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RESUMO

Ferreira, Rafael Lucas de Assis. O efeito da p-ciclodextrina na expressio de
metaloproteinases de matriz, colageno e no sistema antioxidante de fibroblastos dérmicos
humanos in vitro. Brasilia, 2018. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas -
Faculdade de Ciéncias da Satde - Universidade de Brasilia.

O envelhecimento da pele ¢ determinado por fatores genéticos e ambientais, sendo estes
ultimos principalmente associados a alta exposi¢do a luz UV e também a outros xenobidticos.
No processo de envelhecimento da pele, encontramos elevada expressao de metaloproteinases
de matriz (MMPs) associada a baixa producdo biossintética de proteinas estruturais da pele,
como o coladgeno. As ciclodextrinas (CDs) s3o oligossacarideos ciclicos, frequentemente
usados como carreadores de fairmacos e ativos cosméticos, € que sdo bem conhecidas como
depletoras de colesterol da membrana plasmatica das células. Estudos anteriores
demonstraram a capacidade do colesterol em agir como segundo mensageiro intracelular,
diminuindo a expressdo de MMP. Neste contexto, os objetivos deste estudo foram avaliar o
efeito da P-ciclodextrina (B-CD) e da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (2-HP-B-CD) na
expressao de genes relacionados ao processo de envelhecimento da pele e no estado redox de
fibroblastos dérmicos humanos in vitro. As células (CCD1059Sk e HFF-1) foram cultivadas e
tratadas com diferentes concentragdes de B-CD ou 2-HP-B-CD e a expressdo génica foi
avaliada por RT-qPCR. Os resultados demonstraram a capacidade da B-CD, de reduzir a
expressdo génica de COLIAI e TIMP-1. Uma expressao aumentada de MMP-14 pode ser
observada nas células tratadas com B-CD ou 2-HP-B-CD, sendo que a B-CD também
provocou um aumento na expressdo dos genes da MMP-2, MMP-3 ¢ MMP-9. O ensaio de
zimografia foi realizado para verificar o efeito das CDs na atividade de MMP-2, entretanto
nenhum resultado significativo foi encontrado. Apesar das CDs ndo provocarem um aumento
do estresse oxidativo intracelular, o tratamento das células com B-CD ou 2-HP--CD, em
todas as concentragdes testadas, causou uma redug@o da atividade da catalase, uma importante
enzima antioxidante. Os resultados do ensaio para avaliar a liberagdo de lactato desidrogenase
(LDH) para o meio extracelular mostraram uma perda significativa da integridade da
membrana celular. Em conclusdo, os resultados deste trabalho sugerem que as CDs nao sao
adjuvantes farmacéuticos completamente inertes e que estas podem influenciar as bases
moleculares do processo de envelhecimento da pele.

Palavras-chave: ciclodextrinas, envelhecimento da pele, MMP, colageno, fibroblastos,

catalase.
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ABSTRACT

Ferreira, Rafael Lucas de Assis. The effect of B-cyclodextrin on matrix metaloproteinases
expression, collagen and on the antioxidant sistem of human dermal fibroblasts in vitro.
Brasilia, 2018. Dissertation. Pharmaceutical Science — Faculty of Health Sciences —
University of Brasilia.

Skin aging is determined by genetics and environmental factors, which is mainly associated to
high UV and other xenobiotic exposures. On the skin aging process, we can find high matrix
metalloproteinases (MMP) expression associated to lower biosynthetic production of skin
structural proteins such as collagen. Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides, often
used as drug or cosmetic ingredients carriers, and that are known as cell cholesterol depletors.
Previous studies have demonstrated the ability of cholesterol to act as intracellular second
messenger decreasing MMP expression. In this context, the goals of this study was to evaluate
the effect of B-cyclodextrin (B-CD) and 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (2-HP-B-CD) on the
expressions of genes related to skin aging process as well as on the redox status in human
dermal fibroblasts in vitro. Cells (CCD1059Sk and HFF-1) were cultured and treated with
different concentrations of B-CD or 2-HP-B-CD and gene expression was assessed by RT-
qPCR. Our results demonstrated the ability of B-CD, at different concentrations, to decrease
COLIAI and TIMP-1 gene expression. An increased MMP-14 expression was observed in
cells treated with 3-CD and 2-HP-B-CD and B-CD also caused a rise on MMP-2, MMP-3 and
MMP-9 gene expression. The zymography test was performed to verify the effect of CDs on
MMP-2 activity, however no significant result was found. Although CDs did not cause an
increase in intracellular oxidative stress, treatment of B-CD or 2-HP-B-CD cells at any the
tested concentrations caused a reduction in the activity of catalase, an important antioxidant
enzyme. Evaluation of lactate dehydrogenase (LDH) release suggested a significant loss of
cell membrane integrity. In conclusion, the results of this work suggest that CDs are not
completely inert pharmaceutical adjuvants, and, they may have an influence on the molecular
basis of skin aging process.

Keywords: cyclodextrins, skin aging, MMP, collagen, fibroblasts, catalase.
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1. INTRODUCAO
1.1. A pele e o0 envelhecimento cutineo

A pele, considerada o maior 6rgdo visivel do corpo humano, atua como a primeira
barreira efetiva contra os agentes xenobidticos presentes no meio ambiente e que
possivelmente causam danos ao nosso organismo. Além de atuar contra a invasdo de agentes
patogénicos, que podem ser fisicos, quimicos ou microbiologicos, a pele saudavel ajuda a
manter o equilibrio dos liquidos do corpo e também a sua temperatura (Zaidi e Lanigan, 2010;
Lai-Cheong e McGrath, 2013). Ela ¢ composta basicamente por trés camadas, a epiderme, a
derme e a hipoderme, além de estruturas especializadas como os foliculos pilosos, as
glandulas sudoriparas, apocrinas e écrinas, e as glandulas sebaceas (Haake et al., 2001; Pérez-

Sanchez et al., 2018). A estrutura da pele esta representada na figura 1.

71 EPIDERME

GLANDULA
SEBACEA

— DERME

—— FOLICULO PILOSO

‘ L HIPODERME

]

COLAGENO
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Figura 1. Estrutura da pele humana. Esta imagem foi criada utilizando o website da Servier Medical Art
(https://smart.servier.com) com licenga autorizada por Creative  Commons  Attribution 3.0
(www.creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

A epiderme ¢ a camada mais superficial da pele, que pode ser dividida principalmente
entre estrato corneo e epiderme vidvel. O estrato corneo, mais externo, € composto por
cornedcitos, células sem nucleo e por organelas citoplasmaticas. Além disto, ele é rico em
lipideos e colesterol, o que confere a primeira barreira ao ambiente externo. J& a epiderme

viavel, ainda ndo-vascularizada, e cuja nutrigdo ¢ totalmente dependente da derme, ¢



constituida por epitélio estratificado pavimentoso, no qual podemos encontrar queratinocitos,
em grande quantidade, e também outros tipos celulares como melandcitos, células de Merkel
e células de Langerhans (Haake et al., 2001; Al-Nuaimi et al., 2014; Tobin, 2017). A derme ¢
composta por tecido conjuntivo vascularizado, cuja rede de vasos € importante para a nutri¢ao
e termorregulacdo da pele. A matriz extracelular deste tecido conjuntivo € rica em fibras de
colageno, que representam cerca de 75% do peso seco da derme, fibras eldsticas, e substancia
fundamental, composta principalmente por proteoglicanos e glicoproteinas. O colageno,
complexo proteico que apresenta configuragdo de tripla-hélice, e as fibras elasticas sdo
componentes essenciais para dar estrutura a pele, conferindo-a forga e suporte. Em relagdo aos
seus componentes celulares, a derme contém fibroblastos, mastocitos, linfécitos, células
dendriticas e histiocitos, sendo a principal fun¢ao dos fibroblastos a producdo e renovacao da
matriz extracelular (Haake et al., 2001; Hwang et al., 2011; Kolarsick et al., 2011). Logo
abaixo da derme encontra-se a hipoderme, também chamada de tecido subcutaneo, composta
por tecido adiposo e cuja espessura pode variar de individuo para individuo de acordo com
seu estado nutricional (Venus et al., 2011; Lai-Cheong e McGrath, 2013).

O processo de envelhecimento da pele pode ser determinado tanto por fatores
intrinsecos, também chamados de fatores genéticos ou cronoldgicos, quanto por fatores
extrinsecos, que sdo aqueles influenciados por fatores externos, como exposi¢do ambiental e
comportamento social e nutricional do individuo Em ambos os processos ocorre uma
significativa alteracdo dos componentes da matriz extracelular da derme que contribuem para
mudangas em sua estrutura e, consequentemente, para o aparecimento dos sinais clinicos do
envelhecimento cutdneo, como o surgimento de rugas, linhas de expressdo e flacidez (Yaar e
Gilchrest, 1998; Tigges et al., 2014; Tobin, 2017).

O envelhecimento intrinseco estd relacionado a genética, senescéncia celular,
capacidade reduzida de proliferacio dos fibroblastos na pele e também da produgdo
biossintética das proteinas estruturais da pele, como o coldgeno. Com o passar do tempo, as
células vao envelhecendo e fendmenos como a redugdo da capacidade de reparo ao DNA,
perda dos telomeros, mutagdes do DNA celular e mitocondrial, e aumento da frequéncia de
anormalidades cromossomicas vao acontecendo naturalmente. Apesar de todos estes
fendmenos contribuirem para a senescéncia, a teoria mais discutida para o mecanismo de
envelhecimento intrinseco da pele ¢ a teoria do envelhecimento dos radicais livres, a qual
prediz o acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) provenientes do metabolismo
aerdbico mitocondrial. (Liochev, 2013; Kammeyer e Luiten, 2015). A maioria das EROs

produzidas intracelularmente sdo originadas na cadeia respiratoria mitocondrial em



consequéncia da fosforilagdao oxidativa de NADH ou FADH. Neste processo, ocorre a geragao
de uma energia potencial na membrana interna da mitocondria, a qual ¢ utilizada para
fosforilar o ADP através da enzima F1-FO ATPase. Desta forma, os elétrons originados na
fosforilagdo de NADH e ADP podem reagir diretamente com o oxigénio, ou outros aceptores
de elétrons, gerando as EROs ou radicais livres (Balaban et al., 2005).

As EROs sdo capazes de provocar mutagdes no DNA, modificando assim a estrutura e
funcdo de proteinas, danos aos carboidratos e também em moléculas de lipideos, causando
nestas a peroxidacao lipidica (Calleja-Agius et al., 2013; Liochev, 2013). Desta forma, a pele,
neste tipo de envelhecimento, acaba perdendo algumas de suas fungdes, como a alta
capacidade de se proliferar, a habilidade de produzir novas fibras de coldgeno e, portanto, de
renovar sua matriz extracelular. Concomitantemente, acontece o aumento da expressdo de
metaloproteinases de matriz (MMP) na pele, que sdo enzimas que degradam colageno e fibras
elasticas importantes para manter a estrutura de uma pele saudéavel (Jenkins, 2002; Zouboulis
e Makrantonaki, 2011; Mine et al., 2008; Pittayapruek et al., 2016).

Os fatores extrinsecos, ou ambientais, que causam o envelhecimento da pele, podem ser
representados pela exposi¢do frequente a radiacdo ultravioleta (UV) proveniente da luz solar,
pela poluicdo ambiental, pelo tabagismo, alcoolismo e também por uma ma nutri¢do do
individuo (Clark et al., 2008; Pittayapruek et al., 2016). A exposicdo cronica ao sol, e a
radiagdo UV, provoca o efeito conhecido como fotoenvelhecimento. Esta radiagcdo €, dentre
todos os fatores ambientais, a que mais contribui para o envelhecimento da pele devido aos
seus efeitos potencialmente deletérios, como danos diretos ao DNA das células, aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), e estimulagdo de um processo inflamatorio
na pele. Além disso, os raios UV que atingem as camadas mais profundas da pele, como a
derme, conseguem provocar a degradacdo do coldgeno existente, principalmente o do tipo I e
II (Pillai et al., 2005; Quan et al., 2009; Tobin, 2017).

A faixa A da radiagdo ultravioleta (UVA), que compreende os comprimentos de onda de
320 a 340 nm, e a faixa B da radiacdo ultravioleta (UVB), que compreende os comprimentos
de onda de 290 a 320 nm, sdo capazes de produzir danos a pele, principalmente dano
oxidativo. A indu¢do do estresse oxidativo causado pela luz UV na pele pode levar a um
comprometimento genético, o qual pode ser representado pela superregulacdo da atividade do
fator de transcri¢do AP-1 e, consequentemente, aumento da expressao de MMP (Tewari et al.,
2014; Parkinson et al., 2015).

Quando em contato com a pele, a radiagdo UV induz a produgdo excessiva de espécies

reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio singleto (‘O,), o 4nion radical superéxido (O,



*), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radicais hidroxila (OH-) (Chiang et al., 2013). As EROs
atuam intracelularmente como segundos mensageiros, aumentando a fosforilagdo, e por
conseguinte a ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPK). O aumento da
atividade de MAPK, através da ativagdo das vias mediadas por ERK, p38 e JNK, estimulam a
expressdo das proteinas mensageiras c-Jun e c-Fos, que quando combinadas formam o fator
de transcri¢do AP-1, o qual desempenha um importante papel na regulagdo transcricional de
MMP (Figura 2) (Kim et al., 2011; Chiang et al., 2013; Park et al., 2014; Pittayapruek et al.,
2016).
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Figura 2. Ativacdo da via de sinalizacdo intracelular de MAPK provocada por EROs. Adaptado de
Pittayapruek et al., 2016.

Para se defender do aumento da produ¢do de EROs, e evitar a instalagdo de um processo
de estresse oxidativo, as células possuem um sistema antioxidante proprio, composto por
moléculas antioxidantes, que interagem com as espécies reativas de oxigénio geradas e
impedem os seus efeitos deletérios (Kohen e Gati, 2000). Estes antioxidantes podem ser
classificados como ndo-enzimaticos, como o a-tocoferol, a ubiquinona, o P-caroteno, o
ascorbato e a glutationa, e enzimaticos, representados pela acdo das enzimas glutationa
peroxidase, catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) (Finkel e Holbrook, 2000; Bickers
e Athar, 2006). A SOD ¢ responsavel pela conversdao do anion radical superoxido (Oz") em

perdxido de hidrogénio (H,0,), e a CAT atua convertendo o H,O, formado em 4gua (H,O) e



oxigénio molecular (O,) (Alfonso-Prieto et al., 2009; Treiber et al., 2012). Com o
envelhecimento, entretanto, esse sistema antioxidante natural comeca a falhar e os danos
causados pelas EROs se tornam maiores que sua prevengdo e reparo (Goodsell, 2004; Treiber
et al., 2012; Kammeyer e Luiten, 2015; Rinnerthaler et al., 2015).

Todos estes eventos bioquimicos, que ocorrem em ambos os tipos de envelhecimento da
pele, acabam se traduzindo em alguns sinais clinicos como a despigmentagdo, o aparecimento
de linhas de expressdo, rugas profundas, e de pequenos vasos capilares (telangiectasia), além
de queratoses, afinamento da pele, perda da elasticidade e até mesmo neoplasias benignas ou
malignas (Yaar e Gilchrest, 1998; Wulf et al., 2004; Zouboulis ¢ Makrantonaki, 2011; Tobin,
2017).

1.2. Metaloproteinases de matriz

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas constitutivas que auxiliam no
processo de renovacdo das fibras elasticas da pele jovem, promovendo a degradacdo de
proteinas velhas de coldgeno e outras fibras elasticas. Elas fazem parte de uma familia de
endopeptidases zinco-dependentes, produzidas pelos fibroblastos, e responsdveis pela
degradacdo de proteinas da matriz extracelular (MEC) através da quebra de ligagdes
peptidicas (CLARK et al., 2008). Na pele, dos 24 tipos diferentes de MMP descritos na
literatura, quatro membros da familia das MMP coordenam a degradacdo das proteinas da
matriz extracelular, a colagenase (MMP-1), a gelatinase de 72 kDa (MMP-2), a gelatinase de
92 kDa (MMP-9) e a estromelisina (MMP-3), que provocam a quebra do coldgeno e de outras
fibras elasticas da pele. As colagenases sdo as Unicas proteases capazes de hidrolisar o
colageno intacto. Logo apds ele ser hidrolisado pela MMP-1, as gelatinases MMP-2 e MMP-9
entram em acdo e o degradam em aminoacidos ou oligopeptideos (Lindner et al., 2012;
Kammeyer e Luiten, 2015; Pittayapruek et al., 2016).

Além destas MMPs, a MMP-14, também conhecida como metaloproteinase de
membrana (MT-MMP), possui um papel importante na ativagdo de outras MMPs,
principalmente a MMP-2, além da degradagdo da matriz extracelular. A metaloproteinase de
membrana possui um dominio C-terminal transmembrana e uma pequena cauda
citoplasmatica (Kammeyer e Luiten, 2015; Pittayapruek et al., 2016). Em uma pele jovem e
saudavel, a expressdo basal destas enzimas ¢ necessaria para manter a constante renovagao
proteica da derme. Entretanto, como o processo de envelhecimento e com a frequente

exposi¢do aos raios ultravioletas (UV) ou outros agentes exdgenos, a expressao de MMP



torna-se elevada provocando um aumento na degradag¢do das proteinas estruturais da pele,
deixando-a flacida e com sinais de envelhecimento (Jenkins, 2002; Pittayapruek et al., 2016).

As MMPs sdo inicialmente sintetizadas pelas células em sua forma inativa, as pro-
MMPs que sdo ligadas a um peptideo, o qual precisa ser clivado por outras MMPs, por
agentes caotropicos ou por outras proteases presentes na matriz extracelular para tornar as
enzimas ativas. Apos a ativagdo das MMPs, elas tornam-se capazes de clivar o colageno e as
fibras elasticas em fragmentos menores, que sdo posteriormente degradados em aminoacidos
ou oligopeptideos por outras proteases. Entretanto, com o objetivo de reduzir a degradagao
exacerbada da matriz extracelular pelas MMPs em uma pele saudavel, as células da pele sao
capazes de produzir inibidores fisiologicos das MMPs, os chamados inibidores teciduais de
metaloproteinases de matriz (TIMPs). No envelhecimento cronoldgico, observa-se um
aumento nos niveis de expressao de MMP, e uma reducdo da expressdo de TIMP e coldgeno
(Vu e Werb, 2000; CLARK et al., 2008; Murphy, 2011; Lindner et al., 2012; Peng et al.,
2012).

Além de participarem do processo de envelhecimento cutdneo, as MMPs também
possuem um papel importante no cancer, pois degradando os componentes da matriz
extracelular elas permitem a migracdo celular (Pittayapruek et al., 2016). Na
fotocarcinogénese, o aumento da expressdo de MMP provocado pela exposi¢do a radiagdo UV
¢ um dos principais fatores que influenciam a invasdo de células cancerigenas a outros
tecidos, aumentando o poder de metéstase, principalmente quando se trata do melanoma. O
processo de invasdo de células a outros tecidos ¢ bastante complexo, mas sabe-se que ele
comeca com a degradagdo da matriz extracelular que circunda o tumor por proteases como as
MMPs, e alterando as propriedades de aderéncia e motilidade das células (Chu et al., 2007;
Nan et al., 2008; Ciurea et al., 2013). A MMP-14 estd envolvida na degrada¢do da matriz
extracelular e, por se localizar na membrana das células, ela promove com maior facilidade a
invasdo dos tumores a outros tecidos. Além disto, a MMP-14 também ¢ responsavel pela
degradacdo de moléculas de adesdo celular como as E-caderinas (Oh et al., 2011; de Oliveira
Poswar et al., 2015).

O melanoma ¢ um tipo de cancer de pele que se origina das células que produzem
melanina, os melandcitos. Ele ¢ conhecido pelo seu alto poder de metédstase e rapida
progressdo, levando a uma alta taxa de morbidade e mortalidade (Rotte et al., 2012; Leight et
al., 2015). A alta atividade das gelatinases MMP-2 e MMP-9 neste tipo de cancer provoca um
aumento da degradacdo de colageno do tipo IV, o que aumenta a chance de progressdo das

células cancerigenas. A superexpressao de MMP-2 conjuntamente com o aumento de sua



ativacdo pela MMP-14 estd intimamente associada a progressdo atipica do tumor e invasao
das células para o sistema circulatorio. A alta expressdo e atividade de MMP-9 também tém
sido associadas com os estagios iniciais de metastase do melanoma (Hofmann et al., 2005;

Viisdnen et al., 2008).

1.3. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas sdo moléculas de oligossacarideos contendo um numero minimo de
seis unidades de d-(+)-glicopiranose ligadas, em formato ciclico, por ligacdes glicosidicas do
tipo 1,4. Existem naturalmente trés formas de ciclodextrinas, obtidas através da degradagdo do
amido pela enzima bacteriana ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), secretada por
espécies do género Bacillus. A a-ciclodextrina, a B-ciclodextrina e y-ciclodextrina, sdo
constituidas por seis, sete e oito unidades de glicopiranose, respectivamente (Figura 3) (Del
Valle, 2004; Kurkov e Loftsson, 2013). Apesar de possuirem caracteristicas fisico-quimicas e
biologicas bastante parecidas com outras dextrinas lineares, as ciclodextrinas possuem uma
maior resisténcia a hidrolise, justamente pelo fato de serem ciclicas. A a-ciclodextrina ¢ a
mais estavel dentre as trés, e a y-ciclodextrina a menos estavel, mas devido ao baixo custo e a
uma maior producdo da B-ciclodextrina esta ¢ a mais utilizada comercialmente (Kurkov e
Loftsson, 2013).

As ciclodextrinas sdo muito utilizadas como moléculas carreadoras de fdrmacos em
medicamentos e cosméticos pelas industrias (Loftsson e Duchéne, 2007). Elas podem ser
empregadas em diversos setores, como no campo farmacéutico, na producdo de alimentos, na
industria quimica, na cromatografia, na biotecnologia, na agricultura, na indistria téxtil e
também nas ciéncias ambientais (Crini, 2014). Isso se deve a sua estrutura no formato de cone
truncado oco (Figura 3), que apresenta uma superficie exterior com caracteristicas hidrofilicas
e um interior hidrofébico, o que permite o carreamento de substincias predominantemente
hidrofobicas. Além disto, as ciclodextrinas sdo capazes de modificar as propriedades
biologicas e fisico-quimicas das substancias, formando complexos de inclusdo com as

mesmas (Loftsson ¢ Duchéne, 2007; Tsai et al., 2010; de Miranda et al., 2011).
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Figura 3. Estrutura quimica das moléculas de a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextrina (B-CD) e y-
ciclodextrina (y-CD). Extraido e adaptado de Crini, 2014., com autorizagdo do autor.

De um modo geral, as ciclodextrinas sao utilizadas em formula¢des farmacéuticas com
os objetivos de aumentar a solubilidade de moléculas lipofilicas em &4gua, promover
estabilidade, evitando a oxida¢do e hidrolise das substancias ativas, melhorar as suas
caracteristicas organolépticas, promover a liberacdo controlada dos principios ativos, inibir
incompatibilidade e possiveis reacdes quimicas entre os componentes da formulacdo, e
também prevenir a irritacdo cutanea promovendo a absor¢ao controlada de substancias na pele
(Sharma e Baldi, 2014). Muitos produtos cosméticos contendo as ciclodextrinas estdo
presentes no mercado, sendo a maior parte deles elaborados com substancias
antienvelhecimento. Como exemplo, podemos citar o Lipo CD-E contendo a substincia ativa
a-tocoferol da empresa americana Lipo Chemicals (Del Valle, 2004; Numanoglu et al., 2007;
Sharma e Baldi, 2014). Além disso, formulacdes parenterais sdo adicionadas de ciclodextrinas
com a finalidade de formar um complexo de inclusdo com principios ativos insoluveis,
aumentando a sua estabilidade (Kim et al., 2004; Scavone et al., 2016).

Alguns estudos também demonstraram que as CDs estdo sendo extensamente usadas
como carreadoras de farmacos antineoplasicos, como o metotrexato, imatinib, cisplatina,
doxorrubicina, etc., mostrando suas habilidades em aumentar a solubilidade ¢ liberagdo do
farmaco nas células alvo (Bellocq et al., 2003; Pun et al., 2004; Michel et al., 2012; Gidwani e
Vyas, 2015; Rigon et al., 2015). No tratamento do cancer de pele, principalmente do

melanoma, a terapia fotodinamica tem sido utilizada como adjuvante a quimioterapia no



combate as células cancerigenas (Huang et al., 2014). A terapia fotodindmica consiste na
administracdo sistémica, subcutanea ou topica de agentes fotossensibilizadores e ndo toxicos,
seguida de irradiagdo da pele com luz visivel no comprimento de onda préximo ao
infravermelho e na presenca de oxigénio, formando assim espécies reativas de oxigénio
(EROs) citotoxicas (Henderson e Dougherty, 1992). Entretanto, muitos destes agentes
fotossensibilizadores, como por exemplo os fulerenos, sdo moléculas instaveis, lipofilicas, e
que sao facilmente biodegradadas antes mesmo de chegar as células alvo. Desta forma, a fim
de solucionar parte destes problemas, nanocarreadores como as ciclodextrinas sdo utilizados
para encapsular os farmacos utilizados na terapia fotodinamica (Filippone et al., 2002; Kato et
al., 2010).

Com o passar dos anos e o aumento dos estudos sobre estas moléculas, descobriu-se as
propriedades das -ciclodextrinas (B-CD) como potentes depletores de colesterol da
membrana plasmatica devido a sua forte afinidade pelo mesmo (Lopez et al., 2013). Duas
moléculas de B-CD juntas sdo capazes de extrair colesterol de eritrdcitos e membranas
celulares (Zidovetzki e Levitan, 2007; Lopez et al., 2011; Lopez et al., 2013).

Como as B-CD precisam ser modificadas a fim de melhorar sua solubilidade em agua, a
metilagdo e a 2-hidroxipropilagdo da molécula podem auxiliar neste processo. Assim,
derivados da B-CD como a metil-B-ciclodextrina (M-B-CD) e a 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina (2-HP-B-CD) sdo utilizados em técnicas de biologia celular como agentes

depletores de colesterol (Challa et al., 2005; Zidovetzki e Levitan, 2007).

1.3.1. A membrana plasmatica e a importiancia das cavéolas para sua estrutura e

funcionalidade

A membrana plasmadtica ¢ formada por uma bicamada de fosfolipideos, na qual também
estdo inseridas outras moléculas importantes para a sua estrutura e funcionamento, como
glicoproteinas, glicolipideos, proteinas integrais e colesterol (Caffrey, 2002). Ela possui
diversas fun¢des que sdo essenciais para o funcionamento das células, e dentre elas esta a de
formar um compartimento celular independente do meio externo para realizar as suas
atividades especializadas (Lombard, 2014). Logo, ¢ importante manter a sua estrutura intacta
para que todos os processos bioquimicos intracelulares possam acontecer de maneira correta e
ndo levar a célula a apoptose. Apesar de proteger o meio intracelular do meio extracelular, a
membrana plasmatica possui certa permeabilidade para que ocorra o transporte necessario de

substancias entre esses meios. Ela também responde aos estimulos dos sinais externos,
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processo conhecido como transdu¢do de sinal, no qual ligantes provenientes do ambiente sdo
capazes de se ligar a receptores localizados nas membranas e ativar uma cascata de
sinalizacdo intracelular, sem nem mesmo adentrar o interior das células (Caffrey, 2002;
Lombard, 2014; Zhao et al., 2014).

Durante toda a extensdo da membrana plasmatica, existem inumeras invaginagdes da
mesma chamadas de cavéolas ou lipid rafts. Estas estruturas sdo ricas em lipideos, como o
colesterol e esfingolipideos, além de algumas proteinas. Elas possuem papel fundamental na
manutengdo do balango de colesterol intracelular e, além disso, as cavéolas conferem a
membrana permeabilidade e funcionalidade para que ocorra proliferagdo e migragdo celular,
homeostase do colesterol, sinalizagdo celular e endocitose (Yamada, 1957; Fielding e
Fielding, 2001; Li et al.,, 2005). Uma das principais proteinas presente nas cavéolas ¢ a
caveolina-1, uma proteina sinalizadora cujas fungdes estdo relacionadas com a formacao de
novas estruturas caveolares invaginadas e também com a interagdo direta com moléculas de
colesterol da membrana. Alguns estudos ja demonstraram que a ligagdo da caveolina-1 ao
colesterol ¢ importante para manter a estrutura e o bom funcionamento das cavéolas
(Rothberg et al., 1990; Fra et al., 1995; Murata et al., 1995).

A deplecgdo do colesterol, localizado nas cavéolas da membrana celular de todos os tipos
celulares, aumenta a permeabilidade da membrana e pode provocar modificagdes na
transducdo de sinais e, consequentemente, ativar vias de sinalizacdo como a ligagdo de
receptores tirosina quinase as MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdgenos) (Furuchi e
Anderson, 1998; Qin et al., 2016). A ativagdo da cascata de quinases intracelular, como a
ERK, JNK, p38, provoca a consequente formagao de fatores de transcri¢do complexos, como
a proteina ativadora AP-1, formada por fatores de transcri¢do c-Jun e c-Fos, além de outros
fatores de transcri¢do, como o NF-kB (fator de transcri¢do nuclear kappa B), que regulam a
transcrigdo de metaloproteinases de matriz, enzimas responsaveis pela degradacdo de
proteinas estruturais como o colageno (Kammeyer e Luiten, 2015).

Os mecanismos pelos quais as ciclodextrinas causam deple¢do de colesterol das
membranas sdo demonstrados por alguns modelos experimentais € computacionais, os quais
apresentam algumas hipoteses de como acontece este fendmeno (Ohvo e Slotte, 1996;
Grauby-Heywang e Turlet, 2008; Flasinski et al., 2010; Lopez et al., 2011). Dentre os trés
tipos naturais de ciclodextrinas, sabe-se que a B-CD ¢ a mais eficiente na extragdo de
colesterol da membrana devido ao didmetro de sua cavidade hidrofobica, na qual a molécula
de colesterol consegue se encaixar perfeitamente (Ravichandran e Divakar, 1998; Lopez et al.,

2011; Lopez et al., 2013). Além disso, confirmando as hipdteses anteriormente levantadas de
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que duas moléculas de B-CD sdo necessarias para extrair uma molécula de colesterol (2:1),
alguns estudos utilizando técnica de dindmica molecular conseguiram demonstrar que as -
ciclodextrinas, em solu¢do, tendem a formar dimeros, e que estes, quando dispostos de forma
perpendicular @ membrana, extraem espontaneamente o colesterol (Ravichandran e Divakar,
1998; Williams et al., 1998; Tsamaloukas et al., 2005; Lopez et al., 2011).

Diferentes estudos realizados anteriormente demonstram a capacidade das B-CD em
aumentar a ativagdo e a expressao de MMP provocada pela deple¢ao de colesterol. Em 2004,
um estudo envolvendo o tratamento de células HT1080 (fibrossarcoma) com diferentes
concentragdes de MBCD provocou, de forma dose dependente, um aumento na ativacdo de
MMP-2 (Atkinson et al., 2004). Um outro estudo, realizado em 2010, demonstrou uma
redu¢do na expressao do mRNA do gene da MMP-] em fibroblastos dérmicos quando estes
eram tratados com colesterol. J4 a adi¢do de MBCD as células cultivadas aumentou a
expressao de mRNA do gene MMP-1 e da proteina através da fosforilacdo de ERK e JNK e
pelo aumento da atividade de ligacdo do fator de transcricio AP-1 ao DNA (Kim et al.,
2010a).

O uso de CD em formulagdes farmacéuticas de administragdo subcutinea,
intramuscular, intravenosa, ¢ também em formulagdes cosméticas antienvelhecimento ¢
bastante comum (Scavone et al., 2016). Diversas substancias ativas antioxidantes, como a
vitamina A e vitamina E, sdo encapsuladas nas ciclodextrinas e adicionadas em diversos
produtos existentes no mercado. Entretanto, a agdo destes ativos poderia ser comprometida
pelo aumento da atividade e expressio de MMP provocado indiretamente pelas
ciclodextrinas. Além disso, o uso de ciclodextrinas como potenciais carreadoras de fairmacos
antineoplasicos vem crescendo. Entretanto, os seus efeitos relacionados a deplegdo de
colesterol das membranas, como aumento de expressdo e atividade de MMP, precisam ser
avaliados e discutidos. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a expressdo e ativacdo de
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 ¢ MMP-14 em cultura de células tratadas com diferentes
concentragdes de dois diferentes tipos de B-ciclodextrinas, além de avaliar outros parametros

relacionados ao envelhecimento da pele.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral
Avaliar o efeito da B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina na expressdo de
genes relacionados ao envelhecimento da pele, na atividade de MMP-2 e MMP-9, e também

no estado redox de fibroblastos dérmicos humanos.

2.2.  Objetivos especificos
Avaliagdo da citotoxicidade de B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina em
cultura de fibroblastos dérmicos humanos;
Avaliacdo do efeito de B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina na expressao
génica de metaloproteinases tipo 1, 2, 3, 9 e 14, do inibidor tecidual de
metaloproteinases tipo 1 (TIMP-1) e de colageno tipo 1 (COL1Al) em cultura de
fibroblastos dérmicos humanos;
Avaliagdo do efeito da B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina na atividade
de metaloproteinases tipo 2 € 9 em cultura de fibroblastos dérmicos humanos;
Avaliacdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas culturas de
fibroblastos dérmicos humanos tratados com os dois tipos de ciclodextrinas;
Avaliagdo do efeito de B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina na atividade
enzimatica da catalase em cultura de fibroblastos dérmicos humanos;

Avaliacdo da integridade da membrana de fibroblastos tratados com B-ciclodextrina e
2-hidroxipropil-p-ciclodextrina.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Cultura de células

Os fibroblastos dérmicos humanos, CCD1059Sk e HFF-1, utilizados nos ensaios foram
adquiridos do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem celular CCD1059Sk
provém de cultura primaria de fibroblastos extraidos da pele da regido da mama. Ja a
linhagem HFF-1 ¢ proveniente de cultura imortalizada de fibroblastos da pele do preptcio. As
células foram cultivadas em placas de 35 x 10 mm (K13-0035, KASVI) em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose, Sigma-Aldrich), suplementado
com soro fetal bovino 10% (Gibco), penicilina G 60 pg/mL (Sigma-Aldrich), estreptomicina
100 ug/mL (Sigma-Aldrich), e incubadas em incubadora com 5% de CO, e a 37°C.

3.2.  Preparo das soluc¢des de pB-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

As solucdes de B-ciclodextrina (Kleptose/Batch: E1048, Rochette - Franga), BC, e
hidroxipropil-B- ciclodextrina (Kleptose HPB parenteral grade/E0237, Rochette - Franga),
HPBC, foram diluidas em capela de fluxo laminar com meio DMEM nas concentragdes de
0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM e 2 mM. Essas concentracdes foram baseadas nas
concentragdes de metil-B-ciclodextrina que aumentaram a expressdo de coldgeno e

diminuiram a expressao de caveolina-1 nos estudos realizados por Lee e colaboradores (Lee et

al., 2015).

3.3. Avaliagdo da citotoxicidade das solucdes de B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-

B-ciclodextrina em cultura de fibroblastos.

A citotoxicidade das solucdes de B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina foi
determinada segundo o método do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT,
Sigma-Aldrich). A viabilidade celular ¢ medida através da atividade das desidrogenases
mitocondriais, as quais sdo capazes de clivar o anel tetrazdlio do sal MTT, de cor amarela, e
formar os cristais de formazana, de cor azul a violeta. Apos esta reacdo, foi feita uma leitura
em espectrofotdometro a 570 nm. Assim, a quantidade de células viaveis foi proporcional a
quantidade de cristais de formazana produzida (Mosmann, 1983).

Em uma placa de 96 pogos foram incubadas cerca de cinco mil células, em cada pogo,
com 50 pL. de meio DMEM e 50 pL das diferentes solu¢des de ciclodextrinas nas variadas

concentragdes (0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM e 2 mM), exceto nos pogos utilizados como
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controle, nos quais foram adicionado 50 pL. de DMEM. Apos 48 horas de tratamento a 37°C e
5% de CO2, foi adicionado 10 pL de MTT (5 mg/mL em tampao fostato de sddio e potassio,
IM, pH 7,4, com 0,8% de NaCl e 0,02% de KCI — PBS) em todos os pogos ¢ a placa incubada
novamente a 37°C e 5% de CO2 por 4 horas. Ap6s o periodo de incubagdo foram adicionados
100 pL de solugdo de HCI 0,04 M em isopropanol em cada pogo, para a dissolucdo do sal de
formazan. A placa foi entdo deixada em agitagdo por 30 minutos a temperatura ambiente e,
em seguida, a absorbancia foi medida a 570 nm. A comparagdo foi feita entre os valores de
absorbancia obtidos nos pocgos do controle e nos pocos que receberam o tratamento com

ciclodextrinas.

3.4. Extracio de RNA e valida¢do dos primers para quantificacio da expressio
génica de MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-3, MMP14, TIMP-1 e colageno tipo
1 (COLIAI) por RT-qPCR.

3.4.1. Extracao de RNA.

Ap6s o tratamento dos fibroblastos com as diferentes concentragdes de ciclodextrinas
por 48 h, em placas de 35 x 10 mm (K13-0035, KASVI) e com 90% de confluéncia, o meio
de cultura foi removido das placas, e estas foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e
transferidas para o gelo. Foram adicionados 2 mL do reagente TRIzol® (Invitrogen) em cada
placa, e estas foram raspadas com auxilio de um raspador de células e o conteudo recolhido
em microtubos de 1,5 mL livre de RNAse (KASVI). Em cada tubo contendo as amostras
foram acrescentados 200 pL de cloroférmio, a mistura foi agitada em vortex e mantida por 3
minutos em temperatura ambiente (TA). Apds este processo, as amostras foram centrifugadas
a 16903 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante formado contendo o RNA total (RNAt) foi
transferido para outro micro tubo, onde foram adicionados 500 pL de isopropanol para
promover a precipitacdo do RNA. As amostras foram entdo agitadas em vortex e mantidas por
10 minutos em TA. Apos este periodo, foi realizada a centrifugagdo das amostras a 16903 x g
por 10 minutos a 4°C. O isopropanol foi entdo descartado e adicionado 1 mL de alcool etilico
75% gelado para lavagem do pellet contendo o RNA total extraido, e as amostras foram
centrifugadas a 6985 x g por 5 minutos. O alcool etilico 75% foi descartado e os pellets
mantidos em TA por 3 minutos.

O pellet contendo o RNA total (RNAt) extraido foi dissolvido em 4gua tratada com um
inibidor de RNAse, o dietilpirocarbonato (DEPC), a 0,1%. A determinacdo da concentragao

do RNAt das amostras se deu pela medida da absorbancia das amostras nos comprimentos de
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onda de 260 nm, especifica para acidos nucleicos, e 280 nm, especifico para proteinas. A
pureza das amostras foi determinada pela quantidade de contaminantes de proteinas nas
amostras através da razdo das densidades Opticas obtidas nos comprimentos de onda de 260
nm e 280 nm (Az60/A2s0). As amostras foram consideradas puras quando a razdo Ajzeo/Azso
estava entre 1,7 e 2,2. A pureza e concentragdo foram medidas com auxilio do
espectrofotometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare Life Sciences). A integridade do RNA
extraido também foi avaliada através do ensaio de eletroforese em gel de agarose a 1%,
contendo brometo de etidio para visualiza¢do das bandas 18S e 28S do RNA ribossémico. O
gel contendo as amostras foi submetido a uma corrida de aproximadamente 20 min em
tampao Tris/Borato/EDTA (TBE) 0,1 M, pH 8, a uma tensao de 90 V. Apds este periodo, as
bandas do gel foram visualizadas em fotodocumentador (Amersham imager 600 GE,

Inglaterra) sob luz UV.

3.4.2. Tratamento do RNA extraido com a enzima desoxirribonuclease (DNAse) 1.

Com o objetivo de remover das amostras de RNAt a contaminagdo com DNA
genOmico, as mesmas foram tratadas com a enzima DNAse [ (Sigma-Aldrich). Foram
adicionados 1 pL de tampdo de reagdo (Tris/HCI 200 mM, pH 8,3, contendo 20 mM de
MgCl,) e 1 uL de DNAse I nas aliquotas de 8 uL. de RNAt e incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds este processo, 1 pL de solucdo 50 mM de 4cido
etilenodiaminotetracético foi adicionado as amostras e as mesmas foram submetidas a

aquecimento a 70°C por 10 minutos para inativagdo da DNAse 1.

3.4.3. Desenho e validacao dos primers.

De acordo com critérios pré-estabelecidos a sequéncia dos primers, forward (F) e
reverse (R), dos genes do colageno tipo I alfa-1 (COL1A41), metaloproteinase de matriz do
tipo 1 (MMP-1), metaloproteinase de matriz do tipo 2 (MMP-2), metaloproteinase de matriz
do tipo 9 (MMP-9), metaloproteinase de matriz do tipo 3 (MMP-3), metaloproteinase de
matriz do tipo 14 (MMP-14) e do inibidor tecidual de metaloproteinase de matriz do tipo 1
(TIMP-1) foram obtidas a partir do banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), através do programa BLAST (Tabela 1). A especificidade das
sequéncias foram checadas no site do UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu)
através do programa In-Silico PCR. Apds o seu desenho, os primers foram fabricados pela

Integrated DNA Technologies (IDT, USA).
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Tabela 1. Sequéncia dos primers de COL1Al, MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-3, MMP-14, TIMP-1 e
GAPDH usados nos ensaios de RT-qPCR.

Primer Sequéncia (5°>3’) Produto de amplificacéio (Pb)
COLI1A1_F CCCCGAGGCTCTGAAGGTC 197
COL1A1 R GGAGCACCATTGGCACCTTT

MMP-1_F AGAAAGAAGACAAAGGCAAGTTGA 147
MMP-1 R CTGAGCCACATCAGGCACTC

MMP-2_F ATAACCTGGATGCCGTCGT 189
MMP-2 R AGGCACCCTTGAAGAAGTAGC

MMP-9 F GAACCAATCTCACCGACAGG 159
MMP-9 R GCCACCCGAGTGTAACCATA

MMP-3 F TTCAGCTATTTGCTTGGGAA 109
MMP-3 R CAAAACATATTTCTTTGTAGAGGACAA

MMP-14_F TACCAGTGGATGGACACGGA 84
MMP-14_R CCCTGACTCACCCCCATAAA

TIMP-1_F GAATGCACAGTGTTTCCCTGTTT 129
TIMP-1 R GTCCGTCCACAAGCAATGAG

GAPDH F AATCCCATCACCATCTTCCA 82

GAPDH R TGGACTCCACGACGTACTCA

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

A eficiéncia de cada par de primers para a reacdo de RT-qPCR (Real Time quatitative
Polymerase Chain Reaction) foi dada pela constru¢do de uma curva de eficiéncia relativa,
com o objetivo de validar os mesmos e definir uma concentragdo de RNAt ideal para as
reagdes de amplificagdo. Uma quantidade inicial de 30 ng de RNAt foi utilizada para a
validacdo do primer do gene da MMP-14. A partir desta concentragdo, uma diluicdo seriada
com fator de diluicdo igual a 5 foi feita para a constru¢do da curva do primer do gene da
MMP-14; 4,2 uL. das dilui¢cdes foram usadas nas reagdes, correspondendo a quantidades de
RNAt de 30 ng; 6 ng; 1,2 ng; 0,24 ng; e 0,048 ng. As amostras foram entdo submetidas ao
ensaio de transcricdo reversa e amplificagdo por RT-qPCR no equipamento Applied
Biosystems StepOne PlusTM Real-Time PCR Systems, realizado em um unico passo com a
utilizagdo do kit Power SYBR-Green RNA-to-CT™ 1-Step (Applied Biosystems), e utilizando
um volume reacional de 10 pL. Os primers dos genes de COLIA1, MMP-1, MMP-2, MMP-9,
MMP-3, TIMP-1 ¢ GAPDH (gene constitutivo) foram previamente validados por outros
estudantes de pods—graduagdo do Laboratério de Farmacologia Molecular (FARMOL)
seguindo o mesmo padrao feito para o gene da MMP-14. A especificidade dos primers
também foi avaliada através da curva de dissociagdo dos produtos de amplificagdo para cada

par de primers.
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O gene constitutivo do GAPDH foi utilizado como gene padrdo para comparacdo das
eficiéncias dos primers de todos os genes testados at¢ o momento. A eficiéncia (E) dos
primers foi verificada a partir da inclinagdo angular da reta (slope), obtida pela equagdo de
regressao linear da curva de eficiéncia relativa dos primers construida, utilizando a seguinte

equacao:

E = [10°"%r9 _ 11 x 100

3.4.4. Quantificacao relativa de COL1A1, TIMP-1, MMP-14, MMP-1, MMP-2,
MMP-3 e MMP-9.

O ensaio de transcri¢do reversa e amplificagdo por PCR quantitativa foi realizado em
um Gnico passo com a utilizagdo do kit Power SYBR-Green RNA-to-CT™1-Step (Applied
Biosystems), com o objetivo de quantificar a expressdao dos genes MMP-1, MMP-2, MMP-9,
MMP-3, TIMP-1 ¢ COLIAI e GAPDH nas amostras tratadas ou ndo com ciclodextrinas.

As reagdes foram feitas utilizando um volume reacional final de 10 pL. em uma placa de
96 pocos contendo em cada pogo 5,5 uL. de uma mistura de Power SYBR-Green, enzima
transcriptase reversa (RT), e primers foward e reverse (5 pmol.uL™), e 4,5 pL da amostra de
RNAt contendo 5 ng de 4cido nucleico. Utilizando o equipamento Applied Biosystems
StepOne PlusTM Real-Time PCR Systems foram estabelecidas as seguintes condig¢des
reacionais para a amplificacdo dos genes: 30 minutos a 48°C para realizagdo da reagdo de
transcri¢do reversa; 10 minutos a 95°C para ativagdo da enzima DNA polimerase; 40 ciclos de
95°C por 15 segundos para desnaturagdo e 60°C por 1 minuto para anelamento do primer e
extensdo. Foi construida uma curva de dissociagdo através de ciclos de dissociagdo, 15
segundos a 95°C; anelamento, 15 segundos a 60°C; e dissociagdo, 15 segundos a 95°C.

A metodologia utilizada para a quantificacao relativa da expressdo génica foi o método
do AACt que utiliza os valores de Ct (threshold cycle) obtidos na amplificacdo dos genes de
interesse. Os valores de Ct indicam o ciclo no qual o sinal de fluorescéncia ultrapassa a linha
de base, e os mesmos foram utilizados no calculo da quantificagdo relativa da expressao
génica, utilizando a seguinte formula:

QR = 274Ct

Onde:

AACt = ACtamostra — ACtcontrole

— (42 a
ACtamostra_ Ct gene alvo ~ Ct GAPDH
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Athontrole = thgene alvo ~ thGAPDH
Ct® = Ct da amostra de RNA extraida das células do grupo controle
Ct"= Ct da amostra de RNA extraida dos fibroblastos humanos tratadas com as solu¢des

de B-ciclodextrina ou hidroxipropil-B-ciclodextrina.

3.5. Avaliacdo da atividade proteolitica de MMP-2 e MMP-9 por zimografia.

A avaliagdo da atividade proteolitica das metaloproteinases 2 e 9 produzidas pelas
células tratadas ou ndo com ciclodextrinas foi realizada através do ensaio de zimografia, como
descrito por Rocca e colaboradores (La Rocca et al., 2004).

Os fibroblastos dérmicos humanos foram incubados em uma placa de 6 pocos e tratados
com as diferentes concentragdes de B-ciclodextrina ou hidroxipropil-B-ciclodextrina pré-
determinadas. Apos o periodo de 48 horas de tratamento, o meio de cultivo das células
tratadas ou ndo tratadas foi recolhido em microtubos de 1,5 mL e centrifugado por 10 minutos
a 345 x g para a remogao dos restos celulares.

A quantificacdo de proteinas de cada amostra foi feita por metodologia pré-estabelecida
(LOWRY et al., 1951) e o equivalente de 8 ng de proteina de cada amostra foi diluida na
razdo de 1:1 em tampao Tris/HCI1 0,1M, pH 6,8, glicerol 20%, SDS 4%, e 0,001% de azul de
bromofenol. As amostras foram entdo aplicadas no gel de poliacrilamida composto por 5 cm
de gel de separagdo a 10%, adicionado de 1% de gelatina, e um gel de concentracdo a 5% de
poliacrilamida.

No processo de eletroforese, o gel de poliacrilamida foi submetido, previamente a
aplicacdo das amostras, a uma pré-corrida de 15 minutos com tensdo de 100 V em tampdo de
corrida Tris/Glicina 25 mM, pH 8,3, contendo 0,1% de SDS. Apds a aplicagdo das amostras
no gel, a eletroforese foi realizada com tensdo de 100 V até as amostras ultrapassarem o gel
de concentragdo, e, posteriormente, a tensdo foi alterada para 150 V. Toda a eletroforese foi
realizada em camara fria para evitar a perda de atividade enzimatica.

Ao termino da corrida, o gel foi lavado com 4gua destilada e incubado com solugdo de
Triton X100 a 2% por 1 hora a 4°C. Apds a remogdo do Triton X100, o gel foi lavado com
agua destilada e incubado por 24 horas a 37°C em tampao Tris/HCI 50 mM, pH 7,4, acrescido
de CaCl, 10 mM, processo este essencial a atividade enzimatica. Apds o periodo de
incubagdo, o gel foi corado com o corante Comassie Blue R350 0,2% (GE Healthcare) diluido
em acido acético 20% na proporgao de 1:1 (0,1%). O excesso de corante foi removido por
lavagem do gel com solucdo de 4cido acético a 20%. O marcador de proteinas de massa

molecular conhecidas SeeBlue® Pre-Stained Protein Standard (Life Technologies) foi
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utilizado no ensaio como padrao. A analise densitométrica das bandas foi realizada utilizando
o programa Imagel], e os resultados foram expressos graficamente em porcentagem de

atividade enzimética.

3.6. Avaliacdo da producio de espécies reativas de oxigénio por fluorescéncia.

A 2" 7'-diacetato de diclorofluoresceina DCFH-DA ¢ uma sonda estavel lipofilica nao-
fluorescente que atravessa a membrana das células. As espécies reativas de oxigénio (EROs)
geradas durante a respiragdo celular sdo capazes de oxidar a 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH),
obtida dentro da célula pela reacdo de desacetilagdo da DCFH-DA causada pelas esterases
citosolicas, formando assim a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui
fluorescéncia verde, com emissdo em 510-530 nm. A fluorescéncia gerada ¢ proporcional a
capacidade oxidativa da célula. Assim, a intensidade da fluorescéncia intracelular se torna
uma medida dos metabolitos oxidativos produzidos pela célula, em particular do H,O, (Bass
et al., 1983).

Os fibroblastos dérmicos humanos foram incubados em uma placa de 96 pogos na
concentracdo de 10.000 células por poco e tratados por 48 horas com as solugdes de -
ciclodextrina ou hidroxipropil-B-ciclodextrina nas concentragdes de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5
mM. Posteriormente, o meio de cultura das células foi removido e os pogos foram lavados
cuidadosamente com solu¢do de PBS. As células foram entdo incubadas por 30 minutos a
37°C com 100 pL. de uma solugdo de 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) na
concentragdo final de 20 uM. Apos este periodo, a solucdo de fluoresceina foi descartada e os
pogos foram lavados com solugdo de PBS. A fluorescéncia produzida foi quantificada em um
leitor de placas a 485 nm de excitagdo e 530 nm de emissdo. As células foram entdo
recolhidas e foi feita uma quantificagdo de proteinas pelo método de Lowry (LOWRY et al.,
1951). O resultado ¢ obtido pela normalizagdo da quantidade de espécies reativas de oxigénio

gerada pela quantidade em pg de proteina de cada amostra (% EROs/ug proteina).

3.7. Avaliaciao da atividade da catalase.

Os fibroblastos foram inoculados em uma placa de 6 pogos na concentragdo de 3 x 10’
células em cada pogo e tratados por 48 horas com as solugdes de P-ciclodextrina ou
hidroxipropil-pB-ciclodextrina nas concentracdes de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM.
Posteriormente, o meio de cultura foi descartado e as células foram recolhidas em PBS com

auxilio de um raspador de células. O contetido recolhido foi armazenado em microtubos de
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1,5 mL e submetido a trés ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento a 4°C para
obtencdo do lisado celular, o qual foi utilizado paro o ensaio de avaliacdo da atividade da

enzima catalase.

Uma aliquota de 100 pL do lisado celular foi entdo adicionada a uma solu¢do de 10 mM
de H,0O, em tampao fosfato de sddio 50 mM, pH 7,8 no momento imediatamente anterior a
leitura da absorbancia em espectrofotometro, que foi realizada no modo cinético, por 2
minutos, no comprimento de onda de 240 nm. A conversdo do peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio molecular pela enzima catalase foi medida por acompanhamento da
diminui¢do da absorbancia do H»O; no comprimento de onda de 240 nm (Aebi, 1984;

Weydert e Cullen, 2010).
3.8. Avaliacio da liberacido da enzima lactato desidrogenase.

Para a realizacdo deste ensaio, as células foram incubadas em uma placa de 6 pogos e
tratadas durante 48 horas com solu¢des de P-ciclodextrina ou hidroxipropil-B-ciclodextrina
nas concentragdes de 1,5 mM e 1,0 mM, respectivamente. Em seguida, o meio de cultura foi
coletado para analise. A lactato desidrogenase (LDH) liberada das células foi quantificada por
um ensaio realizado de acordo com as instru¢des do fabricante do kit Lactate Dehydrogenase
- LDHI2: ACN 8080 (Roche Diagnostics, EUA). Os resultados foram expressos como U/L de
LDH. O ensaio de LDH foi realizado em colaboracdo com o Hospital Universitario de

Brasilia (HUB).
3.9. Analise estatistica.

O teste de variancia one-way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett para multiplas
comparagdes foram utilizados quando apropriados. A analise estatistica dos dados foi

realizada através do software PRISM GraphPad 6.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da citotoxicidade de B-ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina
em fibroblastos dérmicos humanos (CCD1059Sk e HFF-1).

A viabilidade das células tratadas ou ndo com as solugdes de B-ciclodextrina ou
hidroxipropil-p-ciclodextrina foi avaliada pelo ensaio de MTT. De acordo com os resultados
deste ensaio, apresentados na Figura 4, as solugdes de B-ciclodextrina ou hidroxipropil-f-
ciclodextrina nas concentragdes de 0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM ¢ 2,0 mM nao se mostraram
toxicas para ambas as linhagens celulares utilizadas e ndo houve diferenca significativa na

viabilidade das células tratadas quando comparadas ao controle (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacido da citotoxicidade de B-ciclodextrina (BC) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HBC) em
fibroblastos humanos A) CCD1059Sk e B) HFF-1. O grafico representa as médias £+ SEM de trés ensaios
independentes. CTRL, fibroblastos cultivados somente em meio DMEM e com viabilidade celular considerada
como 100%; BC, tratamento com solugdes de B-ciclodextrina; HBC, tratamento com solugdes de hidroxipropil-
B-ciclodextrina. Tratamento de 48 h. Teste estatistico: one-way ANOVA seguido do teste de comparagdes
multiplas de Dunnett.

4.2 Extraciao de RNA e validacdo dos primers de MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-
3, MMP-14, TIMP-1 e colageno tipo 1 (COLIAI) para quantificacio da
expressao génica por RT-qPCR.

4.2.1. Pureza e integridade do RNA extraido dos fibroblastos dérmicos humanos.

A analise espectrofotométrica do RNAt extraido dos fibroblastos CCD1059Sk e HFF-1,
tratados ou ndo com as solugdes de B-ciclodextrina (BC) ou hidroxipropil-p-ciclodextrina
(HBC) em diferentes concentragdes, permitiu avaliar a pureza do RNA. Os resultados da

espectrofotometria apresentados nas Tabelas 2 e 3 confirmam a pureza do RNA extraido das
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células. A razdo Ajeo/Azso das amostras de RNA extraidas tanto das células cultivadas em
meio sem tratamento, controle (CTRL), assim como das amostras das células tratadas com as
solucdes de B-ciclodextrina (BC) ou hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBC) estavam dentro da
faixa de 1,7 a 2,2 e foram consideradas puras. A concentragdo de RNA das amostras variou
entre 2,47 + 0,08 pg/ul e 3,01 = 0,13 pg/uL para as células CCD1059Sk (Tabela 2), e entre
0,93 £0,16 pg/ul e 1,12 + 0,08 pg/uL para a linhagem de fibroblastos HFF-1 (Tabela 3).

Tabela 2. Pureza e concentragio final do RNA total extraido das células CCD1059Sk tratadas ou ndo com
as solucées de B-ciclodextrina ou hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Amostras Pureza Concentracao de RNA das
(Razao Aj¢0/Azs0) amostras (png/pL)

CTRL 1,95+ 0,07 2,69+ 0,10
BC 0,5 mM 1,92 + 0,09 2,88 + 0,09
BC 1,0 mM 1,91 +0,11 2,85+ 0,11
BC 1,5 mM 1,90 + 0,08 2,47 £ 0,08
HBC 0,5 mM 1,92 +£ 0,10 2,76 + 0,09
HBC 1,0 mM 1,94 + 0,07 2,98 £ 0,10
HBC 1,5 mM 1,92 + 0,10 3,01 +£0,13

Legenda: BC, B-ciclodextrina; HBC, hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Tabela 3. Pureza e concentracao final do RNA total extraido das células HFF-1 tratadas ou nao com as

solucdes de B-ciclodextrina ou hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Amostras Pureza Concentracao de RNA das
(Razao Aj¢0/Azs0) amostras (png/pL)

CTRL 1,91+ 0,01 1,06 = 0,08
BC 0,5 mM 1,88 £ 0,07 1,12+ 0,08
BC 1,0 mM 1,92 + 0,01 1,06 £ 0,10
BC 1,5 mM 1,91 £ 0,03 0,95+ 0,04
HBC 0,5 mM 1,91+ 0,01 0,96 + 0,22
HBC 1,0 mM 1,91+ 0,01 0,93 +0,16
HBC 1,5 mM 1,92 + 0,01 1,01 £0,16

Legenda: BC, B-ciclodextrina; HBC, hidroxipropil-B-ciclodextrina.

A integridade do material genético extraido também foi avaliada através da visualizagdo

das bandas ribossomais 18S e 28S por eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 5).
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Figura 5. Avaliacio da integridade do RNA extraido dos fibroblastos tratados ou nio com as solucdes de
B-ciclodextrina ou hidroxipropil-p-ciclodextrina. A) CCD1059Sk e B) HFF-1. A visualizagdo das bandas
28S e 18S mostram a integridade do RNAt extraido das células. 1 corresponde ao controle; 2, 3 e 4, células
tratadas com B-ciclodextrina (BC) nas concentragdes de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM, respectivamente; 5, 6 ¢ 7,
células tratadas com hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBC) nas concentragdes de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM,
respectivamente. Tratamento de 48 h, n = 3.

4.2.2. Validacio dos primers de COL1A1, MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-3, MMP-
14 ¢ TIMP-1.

A eficiéncia do primer de MMP-14 foi testada pela constru¢do de uma curva de dilui¢ao
em série com fator de diluicdo igual a 5 do RNA total extraido da cultura de células. As
concentragdes de RNA utilizadas na curva foram 30 ng, 6 ng, 1,2 ng, 0,24 ng e 0,048 ng. A

curva padrdo obtida para o primer da MMP-14 esté representada na Figura 6.

Standard Curve

SN Slope = - 3,084
~a r=0,99%4
Nt E (%) =110

Figura 6. Curva padrao do gene MMP-14. Curva padrdo do gene MMP-14 construida a partir da dilui¢do em
série de um pool de RNA total de fibroblastos dérmicos humanos. E = eficiéncia, r = coeficiente de correlagdo
linear, slope = inclinagdo da reta.
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Os primers dos genes de COLIAI, MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-3, TIMP-1 ¢
GAPDH (gene constitutivo) foram previamente validados por outros estudantes de pos—
graduacdo do Laboratorio de Farmacologia Molecular (FARMOL) e suas respectivas curvas
de padronizagao estdo representadas nos anexos 1 e 2.

A eficiéncia dos primers foi determinada a partir dos valores de inclinagdo angular da reta
(slope), do coeficiente de correlagdo linear (r) e da eficiéncia das curvas de padronizagdo
(Anexos 1 e 2). Todos os primers apresentaram eficiéncia dentro dos critérios estabelecidos
para uma reacdo de qualidade, na faixa de 90 a 110%. As eficiéncias dos primers de COLIAI,
MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-3, MMP-14 ¢ TIMP-1 foram comparadas com a do primer
do GAPDH. O método escolhido para fazer a quantificacdo relativa destes genes foi o do
-BACE

calculo do

GAPDH foi menor que 10%.

, pois a varia¢do obtida entre as eficiéncias dos primers dos genes alvo e do

No processo de RT-qPCR a dupla fita de DNA se dissocia em temperaturas elevadas e o
produto de amplificagdo de cada primer em especifico gera uma curva de dissociacdo a uma
determinada temperatura, esta chamada de temperatura de melting (Tm). Nesta temperatura
especifica, 50% do produto de amplificacdo de cada gene encontra-se como fita dupla e 50%
encontra-se como fita simples. A partir da curva de dissociacdo, ou curva de melting,
consegue-se verificar a especificidade do produto de amplificagdo de cada primer. As curvas
de dissociagdo e suas respectivas temperaturas de melting dos primers utilizados neste estudo

encontram-se nos anexos 3 € 4.

4.3 Analise da expressao génica do COLIAI, TIMP-1 e MMP-14 nas células

tratadas com solucdes de B-ciclodextrina e hidroxipropil--ciclodextrina.

Ap6s o tratamento dos fibroblastos dérmicos humanos por 48 horas com as diferentes
concentragdes de P-ciclodextrina ou hidroxipropil-p-ciclodextrina a expressdo génica de
coldgeno do tipo 1 (COLIAI), do inibidor tecidual de metaloproteinases de matriz tipo 1
(TIMP-1) e da metaloproteinase de membrana (MMP-14) foi avaliada e os resultados foram
comparados com a expressdo destes genes no grupo controle (CTRL), tratado somente com

DMEM.

O tratamento dos fibroblastos CCD1059Sk e HFF-1 com a solugdo de B-ciclodextrina
(BC) na concentragdo de 0,5 mM promoveu um leve aumento na expressao relativa do RNAm

do colageno tipo 1 (COL1A1) em relagdo ao controle (CTRL), entretanto este aumento ndo foi
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estatisticamente significativo. Em contrapartida, os tratamentos das células CCD1059Sk com
as solugdes de P-ciclodextrina (BC) nas concentragdes de 1,0 mM e 1,5 mM reduziram
significativamente a expressdo de COLIAI, quando comparados ao controle. Além disto, a
solugdo de B-ciclodextrina (BC) na concentragdo de 1,0 mM também foi capaz de reduzir
significativamente a expressao de colageno em fibroblastos da linhagem HFF-1. O tratamento
com as solugdes de hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBC) em diferentes concentragdes nao

causou uma reducdo significativa na expressdo de COLIAI quando comparado ao controle

(Figura 7).
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Figura 7. Analise da expressio relativa do RNAm do COL1A41 em fibroblastos humanos A) CCD1059Sk e
B) HFF-1 tratados com solucdes de B-ciclodextrina (BC) ou hidroxipropil-$-ciclodextrina (HBC) em
diferentes concentracdes. O grafico representa as médias £ SEM de trés ensaios independentes, *, p < 0,05.
CTRL, fibroblastos cultivados somente em meio DMEM e com expressdo relativa de COLIAI considerada
como 100%; BC, tratamento com solugdes de B-ciclodextrina nas concentragdes de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM;
HBC, tratamento com solug¢des de hidroxipropil-f-ciclodextrina nas concentragdes de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5
mM. A expressdo do RNAm do gene do COLIAI foi normalizada pela expressdo do RNAm do gene GAPDH.
Tratamento de 48 h. Teste estatistico: one-way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

Em relagdo a expressdo relativa do RNAm do gene do inibidor tecidual de
metaloproteinases de matriz tipo 1 (TIMP-1), o tratamento com a solu¢dao de B-ciclodextrina
(BC) na concentragdo de 1,5 mM provocou uma redug¢ao significativa na expressao deste gene
em células CCD1059Sk, quando comparado ao controle (CTRL), de células cultivadas
somente com DMEM. Os tratamentos com as solucdes de P-ciclodextrina (BC) nas
concentragdes de 0,5 mM e 1,0 mM e com as solugdes de hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HBC) em diferentes concentragdes ndo reduziram a expressao de 7IMP-1. Em contrapartida,

os fibroblastos HFF-1 apresentaram uma diminuicdo significativa na expressdo de TIMP-1
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somente quando tratados com solucdo de B-ciclodextrina (BC) na concentracdo de 1,0 mM

(Figura 8).
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Figura 8. Andlise da expressido relativa do RNAm do gene do 7IMP-1 em fibroblastos humanos A)
CCD1059Sk e B) HFF-1, tratados com solu¢des de B-ciclodextrina (BC) ou hidroxipropil-p-ciclodextrina
(HBC) em diferentes concentracgdes. O grafico representa as médias £ SEM de trés ensaios independentes, *, p
< 0,05. CTRL, fibroblastos cultivados somente em meio DMEM e com expressdo relativa de TIMP-I
considerada como 100%; BC, tratamento com solugdes de B-ciclodextrina nas concentragdes de 0,5 mM, 1,0
mM e 1,5 mM; HBC, tratamento com solugdes de hidroxipropil-B-ciclodextrina nas concentragdes de 0,5 mM,
1,0 mM e 1,5 mM. A expressdo do RNAm do gene do 7/MP-1 foi normalizada pela expressio do RNAm do
gene GAPDH. Tratamento de 48 h. Teste estatistico: one-way ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunnett.

A expressao relativa do RNAm do gene da metaloproteinase de membrana (MMP-14)
das células CCD1059Sk tratadas com as diferentes solu¢des de ciclodextrinas em diferentes
concentragdes também foi avaliada com relagdo a expressdo desse gene no controle. Foi
observado um aumento significativo, dose dependente, na expressdo de MMP-14 das células
tratadas com as solugdes de B-ciclodextrina (BC) nas concentracdes de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5
mM, respectivamente, quando comparado ao controle, de células cultivadas somente com
DMEM. O tratamento com a solu¢@o de hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBC) na concentragao
de 1,0 mM também promoveu um aumento na expressao deste gene em relagdo ao controle.
Ademais, a solu¢do de B-ciclodextrina (BC) na concentra¢dao de 1,5 mM também foi capaz de
aumentar a expressao de MMP-14, quando comparada ao controle, em fibroblastos HFF-1.

Estes resultados foram estatisticamente significativos para um valor de p < 0,05 (Figura 9).
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Figura 9. Analise da expressdo relativa do RNAm do gene da MMP-14 em fibroblastos humanos A)
CCD1059Sk e B) HFF-1, tratados com solu¢des de B-ciclodextrina (BC) ou hidroxipropil-p-ciclodextrina
(HBC) em diferentes concentracdes. O grafico representa as médias £ SEM de trés ensaios independentes, *, p
< 0,05. CTRL, fibroblastos cultivados somente em meio DMEM e com expressdo relativa de MMP-14
considerada como 100%; BC, tratamento com solugdes de B-ciclodextrina nas concentragdes de 0,5 mM, 1,0
mM e 1,5 mM; HBC, tratamento com solugdes de hidroxipropil-B-ciclodextrina nas concentragdes de 0,5 mM,
1,0 mM e 1,5 mM. A expressdo do RNAm do gene da MMP-14 foi normalizada pela expressdo do RNAm do
gene GAPDH. Tratamento de 48 h. Teste estatistico: one-way ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunnett.

4.4 Analise da expressio génica de MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9 em
fibroblastos HFF-1 tratados com solug¢des de B-ciclodextrina e hidroxipropil-p-

ciclodextrina.

A avaliagdo da expressdo génica de importantes metaloproteinases de matriz,
responsaveis pela degradagdo de coladgeno e elastina na pele, como MMP-1, MMP-2, MMP-3
e MMP-9, foi realizada em fibroblastos dérmicos humanos (HFF-1). Neste estudo, os mesmos
foram tratados com solugdes de B-ciclodextrina (BC) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HBC)
em concentragdes diversas, e seus resultados foram comparados com a expressao destes genes
no controle (CTRL), cultivado somente com DMEM.

Os resultados deste ensaio mostram que, apesar da expressdo relativa do RNAm do
gene de MMP-1 em células HFF-1 ndo ter sido alterada pelo tratamento com as ciclodextrinas
(Figura 10A), a solugdo de P-ciclodextrina (BC) na concentragdo de 1,5 mM conseguiu

aumentar de forma significativa a expressdo do RNAm do gene de MMP-2 e MMP-3, quando
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comparadas ao controle (Figuras 10B e 10C). Além disso, o tratamento dos fibroblastos com
solugdes de P-ciclodextrina (BC) nas concentragdes de 1,0 mM e 1,5 mM elevou
significativamente a expressao relativa do RNAm da metaloproteinase de matriz do tipo 9

(MMP-9), quando comparadas ao controle (Figura 10D).
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Figura 10. Anilise da expressido relativa do RNAm dos genes de A) MMP-1, B) MMP-2, C) MMP-3 e D)
MMP-9 em fibroblastos humanos da linhagem HFF-1, tratados com solucées de p-ciclodextrina (BC) ou
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HBC) em diferentes concentracdes. O grafico representa as médias + SEM de
trés ensaios independentes; *, p < 0,05. CTRL, fibroblastos cultivados somente em meio DMEM e com
expressao relativa considerada como 100%; BC, tratamento com solucdes de B-ciclodextrina nas concentragdes
de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM; HBC, tratamento com solugdes de hidroxipropil-B-ciclodextrina nas
concentragdes de 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM. As expressdes dos RNAm dos genes de MMP-1, MMP-2, MMP-3
e MMP-9 foram normalizadas pela expressio do RNAm do gene GAPDH. Tratamento de 48 h. Teste estatistico:
one-way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.
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4.5 Avaliacdo da atividade proteolitica de MMP-2 ¢ MMP-9 em células com
solucdes de PB-ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina em diferentes

concentracoes.

A fim de avaliar a atividade proteolitica das gelatinases MMP-2 ¢ MMP-9 o meio de
cultivo dos fibroblastos tratados por 48 horas com as solugdes de B-ciclodextrina ou
hidroxipropil-B-ciclodextrina em diferentes concentragdes foi analisado por zimografia
usando gelatina como substrato. A densidade das bandas correspondentes & massa molecular
especifica das metaloproteinases foi medida e o resultado apresentado graficamente como
porcentagem da atividade de MMP-2, para as bandas correspondentes a massa molecular
aproximada de 69 kDa. Os fibroblastos que receberam tratamento foram comparados ao

controle, cultivado somente com DMEM, e que representou 100% da atividade enzimatica.

Os resultados obtidos neste ensaio sugerem que o tratamento com solucdes de [-
ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina em diferentes concentragdes ndo foi capaz de
alterar a atividade enzimatica de MMP-2, quando esta foi comparada ao controle (Figuras 11

e 12). As bandas referentes a atividade de MMP-9 nao foram visualizadas.

pro-MMP2

MMP2

Figura 11. Avaliacdo da atividade de metaloproteinase 2 por zimografia. Amostras dos meios de cultivo das
células (CCD1059Sk) tratadas com as solugdes de B-ciclodextrina (BC) ou hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBC)
em diferentes concentragdes foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com 1% de gelatina. 1
corresponde ao controle; 2, 3 e 4, tratamento com BC 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM, respectivamente; 5, 6 ¢ 7,
tratamento com HBC 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM, respectivamente. A banda de 72 kDa refere-se a MMP-2
inativa (pro-MMP-2) e a de 69 kDa corresponde 8 MMP-2 ativa. Tratamento 48h, n = 3.
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Figura 12. Porcentagem de atividade de MMP-2. O grafico representa as médias + SEM de trés replicatas
independentes. CTRL, fibroblastos (CCD1059Sk) cultivados somente em meio DMEM e com atividade de
MMP-2 considerada como 100%; BC, tratamento com solu¢des de B-ciclodextrina nas concentragdes de 0,5
mM, 1,0 mM e 1,5 mM; HBC, tratamento com solug¢des de hidroxipropil-p-ciclodextrina nas concentragdes de
0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM. A porcentagem de atividade foi calculada a partir da intensidade das bandas do gel
de zimografia correspondentes a MMP-2 ativa (69 kDa), quantificadas pelo software Imagel] através da
ferramenta integrated density. Tratamento de 48 h. Teste estatistico: one-way ANOVA seguido do teste de
comparagdes multiplas de Dunnett.

4.6 Efeito das solucdes de p-ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina na

geracio de espécies reativas de oxigénio por fluorescéncia.

A geragdo de espécies reativas de oxigénio nas células foi avaliada apos o tratamento
dos fibroblastos dérmicos humanos com diferentes concentragcdes de P-ciclodextrina ou
hidroxipropil-B-ciclodextrina, utilizando o método da oxidacdo de 2',7'-diclorofluoresceina
(DCFH) por EROs, formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui
fluorescéncia verde. Desta forma, a geracdo de espécies reativas de oxigénio foi diretamente
proporcional a intensidade de fluorescéncia da DCFoxi. A intensidade da fluorescéncia gerada

foi entdo normalizada pela quantidade de proteinas nas amostras.

Nao foi possivel observar um aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio apos
o tratamento dos fibroblastos com as solu¢des de P-ciclodextrina ou hidroxipropil-B-
ciclodextrina nas concentra¢des de 0,5 mM, 1 mM e 1,5 mM, sugerindo que as ciclodextrinas

por si s6 ndo foram capazes de aumentar o estresse oxidativo intracelular (Figura 13).
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Figura 13. Efeito das solucdes de B-ciclodextrina (BC) ou hidroxipropil-p-ciclodextrina (HBC) na geracao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) em fibroblastos humanos CCD1059Sk. O grafico representa as
médias £ SEM de trés ensaios independentes. CTRL, controle, células cultivadas somente em meio DMEM, ¢
com geragdo de EROs considerada como 100%; BC, tratamento com solugdes de B-ciclodextrina; HBC,
tratamento com solugdes de hidroxipropil-B-ciclodextrina. Apos o tratamento de 48 h, as células foram tratadas
com DCFH que ¢ oxidada pelas EROs a DCFoxi. A fluorescéncia deste composto foi detectada no comprimento
de onda de 485 nm e ¢ proporcional ao estado oxidativo da célula. Teste estatistico: one-way ANOVA seguido
do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

4.7 Avaliacio da atividade de catalase.

A atividade da enzima catalase, responséavel pela conversdo do peroxido de hidrogénio
em agua e oxigénio molecular, foi medida nas células (Aebi, 1984; Weydert e Cullen, 2010).
Os resultados deste estudo demonstram que o tratamento com solugdes de B-ciclodextrina em
diferentes concentragdes provocaram uma redugdo estatisticamente significativa de mais de
50% da atividade de catalase, enquanto as solu¢des de hidroxipropil-B-ciclodextrina em
diferentes concentragdes reduziram significativamente a atividade desta enzima em mais de
70% quando comparados ao controle, de células cultivadas somente com DMEM e cuja

atividade de catalase foi considerada como 100% (Figura 14).
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Figura 14. Efeito das solucdes de p-ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina em fibroblastos humanos
CCD1059Sk na atividade de catalase. O grafico representa as médias + SEM de trés ensaios independentes; *,
p < 0,05. CTRL, controle, células tratadas somente em meio DMEM, e com atividade enzimatica considerada
como 100%; BC, tratamento com solug¢des de B-ciclodextrina; HBC, tratamento com solugdes de hidroxipropil-
B-ciclodextrina. Apos o tratamento, o lisado celular foi utilizado para avaliar a atividade da enzima catalase
através do monitoramento do consumo de HyO, 10 mM em espectrofotometro a 240 nm. Teste estatistico: one-
way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

4.8 Analise da liberacio de LDH pelos fibroblastos dérmicos humanos
CCD1059Sk tratados com B-ciclodextrina ou hidroxipropil-p-ciclodextrina.

A lactato desidrogenase ¢ uma enzima presente em inumeros tecidos e ¢ naturalmente
encontrada no interior das células. Desta forma, quando a LDH extravasa para o meio
extracelular isto se torna um sinal que ocorreu algum dano & membrana celular, e como a
LDH ¢ uma enzima estavel, a liberacdo da mesma pode ser quantificada e utilizada como
avaliagdo de citotoxicidade.

Os resultados deste ensaio demonstram que o tratamento das células com f-
ciclodextrina (BC) na concentracdo de 1,5 mM foi capaz de aumentar a liberagdo de LDH em
praticamente duas vezes quando comparado ao controle. Além disto, a hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HBC) na concentragdo de 1,0 mM também provocou um aumento significativo
no extravasamento de LDH das células (Figura 15). Os resultados estdo expressos em

unidades de LDH/L.
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Figura 15. Avaliacdo do efeito das solucdes de p-ciclodextrina ou hidroxipropil-p-ciclodextrina no
extravasamento da enzima LDH em fibroblastos humanos CCD1059Sk. O grafico representa as médias +
SEM de trés ensaios independentes; *, p < 0,05. CTRL, controle, células cultivadas somente em meio DMEM, e
com atividade enzimatica considerada como 100%; BC, tratamento com solu¢des de P-ciclodextrina; HBC,
tratamento com solugdes de hidroxipropil-p-ciclodextrina. Apds o tratamento, o meio de cultura foi utilizado
para quantificar a enzima LDH. Teste estatistico: one-way ANOVA seguido do teste de compara¢des multiplas
de Dunnett.
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5. DISCUSSAO

Ter uma pele envelhecida precocemente pela acdo do ambiente externo a que estamos
expostos tem consequéncias bem mais relevantes e preocupantes que os efeitos estéticos. O
envelhecimento extrinseco causa alteragdes morfologicas importantes na estrutura da pele,
como destruicdo da matriz extracelular dérmica pela atividade exacerbada das MMP, reducao
da proliferacdo dos fibroblastos, perda da elasticidade, adelgacamento da epiderme, ou até
mesmo o aparecimento de neoplasias como o melanoma (Jenkins, 2002; Kammeyer e Luiten,
2015; Pittayapruek et al., 2016; Tobin, 2017). Com todas estas modificacdes, as fungdes da
pele como prote¢dao contra agente xenobidticos, e regulacdo térmica e hidroeletrolitica ficam
comprometidas, podendo reduzir a homeostase corporal e originando processos patologicos
(Lai-Cheong e McGrath, 2013; Pittayapruek et al., 2016). Apesar da radiagdao UV, a que
estamos expostos diariamente, ser o principal fator causador do processo de envelhecimento
extrinseco (Clark et al., 2008; Pittayapruek et al., 2016), ndo podemos deixar de lado outros
agentes provenientes do ambiente externo que podem contribuir para este fendmeno.

As ciclodextrinas, de uma forma geral, ndo sdo consideradas toxicas (Gould e Scott,
2005). Chen e colaboradores, avaliando os niveis de colesterol celular in vitro e in vivo,
demonstraram que a 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina em altas concentragdes (maiores que 6%)
ndo reduziu significativamente a viabilidade celular (Chen et al., 2010). Além disto, Li e
colaboradores mostraram em seus estudos que diferentes concentragdes B-ciclodextrina nao
causaram diferenca significativa na viabilidade de fibroblastos, mesmo em periodos de
tratamento de 72 h (Li et al., 2014). Corroborando com esses achados, as concentragdes de 3-
ciclodextrinas e hidroxipropil-B-ciclodextrina avaliadas neste trabalho também ndo foram
capazes de reduzir a viabilidade de fibroblastos, tanto da linhagem CCD1059Sk quanto da
linhagem HFF-1. As concentragdes de ciclodextrinas usadas neste trabalho sdo concentragdes
baixas quando comparadas com os outros estudos citados (Gould e Scott, 2005; Chen et al.,
2010; Li et al., 2014).

O colageno ¢ o principal componente da matriz extracelular dérmica, representando
cerca de 97,5% da mesma, e sintetizado primariamente como pré-coldgeno (Patino et al.,
2002; Calleja-Agius et al., 2013; Choi et al., 2013). A sua expressdo génica ¢ modulada pela
via de sinalizagdo das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) e dependente da
ativagdo do fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-fB) (Pittayapruek et al., 2016).
Como ja ¢ bem conhecido que o colesterol ¢ capaz de modular a sinalizacdo celular, e alguns
estudos tém demonstrado os seus efeitos sobre a sinalizagdo intracelular dependente das

MAPK (Maxfield e Tabas, 2005; Haque et al., 2016;), neste estudo a expressdo génica de
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coldgeno do tipo I foi avaliada apds tratamento das células com dois diferentes tipos de
ciclodextrinas, e foi observado que o tratamento com f-ciclodextrina, em diferentes
concentragdes, foi capaz de reduzir a expressio de RNAm do gene do COLIAl em
fibroblastos dérmicos humanos. Kim e colaboradores mostraram em um de seus trabalhos que
a deplecio de colesterol em células HaCaT, causada pelo tratamento com metil-B-
ciclodextrina (MBCD), causou o aumento da fosforilagio de ERK e JNK e,
consequentemente, a ligacdo do fator de transcricdo AP-1 ao DNA. Com o aumento da
atividade do AP-1, a ativacdio e sinalizagio do TGF-B podem ser inibidas e,
consequentemente, levar a uma reducao da sintese de colageno (Maxfield e Tabas, 2005; Kim
et al., 2007; Chen et al., 2015).

Ap0s avaliar a expressdo génica de coladgeno, a expressao relativa do RNAm do gene do
inibidor tecidual de metaloproteinases de matriz 1 (7/MP-1) nos fibroblastos tratados com
CDs foi quantificada. A B-ciclodextrina, em pelo menos uma das concentracdes estudadas, foi
capaz de reduzir a expressdo relativa deste gene em ambas as linhagens de fibroblastos
estudadas (CCD1059Sk e HFF-1). O TIMP-1 ¢ uma proteina responsavel por inibir a
atividade catalitica de metaloproteinases de matriz ligando-se diretamente a elas e formando
complexos ndo covalentes na proporcao 1:1 (Fisher et al., 2009). De forma similar s MMPs,
a expressdao do RNAm do gene do 7IMP-1 também ¢ regulada pela via de sinaliza¢do das
MAPK, e a consequente fosforilagdo de ERK, JNK e p38, que levam a ativacdo do fator de
transcricdo AP-1, pode reduzir a expressdao de 7IMP-1 (Kammeyer ¢ Luiten, 2015; Murphy,
2011). O colesterol esta associado a regulacdo negativa do AP-1 (Kim et al., 2007), ¢ a sua
deplecao causada pelas CDs pode levar a uma diminuic¢ao na expressao de 7IMP-1.

A MMP-14, também conhecida como MTI1-MMP, ¢ uma enzima localizada na
membrana das células e possui um dominio C-terminal transmembrana adicional além de uma
pequena cauda citoplasmatica (Pittayapruek et al., 2016). A sua principal fungdo é promover a
ativagdo de outras MMPs localizadas na matriz extracelular (MEC), mas ela também ¢ capaz
de degradar por si s6 a MEC, tendo assim um importante papel tanto no envelhecimento da
pele, como também no aumento da capacidade de metéstase de algumas células cancerigenas
(Oh et al., 2011; de Oliveira Poswar et al., 2015; Pittayapruek et al., 2016). Desta forma, um
aumento na expressdo de MMP-14, como observado neste trabalho pelo tratamento das
células com as solucdes de B-ciclodextrina, associado a uma redugdo de 7IMP-1, pode levar a
ativacdo de outras MMPs responsaveis pela degradacdo do coldgeno e fibras elasticas da

MEC, como a MMP-1, a MMP-2, a MMP-3 ¢ a MMP-9.
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A MT1-MMP (MMP-14) est4 localizada nas membranas celulares e alguns estudos ja
demonstraram sua localiza¢do nas cavéolas, principalmente em regides onde se encontra a
caveolina-1 (Annabi et al., 2001; Remacle, 2003; Yang et al., 2016). A internalizacdo da
MMP-14 localizada nas cavéolas ¢ importante para sua reciclagem e este fendmeno provoca a
sua perda de atividade. Uma reducdo da internalizagdo da MMP-14 pode aumentar a sua
atividade, aumentando diretamente a degradagdo da matriz extracelular e ativando outras
MMP.

Ga e colaboradores observaram em seu trabalho (2004) que a deplecao de colesterol das
cavéolas de células endoteliais humanas, causada pelo tratamento com 1 pM de metil-B-
ciclodextrina, bloqueou em quase 100% a internalizagdo da metaloproteinase de membrana do
tipo I (Ga et al., 2004).

A expressdo génica de outras MMPs importantes para a degradacdo da MEC dérmica
também foram avaliadas. A MMP-1, principal colagenase expressa na pele, estd envolvida na
degradacdo do colageno intacto da matriz extracelular dérmica (Kammeyer e Luiten, 2015;
Pittayapruek et al., 2016). Kim e colaboradores (2010) verificaram que o tratamento de
fibroblastos com colesterol reduziu a expressio de MMP-1 através da diminuicdo da
fosforilagdo de ERK1/2 e JNK. Além disto, os autores também mostraram que a deplecao de
colesterol causada pelo tratamento com 10 mM de metil-B-ciclodextrina (MBCD) provocou o
aumento da expressdo de MMP-1 em fibroblastos dérmicos humanos provenientes de cultura
primaria (Kim et al., 2010a). Apesar dos resultados previamente publicados, que utilizaram
uma alta concentracdo de ciclodextrina, terem demonstrado um aumento da expressdo de
MMP-1, os resultados deste trabalho ndo demonstram mudangas significativas no padrao de
expressdao de MMP-1 dos fibroblastos tratados com B-ciclodextrina ou hidroxipropil--
ciclodextrina nas diferentes concentragoes estudadas.

A MMP-3 faz parte das metaloproteinases de matriz expressas na pele e ¢ classificada
como estromelisina. Ela possui papel fundamental na degradagdo de colageno do tipo I, e na
ativagdo de MMP-1 e também de pr6o-MMPs, como a MMP-2. Sua expressdo, assim como
outras MMPs, também ¢ controlada pela cascata de sinalizacdo das MAPK (Park et al., 2004;
Pittayapruek et al., 2016). Wang e colaboradores (2017) avaliaram a expressao de MMP-3 em
condrocitos humanos tratados com anemonina, um agente atenuador da osteoartrite,
reconstituida em uma solucdo a 50% de hidroxipropil-B-ciclodextrina. Os resultados deste
trabalho mostraram que a expressdo de MMP-3 aumentou significativamente quando as
células foram tratadas com o composto reconstituido em ciclodextrina (Wang et al., 2017).

Os resultados obtidos na analise quantitativa de expressao relativa de MMP-3 mostraram que
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a hidroxipropil-p-ciclodextrina ndo foi capaz de modificar a expressdo deste gene em
fibroblastos HFF-1. Entretanto, o tratamento com B-ciclodextrina na concentragdo de 1,5 mM
aumentou a expressado do RNAm do gene da MMP-3 quando comparada ao controle. Um
aumento da expressao e atividade de MMP-3 pode levar a uma maior degradagao do coldgeno
da MEC, exacerbando assim os sinais do envelhecimento da pele.

A expressdo relativa do RNAm do gene da gelatinase de 92 kDa (MMP-9) também foi
avaliada e os resultados mostraram que o tratamento com [B-ciclodextrina nas concentragdes
de 1,0 mM e 1,5 mM provocou um aumento significativo da expressdo deste gene quando
comparado a expressdao do RNAm do gene nas células ndo tratadas (CTRL). Na pele, a MMP-
9 ¢ responsavel pela degradagdo de colageno do tipo IV, localizado principalmente na jungao
derme-epiderme e que possui fung¢do de auxiliar na ancoragem da epiderme a derme
(Thompson e Maibach, 2010; Pittayapruek et al., 2016). Assim, o aumento da expressao de
MMP-9 pode provocar um achatamento da juncdo dermo-epidérmica provocado pela
degradacdo do coldgeno nesta regido, uma das caracteristicas morfoldgicas da pele
envelhecida. Kim e colaboradores (2007) demonstraram em seus estudos que o tratamento de
queratindcitos com 10 mM de MBCD aumentou significativamente a expressdo de MMP-9, e
que a adicdo de colesterol posteriormente conseguiu reverter este efeito. Eles também
conseguiram correlacionar a expressdo de MMP-9 com o aumento da fosforilagdo de MAPK,
como ERK, JNK, c-Jun e c-Fos (Kim et al., 2007). Além do envelhecimento, o aumento da
expressao e atividade de MMP-9 pode influenciar na migragdo e invasdo de células
cancerigenas, pois, além de degradar a MEC e facilitar a migracdo celular, esta
metaloproteinase esta intimamente envolvida na regulagdo da atividade de inimeros fatores
de crescimento tumorais e citocinas, afetando a resposta imunoldgica e a angiogénese de
tumores (Kuivanen et al., 2009; Hernandez-Pérez et al., 2012; Xia et al., 2013).

Os efeitos que as CDs podem causar diretamente na expressdo relativa do RNAm do
gene da MMP-2 em fibroblastos ainda nao foram estudados. Os resultados deste estudo
mostraram que o tratamento de fibroblastos da linhagem HFF-1 com pB-ciclodextrina na
concentragdo de 1,5 mM foi capaz de aumentar a expressdo da MMP-2 em relagdo ao grupo
controle. J& a ativagdo enzimatica da pro-MMP2 em MMP-2 ativa ¢ um mecanismo
complexo, que envolve a formagdo de um complexo desta com a MTI-MMP (MMP-14) ¢ a
MT2-MMP. Alguns estudos tém demonstrado que a deple¢do de colesterol aumenta a
ativagdo de MMP-2 em diferentes tipos celulares. Zou e colaboradores, em 2014, observaram
um aumento significativo da ativacdo de pr6-MMP2 em MMP-2 quando células de

neuroglioma foram tratadas com metil-B-ciclodextrina (MBCD) nas concentragdes de 0,8 mM
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e 1,6 mM. Neste mesmo estudo, os autores avaliaram os efeitos da deplecao de colesterol na
ativagdo da via de sinalizagdo das MAPK, mostrando que o tratamento com MBCD, em
diferentes concentragdes, foi capaz de aumentar a fosforilacdo de ERK (Zou et al., 2014). No
estudo de Souza (2016) foi observado o aumento da ativagdo de MMP-2 quando fibroblastos
dérmicos humanos eram tratados com 2,0 mM de B-ciclodextrina ou hidroxipropil-B-
ciclodextrina (Souza, 2016). Apesar de Kim e colaboradores (2010) também terem
demonstrado em seu trabalho que o tratamento com MBCD nas concentragdes de 0,5% e 1%
provocaram um aumento na ativagdo de MMP-2 em fibroblastos (Ellerbroek e Stack, 1999;
Kim et al., 2010b), os resultados deste estudo sugerem que o tratamento com B-ciclodextrina
ou hidroxipropil-f-ciclodextrina, nas concentragdes estudadas, ndo foi capaz de aumentar
significativamente a ativagdo de MMP-2.

Diversos estudos tém relacionado a atividade de MMP com a invasdo de células do
cancer de pele, tanto melanoma como ndo-melanoma, pois estas enzimas sdo responsaveis
pela degradacdo ativa das proteinas da MEC (Leight et al., 2015). Acredita-se que as
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 possuem um papel crucial na progressao de células do
melanoma (Rotte et al., 2012). Como mencionado anteriormente, a MMP-9 participa da
quebra do colageno tipo IV, localizado na jun¢do dermo-epiderme da pele, local onde se
encontra a maior parte dos melandcitos (Costin e Hearing, 2007; Lai-Cheong e McGrath,
2013; D’Mello et al., 2016). Assim, o aumento da expressao e atividade de MMP-9 auxilia na
migracdo das células de melanoma para a derme.

Logo ap6s a secrecdo da pr6-MMP2 pelos fibroblastos na MEC, a MMP-14 ativa-a
provocando o aumento da degradagdo das fibras de coldgeno hidrolisadas presentes na MEC
dérmica. Este processo deixa a MEC mais frouxa para a migracao das células cancerigenas, as
quais conseguem atingir os capilares sanguineos presentes na derme, aumentando assim o
poder de metéstase do melanoma (Hofmann et al., 2005; Kondratiev et al., 2008; Viisdnen et
al., 2008). Uma das terapias adjuvantes que tem sido bastante utilizada no tratamento do
melanoma ¢ a terapia fotodinamica. Entretanto, diversos farmacos utilizados neste tipo de
procedimento estdo sendo encapsulados com ciclodextrinas (Filippone et al., 2002; Kato et
al., 2010; Rigon et al., 2015). Como as ciclodextrinas sdo conhecidas por causar deplecao de
colesterol nas células, e isto pode provocar o aumento da expressdo e atividade de MMP,
incluindo a MMP-2, a utilizagdo deste adjuvante na formulagdo de antineoplésicos utilizados
no tratamento do melanoma precisa ser avaliada com cautela.

Ap0s avaliar o efeito da B-ciclodextrina e da hidroxipropil-p-ciclodextrina na expressao

das principais metaloproteinases de matriz da pele, um estudo sobre o efeito destes adjuvantes
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farmacéuticos no estado redox das células foi realizado. As espécies reativas de oxigénio
(EROs) sdo radicais livres comumente produzidos durante o metabolismo aerdbio celular,
mas muitos estudos tém demonstrado suas habilidades em causar danos as biomoléculas,
incluindo modificagdes ao DNA e proteinas, provocando assim uma série de condigdes
patoldgicas, além de acelerar o envelhecimento (Droge e Droge, 2002; Jenkins, 2002). Além
disso, as EROs s3ao um dos principais fatores que levam ao aumento da expressdo de
metaloproteinases de matriz. Elas funcionam como segundos mensageiros intracelulares
ativando a via de sinalizacdo das MAPK, aumentando a ligacao do fator de transcrigdo AP-1
ao DNA e a expressao de MMP (Kim et al., 2011; Chiang et al., 2013). Nenhum estudo
recente, que correlaciona diretamente o tratamento com f-ciclodextrina ou hidroxipropil--
ciclodextrina com a geracdo de EROS em fibroblastos, foi encontrado na literatura. O
tratamento de fibroblastos com B-ciclodextrina ou hidroxipropil-p-ciclodextrina ndo causaram
um aumento significativo na geragdo de EROs nas células. Portanto, esses resultados
sugerem que o aumento intracelular de EROs ndo foi o principal mecanismo pelo qual a
expressao de MMP-14 foi elevada e as expressdes de COL1A1 e TIMP-1 foram reduzidas nos
fibroblastos CCD1059Sk.

A catalase (CAT) ¢ responsavel pela conversdo do peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio molecular (Fita et al., 1986; Alfonso-Prieto et al., 2009), sendo assim, uma enzima
antioxidante que previne o processo de envelhecimento, tanto intrinseco quanto extrinseco
(Giacomoni et al., 2000; Hellemans et al., 2003). Logo, uma reducdo da atividade da CAT
pode contribuir para o acimulo de EROs dentro das células, culminando em todos os danos
que elas podem causar, como aumento da expressdo de MMP e diminui¢do da expressdo de
COLIA1 e TIMP-1 (Kawaguchi et al., 1996; Rhie et al., 2001). Alguns estudos tém
demonstrado que a ativagdo de receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPARSs) possui um papel fundamental no balango redox das células na pele, principalmente
no aumento da expressdo e atividade da catalase (Berger e Moller, 2002; Girnun et al., 2002;
Shin et al., 2016). A maioria dos ligantes endogenos de PPAR pertence a familia dos acidos
graxos e dos produtos de seus metabolismos (Krey et al., 1997; Bishop-Bailey e Wray, 2003;
Desvergne et al., 2004), e como as ciclodextrinas possuem uma alta afinidade por moléculas
apolares (Kurkov e Loftsson, 2013) elas possivelmente sdo capazes de se ligar a estes
ligantes, formando complexos de inclusdo. Desta forma, a expressdo e atividade da catalase
podem ser reduzidas em consequéncia de uma menor ativagdo de receptores PPAR.

O colesterol ¢ o principal componente das cavéolas, microdominios especializados de

membrana também conhecidas como /ipid rafts, as quais sdo importantes para a estrutura da
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membrana celular e também sdo responsaveis pela modulagdo da fluidez da membrana. Além
disso, o colesterol presente nas cavéolas possui os papéis de aumentar a espessura da
membrana e reduzir sua permeabilidade (Demel e De Kruyff, 1976; Brown e London, 2000;
Simons e Toomre, 2000). Os resultados do aumento da liberacdo de LDH, apds tratamento
das células com ambas as ciclodextrinas estudadas, demonstram uma redugdo significativa da
permeabilidade seletiva da membrana celular, a qual possivelmente pode ser explicada pela
deplecao de colesterol causada pelas CDs (Schonfelder et al., 2006). Ademais, alguns estudos
tém utilizado ciclodextrinas como depletoras de colesterol das cavéolas com o objetivo de
induzir a apoptose em células cancerigenas através da ativagdo de caspases (Motoyama et al.,
2009; George et al., 2012; Onodera et al., 2013). Assim, dependendo do nivel do dano a
membrana causado pelas CDs elas podem ativar uma cascata de sinalizagdo apoptotica
intracelularmente.

Uma possivel deplecao do colesterol localizado nas cavéolas pode provocar também
uma ruptura destas estruturas e, por conseguinte, alterar o perfil de sinalizagdo intracelular. A
caveolina-1, proteina sinalizadora nas cavéolas ¢ capaz de modificar a cascata intracelular de
MAPK. Alguns estudos ja demonstraram que a caveolina-1 aumenta a fosforilacdo de p38 ao
mesmo tempo que inibe a fosforilagdo de JNK, ERK1/2 e Akt (Qin et al., 2016). Nenhum
trabalho que demonstra efeitos diretos das ciclodextrinas sobre as caveolinas foi encontrado.
Entretanto, se elas forem capazes de retirar a caveolina-1 juntamente com o colesterol, ja que
a mesma encontra-se ligada a ele nas cavéolas, ou até mesmo de alguma forma provocar a
perda da atividade desta proteina, a modificacdo da cascata de sinalizacdo das MAPK que
culmina na redugdo da expressao de MMP estaria comprometida. Por exemplo, a diminui¢ao
da fosforilacdo de p38 aumentaria a atividade do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-
kB), pois a atividade deste ¢ suprimida pela p38 (Wang et al., 2006; Jagielska et al., 2012; Qin
et al., 2016).

O mecanismo de deple¢do do colesterol das membranas pelas ciclodextrinas ¢ bastante
complexo e pode envolver diversos fatores (Grauby-Heywang e Turlet, 2008). Sabe-se que a
B-ciclodextrina ¢ a mais eficiente na extra¢do de colesterol dentre os diferentes tipos de CDs
naturais existentes (Lopez et al., 2011). Entretanto, diferencas no nivel de deplecdo podem ser
encontradas quando sdo feitas modificacdes quimicas, como a hidroxipropilagcdo, em sua
superficie externa (Tsamaloukas et al., 2005; Lopez et al., 2011). Duas moléculas juntas de -
ciclodextrina sdo necessarias para extrair de forma eficaz o colesterol da membrana, e estudos
ja foram capazes de demonstrar que a dimerizagdo de unidades de hidroxipropil-f-

ciclodextrina ndo acontece de forma tdo espontanea quanto ocorre para a B-ciclodextrina nao
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modificada. Além disto, a eficiéncia de extragdo do colesterol pelas ciclodextrinas também
depende da dose utilizada (Ldépez et al., 2011; Lopez et al., 2013), podendo de certa forma
explicar porque o tratamento das células com a hidroxipropil-B-ciclodextrina nas
concentragdes utilizadas neste estudo ndo foram capazes de proporcionar resultados
significativos em relagdo a expressdo dos genes alvos estudados.

Desta forma, podemos concluir que o tratamento com [-ciclodextrina provocou um
aumento significativo na expressdo de importantes metaloproteinases de matriz presentes na
pele, além de reduzir a expressdo de genes do coldgeno e do inibidor tecidual de
metaloproteinase do tipo 1. Apesar de um aumento no estresse oxidativo ndo ter sido
observado, as CDs estudadas reduziram a atividade de uma importante enzima antioxidante
encontrada na pele, a catalase. Um desequilibrio homeostatico provocado pelo aumento da
expressdo e atividade de MMP, pela reducdo da producdo de colageno e por danos ao sistema

antioxidante natural da pele podem culminar no envelhecimento precoce da pele.
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6. CONCLUSAO

Os achados do presente estudo sugerem que o tratamento dos fibroblastos (CCD1059Sk e
HFF-1) com p-ciclodextrina ¢ capaz de modificar o seu perfil de expressio génica,
aumentando a expressdo de importantes metaloproteinases de matriz, como a MMP-14, a
MMP-2, a MMP-3 e a MMP-9, e reduzindo a expressdao de COL1A1 e TIMP-1. Além disso, a
hidroxipropil-B-ciclodextrina, na concentragdo de 1,0 mM também produziu um aumento da
expressdo de MMP-14 nos fibroblastos HFF-1. Apesar das CDs nas concentragdes testadas
ndo terem provocado alteragdes no perfil de atividade da MMP-2, outros estudos utilizando
concentragdes superiores destes compostos demonstraram esse efeito. A andlise da liberagao
de LDH sugere que uma perda da permeabilidade da membrana plasmatica foi ocasionada
pelo tratamento com ambas as ciclodextrinas estudadas. Como as CDs sdo bem conhecidas
como depletoras de colesterol das membranas, estes resultados poderiam estar
correlacionados com este fendmeno causado por elas, o que estaria ativando a cascata de
sinalizacdo das MAPK e também causando danos a estrutura das membranas. Apesar do fato
das ciclodextrinas estudadas ndo terem sido capazes de induzir por si s6 um estresse oxidativo
nos fibroblastos, ambas p-ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina diminuiram a
atividade da catalase, uma enzima importante do sistema antioxidante das células. Sabe-se
que as ciclodextrinas sdo extensamente utilizadas como carreadoras de farmacos, liberando-os
de sua cavidade quando encontram as células alvo. Entretanto, ndo se sabe o que acontece
com as CDs ap6s a liberagdo dos farmacos e ativos cosméticos nos sitios alvo, antes de sua
degradacdo. Ademais, nenhum estudo ja publicado mostra uma comparagdo entre a afinidade
das CDs pelo colesterol e pelos farmacos encapsulados. Concluindo, este trabalho sugere que
as p-ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina ndo sdo adjuvantes farmacéuticos
completamente inertes, que, principalmente a [-ciclodextrina, pode influenciar no processo
de envelhecimento da pele, e que, de acordo com os resultados obtidos para as condigdes
estudadas, poderia até mesmo promover uma situa¢do benéfica para o desenvolvimento de
metastase de células cancerigenas, uma vez que aumenta a degradagdo da MEC e a expressao

de MMP-2.
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ANEXO 1
Curvas padrdes dos genes de COL1A1, MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-3 e TIMP-1.
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Legenda: A) COL1A1; B) MMP-1; C) MMP-2; D) MMP-9; E) MMP-3; F) TIMP-1 construidos a partir da
dilui¢do em série de um pool/ de RNA total de fibroblastos dérmicos humanos. E = eficiéncia, r = coeficiente de
correlagdo linear, slope = inclinagdo da reta.



ANEXO 2
Curva padrao do gene GAPDH construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNA
total de células HepG2.
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ANEXO 3
Curvas de dissociagdo e temperatura de melting dos produtos de amplificagdo dos pares de

primers de COL1A1, MMP-14, TIMP-1 e GAPDH.
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Legenda: Pares de primers do A) COLIAI; B) MMP-14; C) TIMP-1; e D) GAPDH. Tm = Temperatura de
melting.



ANEXO 4

Curvas de dissociagdo e temperatura de melting dos produtos de amplificagdo dos pares de

primers de MMP-1, MMP-2, MMP-9 e MMP-3.
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Legenda: Pares de primers do A) MMP-1; B) MMP-2; C) MMP-9; e D) MMP-3. Tm = Temperatura de melting.



