na concentracdo de 2 x 10° células em cada
poco de uma placa de 6 pogos, que foi incubada por 24 h para permitir a adesao
celular. Apos esse periodo as células foram tratadas por 24 h com solugdes de L-
arginina nas concentragdes de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM ou 6000 uM. Ao término
deste periodo, o meio de cultura foi retirado e as placas foram lavadas
cuidadosamente com PBS. Foi adicionado as células 20 uM de DCFH-DA e elas
foram incubadas a 37° C por 30 minutos. Apos os 30 minutos a placa foi lavada 3
vezes com PBS e as laminas foram montadas para detecgcdo dos niveis de
fluorescéncia, que foi feita no microscépio Zeiss Axion Imager.M2/ AxioCam HRm,

no comprimento de onda de detecg¢ao de 485 nm e de referéncia de 535 nm.

3.13. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos ensaios foram avaliados estatisticamente. Para
verificar se testes parameétricos ou nao-paramétricos deveriam ser empregados,
foram realizados testes preliminares de normalidade da distribuicido amostral e,
quando pertinentes, o teste de variancia one-way ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett para multiplas comparagdes foram utilizados.
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4. RESULTADOS

41. ANALISE DA CITOTOXICIDADE, IN VITRO, DAS SOLUGCOES DE L-
ARGININA EM FIBROBLASTOS HUMANOS

Para verificar a viabilidade celular e a citotoxicidade das solugdes de L-
arginina foi realizado o ensaio de MTT. Nesse ensaio as células viaveis sdo capazes
de clivar o anel tetrazélio do sal brometo de MTT, de coloracdo amarelada, e formar
cristais de formazana, de coloragdo azulada. Apos a reacao foi feita a leitura da
absorbancia a 570 nm e a quantidade de células viaveis foi calculada
proporcionalmente a quantidade de cristais de formazana produzida. A comparacao
foi feita entre os valores de absorbancia obtidos nos pogos do controle e nos pocgos
que receberam o tratamento com L-arginina. O grupo do controle (CTRL) foi o grupo
em que as células foram cultivadas em meio DMEM sem acréscimo de L-arginina e
a leitura da absorbancia a 570 nm desta cultura foi considerada como referente a
100% de células viaveis. De acordo com os resultados obtidos, Figura 7, ndo houve
diferencga significativa entre o numero de células viaveis do grupo CTRL e o numero
de células dos grupos tratados com solugbes de L-arginina nas concentragbes de
800 pM, 1000 puM, 2500 uM ou 6000 uM. S6 houve diferenga significativa entre o
numero de células viaveis dos grupos tratados com solugdo de L-arginina nas
concentracdes de 800 uM e 6000 uM, sendo que para a concentracdo de 6000 uM
houve uma diminuicdo da viabilidade celular, 76,55%, enquanto que para a
concentragao de 800 uM a taxa de células viaveis foi 121,77%. Dessa forma, esses
resultados sugerem que o tratamento das células com solugbes de L-arginina nas
concentracdes de 800 uM, 1000 pM, 2500 M ou 6000 uM por 72h nao foi citotoxico
(Figura 7).

40



150

100+

Viabilidade celular (%)
(3]
(=]
[

Figura 7. Analise da citotoxicidade, in vitro, das solu¢gées de L-arginina, nas diferentes
concentragdes, em cultura de fibroblastos humanos pelo ensaio de MTT.

O grafico representa a médias + SEM de trés replicatas. CTRL, cultura de células em meio DMEM
sem acréscimo de L-arginina. O resultado deste grupo foi considerado como 100% de células viaveis.
Teste estatistico: ANOVA seguida do teste de comparagbes multiplas de Dunnett.

4.2 EXTRAGAO DE RNA E VALIDACAO DOS PRIMERS PARA
QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DE COL1A1, MMP-1 E TIMP-1
POR RT-PCRaq.

4.2.1. Analise da pureza e integridade do RNA extraido.

A pureza do RNA extraido das células tratados ou n&o com L-arginina e
tratados ou n&o com f-ciclodextrina ou hidroxipropil-p-ciclodextrina nas diferentes
concentracdes foi analisada espectrofotometricamente e por analise do material
genético extraido por eletroforese em gel de agarose a 1%. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 8.

A leitura da densidade Optica a 260 nm é utilizada para quantificacédo de
acidos nucleicos, uma vez que os mesmos absorvem radiacdo UV a 260 nm,
enquanto que a leitura da densidade optica a 280 nm é utilizada para estimar a
contaminagdo das amostras por proteinas. As amostras de RNA extraidas das
células tratadas ou n&do com as diferentes concentragdes de L-arginina mostraram
uma razdo Ageo/Azsp variando de 1,78 + 0,05 a 1,89 = 0,01, portanto foram

consideradas puras. A concentragdo de RNA das amostras variou entre 0,92 + 0,03
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e 1,02 £ 0,10 pg/uL (Tabela 2). E as amostras de RNA extraidas das células tratadas
ou ndo com as diferentes concentragbes de p-ciclodextrina ou hidroxipropil-f3-
ciclodextrina mostraram uma razao Azso/Azso variando de 1,91 £ 0,03 a 1,97 + 0,01,
portanto também foram consideradas puras. A concentragdo de RNA das amostras
variou entre 1,25 + 0,08 e 2,10 £ 0,47 ug/uL (Tabela 3).

Tabela 2. Grau de pureza e concentragao final das amostras de RNA extraidas das células

tratadas ou nao com L-arginina.

Amostra Leitura da Leitura da Pureza das Concentragao
densidade densidade amostras — de RNA das
Opticaa 260 Opticaa 280 razdo Azeo/Azso amostras
nm (Azeo) nm (Azs0) (ng/uL)
DMEM 26,65+ 8,35 15,84 5,36 1,78 £ 0,05 0,99 £ 0,62
800 um 15,12+4,45 14,63+0,23 1,79 £ 0,07 0,96 £ 0,01
1000 pM 26,97 £2,76 16,24 £ 1,50 1,82 £ 0,06 1,02 £ 0,10
2500 uM  24,19+0,88 14,11+0,11 1,80 £ 0,05 0,92 £0,03
6000 uM  27,65+0,95 15,66+0,72 1,89+ 0,01 1,02 +£0,02

Tabela 3. Grau de pureza e concentragao final das amostras de RNA extraidas das células
tratadas ou nao com B-ciclodextrina ou hidroxipropil-p-ciclodextrina.

Amostra Leitura da Leitura da Pureza das Concentragao

densidade densidade amostras — de RNA das
Opticaa 260 Opticaa 280 razdo Azso/Azso amostras
nm (Az¢o) nm (Azs0) (ng/uL)

DMEM 43,03 +8,72 22,59+4,77 1,93+0,01 1,69+0,33
BC2 mM 53,69+11,66 28,2916,20 1,94 £ 0,03 2,10+0,47
BC 1 mM 35,03+9,39 18,12+5,01 1,97 £ 0,01 1,37 +£0,36
HPBC2mM 38,94+1,78 19,66+1,39 1,96 £ 0,01 1,56 £ 0,20
HPBC 1 mM 31,53+2,18 16,68+1,42 1,91+£0,03 1,25+ 0,08

Legenda: BC, p-ciclodextrina e HPBC, hidroxipropil-p-ciclodextrina.

A integridade do RNA extraido das culturas de células tratadas ou ndo com L-
arginina nas diferentes concentragcbes ou com as solugdes de p-ciclodextrina ou
hidroxipropil-p-ciclodextrina foi observada através da analise das amostras em
eletroforese em gel de agarose a 1% e observagao das bandas 18S e 28S na Figura
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Figura 8. Avaliagao da integridade do RNA extraido das culturas de fibroblastos tratadas com
as solugdes de L-arginina a partir das bandas 18S e 28S.

As amostras (1 a 29) sdo amostras de RNA extraido das culturas de fibroblastos sendo, as colunas 1
a 3: cultura de fibroblastos cultivados em DMEM (CTRL); colunas 4 a 6: cultura de fibroblastos
tratados com 800 uM de L-arginina; colunas 7 a 9: cultura de fibroblastos tratados com 1000 yM de L-
arginina; colunas 10 a 11: cultura de fibroblastos tratados com 2500 pyM de L-arginina; colunas 12 a
14: cultura de fibroblastos tratados com 6000 uM de L-arginina; colunas 15 a 17: cultura de
fibroblastos tratados com 2 mM de f-ciclodextrina (BC); colunas 18 a 20: cultura de fibroblastos
tratados com 1 mM de BC; colunas 21 a 23: fibroblastos cultura de fibroblastos tratados com 2 mM de
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD); colunas 24 a 26: cultura de fibroblastos tratados com 1 mM de
HPBCD; colunas 27 a 29: cultura de fibroblastos cultivadas em meio DMEM (CTRL).

4.2.2. Analise e validagao dos primers COL1A1, TIMP-1 e MMP-1.

Para testar a eficiéncia dos primers COL1A1, TIMP-1 e MMP-1 foram
construidas curvas de diluicdio em série do RNA total extraido da cultura de
fibroblastos humanos. Para a curva do COL71A1 o fator de diluicdo foi 2 e a
quantidade inicial de RNA foi 10 ng, para os demais primers o fator de diluicao foi 5
e a quantidade inicial de RNA foi 30 ng. O primer da S-ACTINA ja havia sido validado
por outro grupo do Laboratério de Farmacologia Molecular (MARTINI, 2013) (Figura
9). As curvas obtidas para os primers de COL1A1, TIMP-1 e MMP-1 estao
representadas nas Figuras 10, 11 e 12.
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Figura 9. Curva padrao dos gene B-ACTINA.
Curva padrao do gene B-ACTINA construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNA total de

células mensagias humanas imortalizadas. Extraido de (MARTINI, 2013).
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Figura 10. Curva padrao do gene COL1A1.
Curva padrédo do gene COL1A1 construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNA total de
fibroblastos dérmicos humanos.
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Figura 11. Curva padrao do gene VIMP-1.
Curva padrdao do gene MMP-1 construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNA total de
fibroblastos dérmicos humanos.
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Figura 12. Curva padrao do gene TIMP-1.
Curva padrao do gene TIMP-1 construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNA total de
fibroblastos dérmicos humanos.

Os valores da inclinagdo angular da reta (slope), do ponto de intersecgéo no
eixo y (y-intercept), que reflete o limite de detecgéo tedrica da reagéo, do coeficiente
de correlagao linear (r) e da eficiéncia estao representados na Tabela 4. O valor do
slope foi utilizado para calcular a eficiéncia dos primers. Os primers em estudo
apresentaram eficiéncia entre 90 e 110%, adequando-se aos critérios estabelecidos
para a qualidade da reacao. As eficiéncias dos primers COL1A1, MMP-1 e TIMP-1
foram comparadas com a eficiéncia do primer da B-ACTINA e, como a variagao
obtida entre as eficiéncias dos primers dos genes alvo e do gene constitutivo foi
menor que 10%, o método de quantificagdo relativa pelo calculo do 222¢ foi

escolhido para realizar a analise da expressao relativa dos genes em estudo.
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Tabela 4. Pardmetros de validagao obtidos no teste de eficiéncia do primer 8-ACTINA, COL1A1,
MMP-1 e TIMP-1.

Genes alvo Gene
constitutivo

COL1A1 MMP-1  TIMP-1  B-ACTINA
(MARTINI,
2013)

Inclinagao da reta (slope, -3,330 -3,377  -3,212 -3,384
)

Y-intercept (b) 30,68 30,60 22,55 28,227

Coeficiente de correlacao 0,996 0,998 0,999 0,999
linear (r)

Eficiéncia (%) 99,66 97,75 104,80 97,48

Parametros analisados
(y=ax+Db)

A especificidade da formacdo do produto de amplificagdo de cada um dos
primers foi avaliada através da curva de dissociagdo (curva de melting) destes

produtos (Figura 13). A curva de dissociagao dos produtos de amplificagao reflete a

mudanca na fluorescéncia quando ha dissociacdo da dupla fita de DNA devido ao
aumento na temperatura. A partir desta curva € determinada a temperatura de

melting (Tm), que € a temperatura na qual 50% do produto de amplificagao

apresenta-se como fita dupla e os outros 50% apresentam-se como fita simples.

Cada produto de amplificacdo apresenta uma Tm especifica, desta forma, a

especificidade dos primers para os produtos de amplificagdo dos genes em estudo &
indicada pela formacédo de um unico pico na curva de dissociagdo, o que pode ser

observado para todos os primers testados.
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Figura 13. Verificagdo da especificidade dos pares de primers a partir da curva de dissociagao
(curva de melting) dos produtos de amplificagao.

A) pares de primers da B-ACTINA; B) pares de primers do COL1A1; C) pares de primers da MMP-1 e
D) pares de primers do TIMP-1.
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4.3. ANALISE DO EFEITO DA SOLUGAO DE L-ARGININA, EM DIFERENTES
CONCENTRAGCOES, NA EXPRESSAO GENICA DO COL1A1, MMP-1 E
TIMP-1.

A expressao génica do colageno tipo 1 (COL1A1), da metaloproteinase de
matriz tipo 1 (MMP-1) e do inibidor tecidual da metaloproteinase de matriz tipo 1
(TIMP-1) foi avaliada em fibroblastos dérmicos humanos na presenca e na auséncia
de L-arginina. O tratamento foi feito por 72 h com as diferentes concentracdes das
solugdes de L-arginina. O grupo controle (CTRL) foi apenas cultivado em meio
DMEM (Sigma-Aldrich).

A expressao relativa do COL1A1 nos fibroblastos tratados com as diferentes
concentragdes de L-arginina foi avaliada com relagdo a expressdo desse gene no
grupo CTRL. Apds o tratamento com a solugdo de L-arginina na concentracdo de
800 uM houve uma diminuigdo na expresséo relativa do RNA mensageiro (RNAm)
do COL1A1, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. Ja os
tratamentos com as demais concentragdes das solu¢des de L-arginina promoveram
um aumento na expressao relativa do RNAm do COL71A7. As solugdo de L-arginina
nas concentragées de 1000 uM, 2500 uM e 6000 yM promoveram um aumento
médio na expressao de COL1A1 de 16 vezes, 27 vezes e 45 vezes, respectivamente
(Figura 14).
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Expressao relativa do RNAm do COL1A1

Figura 14. Expressdo relativa do RNAm do COL7A1 em fibroblastos dérmicos humanos
tratados com L-arginina.

A cultura de fibroblastos humanos foi tratada por 72 h com solugdes de L-arginina nas concentragdes
de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM e 6000 uM. A expressdo do RNAm do gene do COL171A1 foi
normalizada pela expressdo do RNAm do gene da B-ACTINA. Os resultados sdo apresentados como
média £+ SEM da expressao génica relativa do RNAm do COL71A1 das amostras tratadas comparadas
com a do controle de 3 experimentos distintos. CTRL, células cultivadas somente em meio DMEM. *p
< 0,05; ANOVA seguida do teste de comparacdes multiplas de Dunnett.

Em relagcdo a expressao relativa da MMP-1, houve um aumento médio de
6,7 vezes no grupo tratado com a solu¢do de L-arginina na concentragdo de 6000
MM em relacdo a expressdo desse gene no grupo CTRL. A expresséo relativa da
MMP-1 no grupo tratado com a solugéo de L-arginina 6000 uM foi significativamente
maior comparada a todos os outros grupos, exceto ao grupo tratado com a solugao
de L-arginina 1000 uM (Figura 15).
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Figura 15. Expressao relativa do RNAm da MMP-1 em fibroblastos humanos tratados com L-
arginina.

A cultura de fibroblastos humanos foi tratada por 72 h com solugbes de L-arginina nas concentragdes
de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM e 6000 uM. A expressdo do RNAm do gene da MMP-1 foi normalizada
pela expressao do RNAm do gene da B-ACTINA. Os resultados sdo apresentados como média +
SEM da expressao génica relativa do RNAm da MMP-1 das amostras tratadas comparada com a do
controle (CTRL), células que foram cultivadas somente em meio DMEM. *p < 0,05; ANOVA seguida
do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

Os resultados obtidos para a expressao relativa do TIMP-1 mostraram que
houve uma diminuicdo média de 45% na expressdo de TIMP-1 quando os
fibroblastos humanos foram tratados com a solugdo de L-arginina na concentragéo
de 6000 pyM em relagcdo ao grupo CTRL. No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre os demais tratamentos (Figura 16).

51



1.5+

lativa do RNAm do TIMP-1
*

1.0+
T
*
-I—-
0.5+
2
o
D
3 0.0~ 1 1 1
-SSR
N v ©

Figura 16. Expresséo relativa do RNAm do TIMP-1 em fibroblastos humanos tratados com L-
arginina.

A cultura de fibroblastos humanos foi tratada por 72 h com solugdes de L-arginina nas concentragdes
de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM e 6000 uM. A expressdo do RNAm do gene do TIMP-1 foi normalizada
pela expressao do RNAm do gene da B-ACTINA. Os resultados sdo apresentados como média +
SEM da expresséao génica relativa do RNAm do TIMP-1 das amostras tratadas comparadas com a do
controle (CTRL), células que foram cultivadas somente em meio DMEM. *p < 0,05; ANOVA seguida
do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

4.4. QUANTIFICACAO DA SINTESE DE COLAGENO NA CULTURA DE
CELULAS.

Apos o tratamento por 72 horas com as diferentes concentragbes de L-
arginina o meio de cultura foi recolhido e submetido a reagdo de precipitacéo
cromogénica com o corante Sirius Red, seguida da mensuragdo fotométrica que é
proporcional a quantidade de colageno fibrilar sintetizado.

Observa-se uma tendéncia de aumento na sintese de colageno apds o
tratamento das células com as solugbes de L-arginina nas concentragdes de 1000

uM, 2500 uM e 6000 uM comparado ao grupo controle (Figura 17).
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Figura 17. Quantificagdo de colageno nas culturas de fibroblastos tratados com L-arginina.
A cultura de fibroblastos humanos foi tratada por 72 h com solugdes de L-arginina nas concentragdes

de 800 uM, 1000 uM, 2500 uM e 6000 uM. A quantificagdo de colageno foi feita pelo método da
reagdo com o corante Sirius Red, com leitura da absorbancia a 540 nm. Teste estatistico. ANOVA
seguida do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

4.5. AVALIACAO DO EFEITO ESTIMULANTE DA L-ARGININA NA
PRODUGAO DE COLAGENO VIA OXIDO NITRICO.

De acordo com o resultado da quantificagcdo da sintese de colageno pelo
método da reacdo com o corante Sirius Red, o tratamento com solugdes de L-
arginina com concentragdes a partir de 1000 uM aumentou a sintese de colageno.
Diante desse resultado a concentracdo de 1000 uM foi escolhida para a avaliagao do
efeito estimulante da L-arginina na produg¢do de colageno via 6xido nitrico, através
do tratamento com o azul de metileno 12,5 mM.

O tratamento com a solugdo de L-arginina 1000 uM e com o azul de
metileno 12,5 mM aumentou a sintese de colageno em aproximadamente 103%
comparado ao grupo controle. O tratamento apenas com o azul de metileno 12,5 mM
aumentou a sintese de colageno em aproximadamente 170% comparado ao grupo

controle (Figura 18).
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Figura 18. Quantificagdo de colageno nas culturas de fibroblastos tratados com L-arginina e
azul de metileno.

A cultura de fibroblastos humanos foi tratada (+) por 24 h com solu¢gdes de L-arginina na
concentragdo de 1000 uM e de azul de metileno a 12,5 mM. A quantificagcdo de colageno foi feita pelo
método da reagao com o corante Sirius Red, com leitura da absorbancia a 540 nm. *p < 0,05; ANOVA
seguida do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

4.6. ANALISE DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) E
OXIDADA (GSSG) NA CULTURA DE FIBROBLASTOS.

Uma forma de verificar o status redox nas células é através da quantidade
relativa das formas de glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG), uma vez que
essa relagdo é um determinante critico no equilibrio redox das células. Em
condigdes normais o par redox da glutationa esta presente nas células de mamiferos
em concentragcdes entre 1 e 10 mM, com a forma reduzida (GSH) predominante
sobre a forma oxidada (PASTORE et al., 2003).

A partir da reacédo do lisado das células com o reagente o-ftaldeido e a
leitura da fluorescéncia a 350 nm para excitagao e 420 nm para emissao foi possivel
determinar os niveis de GSH e GSSG nas células que receberam tratamentos com
diferentes concentra¢des de L-arginina (Figuras 19 e 20 ) e a relagdo GSH/GSSG
(Figura 21).
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O tratamento com as diferentes concentragdes de L-arginina nao alterou
significativamente a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) comparado ao
controle. No entanto, o tratamento com as solugdes de L-arginina nas concentragdes
de 800 uM e 2500 pM diminuiu significativamente a concentragdo da glutationa
oxidada (GSSG). Quando observamos a relacdo GSH/GSSG, para todos os

tratamentos a relacdo foi menor que 1, mostrando que a quantidade de GSSG
prevalece em relagéo a quantidade de GSH (Figura 21).
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Figura 19. Concentragcdo de GSH determinada no lisado dos fibroblastos tratados com
diferentes concentragdes de L-arginina.

Os fibroblastos foram tratados com diferentes concentragdes de L-arginina e, apds a reagdo com o-
ftaldeido, a leitura da fluorescéncia foi feita a 350 nm para excitagcdo e 420 nm para emissdo. O

grafico representa média + erro da média, n = 3. Teste estatistico: ANOVA seguida do teste de
comparagdes multiplas de Dunnett.
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Figura 20. Concentragdo de GSSG determinada no lisado de fibroblastos tratados com
diferentes concentragdes de L-arginina.

Os fibroblastos foram tratados com diferentes concentragdes de L-arginina e, apds a reagdo com o-
ftaldeido e leitura da fluorescéncia a 350 nm para excitagdo e 420 nm para emissdo. O gréfico

representa média + erro da média; n = 3. *p < 0,05; ANOVA seguida do teste de comparacodes
multiplas de Dunnett.
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Figura 21. Relagdo GSH/GSSG nos fibroblastos tratados com as diferentes concentrag¢ées de
L-arginina.

Os fibroblastos foram tratados com diferentes concentragdes de L-arginina e, apds a reagdo com o-
ftaldeido e leitura da fluorescéncia a 350 nm para excitacdo e 420 nm para emissdo. O gréfico
representa média da relagdo GSH/GSSG  erro da média; n = 3. Teste estatistico: ANOVA seguida
do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.
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4.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE DA CATALASE.

A atividade da catalase, enzima responsavel por catalisar o H;O, em
oxigénio molecular e agua, foi verificada através do monitoramento por
espectrofotometria da taxa de decomposicdo do peroxido de hidrogénio no
comprimento de onda de 240 nm (WEYDERT; CULLEN, 2010).

Os resultados apresentados estdo em porcentagem de atividade da
catalase, sendo que a atividade da enzima no grupo controle (CTRL) foi considerada
como 100%. O tratamento com as solugbes de L-arginina nas concentragdes de 800
uM e 2500 uM aumentou a atividade da catalase em aproximadamente 104% e

49%, respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Avaliagao da atividade da catalase em fibroblastos apés o tratamento com as
diferentes concentragdes de L-arginina.

Os fibroblastos foram tratados por 72 h com diferentes concentragdes de L-arginina e, apdés o
tratamento, o lisado celular foi utilizado para avaliar a atividade da enzima catalase através do
monitoramento do consumo de H,O, 10 mM em espectrofotdbmetro a 240 nm. O grafico representa
média + erro da média, n = 3. *p < 0,05; ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de
Dunnett.
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4.8. AVALIACAO DA ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD).

A atividade da superoxido dismutase, enzima responsavel por converter o
anion radical superoxido (O.-) em perdxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio
molecular (O,), foi determinada pela redugéo do reagente Nitroblue Tetrazolium
(NBT) e pelo uso do sistema xantina/xantina oxidase como fonte de O;:. Os
resultados estdo representados em porcentagem da atividade da SOD em relagao
ao grupo controle (CTRL) que teve a atividade da SOD considerada como 100%. O
tratamento com a solug&o de L-arginina 6000 uM aumentou a atividade da SOD em

aproximadamente 36% (Figura 23).
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Figura 23.Avaliagdo da atividade da superéxido dismutase em fibroblastos apés o tratamento
com as diferentes solugdes de L-arginina.

Os fibroblastos foram tratados por 72 h com diferentes concentragdes de L-arginina e, apés o
tratamento, o lisado celular foi utilizado para avaliar a atividade da enzima SOD através da redugao
do NBT. O grafico representa média + erro da média, n = 3. *p < 0,05; ANOVA seguida do teste de
comparagdes multiplas de Dunnett.

4.9. AVALIACAO DA ATIVIDADE DE METALOPROTEINASES (MMP)
APOS O TRATAMENTO COM AS DIFERENTES CONCENTRAGCOES DA
SOLUGCAO DE L-ARGININA.

A atividade da metaloproteinase foi avaliada a partir da visualizagédo da
atividade proteolitica dessas enzimas no gel de poliacrilamida acrescido de gelatina
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a 1%. Esse ensaio de zimografia que utiliza a gelatina como substrato é utilizado
para avaliagdo da atividade das gelatinases MMP-2 e MMP-9.

O tratamento com as diferentes concentracbes das solu¢des de L-arginina
ndo alterou a atividade da forma ativa da MMP-2 comparado ao grupo controle
(Figuras 24 e 25).

1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C O5A 5B 65C

Figura 24. Zimografia para avaliagdo da atividade de metaloproteinase (MMP).
Os meios de cultivo dos fibroblastos tratados com as diferentes concentragbes das solugbes L-

arginina foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida com 1% de gelatina. 1A, 1B, 1C
correspondem as amostras de controle; 2A, 2B, 2C as amostras tratadas com 800 uM de L-arginina;
3A, 3B, 3C as amostras tratadas com 1000 uM de L-arginina; 4A, 4B, 4C as amostras tratadas com
2500 uM de L-arginina e 5A, 5B, 5C as amostras tratadas com 6000 uM de L-arginina. A banda de 65
KDa corresponde a MMP-2 ativa.
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Figura 25. Densidade relativa da banda correspondente &8 MMP-2 ativa.

Densidade relativa das bandas da MMP-2 ativa no gel de zimografia. A intensidade das bandas do gel
de zimografia foram quantificadas pelo programa ImageJ através da ferramenta integrated density. O
grafico representa média + erro da média. Teste estatistico: ANOVA seguida do teste de
comparagdes multiplas de Dunnett.
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4.10. AVALIACAO DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
POR FLUORESCENCIA APOS O TRATAMENTO COM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DA SOLUGCAO DE L-ARGININA .

ApoOs o tratamento das células com as diferentes solugdes de L-arginina, a
geracéo de espécies reativas de oxigénio foi determinada pela detecgédo dos niveis
de fluorescéncia da diclorofluoresceina oxidada no comprimento de onda de
deteccao de 485 nm e de referéncia de 535 nm.

Foi possivel observar um aumento na geragcdo de espécies reativas de
oxigénio apds o tratamento das células com as solugbes de L-arginina nas
concentragdes de 1000 uM, 2500 uM e 6000uM, sugerindo um aumento do estresse

oxidativo com esses tratamentos (Figuras 26 e 27).
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Figura 26. Avaliagdo do estresse oxidativo através da fluorescéncia da diclorofluoresceina
oxidada.

As espécies reativas de oxigénio oxidam a DCFH em DCFoxi, que possui fluorescéncia verde. Essa
fluorescéncia foi detectada no comprimento de onda de detecgdo de 485 nm e é proporcional a
capacidade oxidativa da célula. (A) amostra controle, (B) células tratadas com 800 uM de L-arginina,
(C) células tratadas com 1000 uM de L-arginina, (D) células tratadas com 2500 uM e (E) células
tratadas com 6000 uM L-arginina. Objetiva de 20x.
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Figura 27. Avaliagdo da geracido de espécies reativas de oxigénio por fluorescéncia apés o
tratamento com diferentes concentragées da solugdo de L-arginina.

Os fibroblastos foram tratados com diferentes concentragbes de L-arginina e, apds 24 h foram
tratadas com DCFH que é oxidada pelas espécies reativas de oxigénio a DCFoxi. A fluorescéncia
deste composto foi detectada no comprimento de onda de detecgdo de 485 nm e é proporcional a
capacidade oxidativa da célula. A intensidade da fluorescéncia foi medida pelo programa Imaged
através da integrated density. O grafico representa média + desvio padrdo da média. *p < 0,05;
ANOVA seguida do teste de comparag¢des multiplas de Dunnett.

411. ANALISE DO EFEITO DA B-CICLODEXTRINA (BC) E
HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA (HPBC), NA EXPRESSAO GENICA
DO COL1AT.

A expressao relativa do COL7A1 nos fibroblastos tratados por 24 horas com
meio DMEM acrescido de p-ciclodextrina ou hidroxipropil-p-ciclodextrina nas
concentragdes de 1 mM e 2 mM foi avaliada com relagéo ao grupo controle (CTRL)
que foi incubado apenas com meio DMEM.

O tratamento dos fibroblastos humanos com B-ciclodextrina 1 mM e 2 mM nao
alterou a expresséao relativa do COL1A1. Ja o tratamento com a hidroxipropil-p-
ciclodextrina 1 mM ou 2 mM reduziu a expressao relativa do COL7A7 em

aproximadamente 44% comparado ao grupo controle (Figura 28).
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Figura 28. Expresséo relativa do RNAm do COL7A1 em fibroblastos humanos tratados com §-
ciclodextrina (g C) ou hidroxipropil-p-betaciclodextrina (HP@ CD).

A cultura de fibroblastos humanos foi tratada por 24 h com meio DMEM acrescido de B-ciclodextrina
(BC) ou hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) nas concentragdes de 2 mM e 1 mM. A expressédo do
RNAm do gene do COL1A1 foi normalizada pela expressdo do RNAm do gene da B-ACTINA. Os
resultados sdo apresentados como expressao génica relativa do RNAm do COL71A1 das amostras
tratadas comparada com a do controle (CTRL), células que foram cultivadas somente em meio
DMEM. *p < 0,05; ANOVA seguida do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

4.12. AVALIACAO DA ATIVIDADE DE METALOPROTEINASES (MMP)
APOS O TRATAMENTO COM B-CICLODEXTRINA E HIDROXIPROPIL-f-
CICLODEXTRINA.

Apos o tratamento com as solugbes de f-ciclodextrina 2 mM ou
hidroxipropil-p-ciclodextrina 2 mM foi possivel observar a atividade da forma pro-
ativa da metaloproteinase 2 (pro-MMP-2) em todos os grupos, inclusive no grupo
controle. Sendo que o grupo tratado com a solugdo de p-ciclodextrina 2 mM
apresentou uma maior atividade da pro-MMP-2. Em relacdo a atividade da forma
ativa da metaloproteinase 2 (MMP-2), foi possivel observar uma maior banda para
os grupos tratado com a p-ciclodextrina 2 mM e com a hidroxipropil-B-ciclodextrina 2
mM (Figuras 29 e 30).
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Figura 29. Avaliagao da atividade de metaloproteinase (MMP) por zimografia.

Os meios de cultivo dos fibroblastos tratados com as solugdes de C a 2 mM ou HPBC a 2 mM foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida com 1% de gelatina. Na figura, 1A, 1B e 1C
correspondem ao grupo controle; 2A, 2B e 2C correspondem ao grupo tratado com C a 2 mM; e 3A,
3B e 3C correspondem ao grupo tratado com HPBC a 2 mM. A banda de 72 KDa corresponde a pro-
MMP-2 e a banda de 67 KDa a MMP-2 ativa.
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Figura 30. Densidade relativa da banda de pr6-MMP-2 e da banda de MMP-2 ativa.

A) densidade relativa das bandas da pr6o-MMP-2 no gel de zimografia; B) densidade relativa das
bandas da MMP-2 ativa no gel de zimografia. A intensidade das bandas do gel de zimografia foram
quantificadas pelo programa ImageJ através da integrated density. O grafico representa média + erro
da média. *p < 0,05; ANOVA seguida do teste de comparagbes multiplas de Dunnett.
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5. DISCUSSAO

O colageno ¢ a proteina mais abundante da pele, correspondendo a 85-90%
do peso seco da pele, sendo o colageno fibrilar tipo | 0 mais proeminente da derme
(EGBERT et al., 2014; TANG et al., 2013). Junto com o colageno fibrilar tipo | estao
os colagenos fibrilares tipo Ill e V, que formam as fibras maiores de colageno e a
rede fibrilar, garantindo a resisténcia e tracdo da derme (TANG et al., 2013). A
homeostase do colageno, processo complexo composto por varias etapas como
sintese, degradagdo e absor¢dao do colageno celular é regulada principalmente
pelos fibroblastos (EGBERT et al.,, 2014). Durante o envelhecimento, ocorre uma
diminuicdo do numero de fibroblastos e, consequentemente, da quantidade do
colageno dérmico, que diminui numa taxa de 1% ao ano (TANG et al., 2013). Além
disso, as fibras remanescentes de colageno ficam desorganizadas e fragmentadas,
0 que prejudica a produtividade e funcionalidade dos fibroblastos (EGBERT et al.,
2014; TANG et al., 2013).

Por ser o principal constituinte do tecido conjuntivo e, assim, estar relacionado
a fungdes de resisténcia e protecdo do corpo, é importante estudar as alteragcbes do
colageno com o passar dos anos de vida. A molécula de colageno tem em sua
estrutura alguns aminoacidos que estao presentes em todos os subtipos, como
glicina, que corresponde a um terco da molécula de colageno, e prolina e
hidroxiprolina, que sdo os segundos maiores componentes, correspondendo a 23%
da molécula de colageno. A hidroxiprolina € resultante da hidroxilagéo translacional
da prolina pela prolil hidroxilase (BARBUL, 2008; IGNATEVA et al., 2007; SIDDIQI,
ZARGAR, 2014).

O precursor para a sintese de prolina pode ser proveniente do ciclo da ureia,
onde a arginina é convertida em ornitina pela agdo da arginase, e a ornitina, por sua
vez, €& transformada em semialdeido y-glutdmico, pela agdo da ORN-y
aminotransferase. A partir do semialdeido y- glutdmico ocorre a produgéo de prolina
que, junto com seu derivado, correspondem a segunda maior parte da molécula de
colageno (BARBUL, 2008). A arginina, além de poder ser metabolizada pelo ciclo da
ureia, também pode ser metabolizada pelo ciclo da oxido nitrico sintetase,

funcionando como precursora de 6xido nitrico. O NO também pode estar relacionado
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com a sintese de colageno e uma possivel via para isso € o aumento da expresséo
da chaperona Hsp47, que interage com a molécula de pro-colageno, participando do
seu processo de dobramento, montagem e transporte (OBAYASHI et al., 2006). As
proteinas de choque térmico (heat shock proteins — Hsp) s&o chaperonas super-
reguladas em situagbes de estresse celular e atuam mantendo a homeostase e
integridade proteica das células. A Hsp47 € uma chaperona molecular especifica de
colageno que se liga de forma transitéria a molécula de pro-colageno sintetizada no
reticulo endoplasmatico rugoso e a tripla hélice de colageno, sendo indispensavel
para a secregao, processamento e formagao das fibras de colageno (KAWASAKI et
al., 2015; MALA; ROSE, 2010).

Ham e colaboradores mostraram que a aplicagao tépica de NO incorporado
em nanoparticulas aumentou a cicatrizagao de feridas em camundongos através da
migragdo celular e da deposicdo de colageno. Apds o tratamento com
nanoparticulas de NO eles observaram um aumento significativo no numero de
fibroblastos e na expressado génica de COL1A71 e COL3A1. Esses dados mostram
que o NO pode estar envolvido tanto no recrutamento de fibroblastos quanto na
producdo de colageno, através de mecanismos interligados que resultam numa
melhora da cicatrizacdo de feridas. Além disso, o NO pode contribuir para o
recrutamento de fatores de angiogenese, como TGF-$ e fator de crescimento
endotelial vascular. O TGF-f por sua vez esta envolvido na produgao de colageno,
principalmente tipos | e lll, e € um potente inibidor de MMP-1, 3 e 9 e promotor da
sintese de TIMP-1, inibindo dessa forma a degradacédo do colageno (HAN et al.,
2012).

Dessa forma, a arginina pode contribuir para o aumento da produgao de
colageno por duas possiveis vias. A fim de verificar a influéncia da L-arginina na
sintese de colageno, as culturas de fibroblastos humanos foram submetidas ao
tratamento com diferentes concentragdées de L-arginina por 72 h. Inicialmente foi
verificada a citoxicidade das solugbes de L-arginina através do ensaio de MTT.
Como observado na Figura 7, ndo houve diferenca significativa entre o numero de
células viaveis quando estas foram cultivadas somente em meio DMEM e de
culturas onde as células foram tratadas com as diferentes concentragdes da solugao

de L-arginina. No entanto, a cultura tratada com solugéo de L-arginina a 800 uM
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apresentou um aumento significativo do numero de células viaveis quando
comparada com a cultura que recebeu tratamento com a solugdo de L-arginina de
6000 uM. Fujiwara e colaboradores (2014) mostraram que o tratamento com L-
arginina na concentragcdo de 6000 uM por 12 e 24 horas aumentou a proliferacao de
fibroblastos e que a privagao de L-arginina aumentou a apoptose (FUJIWARA et al.,
2014). Os resultados deste trabalho sugerem que o tratamento por 72 h com solugao
de L-arginina a 6000 uM ja comeca a se tornar tdxica para os fibroblastos.

ApOs a avaliagdo da citotoxicidade das solugdes de L-arginina o préximo
passo foi observar a influéncia da L-arginina na expressdo do RNAm do COL17AT,
MMP-1 e TIMP-1 por RT-PCRg. O que se observou foi um aumento significativo na
expressdo do RNAm do COL71A1 em todos os tratamentos com as solug¢des de L-
arginina, exceto na concentragdo de 800 uM. Somado a isso, quando da analise da
influéncia da L-arginina na produgdo de colageno, os resultados mostraram que
houve uma tendéncia de aumento na quantidade de colageno sintetizada pelas
células quando estas foram tratadas com as solugbes de L-arginina nas
concentracdes de 1000 uM, 2500 uM e 6000 uM, o que corrobora com os resultados
observados na expressdo do RNAmM de COL1A1 apds o tratamento com as solugdes
de L-arginina nas mesmas concentragdes. O tratamento com L-arginina pode ter
aumentado os niveis de NO nos fibroblastos, uma vez que a L-arginina € uma
molécula doadora de NO. Ham e colaboradores mostraram que o NO pode
aumentar a expressao de COL7A1 e, consequentemente, a deposicdo de colageno
(HAN et al., 2012).

Em relagdo a expressdo do RNAm de MMP-1 e TIMP-1, apenas o tratamento
com a solugéo de L-arginina na concentragao de 6000 uM resultou em um aumento
significativo na expressdo do RNAm de MMP-1 e uma diminuigdo significativa na
expressdao do RNAm de TIMP-1. Os demais tratamentos ndo provocaram alteragoes
significativas na expressdo do RNAm de MMP-1 e TIMP-1 em relag&o a cultura de
células cultivadas somente em DMEM. Esses dados sugerem que a tendéncia de
aumento na sintese de colageno n&o foi causada pela diminuigdo da expresséo da
MMP-1 e pelo aumento da expressédo de TIMP-1. Apesar de haver um aumento na
expressdo do RNAm de MMP-1 e uma diminuicdo do RNAm de TIMP-1 com o

tratamento na concentragcao de 6000 uM, a expressao do RNAmM de COL7A1 ainda
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foi maior nesse grupo e nos outros grupos que receberam o tratamento nas
concentracdées de 1000 uM e 2500 uM quando comparada a cultura que nao
recebeu suplementagdo de L-arginina. Nao foram encontrados dados na literatura
para comparagao desse efeito. O que ja foi demonstrado € que em casos de fibrose
renal ocorre uma diminuigdo na expressao de MMP e aumento de TIMP quando ha
aumento da expressao de colageno (WANG et al., 2013), o que nao foi observado
neste estudo.

A atividade enzimatica da MMP-2, gelatinase envolvida no processo de
degradagdo do colageno, também foi avaliada pelo ensaio de zimografia. O
tratamento com as diferentes concentragdes de L-arginina ndo promoveu nenhuma
alteragdo na atividade da MMP-2 ativa (Figuras 24 e 25). Esses resultados sugerem
que o aumento na expressdao do RNAmM de COL7A171 apds o tratamento com as
solugbes de L-arginina ndo foi acompanhado pela inibicdo ou exacerbagdo da
degradacgao de colageno.

A L-arginina pode ser um precursor necessario para a sintese de L-prolina e
L-ornitina e também substrato exclusivo para a Oxido nitrico sintetase (NOS)
(DURANTE; JOHNSON; JOHNSON, 2007; RAYNAUD-SIMON et al., 2012). Dessa
forma, pode estar envolvida no aumento da produgdo de colageno por uma dessas
duas vias. Como a arginase, enzima central do ciclo da ureia, pode ser expressa em
tecidos extra-hepaticos, pode haver uma competicdo pelo substrato da L-arginina
entre a arginase e a NOS (DURANTE et al., 2007; RAYNAUD-SIMON et al., 2012;
WIJNANDS et al., 2014).

Para avaliar se 0 aumento na sintese de colageno apds o tratamento com a L-
arginina, doador de oxido nitrico, ocorreu via NOS, o efeito estimulante da L-arginina
foi avaliado na presenga do azul de metileno, um sequestrante de NO. Apés o
tratamento por 24 h com a solugdo de L-arginina na concentragdao de 1000 uM,
concentragdo em que ja havia sido observado um aumento na sintese de colageno,
na presenga ou auséncia de 12,5 mM de azul de metileno, o colageno foi
quantificado pelo método com o corante Sirius Red. Tratamentos por mais de 24 h
com o azul de metileno 12,5 mM deixavam as células inviaveis, ndo sendo, portanto,

possivel reproduzir o ensaio de 72 h. Nao houve diferenga significativa na expressao
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de colageno apd6s o tratamento por 24 h s6 com a solugdo de L-arginina na
concentragéo de 1000 uM, diferente do mesmo tratamento feito por 72 h (Figura 17).

O resultado mostra que o tempo de 24h foi insuficiente para promover ou para
observar o aumento na sintese de colageno. Em contrapartida, houve uma
tendéncia de aumento na expressdo de colageno quando os fibroblastos foram
tratados com a solugdo de L-arginina na concentracdo de 1000 pM e o azul de
metileno 12,5 mM. O grupo que foi cultivado em meio DMEM com uma concentragao
basal de L-arginina e tratado somente com o azul de metileno 12,5 mM apresentou
um aumento significativo na produgcdo de colageno. De acordo com esses
resultados, quando houve o sequestro de NO houve um aumento na sintese de
colageno. Provavelmente a concentragéo de azul de metileno 12,5 mM foi capaz de
sequestrar todo o NO produzido pela concentragdo basal de L-arginina presente no
meio DMEM e incapaz de sequestrar todo o NO que pode ter sido produzido a partir
da L-arginina na concentragdo de 1000 uM acrescida ao meio DMEM do outro
grupo.

Isso sugere que esse aumento na sintese de colageno promovido pelo
tratamento das células com L-arginina em concentragées mais altas pode ter sido
por uma prevaléncia na via da arginase. Ao limitar a sintese de NO, a arginase,
enzima responsavel por catalisar a hidrolise da L-arginina em L-ornitina e ureia,
favorece a formacédo de L-ornitina que € substrato para duas vias importantes, a
sintese de poliaminas que estao envolvidas na proliferacdo e diferenciagcao celular e
a sintese de L-prolina, precursor essencial para a sintese de colageno (RATH et al.,
2015; WARNKEN et al., 2010).

A fim de verificar se a L-arginina, um possivel doador de 6xido nitrico, alterava
o status redox das células, foram avaliados os niveis de glutationa reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG) nas mesmas. A relacdo de GSH e GSSG em todos as culturas,
tratadas ou né&o, foi menor que 1, o que mostra que o nivel de GSSG prevaleceu
sobre o nivel de GSH, inclusive nas células cultivadas somente em DMEM (Figura
21). Analisando separadamente, o tratamento com as diferentes concentra¢des de
L-arginina n&o alterou os niveis de GSH (Figura 19), e o tratamento com as solugdes

de L-arginina nas concentragdes de 800 uM e 2500 yM diminuiu significativamente
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os niveis de GSSG (Figura 20), mas mesmo assim a relagcdo GSH/GSSG nesses
grupos que receberam o tratamento de 800 uM e 2500 uM ainda foi menor que 1.

Nas células, a glutationa pode ser encontrada na forma livre ou ligada a
proteinas. Na porcao que permanece livre prevalece a forma reduzida, mas essa
pode ser facilmente convertida a forma oxidada durante o estresse oxidativo. A
quantidade relativa de glutationa reduzida e glutationa oxidada (GSH/GSSG)
determina o status redox da célula (ENNS et al., 2014; PASTORE et al., 2003). De
acordo com a "teoria do radical livre" o envelhecimento resulta do acumulo de danos
irreparaveis mediados principalmente por espécies reativas de oxigénio e por uma
deficiéncia no sistema de defesa antioxidante relacionado a uma perda progressiva
de GSH intracelular (AOYAMA; NAKAKI, 2015; PASTORE et al., 2003). Dessa
forma, a glutationa € fundamental na resisténcia celular contra danos oxidativos, pois
além de eliminar as espécies reativas ela também atua como ligante de proteinas
evitando a oxidagao destas (AOYAMA; NAKAKI, 2015; MAHER, 2005; PASTORE
et al., 2003).

Em um estudo feito em cultura de fibroblastos humanos foi observado que o
conteudo de glutationa pode estar relacionado com o potencial de proliferagdo das
células. Quando as células estavam em crescimento logaritmico os niveis de
glutationa total encontrados foram maiores do que os niveis encontrados nas células
que estavam com crescimento estacionario. Essa diminuicdo nos niveis de GSH
pode ocorrer por varios fatores, como a diminuigdo da sintese, aumento da
degradacdo, aumento do efluxo para o espaco extracelular ou formacido de
complexo que nao pode ser detectado pelo método utilizado nesse estudo
(CERESER et al., 2001).

Alguns estudos sugerem uma associagao entre um ambiente mais redutor e a
proliferacdo de células e um ambiente mais oxidante e a diferenciagdo celular
(MAHER, 2005). Apesar de ter sido observada uma prevaléncia dos niveis de GSSG
em todas as culturas celulares neste trabalho, o que pode estar relacionado com a
presencga da L-arginina, doador de NO, inclusive na cultura controle, que foi cultivada
em meio DMEM mas que possuia uma concentragao basal de L-arginina (400 uM), o
tratamento com as diferentes concentragdes de L-arginina nao alterou a relagéo

GSH/GSSG nas células em relagdo a cultura controle. Esses resultados sugerem
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que a L-arginina, apesar de ser um doador de NO, nao alterou o status redox dos
fibroblastos humanos em um nivel capaz de causar um desequilibrio que resultasse
em danos para as células.

Outros antioxidantes importantes que fazem parte do sistema de defesa do
organismo humano também foram avaliados apds o tratamento dos fibroblastos com
as diferentes concentragbes de L-arginina. Foram eles, a superdxido dismutase,
enzima responsavel pela conversédo do ion superoxido em peroxido de hidrogénio, e
a catalase, que por sua vez decompde o peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua
(TREIBER et al., 2012).

Apdés o tratamento dos fibroblastos com a solu¢do de L-arginina na
concentragdo de 6000 uM foi possivel observar um aumento na atividade de SOD
nas células. Em relacédo a catalase, os tratamentos das células com as solugdes de
L-arginina nas concentragbes de 800 uM e 2500 pyM promoveram um aumento
significativo na atividade dessa enzima.

Como a L-arginina € um doador de oxido nitrico, o tratamento das células com
este aminoacido pode ter aumentado o estresse oxidativo nas mesmas e, em
resposta a isso, o sistema de defesa antioxidante das células promoveu um aumento
nos niveis de CAT e SOD. O NO pode reagir com o anion superoxido e formar o
peroxinitrito, mas em contrapartida a SOD pode dismutar o anion superdxido em
perdéxido de hidrogénio e oxigénio molecular garantindo a biodisponibilidade do NO
(CHAVEZ; LAKSHMANAN; KAVDIA, 2007). Em condigbes de estresse oxidativo a
atividade de SOD funciona como uma defesa eficaz e os seus niveis afetam
significativamente os niveis de 6xido nitrico e peroxinitrito (CHAVEZ et al., 2007,
WEIDINGER; KOZLOQOV, 2015).

Nao se sabe porque houve o aumento de atividade de CAT somente apds o
tratamento das células com L-arginina nas concentragbes de 800 uM e 2500 uM,
porém estes resultados estdo de acordo com aqueles observados no ensaio de
quantificacdo de glutationa oxidada, que mostrou uma diminuigdo dos niveis de
GSSG para as células tratadas com L-arginina nessas mesmas concentragdes.

Uma outra forma de avaliar a influéncia da L-arginina na geragao de espécies
reativas de oxigénio foi através do ensaio de fluorescéncia da 2'.7'-
diclorofluoresceina oxidada. A intensidade da fluorescéncia é proporcional aos
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metabdlitos oxidativos produzidos pelas células, em especial o H,O,. Nesse ensaio
foi possivel observar um aumento de fluorescéncia para os fibroblastos apds o
tratamento com as solugdes de L-arginina nas concentragdes de 1000 yM, 2500 uM
e 6000 yM comparados aos cultivados somente em DMEM. Isso sugere que houve
um aumento no estresse oxidativo apos o tratamento com a solugéo de L-arginina, o
que ja era esperado, uma vez que ela € um doador de NO. Esses resultados estao
de acordo com o status redox observados pela relagcdo GSH/GSSG nos fibroblastos
humanos apds o tratamento com as solugdes de L-arginina. O NO é sintetizado a
partir da agdo da 6xido nitrico sintetase na L-arginina, e a concentragao intracelular
de GSH é um importante determinante na superagcdo do estresse nitrosativo
(AQUILANO et al.,, 2011; AQUILANO; BALDELLI; CIRIOLO, 2015). O NO pode
reagir com a cisteina da GSH e formar o GSNO (S-nitrosoglutationa), que é
considerado um reservatorio endégeno de NO que o libera no local onde ele &
necessario para as vias de sinalizagdo. Um desequilibrio nos niveis de GSH pode
estar associado aos efeitos nocivos do NO (AQUILANO et al., 2011).

Dessa forma, apesar dos resultados sugerirem haver um aumento do
estresse oxidativo nos fibroblastos promovido pelo tratamento com a L-arginina, o
sistema de defesa antioxidante das células foi capaz de manter um status redox
viavel e a L-arginina ainda foi capaz de promover o aumento na sintese de colageno,
provavelmente pela via do metabolismo da arginase.

Assim, pensando na possibilidade de utilizar a L-arginina como um ativo
cosmético, e diante da dificuldade encontrada em outros estudos (dados nao
mostrados) em obter uma formulagao topica com boa estabilidade, devido ao seu pH
basico e a alta suscetibilidade da molécula a oxidagao e a hidrolise, foi cogitada a
hipotese de formar complexos de inclusdo da L-arginina com ciclodextrinas. As
ciclodextrinas s&o oligossacarideos que possuem o exterior hidrofilico e uma
cavidade hidrofébica, e sua propriedade mais importante é a capacidade de
acomodar em seu interior algumas moléculas, formando dessa forma um complexo
de inclusdo que pode alterar as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas de
substancias (MIRANDA et al., 2011).

Diante dessa hipotese de utilizagdo das ciclodextrinas como possiveis

excipientes para inclusdo da L-arginina, foi avaliado se a p-ciclodextrina (BC) e a
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hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBC) tinham alguma influéncia na sintese de colageno
e na atividade da MMP-2. Apds o tratamento das células com as solugdes de C e
HPBC nas concentragbes de 1 mM e 2 mM foi observada uma diminuigdo
significativa na expressdo do RNAm de COL7A71 com as solugdes de HPBC nas
duas concentragdes testadas. Em relagéo a atividade da MMP-2, tanto a fC quanto
a HPBC na concentragao de 2 mM aumentaram a atividade desta enzima.

As ciclodextrinas, por apresentarem baixa toxicidade para os seres humanos,
sdao amplamente utilizadas na industria farmacéutica a fim de melhorar a
estabilidade, solubilidade, biodisponibilidade e mascarar odores e sabores
desagradaveis de alguns medicamentos (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2009;
VARCA et al., 2010). Em contrapartida, varios estudos de vias de sinalizagéo celular
e permeabilidade de membrana manipulam a depleg¢ao de colesterol celular com a
utilizacdo de metil-p-ciclodextrina (MAHAMMAD; PARMRYD, 2015).

Furuchi e Anderson (1998) mostraram que a deplegado de colesterol apds o
tratamento com hidroxipropil-p-ciclodextrina provocou uma ruptura na organizagao
molecular do complexo de sinalizacdo MAPK, resultando em uma hiperfosforilacdo
de ERK. As MMP tém sua expressao regulada por MAPK, dessa forma, por alterar
o complexo de sinalizagao MAPK, as ciclodextrinas podem influenciar na expressao
das MMP. Em estudos feitos com células de fibrossarcoma foi observado que
diferentes doses de metil-p-ciclodextrina aumentaram a expressao de MMP-2
(ATKINSON et al., 2004). Em queratindcitos, a metil-g-ciclodextrina também
aumentou a expressao de MMP-9 (KIM et al.,, 2007). Assim, os resultados
encontrados neste trabalho estdo de acordo com os achados da literatura. Porém,
novos ensaios devem ser feitos a fim de verificar se a ciclodextrina complexada com
a L-arginina promove os mesmos efeitos na expressao das metaloproteinases e do
colageno.

Dessa forma, os resultados mostraram que a L-arginina € um potente ativo
cosmeético capaz de aumentar a sintese de colageno. No entanto, o mecanismo pelo
qual ela promove esse aumento ainda nao esta bem elucidado. As duas vias de
metabolismo da L-arginina, tanto a via da iINOS quanto a via da ARG2 podem

contribuir para a deposigédo de colageno. Estudos complementares devem ser feitos
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a fim de confirmar qual via prevalece na contribuicdo da sintese de colageno apds o

tratamento com a L-arginina.
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. CONCLUSAO

A cultura primaria de fibroblastos humanos foi estabelecida a partir da técnica
de explante e das caracteristicas morfoldgicas das células.

As solugdes de L-arginina nas concentragdes de 800 yM, 1000 pM, 2500 pM
e 6000 uM nao foram citotéxicas para a cultura de fibroblastos humanos.

O tratamento com as solugdes de L-arginina nas concentragdes de 1000 uM,
2500 pM e 6000 uM aumentou significativamente a expressdao do RNAm de
COL1A1.

O tratamento com as solugbes de L-arginina na concentragao de 6000 uM
aumentou a expressdo do RNAm de MMP-1 e diminui a expressédo de TIMP-
1.

Nao houve alteragdo na atividade de MMP-2 apds o tratamento com as
diferentes concentragdes de L-arginina.

Houve uma tendéncia de aumento na sintese de colageno com o tratamento
das células com a solugao de L-arginina a partir da concentragéo de 1000 uM.
Os resultados sugerem que o aumento na quantidade de colageno no meio
ocorre por um aumento na sintese de colageno e nao pela inibigdo de sua
degradacéao pelas metaloproteinases.

Os resultados sugerem que o aumento na sintese de colageno ocorre por
uma prevaléncia do metabolismo da L-arginina pela arginase.

O tratamento com as solugdes de L-arginina nas concentragdes de 1000 uM,
2500 pM e 6000 uM aumentou o estresse oxidativo nos fibroblastos, mas em
contrapartida as células aumentaram a atividade de SOD e CAT mantendo o
equilibrio redox viavel para as células.

O tratamento com a solugdo de hidroxipropil-p-ciclodextrina diminuiu
significativamente a expressdo do RNAm de COL1A1.

Os tratamentos de fibroblatos com hidroxipropil-p-ciclodextrina e f-
ciclodextrina aumentaram a atividade de MMP-2.

Novos estudos devem ser feitos para confirmar por qual via a L-arginina

aumenta a sintese de colageno.
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Portanto, a L-arginina se mostrou um excelente candidato a ativo cosmético,
capaz de aumentar a sintese de colageno em fibroblastos dérmicos humanos
e, consequentemente, de retardar ou converter a perda de colageno
observada no envelhecimento da pele. No entanto, novos estudos devem ser
feitos para esclarecer exatamente o mecanismo pelo qual ela promove esse

efeito.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Convidamos o senhor a participar do projeto de pesquisa “Avaliacédo da
influéncia da L-arginina e extratos de fungos endofiticos na elasticidade da pele”,
sob a responsabilidade da pesquisadora Profa. Maria de Fatima Borin. O projeto visa
o estudo dos mecanismos de envelhecimento da pele e avaliagdo biolégica de

substancias que possam prevenir este envelhecimento.

O objetivo desta pesquisa é avaliar separadamente a influéncia da L-arginina
e de extratos de fungos endofiticos na sintese de colageno por fibroblastos
humanos, e avaliar a inibicdo da atividade de metaloproteinases por estes
compostos.

O senhor recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer
da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao aparecera, sendo mantido o
mais rigoroso sigilo pela omissdo total de quaisquer informagdes que permitam

identifica-lo.

A sua participagado se dara por meio da doacdo da pele que sera retirada
durante a cirurgia de postectomia, que € a operagao que retira o prepucio, pele que
recobre a glande, que Ihe foi indicada pelo seu médico. Este material seria
normalmente descartado pelo hospital. A coleta deste material n&o ira interferir nas
decisbes de conduta clinica ou cirurgica, quantidade de material retirado, tempo de
cirurgia, e ndo serdao necessarias inclusbes de tratamentos especificos, nem
nenhum outro procedimento. Caso o senhor concorde em participar da pesquisa,
somente a pele retirada na cirurgia, e que seria destruida pelo hospital, sera doada
para a pesquisa. Ao final da pesquisa, as amostras serao destruidas.

Nao ha riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa, nenhum
procedimento sera modificado ou incluido para que o senhor doe a pele retirada

para pesquisa, somente recolheremos a pele que seria descartada apds a cirurgia.
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Se o senhor aceitar participar, estara contribuindo para o melhor entendimento do
envelhecimento da pele humana, principalmente no que se refere ao

fotoenvelhecimento, e mecanismos de prevengao do mesmo.

O senhor pode se recusar a doar a pele que sera retirada na sua cirurgia,
caso isso lhe traga qualquer constrangimento, podendo desistir de participar da
pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o senhor. Sua

participac&o é voluntaria, isto €, ndo ha pagamento por sua colaboragao.

Caso haja algum dano direto resultante dos procedimentos de pesquisa, vocé
podera ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢des legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia,
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa
ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de, no minimo, cinco anos,

apos isso serao destruidos ou mantidos na instituig&o.

Se o Senhor tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor telefone
para Profa. Maria de Fatima Borin, na Universidade de Brasilia, no telefone: (61)
3107-2007, no horario das 8 as 18 h.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto por
profissionais de diferentes areas cuja fungcdo é defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrbes éticos. As duvidas com relagdo a
assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através
do telefone: (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br, horario de atendimento de

10 has 12 hede 14 h as 17 h, de segunda a sexta-feira.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.
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Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel

Maria de Fatima Borin

Brasilia, de

de
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ANEXO 2

HOSPITAL DAS FORCAS Plataforma
ARMADAS - HFA %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do envelhecimento da pele.

Pesquisador: Maria de Fatima Borin

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 36534914.0.3001.0025

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 931.684
Data da Relatoria: 01/12/2014

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa envolvendo mestrado e doutorado em Ciéncias da Saude da UnB,
intitulado: "Avaliacdo da Influéncia da L-arginina e Extratos de Fungos Endofiticos na Elasticidade da Pele."
A pesquisa foi cadastrada com o titulo resumido "Estudo do Envelhecimento da Pele".

O término esta previsto para julho de 2018. A presente proposta de pesquisa foi aprovada pelo CEP-UNB,
apos atendimento das pendéncias levantadas, conforme Parecer Consubstanciado de 18 de novembro de
2014, anexado a esse processo.

Objetivo da Pesquisa:

O Objetivo é avaliar a influéncia da L-arginina e de extratos de fungos endofiticos de colageno por
fibroblastos humanos e avaliar a capacidade que tais compostos apresentam em inibir a atividade de
metaloproteinases.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Seréo realizados diversos procedimentos na execug¢do da pesquisa. O que envolve diretamente os sujeitos
de pesquisa é a coleta de amostras de pele de prepucio, retirado por meio do processo de postectomia, por
indicacdo médica no ambulatério de urologia do Hospital das Forcas Armadas (HFA). Foi ressaltado no
projeto que essas amostras de pele seriam naturalmente descartadas pelo HFA, assim como descrito pela
pesquisadora que essa pesquisa ndo ocasionara nem riscos e nem

Endereco: HFA - Estrada Parque Contorno do Bosque s/n

Bairro: sala 10 Centro CEP: 70.658-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3233-1599 Fax: (61)3234-4821 E-mail: pesquisahfa@yahoo.com.br
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HOSPITAL DAS FORCAS Plataforma
ARMADAS - HFA %MI

Continuagéo do Parecer: 931.684

beneficios aos doadores da pele que sera utilizada para o preparo da cultura de células. Nao havera
qualquer interferéncia no tratamento clinico dos individuos. Esse material a ser recolhido no HFA seria
normalmente incinerado.

Os beneficios destacados estdo relacionados a producéo cientifica com o melhor entendimento do processo
de envelhecimento da pele.

O sujeito de pesquisa tomara ciéncia do projeto por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), que contempla todos os aspectos exigidos de um TCLE e que aborda de forma clara a utilizagdo de
material biolégico para a realizagéo de pesquisa. Havendo a concordancia, o material podera ser utilizado
apenas para a finalidade da pesquisa.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

E um projeto de pesquisa longo, envolvendo mestrado e doutorado, com a realizagdo de uma série de
etapas e procedimentos laboratoriais. Ao HFA compete apenas ceder o material biolégico previsto na
metodologia, dai sua participagdo como instituicdo coparticipante. A metodologia adotada, apesar de
complexa, parece ser adequada para o alcance dos objetivos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Apresentou todos os documentos exigidos para a realizagédo da pesquisa, estando o projeto de acordo com
a Resolugéo CNS 466/2012 e suas complementares.

Recomendacoes:

Nada a acrescentar além do descrito no item "Consideragdes Finais".

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Apesar da prévia aprovagdo pelo CEP da Faculdade de Ciéncias das Saude da UnB, tendo em vista as
alteracdes ocorridas na metodologia, com a inclus@o da aplicagdo do TCLE e a necessidade de ciéncia pela
clinica envolvida e demais tramites administrativos, o colegiado deliberou por aguardar a aprovagéo da
segunda versao do projeto antes de emitir parecer favoravel, de forma readequar a tramitagdo no ambito
interno da instituicdo coparticipante. Este item foi atendido sendo anexada a documentagéo no presente
protocolo em 09/01/2015.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Néo

Endereco: HFA - Estrada Parque Contorno do Bosque s/n

Bairro: sala 10 Centro CEP: 70.658-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3233-1599 Fax: (61)3234-4821 E-mail: pesquisahfa@yahoo.com.br
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Consideracées Finais a critério do CEP:

Conforme deliberado pelo colegiado do CEP/HFA em sua reunido extraordinaria do dia 02 de dezembro de
2014, expeda-se o parecer APROVADO para o presente projeto de pesquisa. A pesquisadora fica, desde ja,
notificada da obrigacéo ética de seguir o protocolo de pesquisa conforme delineado, além de encaminhar,
via Plataforma Brasil, relatorios parciais semestrais e final sucinto. Quaisquer alteragdes porventura
necessarias, assim como uma possivel interrupcdo da pesquisa também devem ser notificadas e
devidamente justificadas, previamente via Plataforma Brasil.

BRASILIA, 12 de Janeiro de 2015

Assinado por:
Ricardo César Amado
(Coordenador)

Endereco: HFA - Estrada Parque Contorno do Bosque s/n

Bairro: sala 10 Centro CEP: 70.658-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3233-1599 Fax: (61)3234-4821 E-mail: pesquisahfa@yahoo.com.br

Péagina 03 de 03

89



