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RESUMO

P1G10 é uma fragdo rica em cisteino proteases, obtida do latex de Vasconcellea
cundinamarcensis, através de separagao cromatografica (Sephadex G10). Estudos prévios
demonstraram atividade antitumoral contra melanoma murino, cicatrizante em diferentes
modelos de lesbes de pele, e protetora/cicatrizante gastrica, onde foi sugerida uma possivel
acao antioxidante. Nesse trabalho, avaliamos o efeito do tratamento tépico com P1G10
sobre fatores envolvidos nos danos celulares e moleculares induzidos pela radiagcdo UVB,
utilizando modelos in vivo e in vitro. Em lesdes induzidas por exposicido unica, o tratamento
com P1G10 reduziu o edema e eritema, a celularidade da hipoderme, a atividade de MPO
(33%), os niveis de TNF-a, (32%) e IL1B (31%) e a expressao da enzima COX2, indicando
um efeito anti-inflamatério significativo. Esses efeitos podem estar relacionados com a
reducao da expressdo de Akt promovida pelo tratamento com P1G10. Essa fragdo ainda
apresentou  atividade antioxidante, verificada pela modulacdo do sistema
oxidante/antioxidante da pele: O tratamento com P1G10 inibiu a deplegdo de GSH, GPx,
SOD, causadas pela radiacdo UVB e aumentou a atividade da enzima catalase (50%).
Sugere-se que estas agdes contribuiram significativamente para a redugdo dos niveis de
MDA (52%), verificadas nos grupos tratados com P1G10. Aliado aos efeitos anti-
inflamatérios e antioxidantes, nossos resultados inferiram que o tratamento tépico com
P1G10 proteja as células da pele contra os danos a matriz extracelular e ao DNA, induzidos
pela radiagdo: nos grupos tratados com a fragado, a atividade de MMP-9 e a expresséao de
caspase 3 foram reduzidas, acompanhada do aumento da expressao de p53. Outro
indicativo dessa atividade antioxidante e protetora de P1G10 foi demonstrado por andlises in
vitro, onde se verificou um aumento da viabilidade celular e reducdo significativa da
producao de EROs em células irradiadas por UVB, além de uma atividade antioxidante
intrinseca da fragdo, comprovada pela capacidade de redugédo do radical DPPH" (ECso=
20,35 + 0,66 pg/mL). Em lesbGes de pele promovidas pela exposi¢cao repetida a UVB, a
aplicacao topica de P1G10 diminuiu a formacdo de EROs (47%), porém, ndo alterou os
niveis de MDA e a atividade de SOD. Com o tratamento, os niveis de GSH e a atividade
GPx foram preservados e de catalase aumentados, protegendo o sistema antioxidante
cutédneo. Nesse modelo também observamos um efeito anti-inflamatério de P1G10 pela
inibicdo dos niveis de TNF-a (73%), IL1B (92%) e, em analises histoldgicas, a reducéo da
celularidade e infiltragdo leucocitaria da hipoderme. A hiperplasia epidérmica induzida pela
radiacdo UVB foi reduzida, como evidenciado pela redugcédo da espessura e de camadas da
epiderme, e pela imunomarcagdo para PCNA nos queratindcitos. Vias envolvidas no
processo inflamatério e na producdo de radicais livres pela radiacdo também foram
avaliadas, sendo verificado que o tratamento reduziu a fosforilagdo das proteinas de MAP
quinases (JNK e p-38) e Akt, e a atividade de MMP-9. Diante do exposto, sugere-se que
P1G10 possui interessantes agbes antioxidantes e anti-inflamatérias que podem contribuir
para o reparo tecidual dos danos promovidos pela exposi¢cdo a UVB.

Palavras chave: Vasconcellea cundinamarcensis, antioxidante, anti-inflamatorio,

protecdo, e radiacdo UVB



ABSTRACT

P1G10 is a fraction rich in cysteine proteases, obtained from Vasconcellea
cundinamarcensis latex, by chromatographic separation (Sephadex G10). Previous
studies have demonstrated antitumor activity against murine melanoma, healing
action in different models of skin lesions, and protective/healing effect against gastric
ulcers, where it was suggested a possible antioxidant activity. In this study, we
evaluated the effect of topical treatment with P1G10 on factors involved in cellular
and molecular damage induced by UVB radiation, using in vivo and in vitro models.
In lesions induced by single exposure to UVB, P1G10 reduced edema and erythema,
increased hypodermis cellularity, MPO activity (33%), TNF-a (32%) and IL18 (31%)
levels and CO2 expression. These results indicate a significant anti-inflammatory
effect and seem to be related to the reduction of Akt expression promoted by
treatment with P1G10. This fraction also showed antioxidant activity: P1G10
treatment inhibited the depletion of GSH, GPx, SOD caused by UVB radiation and
increased the activity of catalase (50%). This possibly contributed to the significant
reduction on MDA levels (562%), observed in groups treated with P1G10. Combined
with anti-inflammatory and antioxidant effects, our results inferred that topical
treatment with P1G10 protect skin cells from extracellular matrix and DNA damage
induced by radiation: in the groups treated with the fraction, MMP-9 activity and
caspase 3 expression were reduced and an increase in p53 expression was
detected. Another indication of this antioxidant and protective of P1G10 was
demonstrated by in vitro analysis. The treatment of keratinocytes (HaCat cells)
promoted an increase in cell viability and significantly reduced ROS production in
cells irradiated by UVB. P1G10 also displays an intrinsic antioxidant activity as
proven by radical derating DPPH’ property (EC50 = 20.35 £ 0.66 mg / mL). In skin
lesions promoted by repeated exposure to UVB, topical application of P1G10
reduced ROS formation (47%), however, did not alter the MDA levels or SOD activity.
The fraction also preserved the levels of GSH and GPx and increased catalase
levels, protecting the skin antioxidant system. In this model we also observed an anti-
inflammatory effect of P1G10 through reduction of TNF-a levels (73%) and IL1j3
(92%) levels, and decrease of cellularity and inflammatory infiltrate in hypodermis.
UVB-induced epidermal hyperplasia was inhibited by the P1G10 which was
evidenced by a decrease in epidermal thickness and in immunostaining for PCNA in
keratinocytes. These events may be related to the anti-inflammatory effect P1G10
combined with antioxidant activity, which was associated with reduced MMP-9
activity and minor phosphorylation of the proteins of MAP kinases (JNK and p-38)
and Akt, as observed in treated animals. Given the above, it is suggested that P1G10
has interesting antioxidant and anti-inflammatory actions that may contribute to tissue
repair of damage caused by exposure to UVB.

Keywords: Vasconcellea cundinamarcensis, antioxidant, anti-inflammatory, protection, and
UVB radiation.
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1 INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

A pele é o manto de revestimento do organismo, indispensavel a vida e que
isola os componentes organicos e inorganicos do meio ambiente (RIBEIRO, 2010),
promovendo uma barreira seletiva entre o corpo e o meio externo (FITCH & SWAIM,
1995). Por essa fungéo, a pele esta direta e frequentemente exposta a um ambiente
pré-oxidante, incluindo a luz solar, principalmente a radiagdo ultravioleta B (UVB)
(ISHIDA & SAKAGUCHI, 2007). A UVB induz efeito direto em biomoléculas da pele
gerando mutacgdes e produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (AFAQ &
MUKHTAR, 2006). Além disso, a radiagcéo leva a ativagdo de sintese de diversas
citocinas pro-inflamatdérias, cujo genes de expressao sdo dependentes da ativagéo
de fatores de transcricdo como NFkB e/ou AP-1 e vias de sinalizagdo, como vias
MAP quinases e PI3K/Akt (SASAKI et al., 2000; GRANDJEAN-LAQUERRIERE et
al., 2003). Tais eventos resultam em uma variedade de disturbios cutaneos,
incluindo queimadura e imunossupressdo, como também efeitos ao longo prazo,
como fotoenvelhecimento e cancer de pele (GARCIA et al., 2010). Desse modo,
diversos autores relatam a necessidade do uso de substéncias antioxidantes e anti-
inflamatorias topicas como uma estratégia eficaz contra os efeitos adversos
promovidos pela radiagdo UVB (AFAQ & MUKHTAR, 2006; CASAGRANDE et al.,
2006; PRATHEESHKUMAR et al., 2014). Nos ultimos anos, os produtos naturais
tém recebido consideravel interesse, principalmente, aqueles que possuem
propriedades antioxidantes e de reparo tecidual e que promovam beneficios
potenciais na prevencgéo e tratamento de doengas degenerativas e diferentes tipos

de lesoes.

1.1 Vasconcellea cundinamarcensis

A espécie Vasconcellea Cundinamarcensis  (sinonimia Carica
candamarcensis) tem sido objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa ha alguns
anos, quanto ao potencial farmacolégico e do ponto de vista bioquimico. Trata-se de
uma planta nativa da América do Sul que apresenta um tronco grosso geralmente
ramificado, medindo até 5 m de altura e que contém uma coroa compacta de folhas

na sua parte terminal ou nas extremidades das ramificacées (LEON, 1987). Possui
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como fruto um mamao de 10 a 15 cm de tamanho, que apresenta canais laticiferos,
em sua superficie, através dos quais € liberado um latex rico em cisteino proteases
(BRAVO et al., 1994). A liberacao do latex ocorre quando de uma injuria no fruto e o
processo de regeneracdo lembra a cicatrizagdo em mamiferos (MOUTIM et al.,
1999).

A partir das observag¢des quanto aos mecanismos envolvidos na regeneragao
do tecido vegetal de plantas da familia Caricaceae e o uso da papaina (cisteino
protease do latex de Carica papaya) como cicatrizante cuténeo, foi proposto o
estudo da atividade mitogénica e cicatrizante de fragbes e proteases purificadas do
latex de V. candamarcensis, resultando no depdsito de uma patente (Patente —
USPTO, 11/378.196 “Proteases from Carica having mitogenic activity and their
methods of use” publicado 17/03/2006, USA). Através de filtragdo cromatografica em
coluna Sephadex G10, partir da amostra do latex € obtida 2 picos bem definidos,
denominados P1G10 e P2G10, sendo o primeiro rico em cisteino proteases (SILVA
et al., 2003).

1.1.1 Atividade cicatrizante de P1G10

Os estudos realizados em modelos de dermoabrasdo em camundongos
Hairless, demonstraram que a fragdo incorporada em creme Polawax®, nas
concentragdes 0,1, e 1,0%, apresentou efeito cicatrizante, com taxa de cicatrizagao
de 100 e 600% superior as lesdes controle, respectivamente. P1G10 também foi
mais eficaz na cicatrizacdo dessas lesdes, em relagao a papaina 0,1%, uma vez que
a taxa de cicatrizagdo promovida por esta cisteino protease foi 66% maior quando
comparada com as das lesdes controle (MELLO et al., 2006). Similarmente, LEMOS
et al (2011) mostraram, nesse mesmo modelo, o efeito cicatrizante de 0,1% P1G10,
apdés oito dias da indugdo da ferida cutdnea. Ademais, os autores também
mostraram que esse efeito é independente da atividade proteolitica da fragao, ja que

a sua inibicao com lodocetamida (IAA) nao alterou sua agao cicatrizante.

Visando estudar a capacidade cicatrizante de P1G10 em lesdes de diferentes

etiologias, seguimos com outros modelos de cicatrizagdo cutdnea, como em
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queimaduras provocadas por escaldadura. Camundongos Hairless foram
submetidos a imersao de uma area delimitada da pele do dorso, em agua a 90-
95°C/10s. Apds 24 h, o tratamento com P1G10 (0,01-1%) foi iniciado e realizado a
cada 48 h, com oclusdo das lesdes. P1G10 0,1% ocasionou a taxa maxima de
reepitelizagao entre 25 e 27 dias, sendo o controle observado a partir de 30 dias
apos a lesdo. A avaliagao histoldgica, mostrou que as concentragdes de 0,01 e 0,1%
de P1G10 promoveram a diminuigdo do infiltrado inflamatério e maior organizagéo

das fibras de colagenos paralelas e alinhadas ao epitélio (GOMES et al.,2009).

FREITAS (2011) avaliou o efeito da fragdo P1G10, incorporada em creme
Polawax® sobre a cicatrizagcédo de feridas cutaneas excisionais, confeccionadas com
um furador circular de 5 mm de didmetro no dorso de camundongos C57B16. Foi
observado que no terceiro dia de tratamento, os animais do grupo P1G10 0,05% ja
apresentaram um percentual de retracdo da ferida significativamente maior em
relagdo ao grupo controle. E no sétimo dia de tratamento esse mesmo grupo
apresentou 80% de fechamento da ferida. Constatou-se ainda, que a atividade
cicatrizante de P1G10 a 0,05% é dependente da sua atividade proteolitica, uma vez
que a inibicdo desta (P1G10-1AA) ndo resultou em um efeito cicatrizante satisfatorio.
Foi observado, também, que o tratamento com P1G10 0,05% promoveu a reducao
da area do tecido de granulagao e infiltrado inflamatério, a diminui¢do da apoptose, o
aumento do depdsito e maior organizagao do colageno, além do aumento dos niveis
de TGF-B ativo e reducdo da atividade da enzima metaloproteinase de matriz 9
(MMP-9).

Além dos efeitos cicatrizantes, em feridas cutaneas, nosso grupo também
avaliou a atividade protetora e cicatrizante gastrica de P1G10. MELLO et al (2008)
mostraram que P1G10 foi eficaz de proteger o estbmago de ratos contra lesbes
induzidas por indometacina, atingindo na maior dose testada (10 mg/kg) um efeito
similar aos dos medicamentos controle (ranitidina — 100 mg/kg e omeprazol — 10
mg/kg). Além disso, esses autores observaram que os animais tratados com a fragao
apresentavam aumento da producdo de muco. Tal efeito foi atribuido ao aumento
dos niveis de prostaglandinas E2 (PGE2) e grupos sulfidrilicos nao-protéicos em
estudos conduzidos por ARAUJO-SILVA et al (2015). Além desses mediadores, os
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autores mostraram que agao gastroprotetora de P1G10 € independente da agéo do

oxido nitrico (NO) e da atividade proteolitica da fracao.

Estudos clinicos de Fase | e um estudo inicial de Fase Il utilizando esta fracao
também ja foram desenvolvidos. Na Fase |, realizada com individuos saudaveis,
verificou-se a seguranga e a inocuidade da administracdo topica da fracdo na
concentragdo de 0,1%, demonstrada pela auséncia de evidéncias clinicas e
laboratoriais de toxicidade. Os resultados preliminares de ensaio clinico de Fase II,
em voluntarios portadores de ulceras de pressédo e venosas, mostraram que P1G10
0,1% reduziu os valores de comprimento (51,0%), largura (67,0%) e profundidade
(37,0%) das feridas, enquanto que apenas os valores de profundidade das feridas
tratadas com sulfadiazina de prata 1,0% (tratamento padrdo) foram diminuidos
(74,0%) (GOMES, 2009).

1.1.2 Estudos toxicolégicos

Estudos toxicoldgicos sistémicos realizados até o momento, demonstram que
a atividade de enzimas do citocromo P450, o consumo alimentar, o peso corporal e
do figado e os valores de proteinas totais microssomais encontrados nos grupos
controle e tratado com P1G10 (334 mg/kg/dia- 6 dias (total 2 g/kg) ndo apresentaram
diferengas estatisticas significativas (MELLO et al., 2006). Constatamos que a fragéao
P1G10 possui baixa toxicidade aguda, ndo apresenta efeito mutagénico, medido
pelo teste Ames e teste de micronucleo, em concentragdes que garantem sua
aplicacdo terapéutica com margem de seguranga por diferentes vias de
administracao (VILLALBA et al., 2010; LEMOS et al., 2016).

Na avaliagdo da toxicidade topica de P1G10, foram feitas aplicagbes da
fragdo nas concentragdes de 0,1; 1 e 10% (p/v) incorporados em creme Polawax®
no dorso de camundongos Hairless. Apés um periodo de 10 dias de tratamento com
0,1 e 1% néao foi observada qualquer alteragdo que pudesse ser caracterizada como
efeito toxico. Nos animais tratados com P1G10 10%, observou-se uma vermelhid&do
difusa no local da aplicagdo, caracterizando uma resposta inflamatoria leve. As

avaliagbes da toxicidade topica subcronica e cronica de P1G10 0,1% (maior efeito
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cicatrizante) foram realizadas durante trés e seis meses de tratamento,
respectivamente, em camundongos Swiss, previamente depilados. Os resultados da
analise histopatologica e da variagdo de peso dos Orgdos selecionados
demonstraram que nao houve diferengas entre o grupo controle (Polawax®) e o
tratado com P1G10, indicando uma auséncia de toxicidade no modelo estudado
(LEMOS et al., 2011). Além disso, esses autores mostraram que P1G10, marcada
com o isétopo radioativo *™Tc, possui maior permeacao cutanea em pele lesionada,
no entanto, quando incorporada em creme Polawax®, apresenta uma retengao
cutanea significativa do ativo em relacdo a solugdo aquosa aplicada. Assim, os
autores sugerem avaliar outros veiculos para a incorporagéao da fragcdo P1G10. Em
adicdo, MALHEIROS et al., 2011 relatam que o creme Polawax® possui
caracteristicas que podem mascarar, parcialmente, a acdo de ativos incorporados

nessa formulacéo.

1.2 A pele: Fungao e estrutura

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, representando cerca de 16% do
peso corporal (VAN LAETHEM et al., 2005). Esse importante 6rgdo desempenha
inumeras fungdes: protecdo mecanica, barreira hidrica, controle da temperatura
corporal, defesa imunoldgica, excrecdo de sais e sintese de vitamina D, dentre
outras (KANITAKIS, 2002). Em cortes histolégicos, observa-se trés camadas, a
epiderme, mais externa, e a derme, a intermediaria. Logo em seguida, encontra-se
uma camada formada por tecido adiposo, considerada como camada subcutanea ou
hipoderme (RIBEIRO, 2010) (Figura 1).
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Capilares

Pélo

Glandula
Sebacea

Figura 1 - Representagao histolégica da pele e suas camadas. Fonte: Adaptado de
ESTACAO DIGITAL MEDICA, 2005

A primeira camada da pele, a epiderme, consiste em um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado derivado embriologicamente do ectoderma cutédneo e
formada por quatro sub-camadas. Essa camada € constituida de células de defesa
(células de Langerhans), células sensoriais (célula de Merkel), células pigmentares
(melandcitos) e queratindcitos, que sdo a principais células da epiderme, estando
em maior numero. Os queratinécitos possuem ciclos de proliferagao e diferenciagao
que resulta no processo de queratinizagdo e morte celular por apoptose (LEVER,
2009). Assim, as sub-camadas que formam a epiderme sao definidas pela posigéo,
forma, morfologia, e estado de diferenciagdo desses queratinécitos e conhecidas
como basal, espinhosa, camada granular e cornea (VAN LAETHEM et al., 2005). A
camada epiderme penetra na derme através de cones interpapilares, chamados de
cristas epidérmicas, e a derme se adentra a epiderme através das papilas dérmicas,
essa interface € conhecida como jung¢édo dermoepidérmica, além de ter como fungao

a adesao, ela serve de suporte para a epiderme (AZULAY et al., 2013).

A proxima camada da pele é a derme que é formada por tecido conjuntivo
(resistente e elastico), e constituida de apéndices cutaneos (glandulas sudoriparas,
sebaceas, foliculo piloso e dentre outros), vasos sanguineos, linfaticos, diversas
células, tais como os fibroblastos, a principal, macréfagos, linfocitos e granuldcitos
(IOBST et al., 2006). Além disso, possui uma matriz extracelular (MEC) composta de
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colageno e elastina (fibras) inseridas em uma substancia fundamental constituida
por agua, sais minerais e macromoléculas (glicoaminoglicanos, mucopolissacarideos
e glicoproteinas de matriz). Essa estrutura dérmica é dividida em duas regi6es, uma
gue se encontra mais préxima da epiderme, a derme papilar ou superficial, e logo
abaixo, a derme reticular ou profunda (RIBEIRO, 2010). A derme papilar é formada
muitas células e finos feixes fibrilares de colagenos dispostos verticalmente,
enquanto que a derme reticular ou profunda é constituida de feixes mais densos de
colageno, ondulados e dispostos horizontalmente (AZULAY et al., 2013). Desse
modo, a camada dérmica serve de suporte estrutural para a pele e nutricional para a

camada epidérmica.

A camada mais profunda da pele, a hipoderme ou paniculo adiposo, é
composta de Iébulos de lipécitos delimitados por septos de coldgeno com vasos
sanguineos, linfaticos e nervos (SAMPAIO & RIVITI, 2001). Essa camada
desempenha um papel importante na regulagdo térmica, isolamento e

armazenamento de energia e protecdo mecanica, além disso,

serve de ancoragem para os bulbos foliculares (KANITAKIS et al., 2002).

1.3 Avradiagao ultravioleta e a pele

Por estar em contato direto com o meio externo, a pele esta exposta a varios
fatores ambientais, sendo um destaque, a radiagdo ultravioleta (RUV), que é
considerada como o fator mais importante que afeta a estrutura e fungéo da pele
(CLYDESDALE et al., 2001). O excesso de exposigao a radiagao solar promove
efeitos agudos, incluindo queimadura (eritema e edema) e bronzeamento (TANAKA
et al., 2004) que surgem alguns minutos ou horas. A exposi¢gao prolongada pode
resultar em efeitos crénicos como a degradagédo da matriz extracelular, formagéo de
rugas € o aumento do risco em desenvolver lesdes pré-cancerosas (ISHIDA &
SAKAGUCHI, 2007).

As alteragdes do estilo de vida dos individuos, ao longo das ultimas décadas,
incluindo o bronzeamento recreativo, associado a continua destruicdo da camada de

ozbnio, levaram ao aumento da incidéncia de doengas dermatoldgicas
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(CLYDESDALE et al.,, 2001; RAMACHANDRAN & PRASAD, 2012). Dentre os
canceres de pele, estima-se, nos Estados Unidos, que a exposicao UV esta
associado a 65% dos casos de melanoma e 90% dos canceres de pele nao-
melanoma, incluindo o carcinoma basocelular (CBC) e o carcinoma espinocelular
(CEC) (RAMASWAMY et al., 1998; HAN et al., 2011). Nesse pais, a incidéncia do
cancer de pele ndo-melanoma aumentou e é o responsavel, por aproximadamente,
15.000 mortes, 3,5 milhdes de novos casos, e mais de 3 bilhdes de ddlares por ano,
em custos médicos, portanto, representando um importante problema de saude
publica (KIM & HE, 2014). No Brasil, dados publicados em 2015, pelo Instituto
Nacional do Cancer (INCA), relata que o cancer de pele ndo-melanoma é o mais
frequente na populagao brasileira. O Instituto estimou para o ano de 2016, 80.850

novos casos em homens e 94.910 em mulheres.

1.3.1 Aradiagao UV

A RUV é uma onda eletromagnética nao-ionizante (SILVA, 2008), representa
8% do total da radiagcdo solar, no entanto, € considerada o componente mais
prejudicial e mutagénico do espectro (RIDLEY et al., 2009). Essa energia é
classificada de acordo com o comprimento de onda da radiagado emitida: Ultravioleta
C (UVC; 100-280 nm), Ultravioleta B (UVB; 280-320 nm) e Ultravioleta A (UVA; 320-
400 nm) (AFAQ & MUKHTAR, 2006), conforme mostra a Figura 2. A radiagcdo UVA
apresenta maior comprimento de onda, sendo menos energética e mais penetrante
na pele, comparada com UVB (BINIEK et al., 2012).
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Figura 2 - Intensidade da radiagdo UV que atinge a superficie da Terra, apés
atravessar a camada de ozénio. Fonte: Disponivel em <http://www.solamigo.org/tipos-
de-radiacao-uv>. Acesso 04 de Setembro de 2016.

Por outro lado, a radiacdo UVB é absorvida pela camada de ozénio.
Aproximadamente 95% deste comprimento de onda é bloqueado, restando apenas
5% (Figura 2), que atinge a superficie terrestre e interage apenas com a epiderme
(SVOBODOVA & VOSTALOVA, 2006), como mostra a Figura 3. Apesar da radiagéo
UVB contribuir com uma pequena parcela do espectro solar, € o constituinte mais
ativo e genotoxico, sendo 1.000 vezes mais efetivo em produzir o bronzeamento
imediato e, portanto possui maior capacidade de gerar queimadura e cancer
(BENEDETTO, 1998; FILIP et al., 2013; AMARO-ORTIZ et al., 2014). Portanto, os
efeitos dessa radiacdo para os seres vivos sao muito relevantes, pois a exposicao
ocorre durante as atividades comuns ou no lazer (AUBIN & MOUSSON, 2004).
Apesar da radiagdo UVC ser muito reativa, seus efeitos sobre a pele ndo sao
observados, pois os raios sao bloqueados pela camada de ozénio (HYUN et al.,
2013).
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Figura 3 - Espectro eletromagnético e sua interagdao com a pele. A radiacdo UV é
composta principalmente dos raios de energia UVA e UVB. Os raios UVB atingem a
epiderme e causam danos direto ao DNA, enquanto que os raios UVA podem penetrar a
derme e promover, indiretamente, a mutagénese. A radiagdo UVC é altamente reativa, no
entanto, é absorvida pela camada de ozb6nio. Fonte: Adaptado de AMARO-ORTIZ et al.,
2014.

1.3.2 Formacao de espécies reativas induzidas pela radiagao

EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) sdo produzidos em
atividades metabdlicas normais pelas células, como por exemplo, na fosforilagao
oxidativa mitocondrial, via metabdlica do citocromo P450, peroxissomos, e células
inflamatérias (WEI e t al., 2002). Por definigdo, denominam-se radicais livres as
espécies quimicas que contém numero impar de elétrons desemparelhados em sua
ultima camada eletrdnica, os quais confere a alta reatividade a esses atomos ou
moléculas que sao capazes de capturar um elétron de qualquer outro composto
proximo (FERREIRA & MATSUBARA., 1997). Esses compostos sdo importantes
para homeostasia celular, jda que sédo considerados mensageiros secundarios e
estdo envolvidos em vias de transducao de sinal, ativacdo celular e controle da
diferenciagao e crescimento celular (RIBEIRO et al., 2005). No entanto, os niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio (ERNs) apresentam elevados
ap6s exposicdo a radiagdo UV (AMARO-ORTIZ et al., 2015), e em excesso
depletam o sistema de defesa antioxidante da pele e promovem um desequilibrio
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oxidante/antioxidante, resultando em estresse oxidativo celular (GARCIA et al.,
2010).

As espécies reativas de oxigénio geradas, in vivo, apresentam diferencas na
reatividade e tempo de meia vida. A formacédo dessas espécies reativas induzidas
por radiacdo UV pode ocorrer, indiretamente, pela reacado de fotossensibilizacdo que
consiste em um fotossensibilizador (FS) quando em estado excitado é capaz de
transferir um elétron ou atomo de hidrogénio para outras moléculas e induzir a
formacdo de EROs ou ERNs. Desse modo, fotossensibilizadores endégenos, como
a flavina, absorvem luz solar e passam do estado fundamental para um estado
eletronicamente excitado singlete ('FS’) e posteriormente, cruzam para um estado
excitado triplete (°FS’) por inversdo espontanea do spin do elétron excitado, em uma
reacao chamada de cruzamento intersistema, ou podem voltar para o seu estado
fundamental e emitir luz (fluorescéncia) ou calor, conforme mostrado na Figura 4
(FOOTE, 1991). Na epiderme, o °FS’ reage com substratos organicos oxidaveis e
formam radicais que interagem com o oxigénio molecular intracelular e transforma
em radical livre instavel e lesivo, conhecido como anion superéxido (O,"). Essa
reacdo € chamada de Fotossensibilizacéo tipo |, que, muitos trabalhos relatam ser
responsavel pela formagao dos primeiros EROs, ou seja, o anion O,"(MARTIN &
LOGSDON, 1987; FOOTE, 1991; DWIVEDI & PILLAI, 2014). Desse modo, o anion
02°* para se estabilizar promove uma reagdo em cadeia que resulta na geragéo de
EROs secundarios, como o radical hidroxila (OH") (HERRLING et al., 2007), ou
mesmo sofre acdo da enzima superoxido dismutase e forma o peroxido de
hidrogénio (H202) (LOWE, 2000).
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Figura 4 - Representacao esquematica dos mecanismos de fotossensibilizagao tipo |
e tipo Il. Fotossensibilizadores (FS) sdo excitados singlete ('FS’) e retornam ao estado
fundamental emitindo luz (fluorescéncia) ou passam para um estado triplete (*FS’). Estado
tripletes transferem elétrons com biomolécula e transferéncia oxigénio molecular gerando
radicais como os anions superdxido (O2°7) (reagao tipo I). Estado tripletes transferem
energia para oxigénio molecular (°0,) formando oxigénio singlete ('O,) (reacéo tipo Il). As
espécies reativas formadas ativam vias inflamatorias e diferentes tipos de morte. Fonte:
Adaptado de AGOSTINIS et al., 2011.

Ainda sobre a reacdo de fotossensibilizacdo, o *FS’ pode reagir diretamente
com a molécula de oxigénio intracelular e gerar o oxigénio singlete ('0,) numa
reacao do tipo Il (Figura 4) (THOMAS et al., 2002). Outra fonte de EROs é o
peroxissomo que mantém em equilibrio a produgdo e o consumo de H,O, pela
atuacdo de oxidases envolvidas no catabolismo de aminoacidos e oxidagdo de
acidos graxos (RIBEIRO et al., 2005). Esse composto ndo contém elétrons livres,
portanto € uma espécie ativa de oxigénio nao radicalar, devido a sua capacidade em
reagir diretamente com a proteina heme, inativar enzimas, oxidar DNA, lipidios e
grupos sulfidrilas (—SH) de proteinas. De acordo com WEI et al (2002), o H,O2 € uma
parte da resposta da pele a exposicdo aguda pela radiagdo UVB, podendo ser
gerado por queratindcitos e neutréfilos. Além disso, serve como fonte para outras
espécies reativas mais toxicas, como a OH", que pode ser produzido principalmente,

por duas reagdes bioquimicas denominadas de reacdao de Fenton e reagao de
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Haber-Weiss (MURAMATSU et al., 2005). Apés a exposigdo a radiagao, anions
02°", produzidos da reacdo de fotossensibilizagéo, liberam o "ferro livre" que reage
com H,0,, pela reagdo de Fenton, para a producdo do radical OH". O anion
superéxido também contribui para o aumento do radical OH™ através de uma reagao
de redugao do ion férrico (Fe**) em ferroso (Fe?*), denominada de reacéo de Haber-
Weiss (MARTIN & BURCH, 1990; BRENNEISEN et al., 2000). Os radicais, H,0; e
OH", se diferenciam quanto ao potencial de reatividade em meio biolégico, sendo o
segundo mais reativo e de vida curta, portanto, reage em sitios mais préximos do
seu local de formacédo. Ja o H,O, é mais estavel e favorece a sua permeacao pelas
membranas celulares que possibilita que essa molécula reaja com alvos biolégicos
em compartimentos distantes do seu local de formagéo (HALLIWEL & GUITERIDE,
1990; HANCOCK et al., 2001).

As ERNs também sao induzidas por UVB, e algumas sdo produzidas atraves
da reagéo entre oxido nitrico gerado (NO®) com radicais O, produzindo radicais
peroxinitrito (ONOO-), altamente reativo e citotdéxico (TERRA et al., 2012). Estudos
conduzidos por MOWBRAY et al (2009) mostram que o radical NO®, por apresentar
meia-vida curta, sofre rapida oxidacdo e armazena na pele na forma de nitratos,
nitritos e grupos s-nitrosotidis por um mecanismo agudo e ndo enzimatico. Assim,
apods uma exposic¢ao solar, a radiagao UV pode promover a decomposi¢ao do nitrito
armazenado levando a formacdo de NO® e consequentemente, uma cascata de
reagoes que geram o didxido de nitrogénio (NO,°®). Este composto € altamente toxico
e capaz de gerar uma cadeia de reagdes de peroxidacdo lipidica, semelhante ao
ONOO- (OPLANDER & SUSCHEK 2013).

Nesse contexto, a peroxidacdo lipidica produz uma grande variedade de
produtos de oxidagao, como os hidroperéxidos lipidios (LOOH) que sdo compostos
muito instaveis e resultam, rapidamente, em uma variedade de sub-produtos, como
por exemplo, o malondialdeido (MDA) (AYALA et al., 2014). Este composto € um
produto secundario e, por ser relativamente estavel, € comumente utilizado como
biomarcador de injuria da membrana celular (GROTTO et al., 2009). Devido a sua
reatividade com o reagente, acido tiobarbiturico (TBA), produz um cromdgeno
intensamente colorido, assim, a sua detecgcdo € realizada por um ensaio

denominado de Ensaio TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) (AYALA
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et al., 2014). Além disso, a monitorizagdo da producéo de radicais livres pode ser
feita pela utilizagdo de sondas fluorescentes devido a sua maior sensibilidade,
conhecidas como 2,7-Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) reativa para
H20,, 4,5-Diaminofluoresceina diacetato (DAF-2-DA) para NO' e Dihidroetidina
(DHE) para O2°". Esses compostos sdo marcadores oxidativos intra e extracelular e
possuem propriedades quimicas que possibilitam uma facil difusdo pela membrana
celular em diferentes tecidos (SILVEIRA, 2004; ERUSLANOV & KUSMARTSEYV,
2010).

1.4 Efeitos oxidativos e biolégicos da radiagao UV

A exposicdo aguda a radiagdo UV induz estresse oxidativo que promove
oxidacdo de proteinas, RNA e DN que resultam em peroxidacdo lipidica,
inflamacdo, imunosupressao, ativacao de vias de proliferacdo, danos ao DNA e
morte celular (MATSUMURA & ANANTHASWAMY, 2002).

1.4.1 Sistema antioxidante

A pele € um dos poucos 6rgaos do nosso corpo que esta sujeita as
exposi¢coes ao estresse oxidativo de ambas fontes, enddgenas e exdégenas. Desse
modo, esse 0Orgao possui um sistema antioxidante extremamente eficiente e
desenvolvido para combater o aumento de radicais livres cutaneos (YANG et al.,
2009). Dentre os antioxidantes, existem moléculas com natureza enzimatica,
incluindo a glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), superdxido
dismutase (SOD), heme oxigenase 1 (OH-1) e catalase (CAT), e também,
antioxidantes ndo-enzimaticos, como acido ascérbico, acido a-tocoferol e glutationa
(GSH) (TERRA et al, 2012). Além dessas, ha enzimas auxiliares como
NADPH/NADH, a ubiquinona redutase e o sistema tioredoxina/tioredoxina redutase
que também exercem importante funcdo antioxidante (FUCHS, 1998). Dentre os
componentes desse sistema, observamos na literatura, que as principais moléculas
citadas como participantes ativas no mecanismo de defesa antioxidante cutdneo sao
SOD, CAT, GPx e GSH (FILIP et al., 2010; FILIP et al., 2011; OLTEANU et al., 2012;
TERRA et al., 2012). Esse sistema antioxidante desempenha um papel importante
na manuntencdo da integridade celular (YASUI & BABA, 2006), pois, EROS e ERNs

sao constantemente produzidos em queratindcitos e fibroblastos e rapidamente
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removidos por esse sistema para a manuntengao do equilibrio oxidante/antioxidante
(OLTEANU et al., 2012).

A SOD é considerada a primeira linha de defesa contra os danos causados
por EROs. Tal enzima é responsavel pela dismutacdo do radical O2°" a H,0,,
prevenindo a formacdo de compostos altamente reativos como ONOO- e OH™
(AFONSO et al., 2007). A Figura 5 mostra as trés isoformas de SOD encontradas em
diferentes compartimentos celulares: Cu/ZnSOD ou SOD1 localizada no citoplasma
e EC-SOD ou SOD3 em meio extracelular, ambas isoformas usam o cobre e o zinco
como cofatores e 0 manganés como cofator para SOD2 ou MnSQOD, localizado nas
mitocdndrias (TEDESCO et al.,, 1997). De acordo com AFONSO et al (2007) a
enzima SOD desempenha um papel central na sobrevivéncia e crescimento celular.
Assim, 0 aumento da sua expressdo esta associada a protecdo de tecidos do

cérebro contra isquemia e doencga de Parkinson, infartos e doencgas inflamatorias.

O produto, H,0O,, da reagao de SOD sofre acdo da enzima CAT convertendo-
0 em agua e oxigénio molecular (D"'ORAZIO et al., 2013), conforme mostra a Figura
5. Em sistemas fisiologicos, essa enzima € a mais comum e eficiente encontrada na
célula, pois cada molécula da proteina € capaz de decompor milhdes de moléculas
de H,O, em agua e oxigénio por segundo (BANSAL & KAUSHAL, 2014). Dentro
desse sistema, a decomposicdo do H,O, é compartilhada, também, pela enzima
GPx que, diferentemente de CAT, promove dismutacdo tanto de hidroxiperoxidos
organicos quanto inorganicos (H>0,), além de prevenir a formagao do radical OH™. A
conversao do H,O; pela GPx possui o auxilio da molécula GSH como unica doadora
de hidrogénio na reagao de redugéo, resultando como produtos a glutationa oxidada
(GSSG) e agua (FONSECA et al.,, 2010), (Figura 5). A reducdo de GSSG é
catalisada por glutationa redutase (GR) através de um processo dependente de
NADPH (TOWNSEND et al., 2003).
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Figura 5 - Defesa antioxidante celular. UV induz radicais livres que possuem alta
reatividade quimica e altera estruturas moleculares promovendo danos a lipidos, proteinas
e acidos nucléicos. Diferentes enzimas antioxidantes (SOD, GSH, CAT) medeiam a
remocao de EROs que funcionam em compartimentos especificos (por exemplo, MnSOD
localizadas nas mitocéndrias). O excesso de radicais pode prejudicar esse sistema de
defesa antioxidante. ECSOD, superdxido dismutase extracelular. Cu/ZnSOD, cobre/zinco
superdxido dismutase. MnSOD, manganés superoxido dismutase. GSH, glutationa
reduzida. GSSG, glutationa oxidada. CAT, catalase. Fonte: Adapatado de AMARO-ORTIZ
etal., 2014

Assim, tanto GPx quanto a CAT s&o enzimas importantes no mecanismo de
catalise enzimatica, sendo a primeira encontrada em citosol e na mitocondria,
responsavel por eliminar baixas concentragdes de H.0O,, enquanto a CAT é
localizada apenas no peroxissomo, onde se espera atuar em processos com grande
producao de peroxido, como o estresse oxidativo (SHINDO & HASHIMOTO, 1998).
Ainda sobre o sistema glutationa, CASAGRANDE et al (2006) relata que GSH é
considerada como um marcador precoce do estresse oxidativo epidermal, induzido
por UVB. O grupamento tiol (-SH), do residuo da cisteina, confere a esse tripeptideo
um poderoso poder redutor através da doacao de elétrons e assim, eliminacéo
eficiente de EROs para manutencdo do equilibrio redoxi celular (BANSAL &
KAUSHAL, 2014). Portanto, o aumento da expressdao e niveis de GSH estao
associados a um efeito protetor contra os danos oxidativos (CASAGRANDE et al.,

2006).
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Essa rede de moléculas e enzimas antioxidantes atua com objetivo de manter
o equilibrio redox intracelular a fim de limitar a lesdo promovida pelos radicais livres
(TERRA et al., 2012; AMARO-ORTIZ et al., 2014). Conforme ilustra a Figura 06, a
producao excessiva de EROS promove efeito deletério sobre o sistema de defesa
antioxidante, pois ocorre uma sobrecarga na capacidade de defesa da pele que
resulta um desequilibrio entre os componentes oxidante e antioxidante cutaneo
(SHINDO & HASHIMOTO, 1998; FILIP et al., 2010).
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Figura 6 - Desenho ilustrativo do equilibrio fisiolégico oxidante/antioxidante e o
estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre devido ao desequilibrio entre o excesso
de radicais livres que depleta o sistema de defesa antioxidante. Fonte: Elaborado pelo
autor.

SHINDO & HASHIMOTO (1998) relatam que a exposicdo aguda a UV
promove reducdo das atividades das moléculas antioxidantes, principalmente, CAT,
SOD, a-tocoferol, acido ascérbico e GSH. Em estudos prévios, esses autores
mostraram que radiagdo UV reduziu a atividade de SOD e CAT, em pele de
camundongos irradiados, ademais, demonstraram que essa redugao apresentou
diferengas entre tais enzimas, sendo a CAT apresentando atividade cinco vezes
maior que a SOD (SHINDO et al., 1993). FILIP et al (2011a) demonstraram que uma
unica dose de radiagao UVB (240 mJ/cm2) promove reducao da atividade de CAT,
em pele de camundongos Hairless. Neste mesmo modelo, diferentes estudos
utilizando doses maiores da radiagdo UVB (2,4 - 4,4 J/cm?) mostraram que os niveis
de GSH se apresentavam reduzidos, apds a exposigao a radiagéo e, sugerem que a
deplecao dessa molécula é requerida como um mecanismo fotoprotetor da pele
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frente ao estresse oxidativo (CASAGRANDE et al., 2006; FONSECA et al., 2010;
FONSECA et al., 2011; CAMPANINI et al., 2013; IVAN et al., 2014; FIGUEIREDO et
al., 2014).

Por outro lado, alguns trabalhos mostram que a radiagcdo UV pode induzir a
ativagcdo do sistema antioxidante, no entanto, esse efeito depende da dose da
radiacao e do tempo que foi avaliado apds a exposicdo. Nesse sentido, FILIP et al
(2011b) mostraram que doses repetidas de radiagdo UVB (240 mJ/cm?, por 10 dias)
estimularam a atividade antioxidante da pele, pois promoveu o aumento da atividade
de GPx e niveis de GSH em pele de camundongos Hairless, apds 24 h da ultima
exposicdo. Em outro estudo, JIN et al (2007) observaram, em cultura de
queratindcitos, que a atividade de GPx aumentou nas trés primeiras horas apés a
exposicdo de UVB (450 J/m?) e teve o seu declinio, significativo até 24 h. Esses
autores também mostraram que a atividade de SOD depende da dose de UVB
usada, nesse modelo experimental, sendo em doses menores da radiagdo (150
J/Im?) se observava maior atividade da enzima apds 24 h, e em doses maiores
promoviam reducdo dessa atividade, apos 6 h da exposicdo. Interessantemente,
VILELA et al (2012) n&o observaram alteragbes na atividade de SOD, em pele de
camundongos, apos 6h da exposigao a dose unica de 2,87 Jicm? de UVB.

1.4.2 Danos ao DNA: mecanismo de reparo e morte celular

De acordo com BOWDEN (2004), a RUV induz danos ao DNA, direta e
indiretamente, os quais, se nao reparados, podem replicar e gerar mutagdes,
detectadas, por exemplo, em gene supressor de tumor (p53 mutante). UV reage com
com componentes celulares, como acidos nucleicos, aminoacidos e melanina e
induz danos indiretos ao DNA (HSEU et al., 2012). Estas moléculas exercem a
funcdo de cromoforos na pele, ou seja, absorvem a energia nao-ionizante da
radiacao e sofrem transicdo eletrébnica para um estado excitado, resultando em
mudangas quimicas e produg¢ao de radicais livres (TEDESCO et al., 1997), como
descrito anteriormente. Ambas as reagdes (direta e indireta), promovidas por UV
resultam na interagdo com diferentes componentes do DNA e produzem infinitas
lesdes: ligagbes cruzadas entre e/ou intrabases, ligagdes cruzadas de DNA-
proteinas, além de promover quebras das cadeias de DNA (JENA, 2012). Nesse
sentido, a radiacdo UVB induz a formagdo de ciclobutanos de pirimidina (CPD) e
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fotoprodutos (6-4)-pirimidina-pirimidona (6-4PPs) (BLACK et al., 1987; RASTOGI et
al., 2010). A formagdo CPD ocorre quando bases pirimidinicas adjacentes formam
um anel ciclobutano pela ligagédo covalente e atipica entre os atomos de carbono C5
e C6, de ambas as bases nitrogenadas (Figura 7). J4 a formacgao de 6-4PPs ocorre
se essas ligagdes sao feitas na mesma fita de DNA e de uma forma nao ciclica que
envolve os carbonos C6 e C4 das pirimidinas (SOEHNGE et al., 1997; KIM et al.,
2013). Dentre os dimeros de pirimidinas, timina-citosina (T-C) e citosina-citosina (C-
C), estas sao as CPDs mais mutagénicas, e suas mutagdes se relacionam,
frequentemente, ao gene p53 que sao ativados mais intensamente pela UVB. Essas
mutacdes sao dificeis de serem reparadas, ao contrario dos fotoprodutos
(SVOBODOVA et al., 2006).
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Figura 7- Les6es no DNA induzidas pela radiagdo UV. Fonte: SANTOS, 2010

O reparo do dano ao DNA ocorre pela parada do ciclo celular e/ou inducéo de
apoptose, com objetivo de prevenir a instabilidade genbmica e transmissao de
mutagdes para células filhas, auxiliando na manutencdo da integridade genética
(MATSUMURA & ANANTHASWAMY, 2004). Ha diferentes tipos de mecanismo de
reparo para determinados tipos de lesbes de DNA que incluem reversdo da leséao,
reparo por excisdo de bases (BER), reparo por excisdo de nucleotideos (NER),
reparo de quebras do DNA, recombinagdo homodloga e jungdo de extremidades

(ALTIERI ET AL., 2008). Cada mecanismo consiste em vias de sinalizagdo,
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composto por genes especificos e proteinas, que participam na detecgao da leséao e
reparo ao DNA (LAWRENCE et al., 2009). De acordo com SMITH & SEO (2002), UV
estimula a atividade da proteina p53 que esta envolvida na remogao de CPDs pela
via NER. Os niveis de acetilagdo da p53 aumentam, significativamente, em resposta
ao estresse que proporciona uma estabilizagcdo da proteina, pois reduz a sua
degradacdo pela proteina ubiquitina ligase (MDM2) (sistema ubiquitina-
proteossomo) (ORTOLAN & MENCK, 2013), e consequentemente ocorre a sua

ativacao e sua translocagéao para o nucleo (PAL et al., 2015).

De acordo com COTRAN et al (2005), a proteina p53 funciona como um fator
de transcricdo, pois se liga ao DNA em uma sequéncia especifica e ativa a
transcricdo de diferentes genes-alvos regulatérios, como o promotor do gene p21.
Ao ser ativado, esse gene leva a produgao da proteina p21 que inibe o complexo
CDK4/ciclina D, bloqueando a progresséo do ciclo celular (VOGELSTEIN et al.,
2000; PAL et al., 2015). Além disso, a proteina p21 também é capaz de sequestrar o
antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA), impedindo a formagéao do complexo
PCNA-POL® (associado a DNA polimerased), e assim, auxilia no bloqueio da
replicagdo do DNA (CAYROL et al.,, 1998; SRIVASTAVA et al.,, 2007). Portanto,
dentre as proteinas que participam desse mecanismo, p53 tem um papel importante
no ponto de controle do ciclo celular pela indugao da parada do ciclo na fase G1 e
consequentemente, o bloqueio da replicagédo do DNA na fase S, até que o dano seja
reparado (FILIP et al., 2013). No entanto, quando o dano ao DNA é severo, a
proteina p53 induz apoptose por uma via dependente da liberacdo de citocromo c e
ativacdo de Apaf1/caspase 9 (BENCHIMOL, 2001). A via intrinseca da apoptose é
promovida por estresses celulares, incluindo danos no DNA, ativagao de oncogenes,

hipoxia, estresse oxidativo e irradiagdao (TOWER, 2015).

Em estudos utilizando células epiteliais e pigmentares da retina,
ARMSTRONG et al (2004) observaram uma redugcdo dos niveis de GSH,
acompanhado do aumento de EROs e estresse mitocondrial que resultaram no
aumento da transicdo da permeabilidade mitocondrial, com consequente morte
celular. FRANCO & CIDLOWSKI (2009) relataram que a deplecéo de substancias
antioxidantes mitocondriais, como GSH, promove baixo potencial de membrana e

abertura do poro de permeabilidade transitoria mitocondrial. Esse mecanismo resulta
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na liberagdo de citocromo c para o citosol celular que, posteriormente, é acoplado a
molécula adaptadora (Apaf-1) e dATP/ATP formando um complexo apoptossémico.
Este complexo € responsavel pela ativacdo de caspase 9 que ativara a caspase
executora da apoptose, a caspase 3 (CHANG & YANG, 2000). Diversos estudos tém
associado o aumento dos niveis de GSH intracelular com fenétipos resistentes a
apoptose em diferentes modelos de indugéo de apoptose (LIU et al., 2001; FRANCO
et al., 2008; . FRANCO & CIDLOWSKI, 2012).

1.4.3 Inflamagao

O estresse oxidativo, induzido pela radiagcdo UVB, desempenha um papel
importante no progresso do processo inflamatério pelo estimulo da producédo de
citocinas pro-inflamatérias e modulagéo de vias de sinalizagéo celular (HUR et al.,
2010). Essa resposta promovida pela radiagéo € caracterizada por aparecimento de
edema e eritema na pele e aumento do infiltrado inflamatdrio celular (KIM et al.,
2005).

As EROs e ERNSs, especialmente, H,O, e ONOO- (gerados da radiagao)
interagem diretamente com diversas moléculas celulares sensiveis a estimulos
oxidativos, como fator de transcricdo Nuclear Kappa B (NFkB) (XU & FISHER.,
2005). NFkB €& um heterodimero (p50 e p65/RelA) e pertence a uma familia de
proteinas denominadas Rel como p-65 (Rel-A), Rel-B, Rel-c, p50/p105 e p52/p100.
No citoplasma forma um complexo inativo com a proteina inibidora IkBa (BHUI et al.,
2009), no entanto, muitos estimulos levam a fosforilagdo de IkBa em duas serinas
(S32, S36) através do complexo kB quinase (IKKa, -, -y) (CHEN et al., 1996). Apds
a fosforilagdo, IkB sofre degradagdo, e o NFkB é liberado e translocado para o
nucleo que se liga a receptores kB especificos (VALLABHAPURAPU & KARIN,
2009), afim de controlar a transcricdo de genes pertencentes ao processo
inflamatorio, incluindo TNF-a, IL-6, Interleucina-13 (IL-1B), IL-8, COX-2 e iNOS
(BARNES et al., 1997; FILIP et al., 2013).

Na pele, UV causa liberagdo de IL-1 do estrato cérneo e, em seguida,
estimula a sintese e liberagdo de TNF-a nos queratinocitos (PILLAI et al., 2005).
TNF-a e IL1 estimulam a mobilizagdo de acido araquiddnico (AA) de fosfolipideos de

membrana através da acao da enzima fosfolipase A2, e subsequente, promove a
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atuacao de COX2 e ativagao de receptores que conduz a produgao de eicosanoides
como prostaglandinas (PGE2) e tromboxanos (LEE et al.,, 2013; BANSAL &
KAUSHAL, 2014). CLYNDESDALE et al (2001) relatam que PGE; € um potente
mediador da resposta eritemal e vasodilatador cutdaneo em resposta a UV. Tal
permeabilidade vascular propicia passagem de células do sangue para o intersticio.
Em adicdo, o aumento de citocinas pro-inflamatérias auxiliam na expressdo de
moléculas de adesdo, como a molécula de adesdo intracelular-1 (ICAM-1)
estimulada por IL1a, nos queratinécitos (PILLAI et al., 2005). UV também promove a

superexpressao de E-selectina em células endoteliais microvasculares da derme.

Todos esses eventos auxiliam no recrutamento de neutrofilos e linfocitos T
para o local da inflamagédo cutanea (CLYDASDALE et al., 2001; CHUNG et al.,
2002). Esse infiltrado de células inflamatérias fagociticas e linfocitos produzem
grande quantidade de radicais livres, como anions 0,°, HO®* e H,0,
Adicionalmente, os neutrofilos ativados produzem mieloperoxidase (MPO) que
catalisa a producdo de EROS através da conversao do H,O, em acido hipocloroso
(HOCI), na presencga de ions cloreto (TIZARD, 2002; GRANDJEAN-LAQUERRIERE
et al., 2003). Niveis aumentados de EROs também sao observados na produgéo de
mediadores inflamatérios através da liberagdo de fosfolipidios para serem
metabolizados durante a cascata do acido araquidbnico para a producdo de
prostaglandinas (CHANDRA et al., 2000).

Nesse contexto, UVB induz a ativagdo de receptores de fatores de
crescimento e de citocinas que desencadeiam a fosforilagdo, em cascata, de
moléculas efetoras e/ou ativadoras de vias de sinalizacido inflamatéria, como a via
de proteina quinases ativadas por mitdgenos (via MAP quinase) e PI3K/Akt (FISHER
et al.,, 1998; BOWDEN, 2004; ANGGAKUSUMA et al., 2010; KIM et al., 2013). A via
MAP quinase é, evolutivamente, conservada entre eucariotos e participa de uma
variedade de processos biolégicos em resposta a estimulos externos. Esta via
pertence a uma grande familia de serino/treonina quinases constituida de diferentes
proteinas, como as ERKs 1 e 2 ( do inglés, “Extracellular-regulated kinases 1 e 27),
JNKs ( do inglés, “c-dJun NH2-terminal kinases”), e p38 MAP quinases (OSAKI &
GAMA, 2013). HOMMES et al (2003) relatam que tal via desempenha um papel
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central na sinalizagao inflamatéria da superficie para o nucleo da célula. A via ERK
esta associada com ativagao de receptores de fatores de crescimento, enquanto que
a ativagdo das vias JNK e p-38 MAP quinases estdo associadas a ativagcado de
receptores de citocinas e com estresse celular, incluindo a radiagdo UV (FISHER et
al., 1998; KIM et al., 2005). Essas vias controlam diretamente a expressao génica e
fosforilagdo de fatores de transcrigdo, como NF-kB que €, geralmente estimulada por
ERK e p38 MAP quinase e a proteina ativadora-1 (AP-1) por p-38 e JNK MAP
quinases, estes fatores sao importantes na coordenacéo da inflamacao e resposta
imune (CHOI et al., 2014).

Diversos autores mostram a importadncia da via p38 MAP quinase na
regulagao do processo inflamatério (FISHER et al., 1998; CHEN & BOWDEN, 1999;
TANG et al., 2001; BACHELOR et al., 2005; ANGGAKUSUMA et al., 2010). KIM et al
(2005) mostraram, em pele de camundongos Hairless, que UVB induz um aumento
tempo-dependente da fosforilagdo de p-38 MAP quinase, detectada apds 30 min da
exposi¢cao, com nivel maximo no tempo de 24 h. Em adigdo, esses autores,
relataram que a radiacdo UVB aumenta a expressao da enzima ciclooxigenase-2
(COX2), e assim, mostraram que a inibigao (inibidor SB242235) da via p-38 MAP
quinase reduz os niveis de expressao dessa enzima apo6s 3h da exposigcao. MUTOU
et al (2010) mostraram, em células queratindcitos (linhagem HaCat) irradiadas com
UVB, que o uso do inibidor da via p-38 MAP quinase (SB203580) inibe,
especialmente, a producdo das citocinas TNF-a e IL-10. Neste mesmo modelo,
HUR et al (2010) mostraram que o uso do inibidor SD203580 para p-38 MAP
quinases inibe a expressdo de COX2 e a sintese de citocinas inflamatdrias. Essses
autores demonstram que p-38 MAP quinase esta envolvida na ativacédo e
translocacdo do fator NF-kB para nucleo e consequentemente, ativagcdo da
transcrigcdo de genes pro-inflamatérios. Ademais, outros estudos relacionam essa via
com diferentes mediadores inflamatérios: sinalizagado da sintese de IL-6 (KIM et al.,
2013), bem como no controle da transcricdo de IL-18 (BALDASSARE et al., 1999;
JUNG et al., 2002).

A via PI3K/Akt também esta envolvida na maquinaria de transducio de sinais
que participa dessa regulagdo da resposta inflamatéria, apés a exposicao a UVB
(BACHELOR et al., 2005). De acordo com DI LORENZO et al (2009), diversos
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estudos tém relatado a importancia da sinalizacédo PI3K/Akt em doengas mediadas
por inflamacdo, como a artrite reumatdide, esclerose multipla, doenca pulmonar
obstrutiva crénica, psoriase e dentre outras. Tanto Akt quanto PI3K s&o alvos
promissores de drogas com agdes antagonistas afim de modular a inflamacgao,

doencas auto-imunes e cancer.

A radiacdo UVB ativa a enzima PI3K que fosforila a fosfatidilinositol-3,4-
difosfato (PIP2) resultando em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato ou PIP3 que pode
ativar PDK-1 ( do inglés, phosphoinositide-dependent kinase1), uma serina/treonina
quinase que regula outra serina/treonina quinase conhecida como proteina quinase
B (PKB ou Akt) (LIETZKE et al., 2000; HAWKINS & STEPHENS, 2015). Akt € uma
quinase mutifuncional envolvida em diversas fungbes celulares, incluindo a
sobrevivéncia, proliferagcdo e migragao celular e expressédo de genes (DI LORENZO
et al., 2009). A fosforilagdo de Akt ativa a regulagédo de fatores transcricionais, como
CREB e NFkB que resultam no aumento de expressdo de uma ampla variedade de
genes pro-inflamatorios (TANG et al., 2001; TSOYI et al., 2008; ANGGAKUSUMA et
al., 2010).

1.4.4 Degradacao da Matriz Extracelular

EROs, induzidos por UV, desempenham um importante papel na transducéo
de sinais e expressao de genes. Como mencionado, anteriormente, os radicais livres
promovem a ativagdo de mecanismos moleculares que compreendem na ativagao
de diversos receptores de superficie celular e iniciacdo de eventos de transdugao de
sinais, incluindo estimulo as vias de sinalizagdo MAP quinases, PI3K/Akt e NFkB
(XU & FISHER, 2005). Conforme ilustra a Figura 8, a ativagdo de NFkB induz,
adicionalmente, a expressao de metaloproteinases da matriz (MMPs), as quais sé&o
fatores fisiopatoldgicos importantes no desenvolvimento do fotoenvelhecimento
(KARTHIKEYAN et al., 2016).
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Figura 8- Diagrama de transdugao de sinal, ndo-genémico, induzido pela radiagao
UV.. Aradiacao UV induz uma variedade de eventos de transducado de sinal, os quais s&o
independentes aos danos do DNA. Estas vias de sinalizagao iniciam na superficie da célula
e utilizam o circuito de sinalizagao celular para transmitir sinais da membrana plasmatica
para o nucleo e aumento de transcricdo genes alvos, como as metaloproteinases. As
abreviaturas utilizadas no esquema sao as seguintes: UV, luz ultravioleta; EROs, espécies
reativas de oxigénio; MMPs, metaloproteinases de matriz; MEC, matriz extracelular. Fonte:
Adaptado de XU et al., 2005

As MMPs sdo endopeptidases zinco-dependentes e expressas em diversos
diferentes tipos celulares (BRENNEISEN et al., 2002). Todas as metaloproteinases
sao sintetizadas como pré-pro-enzimas e secretadas como pr6-MMPs latentes ou
zimogénios, em sua maioria. Em condigdes fisiolégicas normais, a expressao dessas
enzimas € regulada por inibidores endogenos, como os inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMP). Quatro TIMPs (TIMP-1 a 4) ja foram identificados em
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vertebrados e sua expressdo € regulada durante o desenvolvimento e
remodelamento tecidual (BREW et al., 2000). Esses inibidores sao produzidos pela
maioria das células mesenquimais e se ligam n&o covalentemente as MMPs,
inibindo-as e prevenindo sua agao descontrolada. Essa interagdo ocorre numa
relacdo estequiométrica de 1:1 (UENO et al., 1997). A classe das gelatinases ¢é
composta pela MMP-2 (gelatinase-A ou colagenase tipo IV-A, 72 kDa) e MMP-9
(gelatinase-B ou colagenase tipo IV, 92 kDa) e se diferencia dos outros grupos por
possuir um dominio adicional semelhante a fibronectina, que é responsavel pela
ligacao dessas enzimas ao colageno desnaturado ou gelatina. A ativagcao proteolitica
da pro-enzima ocorre apos remocgao do pro-peptideo NH2- terminal através da
quebra de ligag&o entre o grupo tiol do residuo da cisteina no pro-peptideo e o zinco
no dominio catalitico. (SCHROEDER et al., 2008; QUANT et al., 2009; GEURTS et
al., 2011; MANNELLO & MEDDA, 2012).

A producdo de EROs, apos a exposicdo da pele a radiagdao UV, promove
destruicdo diretamente do colageno intersticial, além de inativar osTIMPs e,
consequentemente, induzir a sintese e a ativagdao de MMPs para a degradacao de
proteinas e da MEC (WENK et al., 2001). O acumulo de elastina, degradagéo e
desorganizagdo do colageno sdo caracteristicas proeminentes na pele danificada
pela radiagdo solar que resulta numa condigdo denominada de elastose solar
(WANG & KOCHEVAR, 2005). Dentre as células que compdem o sistema
tegumentar, os queratinécitos sdo considerados as principais fontes de produgao de
MMPs em resposta a radiagao solar (QUANT et al., 2009). De acordo com RABE et
al (2006), exposicdes repetidas a luz UV, equivalente ente 5 a 15 minutos de
exposi¢cao ao sol, no horario de meio dia, é suficiente para manter os niveis elevados
de MMPs. Estudos sugerem que a perda da integridade estrutural da MEC é a
principal responsavel pelo desenvolvimento de rugas devido ao fotodano da pele.
Compostos antioxidantes e inibidores de colagenases (como MMP-2 e MMP-9) sao
apontados como agentes terapéuticos com grande potencial na protegao contra os

danos promovidos pela radiacdo UV (WEN et al., 2012).
1.5 Prevencao e protecao dos danos promovidos por UVB

Desde as civilizagbes antigas ja existia a preocupacédo em proteger contra os

raios solares com o uso de roupas, acessorios, 6leos e outros compostos naturais
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(URBANCH, 2001). No entanto, somente no século XIX surgiram os primeiros
relatorios cientificos sobre o uso de agentes fotoprotetores, definidos como
moléculas capazes de proteger a pele do eritema induzido por UV (SCHALKA &
REIS, 2011). Os filtros solares organicos (acido para-aminobenzdico, derivados de
acido salicilico e do acido cinémico, benzofenonas) e inorganicos (diéxido de
titanium e oOxido de zinco) possuem a capacidade de interagir com a radiagéo
incidente através de trés mecanismos: reflexdo, dispersdo e absor¢cdo. De acordo
com PINNELL (2003), o desenvolvimento de produtos quimicos para absor¢do da
luz UV nao fornecem, totalmente, uma protegéo contra os fotodanos. Além disso, a
quantidade do produto aplicado ndo apresenta uma proporc¢ao linear a fotoprotegao.
Ademais, o estudo relata a possibilidade da instabilidade de certos filtros devido a
sua incapacidade de dissipar a energia, absorvida pela UV, podendo resultar na
formacao de radicais livres, ou mesmo ser absorvidos pela pele e causar danos

cutaneos.

VILELA et al (2013) mostraram, em pele de camundongos Hairless, que o0 uso
da formulagado contendo a combinagao de filtros benzofenona 3, salicilato de octila e
metoxicinamato de octila promoveram a inibicdo de 76% da deple¢do de GSH,
porém, n&do reduziram as atividades de mieloperoxidase (MPO) e MMP9. Apesar da
formulacao inibir, parcialmente, a deplecdo de GSH, esses autores sugerem o
desenvolvimento de novas formulagbes que previnem, completamente, a deplegéo
de GSH cutaneo e, relatam, como estratégia, a incorporagdo de compostos
antioxidantes em formulagdes fotoprotetoras.

Muitos compostos exdgenos tém a capacidade de modular os mecanismos
danosos promovidos por UVB (FILIP et al., 2013), e uma variedade de compostos
naturais antioxidantes, de origem vegetal, ttm demonstrado beneficios através da
reducdo e/ou eliminagdo de radicais livres e prevengdao do fotoenvelhecimento
cutaneo (PILLAI et al., 2005). A aplicagado topica de antioxidantes possibilita que
essas substancias atuem, diretamente, na area da pele que necessita de protecéo.

A aplicagdo topica de epigalocatequina-3-galato (EGCG), maior polifenol
constituinte do cha verde, protege contra muitos danos da radiagdo UV. Em animais,
a aplicagcao de polifendis do cha verde e EGCG é usada como prevencido de

queimaduras induzidas por UV, fotoenvelhecimento, resposta inflamatoéria, além de
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promover protecado contra a carcinogénese. Esses compostos inibem a infiltracdo de
leucocitos, reduzem a atividade de MPO e oxidacéo de lipidios e inibem a atividade
MMP-2 e MMP-9 induzidos por UVB. Resultados similares contra a queimadura
solar, também, foram observados em pele humana quando pré-tratada com o extrato
bruto de cha verde ou com EGCG (KATIYAR et al., 1999; KATIYAR & MUKHTAR,
2001; KATIYAR, 2003; YUSUF et al., 2007). KIM et al (2005) mostraram que o pré-
tratamento topico com 6- gingerol, um composto fenol de gengibre fresca, em pele
de camundongos, reduziu os niveis de COX-2 demonstrada pela interagao inibitéria
do ativo com a via p-38 MAP quinase e, consequentemente, a ndo ativagao de
NFkB.

As algas marinhas também sao fontes de polifendis. Estudos conduzidos por
REGALADO et al (2011) avaliaram o efeito da aplicagéo tépica do extrato de folhas
de Thalassia testudinum, em pele de camundongos Balb/C previamente depilados,
por 7 dias apOs a ultima irradiagdao por UVB. Os resultados obtidos mostraram
protecdo cutdnea do extrato frente as alteragdes macroscépicas (eritema,
rugosidade e aspereza) e microscopicas (infiltrado inflamatério e degradacédo de
colageno) induzidos pela radiagao, além disso, reduz a lipoperoxidagao e protege o
sistema de defesa antioxidante. Outros fendis, como acido galico e elagico, também
sdo descritos na literatura como substancias fotoprotetores pela protegcédo do sistema
antioxidante e danos ao DNA (HSEU et al., 2012; PANICH et al., 2012).

Os polifendis sdo bastante explorados na pesquisa cientifica, especialmente o
resveratrol e seus analogos (por exemplo, pterostilbeno) como agentes terapéuticos
e quimiopreventivos (BISHAYEE, 2009; SIREROL et al., 2015). Apesar dos estudos
incompletos do resveratrol, esta substancia tem sido utilizada em hidratantes faciais,
creme anti-envelhecimento, creme para area dos olhos e dentre outros (ALLEMANN
& BAUMANN, 2009). Estudos conduzidos por AFAQ & MUKTHAR (2001) relataram
que resveratrol, presentes nas cascas ou sementes de uva, € um potente
antioxidante e anti-inflamatoério. Estudos posteriores mostraram, em modelos in vivo
e in vitro, que o resveratrol inibe a producdo de H,O, e do edema apds a irradiagao
com UVB, invertendo a deplecdo de GSH e estresse oxidativo (AFAQ et al., 2003).

Apesar dos inumeros estudos sobre bioativos fendlicos, a maioria desses
compostos sado instaveis e coloridos, o que dificulta formulagdes estaveis e
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aceitaveis para o uso cosmético (PINNELL et al., 2003). Atualmente, diversos outros
agentes com propriedades fotoprotetoras estdo sob investigacdo. Estudos
conduzidos por LEE et al (2009) mostraram que o uso de cordicepina, derivado
nucleosideo e isolado de Cordyceps sinencis, em fibroblastos dermais irradiados por
UVB, inibem a expressao de MMPs e bloqueio a ativagdo de NFkB. Ainda sobre o
estudo de diferentes, possiveis, ativos fotoprotetores, HAN et al (2011) avaliaram o
efeito quimiopreventivo da cafeina em células de queratindcitos (linhagem HaCat)
expostos a radiacao UVB. Eses autores mostraram que esse ativo inibe a expressao
de COX2 e a via de sinalizagao Akt, além disso, estimula a eliminagcdo dos

queratinécitos danificados e n&o reparados por mecanismo apoptotico.

Nesse contexto, o uso de compostos anti-inflamatérios como os inibidores da
ciclooxigenase e inibidores da producgéo de citocinas, também é uma estratégia para
prevenir os danos promovidos pela UV (PILLAI ET AL., 2005). Esses compostos
devem possuir caracteristicas fotoprotetoras semelhantes aquelas observadas em
substancias antioxidantes, como reducdo de eritema e da formagcao de células
queimadas, protecao ao DNA e dentre outras agdes protetoras contra os eventos da
radiacao UV (PINNELL et al., 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

A pele é o manto de revestimento do organismo, estando direta e
frequentemente exposta a fatores externos pré-oxidantes, incluindo a luz solar
(ISHIDA & SAKAGUCHI, 2007). A UVB induz efeito direto em biomoléculas da pele
produzindo radicais livres (especialmente EROs), inflamag¢do e danos ao DNA que
resultam em uma variedade de disturbios cutaneos agudos, como também efeitos
em longo prazo, como fotoenvelhecimento e cancer (GARCIA et al., 2010). Desse
modo, diversos autores relatam a necessidade do uso de substancias antioxidantes
e anti-inflamatorias tdépicas como uma estratégia eficaz contra os efeitos adversos
promovidos pela radiagcédo UVB (AFAQ & MUKHTAR, 2006; PRATHEESHKUMAR et
al., 2014).

Nos ultimos anos, os produtos naturais tém recebido consideravel interesse,
principalmente, aqueles que possuem propriedades antioxidantes e de reparo
tecidual e que promovam beneficios potenciais na prevencdo e tratamento de
doencas degenerativas e diferentes tipos de lesdes. O uso de antioxidantes
exdgenos derivados de plantas tem sido associado com a redugéo de incidéncia do
fotoenvelhecimento cutdneo ou fotocarcinogénese (AFAQ&MUKHTAR, 2006). Além
de sua utilizag&o pelas agdes colagenoliticas, a aplicagdo de proteases por sua agéo
antioxidante também tem sido descrita, sendo atribuida aos aminoacidos presentes
em sua estrutura, por exemplo: triptofano, tirosina e cisteina (ELIAS et al., 2008;
CHIANG et al. 2014).

A fragao P1G10 derivada do latex de V. cundinamarcesis é rica em cisteino
proteases e tem se mostrado um promissor agente de reparo tecidual em lesdes
cutaneas. Em estudos prévios, a fragdo demonstrou atividade cicatrizante cutanea
de feridas de varias etiologias, sendo essa agdo associada a um efeito anti-
inflamatorio, imunomodulador e anti-apoptotico (MELLO et al., 2006; CRISTIANO,
2008; LEMOS et al.,, 2011; FREITAS, 2011). Além disso, em modelos de
ulcerogénese gastrica, a protecao contra lesbes induzida por indometacina, um anti-
inflamatdrio ndo esteroidal, foi associada ao aumento de compostos sulfidrilicos n&o
proteicos, que sdo antioxidantes (ARAUJO-SILVA et al. 2015). Diante do exposto,
nesse trabalho, propomos investigar o efeito de P1G10 em injurias cutaneas
promovidas pela radiacdo UVB, avaliando suas ag¢des sobre o processo inflamatorio

e oxidativo induzidas por esse agente
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Estudo dos efeitos da fragdo proteolitica P1G10 do latex de Vasconcellea
cundinamarcensis, sobre as alteragbes cutaneas (celulares e moleculares)

promovidas por exposi¢cao aguda unica e repetida a radiagao UVB.
3.2 Especificos

Em modelo animal utilizando camundongos Hairless:
1) Caracterizar e padronizar o modelo de exposi¢gao dose uUnica a radiagao UVB;
2) Avaliar o efeito do tratamento topico com P1G10 sobre lesbes promovidas por
exposi¢ao unica e multipla a radiagao UVB, verificando na pele:

i) Aspectos macroscépicos das lesodes;

i) O balangco de oxidantes (EROs), produtos de lipoperoxidagdo (MDA) e
biomoléculas do sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico (SOD,
CAT, GSH, GPx);

ii) A resposta tecidual, quanto a espessura das camadas da pele, presenca de
infiltrado inflamatério, proliferacdo de queratindcitos, por analises histolégicas
e imunohistoquimicas.

iv) Aspectos referentes ao processo inflamatério tecidual, pela avaliagcdo da
presenga de neutrofilos (dosagem de MPO), destruicao da matriz extracelular
(atividade de MMP-9) e niveis de mediadores pro-inflamatérios (IL8, TNF-a
IL-1B e COX2);

v) Sua atuagéo sobre vias de sinalizagdo celular, envolvidas no processo lesivo
da radiagcao UVB (PI3/Akt e MAP quinases: p-38 e JNK).

vi) A expressao das proteinas p53 e caspase 3, envolvidas em mecanismos de
reparo a danos ao DNA e da apoptose;

Em sistemas in vitro, avaliar:

1) A atividade antioxidante de P1G10 pelo sequestro de DPPHo;

2) A citotoxicidade de P1G10 e UVB sobre linhagem de queratinécitos humanos
(HaCat);

3) O efeito de P1G10 sobre a producdo de EROs em células irradiadas
por UVB;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1
411

Materiais

Biolégicos

Amostra liofilizada da fragdo do latex de Vasconcellea cundinamarcensis,

P1G10, obtida pela separacdo cromatografica em coluna de gel de filtragdo
Sephadex G10 (Anexo B).

41.2

Camundongos Hairless (linhagem HRS/J) - as matrizes foram doadas pela
professora Dra. Maria Vitéria Lopes Badra Bentley, Universidade de Séao
Paulo — Campus de Ribeirdo Preto, e mantidos em cruzamento no Centro de
Bioterismo do ICB/UFMG (Cebio-ICB/UFMG).

Linhagem de células queratinécitos humano (HaCat) gentilmente doadas pelo
Professor Dr. André Luis Vettore de Oliveira do Laboratorio De Biologia

Molecular do Cancer da Universidade Federal de Sao Paulo, Sao Paulo.
Reagentes e solventes

Acetato de soédio P.A., etanol 96%, etileno-diamino-tetracetato dissodico
(EDTA) P.A., fosfato monobasico de potassio P.A., fosfato dibasico de sédio
P.A. -Merck, Darmstadt, Alemanha.

Brometo de 3-(4,5—dimetiltilazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazdlico ou sal de
tetrazolico (MTT), 1,4-Bis(5-fenil2-oxazolil) benzeno (POPOP), 2,5-
difeniloxazol (PPO), albumina bovina fragdo V (BSA), ampicilina sddica,
benzoil-arginil-p-nitro-anilida (BAPNA), chaps, coquetel de inibidores (P-8340)
dimetilsulfoxido (DMSO), ditiotreitol (DTT), fluoreto de sédio, gelatina, meio de
cultura DMEM, ortovanadato de sodio, persulfato de amdnio (APS), sulfato de
estreptomicina, tris base, triton X-100, tween 85 e 20, Peréxido de hidrogénio
30%, o-ftalaldeido (OPT), o-fenilenodiamina (OPD) - Sigma Chemical Co,
St. Louis, MD, EUA.

Acido acético glacial P.A., acido fosférico 85%, acido tricloroacético (TCA),

bicarbonato de sddio, cloreto de calcio, cloreto de potassio, cloreto de sédio,



41.3

51

cloroférmio, formaldeido 37%, hidroxido de sodio, glicerol, glicina,
isopropanol, metanol absoluto - Labsynth Produtos para Laboratério Ltda,
Diadema, SP, Brasil.

Acido hidrocloridrico P.A. - Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil.

Solugéo Acrilamida/bis 30%, Corante azul-brilhante de coomassie G-250,
dodecil sulfato de sédio (SDS) e N',N’,N’,N’-tetrametil-etileno-diamina
(TEMED) - Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA.

Kit para imunohistoquimica - Estreptavidina-biotina-peroxidase (Ultra vision
large volume detection system anti-polyvalent, HRP — pronto para uso — Lab
Vision) -DAKO K0690).

Luminata Forte Western HRP substrate, ReBlot plus strong antibody stripping
solution, 10x - EMD Millipore Corporation, USA.

Nitrogénio liquido - White Martins do Brasil S/A, Brasil.

Soro fetal bovino (FBS) e tripsina 0,25% - Cultilab, Campinas, SP, Brasil.
Solugéo de cetamina a 10% (Cetamin®) e solugao de xilazina a 2% (Xilazin®)
- Syntec do Brasil, Cotia, Sao Paulo, Brasil.

Meio de cultura RPMI 1640 - Gibco-BRL Corporate Headquarters,
Gaithersburg, EUA.

ATV (solugdo aquosa de tripsina) contendo: tripsina (0,20 g), versene (0,02 g)
e agua deionizada q.s.p. (100,00 mL) - Instituto Adolpho Lutz, Sao Paulo,
SP,Brasil.

Kits de imunoensaio DuoSet® TNF-q, IL13,IL8 anti-mouse - R & D Systems,
Mineapolis, EUA.

Azul de metileno, Giemsa, eosina azul de metileno (May Grunwald) —

Sciavicco Comércio e Industria Ltda, Belo Horizonte — MG, Brasil.
Equipamentos

Refrigerador ajustado a temperatura de = 4°C; freezer a temperatura de —
20°C - Consul - Multibras Eletrodomésticos S/A, Sao Bernardo do Campo,
SP, Brasil.

Lampada modelo 9815 — Serves Lamps 15W - Cole-Parmer Instrument

Company, Chicago, EUA.
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Ultra-sonicador modelo FS-28H - Fisher Scientific, California, EUA.
Agitador magnético modelo 252 - Fizatron Equipamentos Elétricos para
Laboratério, Sao Paulo, SP, Brasil.

Centrifuga refrigerada de média rotagdo, modelo Z252MK, equipada com
rotor modelo 220.87.V01 - Hemle Labortechnik, Gosheim, Alemanha.
Balanca eletrénica analitica modelo MT-200 - Metter Micronal Instrumentos.
Deionizador de agua por meio de osmose reversa - S/A, Sado Paulo, SP, Brasil
- Milipore Corporation, Bedford, EUA.

Medidor de pH modelo NT-PH2 - equipado com eletrodo modelo V-620 C -
Analion Aparelhos & Sensores Ind. & Com., Ribeirao Preto, SP, Brasil
Novatécnica Equipamentos para Laboratérios, Piracicaba, SP, Brasil.
Estufa incubadora 36,5 °C - Nuaire Equipaments, Pymouth, Minneapolis,
EUA.

Microscopio 6tico linha CB, microscépio otico invertido modelo CK2 -
Olympus Corporation, New York, EUA.

Camera digital, 7,2 Mega Pixels/ DSC W120 - SONY DSC-W120, Cyber-
Shot.

Shaker Roto Mix modelo 48200 - Thermolyne, Dubuque, loha, EUA.

Capela com fluxo laminar de ar ultrafiltrado - Veco do Brasil Industria &
Companhia de Equipamentos, Campinas, SP, Brasil.

Célula de transferéncia semi-seca Trans-Blot® SD, cuba de Eletroforese Mini-
Protean® Tetra Cell, e fonte de energia para eletroforese e transferéncia em
“Western Blot” modelo 3000 xi - Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA.
Espectrofotdbmetro de duplo feixe para faixas UV (ultra-violeta) e visivel,
modelo UV-150-02 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) e do tipo leitor de
placas Multiskan GO - Thermo Fisher Scientific, EUA.

Diversos

Botijao de nitrogénio 10 m3 de gas acoplado ao sistema de ultrafiltragcao - Air
Liquid Ltda, Ipiranga, SP, Brasil.
Tubos de microcentrifuga tipo “Eppendorf” com capacidade para 0,5 e 1,5 mL-

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, EUA
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Barras magnéticas - Fizatron, Equipamentos Eletronicos para
Laboratoérios, Sao Paulo, SP, Brasil.

Pipetadores automaticos com capacidade maxima de 2, 20, 200 e 1000 uL,
acompanhados de ponteiras de polipropileno - Gilson Sas, Francga.
GraphPad Prism 5-GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA.

Lamina de bisturi 11-BD- Hualyin Medical Instruments Factory, Hualan-
Jiangsu, China.

Agulhas e seringas descartaveis - Injex Industrias Cirurgicas Ltda, Ourinhos,

Brasil. Gaze StericleanR - MedGauze Ind. e Com. Ltda, Sao Paulo, Brasil.

Membranas filtrantes de nitrato de celulose, com 0,45 m e 0,22 m de
diametro de poro - Millipore Corporation, Bedford, EUA.

Béqueres, Ehrlenmeyers, Funis, Pipetas graduadas, Provetas, Quitassatos,
Balbdes volumétricos - PyrexR , Cidade do México, México.

Laminas 25,4 x 76,2 mm e laminulas para microscopia. SolidorR , Médico
Industries & Trade Co. Ltd., Shijiazhuang, China.

Material cirurgico - S.S White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Vidraria (Quitassato de 1000 ml, béquer 1000 ml e tubos de ensaio com 14 X
1 cm de dimensdes) - Vidrolabor-Thermex Astra Brasil Ind. Vidros, F.
Vasconcelos,SP, Brasil.

4.1.5 Solugdes principais

Solugao anestésica

Quetamina 3,00 mL
Xilasina 1,00 mL

PBS

4,00 mL
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4.1.5.1 Solugoes utilizadas na determinagao da atividade de Mieloperoxidase

e Citocinas
Tampao de extragao de Citocinas

NaCl

Tween 20

BSA

Phenil Metil Sufonil Fluoride (PMSF)
DMSO

Cloreto de Benzetbnio 0,1 mM
EDTA 10mM

Aprotinina 20K]

Agua ultrapura q.s.p

Tampao 1 (pH=4,7)

NaCl

N33PO4

Na,EDTA

Agua ultrapura q.sp

Tampao 2 (pH=5,4)

Na3P04
Agua ultrapura g.s.p

Solugao de paralisagao do ensaio Elisa

HSO4 4M
Agua destilada q.s.p

Tampao de bloqueio

PBS estéril
BSA 1,0%

Solugao A - para tampao citrato/fosfato (pH=5,0)

Acido citrico monohidratado
Agua ultrapura q.s.p

0,40 M
500,00 pL
50049
17,00 g
100,00 pL
44,80 mg
372,00 mg
20,00 pL
1,00 L

0,10 M
0,02M
0,015 M
1,00 L

0,05 M
1,00 L

3,00 mL
10,00 mL

4,00 mL
400 mg

10,51 g
500,00 mL
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Solugao B - para tampao citrato/fosfato (pH=5,0)

Fosfato de sddio dibasico 35,829
Agua ultrapura q.s.p 500,00 mL

Tampao citrato/fosfato (pH=5,0)

Solugao A 20,00 mL
Solugéo B 30,00 mL
Agua ultrapura q.s.p 100,00 mL

Tampao de lavagem (ensaios imunoenzimaticos)

Polioxietinlsorbitano mololaurato 20 (Tween 20) 650,00 pL
PBS 1,30 L

4.1.5.2 Solugoes utilizadas na determinagao da atividade da metaloproteinase-
9 (MMP-9) — Zimografia

Solugdo aquosa de gelatina 1% (p/v)

Gelatina 20,00 mg
Agua deionizada 2,00 mL

A gelatina foi dissolvida em agua e aquecida por 20 segundos em microondas

na poténcia maxima

Tampao Tris-HCI 1M pH 7,4

Tris base 121,14 g
Agua ultrapura q.s.p 1000,00 mL
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O pH foi ajustado para 7,4 com solugdo de acido cloridrico 10 M e, em

seguida, o volume completado com agua deionizada.

Tampao de lavagem

Tris-HCI 1M pH 7,4
Triton X-100
Agua ultrapura g.s.p

Tampao de incubagao

Tris-HCI 1M pH 7,4
Cloreto de calcio
Cloreto de sdédio
Chaps

Agua ultrapura q.s.p

Solugédo para gel separador acrilamida 7,5% e gelatina 0,1 %

Solugéo aquosa de Acrilamida 30%
Tampao Tris-HCI 1,5 mM pH 8,8
SDS 10% (p/v)

Gelatina 1% (p/v)

Agua deionizada

Solugdo aquosa de APS 10% (p/v)
TEMED

Solugao corante de géis

Qorante azul-brilhante de Coomassie G-250
Acido acetico glacial P.A
Agua destilada g.s.p

Solugao descorante de géis

Metanol P.A.
Acido acético glacial P.A
Agua destilada q.s.p

25,00 mL
12,50 mL
500,00 mL

25,00 mL
555,00 mg
5,85¢
100,00 mg
500,00 mL

1,25 mL
1,25 mL
50,00 pL
500,00 uL
3,65 mL
50,00 pL
20,00 pL

125,00 mg
10,00 mL
100,00 mL

4,00 mL
8,00 mL
100,00 mL



Tampao de corrida eletroforese desnaturante 5X (solugao estoque)

Tris base 15,10 g
Glicina 4,009
SDS 5,00 g
Agua destilada q.s.p 1000,00 mL
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A solucado de uso (1X) foi preparada no momento do uso por diluicdo 1:5 em

agua milli Q.

4.1.5.3 Solugoes utilizadas no ensaio Western Blotting e Cultura Celular

Solugdo aquosa de SDS 10% (p/v)

SDS 1,00 g
Agua ultrapura q.s.p 10,00 mL

Solugdo aquosa de APS 10% (p/v)

APS 1,00 g
Agua ultrapura q.s.p 10,00 mL

Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

Tris Base 18,21 g
Agua ultrapura q.s.p 100,00 mL

O pH foi ajustado para 8,8 com solugdo de acido cloridrico 10 M e, em

seguida, o volume completado com agua deionizada.

Tampao Tris-HCI 1,0 M pH 6,8

Tris Base 13,14 g
Agua ultrapura q.s.p 100,00 mL

O pH foi ajustado para 6,8 com solugdo de acido cloridrico 10 M e, em

seguida, o volume completado com agua deionizada.



Solugédo para o gel separador desnaturante 10% acrilamida

Solugao aquosa de Acrilamida 30%
Tampao Tris-HCI 1,5 mM pH 8,8
SDS 10% (p/v)

Agua ultrapura

Solugéo aquosa de APS 10% (p/v)
TEMED

Solugédo para o gel concentrador desnaturante 4% acrilamida

Solugédo aquosa de Acrilamida 30%
Tampao Tris-HCI 1,0 mM pH 8,8
SDS 10% (p/v)

Agua ultrapura

Solugéo aquosa de APS 10% (p/v)
TEMED

Solugéo fixadora para géis

Metanol P.A.
Acido acetico glacial P.A
Agua ultrapura g.s.p

Tampao de lise

Solugao A (pH=7,9)

Fluoreto de Sodio

Ortovanadato de s6dio 40 mM
Coquetel de inibidor (P8340 — Sigma®)
HEPES

Cloreto de Magnésio

PMSF

DTT

Triton X 0,1%

Cloreto de potassio

Agua ultrapura q.s.p

1,67 g
1,25 mL
50,00 pL
1,98 mL
50,00 pL
10,00 pL

267,00 uL
250,00 uL
20,00 L
1,44 mL
20,00 L
5,00 yL

50,00 mL
10,00 mL
100,00 mL

107,3 mg
15,4 mg
3,20 mg

0,24 g
0,03 g
4,35 mg
200 pL

100,00 pL
0,075 ¢

50,00 mL
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Solugao B (pH=7,9)

EDTA

Glicerol

Coquetel de inibidor (P8340 — Sigma®)
HEPES

Cloreto de Magnésio

PMSF

DTT

Cloreto de sodio

Agua ultrapura q.s.p

Tampao de amostra eletroforese desnaturante 6X

Tampao Tris-HCI 1,0 mM pH 6,8; 0,4 % SDS (p/v)
Glicerol

SDS

Azul de bromofenol

Tris-Buffered Saline plus Tween 20 (TTBS)

Cloreto de sdédio
Tris base

Tween 20

Agua utrapura q.s.p.

Solugao de bloqueio

BSA
TTBS g.s.p

Tampao de transferéncia

Metanol absoluto
Glicina

Tris base

Agua ultrapura q.s.p.

0,0074 g
25 mL
3,20 mg
0,48 g
0,03 ¢
4,35 mg
200 pL
245¢g
100,00 mL

700,00 uL
300,00 uL
100,00 pL
120,00 mg

8,70 g
24,20 g
500,00 pL
1000,00 mL

250g¢g
50,00 mL

200,00 mL
3,00 g
1,49 g
1000,00 mL
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Tampao PBS pH 7,4

Fosfato dibasico de sodio 1,15 g
Fosfato monobasico de potassio 250,00 mg
Cloreto de sodio 8,20 g
Cloreto de potassio 200,00 mg
Agua destilada q.s.p 1000,00 mL

O pH foi ajustado para 7,4 com solugdo de acido fosférico 0,1 M e, em
seguida, a solugao foi esterilizada por autoclavagéo a 120°C , 2 ATMs durante 20

min.

Tampao PBS/EDTA pH 7,4

Fosfato dibasico de sodio 1,15 ¢
Fosfato monobasico de potassio 250,00 mg
Cloreto de sodio 8,20 g
Cloreto de potassio 250,00 mg
EDTA 1,37 g
Agua destilada q.s.p 1000,00 mL

Meio F12- Ham pH 7,4

Meio F12Ham desidratado 11,10 g
Bicarbonato de sddio 1,50 g
Ampicilina sédica 100,00 mg
Estreptomicina 100,00 mg
Agua ultrapura q.s.p 1000,00 mL

Apos a completa dissolugdo dos componentes, o pH foi ajustado com
hidréxido de sédio 1 M ou acido cloridrico 1 M para 7,4 e o meio foi esterilizado por

fitragcdo em membrana com porosidade absoluta de 0,22 um.

Meio DMEM pH 7,4

Meio DMEM desidratado 11,10 g
Bicarbonato de sddio 3,70 g
Ampicilina sédica 100,00 mg
Estreptomicina 100,00 mg

Agua ultrapura q.s.p 1000,00 mL
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Ap6s a completa dissolucdo dos componentes, o pH foi ajustado com
hidroxido de sédio 1 M ou acido cloridrico 1 M para 7,4 e o meio foi esterilizado por
filtracdo em membrana com porosidade absoluta de 0,22 pm.

4.1.6 Veiculo para incorporacgao da fragao P1G10

Gel de Natrosol®

Propilenoglicol 1,5mL

Natrosol 0,69

Sol. conservante (nipagim e nipazol) 0,3mL

Agua Deionizada 27,6 mL
4.2 Métodos

4.2.1 Avaliagao in vivo
Animais

A linhagem HRS/J, conhecidos como Hairless, foram provenientes da
Universidade de Sao Paulo — Campus de Ribeirdo Preto, e mantidos em cruzamento
no Centro de Bioterismo do ICB/UFMG (Cebio-ICB/UFMG). Os camundongos
Hairless foram utilizados com 8 semanas de idade e mantidos em gaiolas individuais
no periodo de 5 dias anteriores ao procedimento e até ao final do experimento,
submetidos a um ciclo de claro/escuro de 12/12 h, recebendo agua e alimentagao ad

libitum.

Todos os protocolos experimentais utilizando animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, Protocolo n°® 174/10
(ANEXO A).

4.2.1.1 Caracterizagcao e padronizagao de modelo de lesao de pele por

irradiagao com UVB

As lesdes foram promovidas por irradiagdo com lampada UVB (Coler-
Parmer®, 15W), comprimento maximo de UV a 312 nm. Inicialmente, para a
montagem do sistema de irradiagcdo foi necessario fazer a afericdo da lampada
(Coler-Parmer®, 15W). A intensidade emitida pela lampada foi determinada por
radibmetro CMP22® (Kipp e Zonen, Netherlands), realizado no departamento de
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Engenharia de Energia CEFET-MG, sendo a poténcia aferida no aparelho a 13 cm
(LAAT et al., 1997) foi de 8W/m? (ANEXO C). E o espectro de emissdo da lampada
foi medido em espectréometro Ocean Optics com auxilio do software OOIBase32, no
departamento de Fisica/lUFMG. Assim verificou-se que o espectro emitido pela
lampada é de 312 nm, cujo o espectro corresponde a radiagdo Ultravioleta B (Figura
9).

2500 |-
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500 |-
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200 250 300 350 400 450 500 850

Comprimenta (nm)

Figura 9 - Medida do comprimento de onda da lampada Cole-Parmer, modelo
9815 OOIBase32 (desenvolvido pela Ocean Optics e fornecido junto com o
equipamento).

As doses de irradiagao foram estabelecidas utilizando a seguinte formula:
Dose (J/cm?) = tempo de exposigao (s) x intensidade (W/cm?).
A) Exposi¢ao dose unica a radiagao UVB

Na padronizagdo do protocolo de exposigao unica, os animais foram
anestesiados com solugdo anestésica xilazina/ketamina (1:0,75, 0,1mL/100g de
peso do animal), por via intramuscular (i.m). Cada animal foi colocado em camara de
PVC (policloreto de vinila), com abertura de, aproximadamente, 25 por 15 mm, de
modo que apenas uma pequena area da regido mediana dorsal do animal se
apresentava descoberta para a exposi¢cao a radiagao UVB. Para isso, os animais
foram posicionados na posicdo ventral, sendo que a lampada foi colocada a uma
altura fixa de 13 cm da porgao dorsal exposta. Em seguida, os animais receberam,
topicamente, uma dose Unica de UVB de 2,4 J/cm? (CASAGRANDE et al., 2006)
(Figura 10). Para caracterizagédo das lesbes promovidas pela radiagéo, foi realizada
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uma analise macroscopica (eritema e edema) e feitas imagens do dorso dos animais
lesionados ou nao pela radiagdo nos tempos de 6, 12, 24 e 48 h apds as lesdes
(Figura 11). Em cada tempo, animais foram eutanasiados para coleta de fragmentos
da pele para analises histoldgicas, de citocinas (TNF-a, IL1B e outras), MPO, perfil

oxidante/antioxidante e dentre outras (item 4.1.2.3) (Figura 15).

Figura 10 - Representagdo esquematica da montagem do experimento de Exposigao
unicaaUVB. Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 11 - Padronizagao do modelo de exposi¢ao unica a UVB. Fonte: Elaborada
pela autora
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4.2.1.2 Avaliagao do efeito de P1G10 sobre lesdes induzidas pela radiagao
uvB

Nessa etapa, foram utilizados dois protocolos: i) modelo de indugéo de lesdes
por unica exposi¢cdo (dose unica) a radiagdo UVB; ii) modelo de indugédo por
exposicoes repetidas (doses multiplas). Nos dois casos, foram estabelecidos 6
grupos, de forma aleatéria, com 10 animais cada: um nao irradiado (Sham), 5
irradiados sendo: Irradiado (UVB), Irradiado que recebeu o veiculo gel de Natrosol®
(ltem 4.1.6) (Controle Veiculo — ou grupo CV), e irradiados tratados com 0,1%
P1G10 ou 1,0% de P1G10, ambos em gel de Natrosol®. Os tratamentos foram
aplicados em 50 mg do gel contendo salina (CV) ou nos demais grupos contendo a

mesma quantidade do gel com P1G10 (0,1;1,0%), conforme esquemas abaixo.
A) Esquema de exposig¢ao unica a UVB

Os animais submetidos a esse esquema, foram irradiados com 2,4 Jicm? e
imediatamente apds, foram tratados com uma unica aplicagdo (50mg) de gel de
Natrosol® (grupo CV) ou com os tratamentos com P1G10 0,1 ou 1,0%. Apds 24 h,
os animais foram eutanasiados e fragmentos da pele do dorso foram coletados para

analises como descrito adiante (Figura 12).



65

R

o E

St

UVB 5 o
N . ©

T2,4 chme' 24 horas T
I ) 1
4P1G10 (0,1 ou 1)%
| Tratamento _
_ (simples aplicagao) Retirada dos
Anestesia fragmentos de pele

Figura 12 - Esquema de indugcdao e tratamento de les6es por exposi¢cao Unica a
radiagcao UVB. Fonte: Elaborada pela autora

B) Esquema de exposigées repetidas a UVB

A exposicédo a doses multiplas UVB seguiu o protocolo preconizado por FILIP
et al. (2011). Para esse procedimento, foi confeccionada uma caixa com
separadores com capacidade para 6 animais (Figura 13), a lampada ficou situada a
13 cm de distancia do dorso dos animais, sendo os animais distribuidos, como
citado anteriormente. Os animais receberam doses de UVB (240 mJ/cm?) por 10
dias consecutivos, e, logo apos cada exposicéo, esses receberam tratamento tépico
50 mg do gel contendo salina (CV) e nos demais grupos contendo a mesma
quantidade do gel com P1G10 0,1 e 1,0%. (Figura 14). Apdés 24 h da dultima
exposi¢cao, os animais foram eutanasiados, sendo coletados fragmentos de pele,

lavados em solugdo PBS, como descrito adiante.
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Figura 13 - Esquema da indugao e tratamento de lesGes por exposi¢oes repetidas a
UVB. Representagdo esquematica da montagem do aparato experimental. Fonte:
Elaborado pela autora
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Figura 14 - Linha cronoldgica do experimento de Exposi¢cao de multiplas doses de
UVB. Fonte: Elaborado pela autora

4.2.1.3 Obtencao das amostras de pele

ApOs 24 h da ultima exposigao a irradiagdo, os animais foram anestesiados
com solugdo anestésica xilazina/ketamina (1:0,75, 0,1mL/100g de peso do animal)
por via intraperitoneal (i.p.) e os fragmentos do dorso da pele (aproximadamente 3 x
2 cm) foram retirados com auxilio de bisturi e tesoura e lavados em tamp&o PBS. O
tecido retirado foi dividido em 6 fragmentos, sendo que um desses fragmentos
(padronizado) foi inserido em recipientes separados e devidamente identificados,

contendo formol 10% tamponado para as andlises histolégicas. Os demais
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fragmentos foram congelados em freezer -80°C para as demais analises, como

descrito a seguir (Figura 15).

Cfa‘i“a' Fragmento Analises
1 MPO/Citocinas
1 2 2 MMP/EROs/Antioxidantes
3 4 g . 3 Histologia (Freezer)
o r—u ™ 4 Histologia (Formol)
5 6 caudal 5 WB
6 Outros
"
2cm

Figura 15 - llustracdo esquematica da padronizagcdo da coleta de amostras das
lesdes induzidas por UVB. A figura mostra a secgao dos fragmentos e a orientagéo
cranio-caudal, assim como a relagdo numerica dos fragmentos e suas respectivas
analises. Sendo MPO (mieloperoxidase), MMP (metaloproteinase), EROs (espécies
reativas de oxigénio), WB (Técnica Wersten Blot). Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.1.4 Dosagem de fatores antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos em

pele de camundongos Hairless

Os fragmentos de pele coletados foram homogeneizados em tampao. O

homogenato 1:10 (p/v) em tampao fosfato de potassio 0,1M pH 6,5 foi obtido em

trituragdo com nitrogénio liquido centrifugado a 13000 g durante 10 min a 4°C. O

sobrenadante foi coletado para mensuracao de fatores antioxidantes enzimaticos e

nao enzimaticos, zimografia e MDA, como medida da peroxidacao lipidica. Cada

sobrenadante foi dividido em trés aliquotas e analisadas em duplicata.

Quantificacdo de Glutationa reduzida (GSH)
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Os niveis de GSH no homogenato de pele foi determinado por fluorescéncia
utilizando o o-ftalaldeido (OPT) (HISSIN & HILF, 1976). As amostras foram tratadas
com solugao de acido tricloroacético (10%) e centrifugadas a 10000 rpm a 4°C. A
solugdo de OPT (1mg/mL em metanol) foi adicionada ao sobrenadante coletado,
previamente diluido ao tampéao fosfato (0,1M, 0,1M EDTA e pH 8,0). Ap6s 15 min de
incubagcdo a temperatura ambiente com a sonda, a fluorescéncia foi medida em
Fluorimetro (Synergy 2, Biotek®) 350 nm de excitacdo e 420 nm de emisséo. A
concentragdo de GSH foi estimada a partir da curva de calibragdo utilizando GSH

como padrao, e expressa como uM/mg tecido.

Medida da catalase

A atividade de catalase (CAT) foi realizada com base na decomposigao de
H>O, como descrito por SHANGARI & O'BRIEN (2006). A reacéo foi iniciada pela
adicdo de 10 pL de sobrenadante, obtido, como descrito no item 4.2.1.4 , adicionado
990uL em tampao de fosfato de potassio 50mM (pH 7,0) contendo 7,5 mM de H,O..
A taxa de decomposicdo de H,O, foi monitorada por espectrofotometria em
intervalos de 15 s durante 1 min, no comprimento de onda de 240 nm (25°C). A
atividade da catalase foi calculada no software Microsoft Excel utilizando a férmula
AE/min. Onde, AE é o valor da variacdo da absorbancia entre a primeira e a quarta
leitura. Os resultados foram normalizados pelo teor de proteina (AE/min/ug),
determinada pelo método de Bradford (1976) e expressa como percentagem do

controle.

Medida da Superéxido Dismutase (SOD)

A dosagem da atividade da superdxido dismutase (SOD) é baseada na sua
habilidade em catalisar a dismutagédo de radicais superdxidos (O,"), a H,O, e Oy,
diminuindo a razdo de auto-oxidagdo do pirogallol (MADESH &
BALASUBRAMANIAN, 1998). Trinta microlitros de homogenato (item 4.2.1.4) foi
plaqueado em placa de 96 pocos e acrescido de 99uL de tampao fosfato, 6uL de
MTT (brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15 uyL de pirogallol. Para o
branco, o pirogallol foi substituido por tampé&o fosfato e para o amostra-padrao, a
amostra foi substituida por tampao fosfato. Apds cinco min de incubacao a 37°C, a

reacao foi parada com 150 uL de DMSO (dimetilsulfoxido) e a absorbancia foi lida a
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570nm. Para o calculo do resultado foi considerado que 1 unidade (U) de SOD é
capaz de evitar a autoxidagdo de 50% de pirogallol do padrdo. Os resultados foram
normalizados pelo teor de proteina (U/ug proteina) e expressa como percentagem

do controle.

Quantificacio da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da glutationa peroxidase (GPX) foi determinada de acordo com
PAGLIA & VALENTINE (1967). Resumidamente, a solugédo da reacao foi preparada
em 580 pL de tampéao de fosfato (100 mM, pH 7,0) contendo EDTA 5 mM, 100 pL de
NADPH 8,4 mM, 10 pL de glutationa redutase (100 Ul/mg de proteina/mL), 10 uL de
NaN3 1,125 M, 100 pL de glutationa reduzida 0,15 M e 100 yL da amostra. A reacéo
enzimatica foi iniciada por adicdo de 250 pL de H;0, (2,2 mM). A conversao de
NADPH para NADP foi monitorada durante 4 min, em intervalos de 30 s no
espectrofotdbmetro (Shimadzu®, Japao). Unidade de enzima foi determinada pela
oxidacao de 1,0 mol de NADPH por minuto e foi calculada com base na absorbancia
de NADPH em 340 nm. Os resultados foram normalizados pelo peso (mg) dos
fragmentos de pele correspondente ao homogenato e, expressos como pM/mg
tecido.

4.2.1.5 Avaliagao da producao de espécies reativas de oxigénio — EROs nos

fragmentos de pele dos camundongos Hairless

O protocolo foi realizado de acordo com SIQUEIRA et al (2004).
Resumidamente, as dosagens foram realizadas utilizando a sonda fluorescente 2',7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich®+32, Wien, Austria). Nessa
dosagem usou 20 yL do homogenato de pele com 80 pyL de DCF-DA (125 yM) a 37 °
C durante 30 min e protegida da luz. A formacao do derivado oxidado fluorescente
(DCF) foi monitorada nos comprimentos de onda de 488 nm (excitagado) e 525 nm

(emiss&o), respectivamente, em um leitor de placas fluorescente (Synergy 2,
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Biotek®). Os resultados foram normalizados pelo teor de proteina e expressa como

percentagem do controle nio irradiado (Sham).

4.2.1.6 Medida da peroxidacgao lipidica (Tbars) nos fragmentos de pele dos

camundongos Hairless

Um dos métodos para quantificagdo dos produtos da peroxidagao lipidica € o
de analise da formagao de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS).
Esse método consiste na analise dos produtos finais da peroxidagdo lipidica
(peroxidos lipidicos, malonaldeidos - MDA e demais aldeidos de baixo peso
molecular) que, ao reagir com o acido 2-tiobarbiturico (TBA), formam bases de
Schiff. A reagdo consistiu com a adigdo de 100 yl do homogenato transferidos para
eppendoffs identificados juntamente com 100 ul da solugdo (TBA + Hidroxitolueno
Butilado - BHT) e 50 ul de acido fosforico (7%). Esta mistura foi aquecida em banho
seco por 15 a 100°C. Imediatamente apds aquecer no banho seco, a amostra foi
colocada em gelo durante 10 min. Para interromper a reagao foi adicionado 750 l
de butanol em cada amostra e homogeneizado no VORTEX. Apos a centrifugacéo
(2000 rpm a 4°C por 5 min), 250 ul do sobrenadante foi coletado e transferido para a
placa de ELISA onde foi realizada a leitura nos comprimentos de onda de 532 nm e
a 600 nm em espectrofotbmetro (Shimadzu®, Japdo). Os resultados foram
expressos como concentragdo de MDA (uM/mg tecido) de cada amostra foi
estimada a partir da curva de calibragdo utilizando a solugédo tetrametoxipropano
(TMP), como padrao (OHKAWA et al., 1979).

4.2.1.7 Medida da atividade da mieloperoxidase (MPO) nos fragmentos de pele

os camundongos

A dosagem de MPO se iniciou com adi¢ao da solu¢do Tampao 1 a 4°C (ver
item 4.1.5.1) (1,0mL/100mg de tecido de pele) aos fragmentos de pele, seguido de
homogeneizagdo (Homogeneizador de tecidos Politron®) por 30” (s) e centrifugagao
por 10 min a 10.000 rpm a 4°C. Osobrenadante foi desprezado e ao precipitado foi
adicionado solugédo de NaCl 0,2% p/v em agua destilada (1,5mL/100mg de tecido),

agitado em vortexpor 30 s e foi adicionado volume igual de solugdo contendo NaCl
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1,6% e glicose 5% (1,5mL/100mg de tecido de pele). A solugado foi homogeneizada e
centrifugada a 4°C por 10 min a 10.000 rpm. Desprezou-se o sobrenadante e
adicionou-se, ao sedimento, o Tampao 2 (item 4.1.5.1). Ap6s nova homogeneizagao
(homogeneizador de tecidos) seguida de centrifugagcéo a 4°C por 10 min a 10.000
rom, as amostras foram submetidas a 3 ciclos de congelamento/descongelamento,
em nitrogénio liquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas por 10 min a
10.000 rpm a 4°C e o sobrenadante foi recolhido. Esse sobrenadante foi diluido em
PBS previamente a analise, na razao 1:10 e a atividade de MPO foi mensurada pela
adicdo de 25uL de tetrametilbenzidina 1,6 mM (TMB, Sigma), dissolvido em
dimetilsulfoxido (DMSO, Merck) e 100 pyL do substrato H,O, na concentragdo de
0,002%, dissolvida em tampao fosfato (pH 5,4) (BARCELOS et al., 2009). A reacéo
foi interrompida com adigdo de 100 pL de H,SO4 e quantificada colorimetricamente a
450 nm em leitor de microplaca (Shimadzu®, Japao). Os resultados obtidos (D.O/mg

tecido) foram expressos por porcentagem .

4.2.1.8 Quantificagdo de nitrito em fragmentos de pele de camundongos

Hairless

Para a quantificagao de nitrito, os fragmentos de pele foram homogeneizados
a 4°C, em tampao Tris-HCI 30 mM pH 7,5, contendo KCI 30 mM, a&acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 5mM, B-mercaptoetanol 2% (v/v), sacarose 250
mM, fenil-metilfluoridosulfoxido (PMSF) 50 pg/mL, benzamidina 100 pM, antipaina
50 uM e leupetina 50uM, com auxilio de um homogeneizador de tecidos (Politron®).
As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 15 min a 4°C e o sobrenadante
coletado. O nitrito foi mensurado usando a reagado de Griess (GREEN et.al., 1982),
sendo a absorcdo mensurada em leitor de microplaca (Shimadzu®, Jap&o) no
comprimento de onda de 545 nm. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata.
A curva padrao para nitrito foi feita com nitrito de sédio em agua destilada nas
seguintes concentragbes: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 yM. O limite de

deteccdo do ensaio foi de 1,5 pmol/L em agua destilada.
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4.2.1.9 Ensaio imunoenzimatico para dosagem de IL8, TNF-a e IL-1B nos

fragmentos de pele os camundongos Hairless

As amostras para os ensaios imunoenzimaticos foram preparadas a partir da
homogeneizagdo, com banho de gelo, dos fragmentos de pele em solugdo de
extragdo de citocinas (item 4.1.5.1) na propor¢do de 1 mL para cada 100 mg de
tecido utilizando um homegeneizador de tecidos (Politron®). Em seguida
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min a 4°C, e o sobrenadante foi armazenado a -
20°C. A concentragao de citocinas (TNF-a, IL8 e IL-1B) nos sobrenadantes (50 uL)
foi determinada usando kits de imunoensaio (R & D Systems®, Abingdon, UK)
seguindo seus protocolos do fabricante. A placa de microtitulagdo foi sensibilizada
com 100 uL/ pogo de anticorpo primario (anti-camundongo) especifico para a
citocina a ser avaliada e incubada a 4°C overnight. A placa foi lavada 6 vezes com
400 pL de PBS pH 7,4 contendo 0,05% de Tween 20 (tamp&o de lavagem). Em
seguida foram adicionados a placa 200 pL/ po¢o de PBS pH 7,4 com 1% BSA,
seguido de incubagéao por 1 hora para bloquear os sitios de ligagdes inespecificas. A
placa foi novamente lavada (5 vezes) com Tampé&o de lavagem (item 4.1.5.1). Os
padroes e as amostras diluidas em PBS pH 7,4 com 0,1% BSA e 0,05% Tween 20
(100 uL/pogo) foram adicionadas a placa e incubados a 4°C overnight. A placa foi
lavada com o tampao de lavagem (5 vezes) e foram adicionados 100 uL/ pogo do
anticorpo de deteccgao biotinilado a ser dosado. Apds incubagéo por 2 h, a placa foi
novamente lavada por 5 vezes com o tampé&o de lavagem, foram adicionados 100
ML/pogo do conjugado estreptavidina-peroxidase (1:200) e seguido de incubagao por
20 min a temperatura ambiente. Apds nova lavagem da placa (5 vezes), foram
adicionados 100 pL/ poco de OPD (ortofenilenodiamina) 0,5% diluido em tampéo
citrato 0,03% pH 5,0 contendo 0,02% de H>O, 30 v/v. A placa foi incubada ao abrigo
da luz por no maximo 30 min e a reacao foi interrompida por adicdo de 50 pL/ pocgo
de H,SO, 1M. A leitura das placas foi feita em espectrofotbmetro a 492 nm
(Shimadzu®, Japdo). Todas as amostras foram avaliadas em duplicata e as
incubagdes (exceto overnight) foram a temperatura ambiente. Uma curva-padréo,
com sete pontos, foi construida usando diluicées seriadas a partir de 1000 pg/mL a
15,62 pg/mL dos respectivos anticorpos (BARCELOS et al., 2009).
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4.21.10 Ensaio zimografia

Para o ensaio de zimografia a concentragdo protéica do homogenato foi
determinada pelo método de Bradford (1976). As zimografias foram executadas
segundo protocolo previamente descrito (HU & BEETON, 2010) em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 7,5 % contendo gelatina na concentragao final de 0,1%.
Trinta ug de proteina de cada amostra (descrita a obtengao no item 4.2.1.4) foram
submetidas a 90 Volts por um tempo médio de 90 min. Apds a eletroforese, os géis
foram lavados duas vezes de 30 min em tamp&o de lavagem (item 4.1.5.2) para total
remogao do SDS, seguido de incubacédo a 37°C em tampao de incubacéo (item
4.1.5.2) por 18 horas. A seguir, os géis foram corados com a solugdo corante de
geéis (item 4.1.5.2) e descorados (solugédo descorante — item 4.1.5.2). A atividade da
gelatinase foi visualizada por bandas ndo marcadas em um fundo azul
representando areas de protedlise no substrato de proteina. A analise
semiquantitativa foi feita usando o programa de andlise de imagem ImageJ® e

expressas por porcentagem.
4.21.11 Analise histoloégica

As amostras de pele fixadas em solugdo tamponada de formalina a 10%
foram processadas como de rotina para inclusdo em parafina, e cortadas em
seccoes de 5 ym de espessura. As laminas obtidas foram submetidas a coloragao
por hematoxilina-eosina (HE) (BEHMER et al., 1976) para descrigdao e avaliagao
histomorfométrica, tricromico de Gomori (GOMORI, 1950) para analises das fibras

colagenas em microscopia optica de luz convencional.

Determinacédo da espessura Derme/Hipoderme e Epiderme

Todos os cortes histologicos corados com H&E foram visualizados pela
objetiva de 10X do microscépio Axiolab (Carl Zeiss, Germany) para a digitalizagéo
aleatdria de 5 imagens através da microcamera JVC TK-1270/RGB (Tokyo, Japan).
Em cada imagem foram feitas 5 medidas aleatérias para a obtengado da espessura
média da derme/hipoderme e epiderme. As medidas foram feitas manualmente
através de ferramentas do software KS300, contido no analisador de imagens Carl

Zeiss, para o calculo subsequente da espessura em uym. A metodologia empregada
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para o0 imageamento microscopico, segmentacdo de imagens e a definicdo das

condi¢cdes de morfometria € a descrita por CALIARI (1997).

Analise quantitativa do infiltrado inflamatoério

Os cortes histolégicos foram visualizados pela objetiva de 40X para
digitalizacdo de 30 imagens através da microcdmera JVC TK-1270/RGB (Tokyo,
Japan), perfazendo uma area total de 1,6 x 10° mm? de hipoderme analisada em
cada animal. Uma sequéncia de algoritmos do programa KS300 software foi
elaborada para o processamento das imagens, segmentagdo, definicdo das
condigdes de morfometria e contagem dos nucleos (CALIARI, 1997). As técnicas de
processamento de imagens foram aplicadas para evidenciar os nucleos das células.
Através da segmentacéo, foram selecionados os pixels dos nucleos de todos os
tipos celulares presentes na hipoderme e excluidos aqueles de glandulas, foliculos e
vasos sanguineos do corte histoloégico. Mediante este processo, foi criada uma
imagem binaria e contados os nucleos de todos os tipos celulares presentes na
hipoderme. A contagem obtida no grupo Sham foi considerada como o padrao
normal de celularidade da hipoderme, sem infiltrado inflamatério. Ja nos animais
irradiados, foram contados os nucleos dos tipos celulares normalmente presentes no
na hipoderme e os nucleos dos leucocitos recrutados no processo inflamatorio,
permitindo a avaliagdo quantitativa da inflamagdo de acordo com FERREIRA-
JUNIOR et al (2015).

Analises imunohistoquimica e morfométrica da proliferacio celular e apoptose

Na analise imunohistoquimica, foi utilizada a técnica de estreptavidina-
peroxidase, usando o Kit para imunohistoquimica (Kit Ultra vision large volume
detection system anti-polyvalent, HRP - Lab Vision, DAKO), sendo empregada
recuperacgao antigénica usando solugao de Retrieval pH 6,0 em calor umido durante
20 min. As laminas foram incubadas em camera umida por 1 h com o anticorpo
primario (anti-PCNA- diluicdo de 1:200; anti-caspase 3 — diluicdo de 1:600), por 2

etapas subsequentes de 25 min de bloqueio da peroxidase enddgena e por 15 min
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na aplicagdo do soro de bloqueio, anticorpo secundario, e da estreptavidina
peroxidase. O cromogeno utilizado foi o DAB, em incubag&o durante 10 min e foi
feita a contra-coloragdo com hematoxilina de Meyer por 1 min.

A taxa de proliferagcdo de células epiteliais foi determinada utilizando o
marcador anti-PCNA, sendo analisados 5 campos no aumento de 600x, em areas de
maior numero de células marcadas positivamente na camada epidérmica. Um total
de 1000 células entre marcadas negativa e positivamente foram contabilizadas. O
indice de proliferagdo foi dado como porcentagem de células marcadas

positivamente em relagao ao total de células.

4.21.12 Western Blotting

O fragmento de pele foi homogeinizado com tamp&o de lise (50 puL/100mg
tecido — item 4.1.5.3) sobre gelo. A seguir, os lisados foram centrifugados a 13.000
X g/4°C e o sobrenadante recolhido e conservado a -80°C. A dosagem de proteinas

foi realizada através do método de Bradford (Sigma®).

Trinta ug dos lisados proteicos foram fracionados em gel de poliacrilamida
para a separagao por eletroforese (SCHLICKEISER & PLEYER, 2007) utilizando-se
o sistema Mini-Protean Il Eletrophoresis Cell (Bio-Rad® Laboratories, Hercules CA,
USA). Inicialmente, pelo periodo de 30 min a corrida foi realizada sob voltagem de
80V, apds esse periodo, a voltagem foi alterada para 90V. Apéds a eletroforese, o gel
foi incubado a temperatura ambiente durante 10 min com o tamp&o de transferéncia
(item 4.1.5.3) sob lenta agitagdo. Concomitantemente, uma membrana de PVDF
(Bio-Rad® Laboratories, Hercules CA, USA) de mesma dimens&o do gel foi lavada
por 1 min com metanol absoluto e depois incubada em tampao de transferéncia. As
proteinas separadas foram transferidas para a membrana utilizando-se o sistema de
transferéncia Trans-Blot turbo-Tranfer System (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA,
USA). As membranas foram entdo coradas com Ponceau 0,5% em acido
tricloroacético 3% para verificar a eficiéncia da transferéncia e para confirmar a
quantidade de proteinas em cada canaleta. Apds a transferéncia, a membrana de
PVDF foi incubada na solugao de bloqueio (item 4.1.5.3) por 1 h. Depois, lavou-se a
membrana seis vezes de 5 min em TTBS (item 4.1.5.3) seguindo-se a incubacgao a

4°C overnight com 5 mL dos anticorpos primarios (ver Tabela 1). Ao final da
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incubacéo, lavou-se 6 vezes a membrana por 5 min em TTBS, sendo posteriormente

incubada por 1 h com 5 mL de anticorpo anti-lgG de coelho com peroxidase

conjugada (diluido 1:10.000 em TTBS) nas mesmas condi¢des anteriores. Lavou-se

novamente a membrana por 6 vezes de 5 min em TTBS, e procedeu-se a revelagao

por quimioluminescéncia utilizando o Luminatta Forte (Invitrogen®) como revelador

em Fotodocumentador ImageQuant® (GE Healthcare Life Sciences, USA).

Apo6s a revelagdo, as membranas foram recuperadas pela incubacdo das

mesmas por 10 min com solugdo comercial de stripping buffer (SEPPRO®, Sigma-

Aldrich, USA). O procedimento de blot foi repetido, agora utilizando anticorpo anti-

GAPDH (1:10000).

Tabela 1 - Anticorpos utilizados nos experimentos de Western blotting

Qgra: especifico Fabricante Concentracao Ac secundario
p-p38 Cell Signaling® 1:500 HRP Camundongo
p38 total Cell Signaling® 1:500 HRP Coelho
p-Akt Cell Signaling® 1:1000 HRP Coelho
Akt total Cell Signaling® 1:2000 HRP Coelho
COX2 Abcam® 1:500 HRP Coelho
p-53 Abcam® 1:1000 HRP Coelho
p-JNK Cell Signaling® 1:2000 HRP Coelho
JNK total Cell Signaling® 1:2000 HRP Coelho
Caspase 3 Cell Signaling® 1:1000 HRP Coelho
GAPDH Cell Signaling® 1:10.000 HRP Coelho

4.2.2 Avaliagao in vitro

4.2.2.1 Avaliagao da atividade antioxidante in vitro da amostra de P1G10

Atividade sequestrante do radical livre DPPH

A medida da capacidade sequestrante a ser determinada pelo método do

radical estavel DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) baseia-se o principio de que o

DPPH, sendo um radical estavel de coloracdo violeta, aceita um elétron ou um
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radical hidrogénio para tornar-se uma molécula estavel, sendo reduzido na presenca
de um antioxidante e assim, adquire uma coloragdo amarela. Na forma de radical, o
DPPH possui uma absorcéo caracteristica a 517 nm, que desaparece a medida que
vai sendo reduzido pelo hidrogénio doado por um composto antioxidante (MENSOR
et al., 2001). Utilizou-se como padrao o acido ascorbico. A mistura da reacgao foi
constituida pela adicdo de 0,5mL do padrdo e/ou amostra, 3,0 mL de etanol puro e
0,3mL do radical DPPH em solugédo de etanol 0,5 mM e incubada por 45 min, em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O consumo do radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) pelas diferentes concentra¢cdes da fragdo foi monitorada
pelo decréscimo da absorbancia. A atividade anti-radical foi determinada na forma
de atividade antioxidante (AA), pela Equagéo 01:

[f-la,—ﬁlb]] (01)

AA(%) = 100 —{ ac |

Onde:

Aa= absorbancia da amostra
Ab= absorbancia do branco

Ac=absorbancia do controle negativo

O controle negativo foi feito substituindo o volume do extrato por igual volume
do solvente. O branco foi preparado substituindo o volume da solugcdo de DPPH por
igual volume do solvente. Os valores obtidos foram expressos por meio do EC50, ou
seja, a concentragdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o
radical DPPH inicial da reagao. Portanto, foram calculados por regressdo nao linear
de graficos em que o eixo das abcissas representou a concentragao da fragéo
P1G10 e o eixo das ordenadas a atividade antioxidante (%), calculada segundo a

equacao 1.
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4.2.2.2 Cultivo celular

Células de queratinécitos (HaCat), de origem humana, foram cultivadas em
meio F12-Ham e DMEM (1:1) (item 4.1.5.3) suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino (FBS), respectivamente. A linhagem foi cultivada em frascos de cultivo,
em estufa incubadora a 37° C e 5% (v/v) de CO2,

Ao atingirem aproximadamente 90% de confluéncia, procedeu-se a
tripsinizagao da linhagem. Para isso, o meio de cultivo foi aspirado, as células foram
lavadas com 2,0 mL de PBS/EDTA pH 7,4 (item 4.1.5.3), aspirando-o logo em
seguida. Colocou-se 0,5 mL de solugdo de tripsina 0,25%. A tripsina foi inativada
apds completo desprendimento das células com 1,5 mL do meio F12-Ham e DMEM
a 10 % (v/v) de FBS. Obteve-se, entdo, uma suspensao celular que, apds contagem,

foi ajustada a densidade celular apropriada para a realizagdo dos experimentos.

4.2.2.3 Determinagcao do nivel 6timo de irradiagdio UVB em cultura de

queratinécitos

Para a determinacao do nivel 6timo da intensidade de UVB, as células HaCat
foram semeadas em placas de poliestreno de 24 cavidades (1 x 10°
células/cavidade) com meio F12-Ham e DMEM (item 4.1.5.3) contendo FBS 10%.
ApoOs a incubagao por 24 h, essas ceélulas foram lavadas com PBS e expostas a
irradiacédo UVB com 500 uL de PBS . Assim a dose de irradiagao variou entre 0 - 100

mJ/cm?. ApOs a irradiacdo, as células receberam meio sem soro por 6, 12, 24 e 48 h.

4.2.2.4 Avaliacao da citotoxicidade da radiagao UVB ou P1G10 por ensaio de
MTT

Previamente, queratindcitos foram cultivados em placas de 96 pogos na
densidade de 1 x 10* células/poco e apds a incubacéo por 24 h, as células foram
lavadas com PBS e submetidas (ou ndo) a irradiagdo por UVB (30mJ/cm?).
Imediatamente, apds a irradiacdo, essas células foram tratadas com diferentes
concentragdes da fragdo P1G10 (0,1- 10 ng/mL) (ou n&o) em meio sem soro e
incubadas por 24 h em estufa a 37° C e 5% (v/v) de CO2,
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Ensaio MTT

A viabilidade dos queratinécitos foi determinada pela capacidade da
mitocdndria converter o sal 3-4,5- dimetiltiazol-2-yl) 2,5 difeniltertrazolium brometo

(MTT) em insoluveis cristais de formazan, conforme descrito por MOSMAN (1983).

Nesse ensaio, 100 yL de 1mg/mL do reagente de MTT foi adicionado em
cada pocgo e incubado por 4 h. Logo, apés, o MTT nao convertido foi removido e a
quantidade de formazan formado nas células foi determinado pela adicédo de
dimetilsuféxido (DMSO) e medido através da densidade otica em comprimento de

onda de 570 nm usando o leitor de microplacas (Shimadzu®, Japao).

4.2.2.5 Avaliagao da formacao intracelular de espécies reativas de oxigénio
(EROS)

Os niveis intracelulares de EROS em queratindcitos foram analisados pelas
sondas sensiveis a oxidacdo. Assim, para avaliar a produc¢ao de superoxido (02") foi
usada a sonda fluorescente Dihidroetideo (DHE 2,5uM, Calbiochem®). No
citoplasma, o DHE é um fluorocromo azul (420nm), entretanto quando oxidado a
etideo, este se liga ao DNA causando a amplificagdo da fluorescéncia vermelha
(518-605nm) (SHARIKABAD et al., 2001). A oxidacdo do DHE é quantitativamente
proporcional a concentracéo de 0% na célula.

Para avaliar a producao de perdoxido de hidrogénio (H2.0O;) usou-se a sonda
diacetato 2°,7 -diclorohidrofluoresceina (DCFH-DA 5 yM, Sigma®). O DCFH-DA é
um éster, ndo-fluorescente, internalizado pelas células e que se incorpora as regides
hidrofdbicas. Apds entrar na célula, o DCFH-DA perde o grupo diacetato, pela agao
de esterases intracelulares, resultando na formacdo de um composto intermediario
(DCFH), que pode ser oxidado pelo H;O, formando o composto fluorescente
diclorofluoresceina (DCF), que por ser apolar fica aprisionado no interior da célula.
Portanto, a oxidagcdo do DCFH-DA ¢é quantitativamente proporcional a concentracao
de H,O; na célula (HIRABAYASHI et al., 1985).

As células HaCat foram semeadas em placas de poliestireno de 24 cavidades
(1 x 10° células/cavidade) com meio F12-Ham e DMEM contendo FBS 10%. Apds a

incubacao por 24 h, essas células foram lavadas com PBS e expostas a radiacao
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UVB com 500 puL de PBS. Apés a irradiagdo, foram tratadas com diferentes
concentragdes da fragdo P1G10 (0,5 — 10 ng/mL) em meio sem soro e incubadas

por 24 h em estufa a 37° C, 5% (v/v) de CO2. Em seguida, foi removido o

sobrenadante, essas células foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio sem
fenol e soro com as sondas DHE ou DCFH-DA por 30 min ( a 37° C). Apss esse
periodo, foram transferidas para um tubo de poliestireno de 5mL e analisadas por
citbmetro de fluxo (FACSCAN® , BD). A aquisicdo dos dados foi feita por software
CELLQuest™ e os dados analisados com auxilio do software Flowjo versdo 7.6.5
(TreeStar®).

4.3 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como media * e.p.m. e analisados no
programa Graph Prism 5.0, usando analise de variancia (One-way ANOVA) seguido
do teste de Student Newman Keuls. Foram considerados significativos os resultados

(gl

cujos valores de “p” foram inferiores a 0,05 (p < 0,05). A representacao grafica foi
mostrado apenas significancia estatistica quando comparado o grupo UVB com o

grupo Sham e os grupos que receberam P1G10 com o grupo Controle Veiculo (CV).
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5 RESULTADOS

Com o propésito de avaliar a atividade protetora de P1G10 frente a lesbes
induzidas por UVB, foi estudada sua agdo em modelos de exposi¢gdo aguda dose
unica e repetidas, e seus efeitos sobre parametros inflamatérios e antioxidantes,

como mostrado nos resultados descritos a seguir.

5.1 Caracterizagao do modelo in vivo de exposi¢ao a UVB - dose unica

5.1.1 Analise macroscoépica

Uma Unica exposi¢do a 2,4 Jicm? UVB promoveu a formacdo de uma leséo
caracterizada por eritema e edema , na pele dos animais irradiados (Figura 16 A a
E). Essas alteragbes foram observadas ja nas primeiras 6 h, tendo acentuagédo do
edema até 24 h e do eritema até 12 h apds a exposicdo, e reducado desses
parametros em 48 h.(Tabela 2, Figura 16 A a E).

Tabela 2 - Avaliagao macroscopica da pele de camunundongos Hairless antes e apoés
a exposic¢ao Unica a irradiagdao UVB.

Lesoes

Tempo (h) de exposicao apés a irradiacao UVB
macroscopicas Baih) posie P .

0 6 12 24 48
Edema - + + +++ +
Eritema - + +++ ++ +

Nota: Os animais foram expostos a 2,4 J/cm? de UVB. A avaliagdo da pele foi feita antes
(Oh) e 6, 12, 24 e 48 h, apds a exposigao. (-) ausente; (+) leve;(++) moderado;(+++)intenso.

Figura 16 - Evolugao temporal dos efeitos da exposi¢ao a radiagdo UVB sobre a pele
de camundongos Hairless. Camundongos Hairless foram expostos a radiagao UVB
(2,4J/cm?) e as lesdes observadas até 48 horas apds a irradiacdo. Imagens das lesdes
antes (A) e apos 6, 12, 24 e 48 h (B-E) apods a exposigéo a UVB.
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5.1.2 Analise histolégica

A Figura 17 mostra fotomicrografias de cortes corados por HE, de fragmentos
de pele de camundongos Hairless sem ou com lesdes induzidas por UVB, apés 6,
12, 24 e 48 h da exposigdo. Na Figura 17A é mostrado o aspecto da pele nao-
lesada, onde se observa a integridade da epiderme composta por 2 ou 3 camadas,
com moderado depdsito de queratina. Seguindo a descricdo histopatologica, a
derme apresenta intacta com fibras colagenas maduras, moderada populagado de
fibroblastos e mastdcitos (aproximadamente, 10 por campo, além de foliculos pilosos
(2 a 3 por campo) e anexos epidérmicos encontrados na derme superficial até a
hipoderme, com rara presencga de linfécitos e neutrofilos (Figuras18).

Apo6s a irradiacdo foram observadas alteragbes na epiderme, derme e
hipoderme ao longo da cinética realizada. Na epiderme, 6 h (Figura 17 B) apos a
irradiacdo, as células se apresentavam “balonosas” (aumentada de volume) com
presenca de microvacuolos intracitoplasmaticos, compativel com degeneragao
hidropica, além de células em apoptose (5 células por campo). Comparativamente,
12 h apos a exposicédo (Figura 17C), a epiderme apresentou células epiteliais ja
anucleadas e intensamente eosinofilicas (>90%), cuja arquitetura tissular é
compativel com uma necrose de coagulagido. Essas caracteristicas, também, foram

observadas no tempo de 24 e 48 h (Figura 17 D e E) apés a irradiagao.

Na derme, apds 6 h de exposigéo (Figura 18 B), ja € observado um aumento
discreto da espessura desta camada com fibras colagenas espassas, presenga
moderada de degranulagdo mastocitaria, no entanto, sem alteragdo dos foliculos
pilosos e anexos. Além dessas alteragcdes, no tempo de 12 h (Figura 17 C) é
observada moderada destruigdo das fibras colagenas e hialinose, além da redugéao
de foliculos e anexos (1 a 2 por campo), com rara presenga de leucécitos e
mastocitos. Apds 24 e 48 h (Figura 18 D e E) de exposigcédo, os danos a derme se
somam, apresentando fibras colagenas ainda mais desorganizadas, com maior
reducao de foliculos pilosos, discreta presenca de infiltrado leucocitario, porém com

preservacdo dos anexos epidérmicos.

Ademais, as alteragdes na hipoderme foram observadas a partir de 12 h apds

a irradiacdo UVB, sendo apresentada intensa destruicdo de membrana celular,
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eosinofilia, compativel com o processo de esteatonecrose e redugao de numero de
bulbos foliculares. Em 24 h, os bulbos foliculares foram moderadamente observados,
assim como o infiltrado leucocitario com predominéncia de neutrofilos, que se

intensificou em 48 h (observado também na derme profunda).

As medidas da espessura derme-hipoderme de todos os grupos foram
analisadas por morfometria, como mostrado na Figura 18 (A-F). Na Figura 18 F,
observa-se um aumento significativo da espessura apenas no tempo de 24 h
(752,10 £ 73,56 ym), quando comparado ao Sham (445,00 + 18,21 uym, p <0,01,
ANOVA com pos teste Newman Keuls), seguido de redugao desse parametro no
tempo de 48 h
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Figura 17 - Fotomicrografias de cortes histolégicos corados por H&E da pele do dorso dos animais Hairless ap6s a exposi¢ao a UVB.
Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (2,4J/cm?) e fragmentos das lesdes produzidas foram coletados apés 6 h-48 h apos a
exposicao. . As imagens representam os grupos: (A) Sham; (B) 6 h; (C) 12 h; (D) 24 h e (E) 48 h. Cabecas de seta: células em apoptose; setas
pretas: células anucleadas; estrela vermelha: derme superficial; estrela preta: derme profunda. Objetiva de 40x.
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Flgura 18 Anallse morfometrlca de cortes histolégicos corados por H&E de pele do dorso dos animais Hairless submetidos a irradiagao
por UVB. Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (2,4J/cm?) e fragmentos das lesées produzidas foram coletados apés 6 h-48 h,.
As imagens (Objetiva de 10X) representam os grupos: (A) Sham; (B) 6 h; (C) 12 h; (D) 24 h e (E) 48 h e (F) Medida morfométrica da espessura
Derme/Hipoderme da cinética.Os resultados obtidos foram apresentados como médias terro padrao da média dos valores (uM), comparados com o
grupo Sham (**p<0,01, ANOVA com pos teste Newman Keuls).
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5.1.2.1 Avaliagao de parametros inflamatoérios

Os resultados da avaliagdo macroscopica e histolégica mostraram os indicios
da participacdo do processo inflamatério nas lesbes produzidas pela exposicao a
radiacao UVB. Para avaliar o recrutamento de neutréfilos, mensurou-se os niveis da
enzima mieloperoxidase (MPO). Na Figura 19, observa-se que houve um aumento
significativo dos niveis de MPO a partir de 6 h (129,00 + 12,40 % p<0,001) apds a
irradiagdo, com aumento significativo apds 12 h (177,00 £ 19,23 %, p<0,001) e
mantendo-se crescente até 48 h (286,70 + 33,43 % p<0,001), em relagdo ao grupo
Sham (95,19 = 7,29%, ANOVA com pos teste Newman Keuls).

Os niveis da citocina pré-inflamatéria, TNF-a também foram mensurados.
Como mostrado na Figura 20, verifica-se um aumento significativo de TNF-a apenas
no tempo de 12 h (4,67 £ 0,70 pg/mg tecido) apés a irradiagado, quando comparado
com o grupo Sham (1,26 + 0,37 pg/mg tecido, p<0,001, ANOVA com poOs teste

Newman Keuls).
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Figura 19 - Medida da atividade de Mieloperoxidase (MPO) em pele de camundongos
Hairless apés a exposi¢do a UVB . Camundongos Hairless foram expostos a radiacao
UVB (2,4J/cm2) e ap6s 6 h - 48 h foram eutanasiados e fragmentos de pele removidos para
analise. O grafico apresenta a dosagem de MPO em pele nos tempos de 6, 12, 24 e 48 h
apos a irradiacdo. Os resultados obtidos foram apresentados como médias * erro padrao
da média dos valores (%), comparados com o grupo Sham (* p< 0,05 ou ***p<0,001
ANOVA com pos teste Newman Keuls).
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Figura 20 - Medida dos niveis de TNF-a em pele de camundongos Hairless, apés a
irradiagao com UVB Camundongos Hairless foram expostos a radiacao UVB (2,4J/cm2)
e apbs 6 h - 48 h foram eutanasiados e fragmentos de pele removidos para dosagem de
TNF-a por ELISA. O grafico representa a concentragdo de TNF-a em 6, 12, 24 e 48 h apds a
irradiacdo. Os resultados obtidos estdo apresentados como médias * erro padrdo da média
dos valores (pg/mg tecido), comparados com o grupo Sham (***p<0,001, ANOVA com pds
teste Newman Keuls).

5.1.3 Avaliagao do sistema oxidante/antioxidante

Com objetivo de avaliar a influéncia da radiacdo UVB sobre o sistema
oxidante/antioxidante foram avaliadas a produgao indireta de 6xido nitrico (niveis de

nitrito), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH).

No modelo proposto, observou-se que a radiagdo UVB promoveu uma
diminuicao significativa dos niveis de nitrito, nas primeiras 6 (1,11 £ 0,16 uM ) e 12 h
(0,28 £ 0,0 uM vs 4,32 + 0,61 yM Sham, p < 0,05). Em contraste, no tempo de 24 h
houve elevagéao significativa dos niveis de nitrito (10,05 + 0,88 vs 4,32 £ 0,61 uM

Sham, p<0,001), com retorno aos niveis basais em 48 h (Figura 21).
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Figura 21 - Evolugado temporal dos niveis de nitrito em pele de camundongos
Hairless, apés a exposi¢ao a radiagdo UVB Camundongos Hairless foram expostos a
radiacdo UVB (2,4 J/cm?) e apds 6, 12, 24 e 48 h foram eutanasiados e fragmentos de pele
foram coletados para analise de nitrito, nesses tempos. Os resultados obtidos sao
apresentados como médias + erro padrédo da média dos valores (M), comparados com o
grupo Sham (* p< 0,05 ou ***p<0,001 ANOVA com pds teste Newman Keuls).

Os resultados das determinacbes de antioxidantes enzimaticos e néo-
enzimaticos estdo apresentadas na Figura 22 A radiagdo UVB promoveu um
aumento significativo da atividade da CAT (Figura 22A) (259,20 £ 39,42 % vs 100,00
+ 30,21% Sham, p<0,01) observado no tempo de 24h, e na atividade de SOD,
(Figura 22B), porém no tempo de 12 h (235,80 + 30,43 % vs 113,90 + 8,53% Sham,
p<0,01). Em seguida, apos 24h, os valores da atividade de SOD se apresentaram
reduzidos, significativamente (64,05 + 5,14 % vs 113,90 = 8,53%, Sham, p< 0,05).
Em contrapartida, (Figura 22C) observou-se uma redugéo dos niveis de GSH logo
apo6s a irradiagao (62,19 + 4,97 vs 198,10 £ 23,07 mM/ug tecido sham, p<0,01),
seguida de um aumento dos niveis a partir de 12 h, porém com valores ainda
reduzidos, significativamente, (129,50 + 6,33 mM/ug tecido, p<0,05) quando
comparado ao Sham (198,10 + 23,07 mM/ug tecido).
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Figura 22 - Evolucao temporal da atividade e niveis de fatores antioxidantes na pele
de animais submetidos a radiagao UVB. Camundongos Hairless foram expostos a
radiagdo UVB (2,4J/cm?) e apds 6, 12, 24 e 48 h foram eutanasiados para coleta de
fragmentos de pele para analise dos componentes do sistema antioxidante, nesses tempos.
Os graficos apresentam as avaliagdes das atividades de fatores do sistema antioxidante da
pele em 6, 12, 24 e 48 h apos a irradiagéo. (A) Atividade da catalase. (B) Atividade de SOD
(C) Niveis de GSH. Os resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrao
da média dos valores (% ou pM/mg tecido), comparados com o grupo Sham (* p< 0,05,
**p<0,01 ou ***p< 0,001 ANOVA com pds teste Newman Keuls).
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Diante dos resultados expostos, observou-se que as maiores alteragdes nos
parametros analisados (avaliagdo macroscopica e histologica, dosagem de MPO,
TNF-a, produgéo de nitrito e atividade do sistema antioxidante) ocorreram no tempo
de 24 h apés a irradiagdo. Sendo assim, estabelecemos esse tempo para avaliar a
atividade protetora da fragcao proteolitica P1G10, nesse modelo de exposi¢cao Unica a
radiacao UVB.

5.2 Avaliagao do efeito de P1G10 na exposi¢ao a radiagcao UVB - dose unica
5.2.1 Avaliagao in vivo

5.2.1.1 Analise macroscoépica

As observagdes macroscopicas, apos 24 h de exposi¢cao a UVB, revalidam as
alteragcdes encontradas na padronizagdo deste modelo (Figura 23). Os grupos
irradiados (UVB e CV) apresentaram caracteristicas semelhantes quanto a
intensidade do edema e eritema, apontando um aumento destes parametros em
relagcdo ao grupo Sham (Tabela 03). Em contrapartida, se observa que os grupos
tratados com P1G10 0,1 ou 1,0 % apresentaram eritema e edema leves e/ou

ausentes (Figura 23D e E).

Tabela 3 Avaliagao macroscopica da pele de camunundongos Hairless tratados ou
ndo com P1G10, apos a exposicao repetida a radiagdao UVB.

Lesdes

- Grupos experimentais
macroscopicas

Sham uvB UVB+CN 0,1 1,0
Edema - +++ +++ + +
Eritema - e ++ + -

Nota: Os animais foram tratados com o veiculo gel de natrosol (CV) ou P1G10 a 0,1 ou
1,0% apds exposigdo Unica a 2,4 Jicm? de UVB. A avaliagdo da pele foi feita 24 h, apés a
exposig¢do. Sham: grupo nao lesionado, (-) ausente; (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso.
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Figura 23 - Efeito do tratamento com P1G10 em les6es de pele produzidas pela
exposicao a radiagao UVB Camundongos Hairless foram tratados com o veiculo gel de
natrosol (CV) ou P1G10 a 0,1 ou 1,0% apds exposigdo Unica a 2,4 Jicm? de UVB. A
avaliagao da pele foi feita 24 h, apds a exposigdo. Imagens do dorso dos animais Hairless
nao lesionados — Sham (A), e lesionados pela radiagao (B) UVB; (C) UVB + CV; (D) UVB+
0,1%P1G10 e (E) UVB+ 1,0% P1G10.

5.2.1.2 Analise histolégica

A Figura 24 mostra a anadlise histologica de fragmentos de pele de animais
irradiados ou ndo com UVB. Na Figura 24A, é mostrado o aspecto da pele nao
lesada (grupo Sham), evidenciando o epitélio pavimentoso, integro, composto por 2
ou 3 camadas, com moderado depdsito de queratina. Observa-se, também, a derme
intacta com fibras coldagenas maduras, moderada populagdo de fibroblastos e
mastécitos (aproximadamente, 10 por campo), além de foliculos pilosos (2 a 3 por
campo) e anexos epidérmicos evidenciados na derme superficial até a hipoderme,
esta com rara presencga de leucdcitos.

De maneira semelhante ao observado na padronizacdo, 24 h apds a
irradiacdo, a epiderme apresentava células eosinofilicas anucleadas ou com
acentuados nucleos em picnose (acima 95%) e vacuolizadas, tal alteragcao
compativel com uma necrose de coagulagdo. Nessa camada, também, se observou
a presenca discreta de queratina. Essas alteracbes da epiderme, também, foram
encontradas nos grupos que receberam o veiculo (CV) e 0,1% P1G10 (24 D). No
entanto, o grupo que recebeu 1,0% de P1G10 apresentou menor espessura da
epiderme, e reducdo de células anucleadas ou com nucleos picnéticos (menor que
80%).
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Alteracbes da derme foram constatadas apoés a UVB, como aumento da
medida da espessura, apresentando moderada desorganizacdo das fibras
colagenas, intensamente eosinofilicas, compativeis com hialinose, além do aumento
da celularidade (fibroblastos, macréfagos e neutréfilos) na derme superficial. Na
derme profunda se observou fibras colagenas espassas e redugdo dos anexos
foliculares, além da presenca moderada de leucdcitos, predominantemente, de
polimorfonucleares. Nos demais grupos analisados, também, foram encontradas tais
caracteristicas, tanto na derme superficial quanto na profunda, exceto no grupo 1,0%
de P1G10. Nesse grupo observou-se discreta desorganizagado das fibras colagenas
e hialinose na derme superficial, sem alteracbes na derme profunda, presenca
discreta do aumento de celularidade, predominantemente, fibroblastos.

Por sua vez, a avaliagdo da hipoderme revela intensa destruicdao de células
adiposas com area de eosinofilia compativel com uma esteatonecrose, além de uma
moderada hiperemia, infiltrado inflamatorio (polimorfonucleares) e auséncia de
bulbos foliculares. Tais alteragdes foram apresentadas tanto no grupo UVB como no
grupo CV. Ja nos grupos tratados com P1G10, observa-se hiperemia e infiltrado

inflamatdrio discretos, além de menor destruicdo dos adipdcitos.

Diante das alteragdes observadas foram realizadas medidas morfométricas,
importantes para melhor caracterizar os efeitos do tratamento com a fragao

proteolitica, P1G10, sobre as lesdes promovidas pela UVB.

Analise morfométrica: Medida Derme-Hipoderme

Na Figura 24B, observa-se que a exposicdo a radiagdo promoveu um
aumento significativo na espessura da derme-hipoderme, atingindo uma valor 2
vezes maior (615,80 + 46,28 ym) em relagdo ao grupo que nao-irradiado — Sham
(300,60 + 72,48 um, p < 0,01 - ANOVA seguida de pos-teste Student Newman
Keuls). Nos animais tratados com ambas as concentragées de P1G10 (Figura 24 D
e E), verifica-se uma menor espessura (0,1% - 369,20 + 43,24 ym, p<0,01 e 1,0% -
421,50 £ 31,86 pm, p< 0,05) em relagdo ao grupo CV (646,70 + 57,83 uym), e que

nao foi significativamente diferente do grupo Sham (Figura 24A).
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Figura 24 - Analise morfométrica da Derme-hipoderme da pele do dorso dos animais Hairless tratados com P1G10 apoés a irradiagao
aguda por UVB Camundongos Hairless foram expostos & radiagcdo UVB (2,4J/cm?) (B) ou ndo (A) e tratados com veiculo gel Natrosol® (C)
(CV) e P1G10 0,1 (D) e 1,0% (E). Ap6s 24 h, os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados e incluidos em parafina e
corados por HE. F) O gréfico apresenta a medida da espessura Derme-hipoderme dos grupos analisados na imagem real com subsequente
criagdo de uma imagem binaria e posterior processamento digital. Os resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padréo da
média dos valores (um), ** p< 0,01 indica a diferenca estatistica quando comparados com o grupo UVB e *p<0,01 ou” p< 0,05 comparados
com o grupo CV (ANOVA com pos teste Newman Keuls). Objetiva de 10x.
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Medida da celularidade e Depdsito de fibras colagenas

Como mostrado na Figura 25B, a exposicdo ao UVB aumentou
significativamente a celularidade da hipoderme dos animais irradiados (grupo UVB -
87,50 £ 6,62 nucleos/campo) em relagdo ao grupo nao-irradiado (Sham - 41,24 +
4,41 nucleos/campo — p< 0,01- ANOVA seguida de pos-teste Student Newman
Keuls). Por sua vez, o tratamento com P1G10 1,0% (58,13 £ 5,20 nucleos/campo, p
< 0,05) impediu esse aumento, como indicado pela diferenga significativa do niumero
de nucleos/campo em relagdo ao grupo CV (92,03 £ 7,72 nucleos/campo) (Figura
25C, D e E),

Com objetivo de verificar a organizagao e preservagao das fibras colagenas
apos a irradiagéo, os cortes de fragmentos de pele foram corados com o tricrémico
de Gomori (Figura 26). Nota-se que nos grupo UVB e CV (Figura 26B e C,
respectivamente), as fibras apresentam-se mais desorganizadas e com coloragao
menos intensa, em relagdo ao grupo nao irradiado (Sham — Figura 26A) tanto na
derme superficial, como na profunda. Nos grupos tratados com P1G10 0,1 e 1,0%
(Figura 26 D e E, respectivamente), se observa fibras mais orientadas, e com
coloragcdo mais intensa em relagdo aos grupos UVB e CV, indicando uma
preservagao da integridade dessas camadas com o tratamento. As alteragbes na
intensidade da colorag&o das fibras colagenas foram medidas por uma analise semi-
quantitativa, sendo verificado que, no grupo irradiado a intensidade de coloragao foi
menor na derme superficial (51,85 = 7,4 %, p<0,01) (Figura 27 A) e profunda (70,64
* 2,69 %, p<0,05) (Figura 27B) em relagdo ao grupo Sham (100,00 £ 9,09 %). Em
contrapartida, ao analisar a derme superficial, os grupos tratados apresentaram
maior intensidade de colorag¢ao tanto no grupo tratado com P1G10 0,1% (100,00 +
11,11%, p< 0,01) quanto no grupo 1,0% (90,0 + 0,30 %, p< 0,05), em relagdo o
grupo CV (53,33 £ 8,88 %). Similarmente na derme profunda, observou-se maior
intensidade de coloragdo em ambos os grupos tratados com P1G10 (96,97 £ 7,66 %,
p< 0,05 para 0,1% e 106,8 + 2,27 % p< 0,05 para 1,0%) em relagédo ao grupo CV
(68,48 + 4,24 %).
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Figura 25 - Analise morfométrica da celularidade da hipoderme na pele do dorso dos animais Hairless tratados com P1G10 apés a
irradiagdo aguda por UVB . Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (2,4J/cm?) (B) ou ndo (A) e tratados com gel Natrosol® (C)
(UVB+CV) e P1G10 0,1 (D) e 1,0% (E). Apds 24 h, os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados e incluidos em parafina e
corados por HE. F) O grafico apresenta o resultado da quantificagao dos nucleos na hipoderme na imagem real com subsequente criacao de uma
imagem binaria e posterior processamento digital. Objetiva de 100x. Os resultados obtidos foram apresentados como médias * erro padrao da média
do nimero de células/campo, *** p< 0,001 indica a diferenca estatistica quando comparados com o grupo UVB e * p< 0,05 comparados com o
grupo CV (ANOVA com pés teste Newman Keuls).
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Figura 26 - Fotomicrografias na pele do dorso dos animais Hairless tratados com P1G10 apés a irradiagao aguda a UVB corados com
tricromico de Gomori. Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (2,4J/cm?) (B) ou ndo (A) e tratados com gel Natrosol® (C) CV e
P1G10 0,1 (D) e 1,0% (E). Apds 24 h, os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados e incluidos em parafina e corados por
tricdmio de Gomori. . estrela preta: derme superficial; estrela vermelha: derme profunda. Objetiva de 20x.
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Figura 27- Andlise semi-quantitativa mostrando o efeitode P1G10 sobre a organizagao
e preservagao das fibras colagenas em fragmentos de pele apés a irradiagao por UVB
Camundongos Hairless foram expostos a radiacdo UVB (2,4J/cm?) e tratados com gel
Natrosol®, (CN), P1G10 (0,1 e 1,0%) e apds 24 h, foram eutanasiados e fragmentos de pele
foram retirados A organizagdo e preservagao das fibras colagenas é medida através da
mensuragdo semi-quantitativa da intensidade de coloragcdo da derme superficial ou
profunda. A) Derme superficial. (B) Derme profunda. Os resultados obtidos foram
apresentados como médias + erro padrao da média dos valores (%), ** p< 0,01 e *p<0,05
indica a diferenca estatistica quando comparados com o grupo UVB e * p<0,01 e *p< 0,05
comparados com o grupo CV (ANOVA com pés teste Newman Keuls). Objetiva de 20x.

5.2.1.3 Avaliagcao de parametros inflamatoérios

Para comprender o efeito de P1G10 sobre a resposta inflamatoéria induzida
por UVB, foram dosadas as citocinas TNF-a, IL1B e IL8, e mensurada a atividade a
de MPO, como avaliagédo da infiltragao neutrofilica, em fragmentos de pele obtidos

apods a exposicao e tratamento.

Na Figura 28, verifica-se que houve um aumento significativo da atividade de
MPO na pele de animais expostos a UVB (173,00 £ 33,93 %) em relagado ao grupo
Sham (94,70 = 6,80 %, p < 0,05 ANOVA, pés teste Newman-Keuls). O tratamento
topico com P1G10 1,0 % reduziu significativamente a atividade de MPO (88,65 +
10,57 %, p < 0,05) em relagao ao grupo CV (152,2 + 12,84 %).
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Figura 28 - Efeito de P1G10 sobre a atividade de mieloperoxidase (MPO) em
camundongos Hairless ap6s dose Unica de UVB. Camundongos Hairless foram
expostos a radiacdo UVB (2,4 J/cm?) e tratados com veiculo gel Natrosol® (CV), P1G10
(0,1 e 1,0%). Os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram coletados para
determinacgao da atividade de MPO. Os resultados sdo apresentados como médias + erro
padrao da média dos valores (%). *p<0,05 indica a diferenga estatistica quando
comparados com o grupo UVB e *p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pds
teste Newman Keuls).

Conforme mencionado anteriormente, na padronizacdo desse modelo
experimental, apés 24 h de exposicdo ndo se observam alteracées nos niveis de
TNF-a. No entanto, nos grupos tratados com P1G10, os niveis dessa citocina se
encontram reduzidos, sendo significativa a diferenca do grupo que recebeu 1,0 %
(0,91 £ 0,10 pg/mg tecido) quando comparado com o grupo CV (1,36 + 0,07 pg/mg

tecido, p < 0,05, ANOVA, pés teste Newman-Keuls) (Figura 29A).

A Figura 29B mostra que a exposicdo ao UVB induz um aumento,
significativo, da producéo de citocina IL13 em relacdo ao grupo Sham (2,58 £ 0,16
vs 0,84 + 0,26 pg/mg tecido, respectivamente, p<0,01). De forma interessante, o
tratamento com P1G10 1,0% reduz os niveis dessa citocina (1,56 * 0,21 pg/mg
tecido) quando comparado com o grupo CV (2,30 £ 0,21 pg/mg tecido, p < 0,05).

Com relacéo IL8 (Figura 29C), a radiagdo também aumentou os niveis dessa
citocina, como evidenciado na comparagao do grupo UVB (1,58 + 0,23 pg/mg tecido)
com o Sham (0,81 = 0,15 pg/mg tecido, p < 0,05). Entretanto, o tratamento com a

fracdo, em quaisquer das concentracdes testadas, nao alterou os niveis de IL8.
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Figura 29 - Efeito de P1G10 sobre a producdo de citocinas proé-inflamatérias em
camundongos Hairless apés a irradiagdo com UVB. Camundongos Hairless foram
expostos a radiagdo UVB (2,4 J/cm?) e tratados com gel Natrosol® (CN), P1G10 (0,1 e
1,0%). Apos 24 h, os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados e
processados para mensuragao dos niveis das citocinas TNF-a, IL1B, IL8 por ELISA. Os
resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrao da média dos valores
(pg/mg tecido). *p<0,05 e **p<0,01 indica a diferenga estatistica quando comparados com o
grupo UVB e “p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pos teste Newman
Keuls).
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5.2.1.4 Atividade de Metaloproteinase-9 (MMP-9)

A atividade de MMP-9 foi mensurada por zimografia, como mostra a Figura
30A. Pela analise do gel, verifica-se que a exposi¢cado a radiagcdo UVB promoveu um
aumento da atividade dessa enzima, evidenciada pela maior densidade da banda de
92 KDa, em relagdo ao grupo nao irradiado (Sham). A quantificagdo densitométrica
(Figura 30B) mostrou niveis de atividade de 247,60 = 19,40%, significativamente,
maiores que no grupo Sham (103,20 + 10,46 %, p<0,001 - ANOVA seguida de pos-
teste Student Newman Keuls). Por sua vez, o tratamento com P1G10 0,1% (125,30
+ 14,53 %) e 1,0% (146,40 + 13,92 %) reduziram a atividade de MMP-9 em relagéo
ao grupo CV (197,00 + 6,44 p<0,05), como também ¢é evidenciado pela menor
densidade das bandas de 92 KDa (Figura 30A)
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Figura 30- Efeito de P1G10 sobre a atividade de MMP9 em fragmentos de pele apds a
irradiagdo com UVB. Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (2,4 J/cm?)
e imediatamente tratados com veiculo gel Natrosol® (CV), P1G10 (0,1 e 1,0%). Apds 24 h,
os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados e processados para
analise zimografica da atividade de MMP-9. (A) Zimograma mostrando os halos de
atividade de MMP-9 ativa (92 kDa). (B) Atividade de MMP-9, medida por densitometria no
programa Imaged. O grafico representa a porcentagem da atividade da gelatinase apés a
irradiacdo. Os resultados obtidos foram apresentados como médias * erro padrao da
média dos valores (%). ***p<0,001 indica a diferenga estatistica quando comparados com o
grupo UVB e *p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pos teste Newman
Keuls).

5.2.1.5 Perfil do sistema oxidante/antioxidante

Para avaliar o efeito de P1G10 sobre o sistema oxidante/antioxidante, foram

avaliadas a producdo de EROS e de MDA, como medida da lipoperoxidacdo em



102

fragmentos de pele. Como mostrado na Figura 31A, a irradiagdo promoveu um
aumento significativo na produgdo das EROS, em relagcdo aos animais n&o-
irradiados (Sham) (316,20 + 63,40 vs 100,00 £ 5,91 %, respectivamente, ANOVA,
pos teste Newman-Keuls, p<0,01). Em contrapartida, os tratamentos com P1G10 a
0,1% (162,00 £ 5,79 %, p<0,01) ou 1,0% (130,60 £ 10,90 % p<0,001) promoveram
uma redugao significativa na produgéo de EROS, em relagdo ao grupo CV (339,30 +
52,66 %).

A anadlise de MDA é mostrada na Figura 31B, onde é evidenciado que a
irradiagdo aumentou significativamente seus niveis, em relagcdo ao grupo Sham
(UVB - 3,93 + 0,51 vs Sham - 0,79 = 0,49 uM/mg tecido, ANOVA, pods teste
Newman-Keuls p< 0,01). Por sua vez, o tratamento com P1G10 1,0% reduziu
significativamente os niveis desse composto, em relagdo ao grupo CV (2,02 + 0,29

vs 4,19 £ 0,39 yM/mg tecido, respectivamente, p<0,05).

Com relagao a atividade de SOD, observou-se que a irradiacdo promoveu
uma reducao significativa da atividade dessa enzima, em relagdo ao grupo Sham
(70,38 = 3,30 % vs 110,00 £ 8,69 %, respectivamente, ANOVA, pos teste Newman-
Keuls, p<0,01). Em contrapartida, o tratamento com P1G10 0,1% impediu a
diminuicado da atividade de SOD (112,50 £ 16,6 %) quando comparado com o grupo
CV (68,60 + 5,25 %, p<0,05) (FIGURA 32A).

Os niveis de GSH também sao depletados pela acdo da radiacdo UVB
(118,20 £ 7,38 yM/mg tecido), como visto pela comparagdo com O grupo nao
lesionado (Sham 169,50 + 18,12 yM/mg tecido, p<0,01) (Figura 32B). O tratamento
tépico com P1G10 preveniu a deplecao de GSH (194,20 £ 14,49 yM/mg tecido) em
relagdo ao grupo CV (120,30 + 2,84 uM/mg tecido, p< 0,01). De maneira
semelhante, a UVB promoveu a redugéo da atividade da enzima GPx (31,69 + 5,85
vs 63,02 + 6,59 yM/mg tecido Sham, p< 0,05) (Figura 32C), porém apenas o
tratamento com P1G10 1,0% foi capaz de inibir significativamente a redug¢ao dos
niveis dessa enzima pela radiagdo (65,13 + 8,73 yM/mg tecido, p<0,05) em relagao
ao grupo CV (29,18 + 5,79 yM/mg tecido).
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Figura 31- Efeito de P1G10 sobre a producido de espécies reativas de oxigénio e
produtos de lipoperoxidacao na pele de animais irradiados com UVB. Camundongos
Hairless foram expostos & radiagdo UVB (2,4J/cm?) e imediatamente tratados com veiculo
gel Natrosol® (CV) ou P1G10 (0,1 e 1,0%). Apds 24 h, os animais foram eutanasiados e
fragmentos de pele foram coletados para analises. A) Produgdo de EROS. B) Peroxidagao
lipidica (MDA). Os resultados obtidos sdo apresentados como médias zerro padrdo da
média dos valores (% e pM/mg tecido, respectivamente), **p<0,01 indica a diferenca
estatistica quando comparados com o grupo UVB e *p< 0,001 e *p< 0,01 comparados
com o grupo CV (ANOVA com pos teste Newman Keuls).

A Figura 32D mostra o aumento significativo da CAT apds a irradiagdo com
UVB (167,50 = 17,33 vs 78,61 + 4,36 % Sham ANOVA, pos teste Newman-Keuls,
p<0,05). Os tratamentos com P1G10 0,1 ou 1,0% promoveram aumento dos niveis
de CAT, mas apenas o tratamento com 1,0 % elevou significativamente os niveis da
CAT (251,90 £ 26,84 %) quando comparado com o grupo CV (149,90 + 26,87 %,
p<0,05).



104

B 250- a a

*
150+ *k #
1 T il
T 150- /
100-
—_ 100+
s
507 . s
s
o
s
0 o
uvB '

Sham cv 01
P1G10 (%
Irradiados

504 ﬁ

Sham uvB cv 0,1
P1G10 (%)

Irradiados
Grupos

SOD (%)
GSH (1M/mg tecido)

NN\,
DN

o

1,
)

Grupos

. 4 . #
%0- 300- +
?% 60+ L \ ‘ - ,/; — 200 l l 7
E % / C00{ ﬁ /
& 207 S ﬁ /
(T e B / . | :ﬁﬂ: //
Sham UVB CV 01 1,0 Sham WB v o1 P1G10 :,/:?
C 1610 (%) D Irradiados

Irradiados

Grupos Grupos

Figura 32 - Efeito de P1G10 sobre enzimas do sistema antioxidante em fragmentos de
pele de animais irradiados com UVB. Camundongos Hairless foram expostos a radiagéo
UVB (2,4J/cm?) e imediatamente tratados com gel Natrosol®, (CN) ou P1G10 (0,1 e 1,0%).
Apbs 24 h, foram eutanasiados e fragmentos de pele foram coletados para analises. A)
SOD, B) GSH, C) GPx e D) Catalase.Os resultados obtidos sdo apresentados como médias
terro padrao da média dos valores (uM/mg para GSH, pM/mg para GPx e % para SOD e
CAT ), **p<0,01 e *p<0,05 indica a diferenga estatistica quando comparados com o grupo
UVB e ™p< 0,01 e *p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pés teste Newman
Keuls)..

5.2.1.6 Expressao de proteinas envolvidas em diferentes vias de sinalizagao

celular

Com o objetivo de verificar vias de sinalizagao celular que sao alteradas pela
radiacdo e seu comportamento quando do tratamento com P1G10, a expressao e
fosforilagdo das proteinas Akt, p53, caspase 3 e da enzima COX2 foram avaliadas
por Western Blotting. A analise quantitativa das proteinas fosforiladas foram

normalizadas em relagao a proteina total.

Proteina Akt
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Na Figura 33A e B, verifica-se que a fosforilagdo da proteina Akt € aumentada
significativamente pela exposi¢gdo a UVB (0,38 + 0,04), quando comparado com o
controle Sham (0,08 + 0,00, p<0,05 - ANOVA seguida de pés-teste Student Newman
Keuls). Por sua vez, o tratamento com P1G10 inibiu a fosforilagdo de Akt, como
mostrado, pela redugao significativa da razdo densitométrica nos grupos tratados
com 0,1% (0,15 + 0,00) e 1,0% de P1G10 (0,03 + 0,00, p< 0,01), em relagdo ao
grupo CV (0,48 £ 0,08).
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.Figura 33 - Efeito de P1G10 sobre a fosforilagao de Akt em pele de camundongos
Hairless expostos a UVB Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB
(2,4J/cm?) e tratados com gel Natrosol® (CN), ou P1G10 (0,1 e 1,0%). Apds 24 h, os
animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados e processados para
analise. (A) Western blotting da forma fosforilada de Akt (pAkt) e Akt total. (B) Analise
densitométrica. Foram aplicados 30 pg do lisado celular em cada canaleta e as
eletroforeses e western blotting foram desenvolvidos como descrito em SCHLICKEISER &
PLEYER (2007). A analise densitométrica foi realizada pelo software ImageQuant e os
resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrao da média dos valores
(%), e *p<0,05 indica a diferenga estatistica quando comparado com o grupo UVB e #p<
0,01 comparados com o grupo CV (ANOVA com pos teste Newman Keuls). .

Enzima COX-2
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A expressao de COX-2 também foi alterada pela exposicdo a UVB, como
pode ser observado na Figura 34A. A radiagdo promoveu um aumento significativo
da expressao de COX-2 (0,48 + 0,12) em relagdo ao Sham (0,05 + 0,02 - p< 0,01 -
ANOVA seguida de pods-teste Student Newman Keuls). Por sua vez, o tratamento
com P1G10 diminuiu, significativamente, a expressdo de COX2 em ambas as
concentragdes estudadas (0,06 £ 0,02 (0,1%) e 0,08 + 0,03 (1,0%), p< 0,01) em
relagéo ao grupo CV (0,58 + 0,09) (Figura 34B).
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Figura 34 - Efeito de P1G10 sobre a expressao de COX-2 em pele de camundongos
Hairless expostos a UVB. Camundongos Hairless foram expostos a radiagédo UVB (2,4
Jicm?) e tratados com gel Natrosol® (CN) ou, P1G10 (0,1 e 1,0%). Ap6s24 h, os animais
foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados. (A) Western blotting para COX-2
e GAPDH. (B) Analise densitométrica. Foram aplicados 30 pg do lisado celular em cada
canaleta e as eletroforeses e western blotting foram desenvolvidos como descrito em
SCHLICKEISER & PLEYER (2007). A andlise densitométrica foi realizada pelo software
ImageQuant e os resultados obtidos foram apresentados como médias * erro padréo da
média dos valores (%), e e *p<0,05 indica a diferenca estatistica quando comparado com o
grupo UVB e #p< 0,01 comparados com o grupo CV (ANOVA com poés teste Newman
Keuls).

Proteina p53

A exposicao da pele a UVB promoveu uma reducdo, estatisticamente nao
significativa, da expressao da proteina p53 no grupo UVB comparado com o grupo

Sham (Figura 35A e B). No entanto,o tratamento com P1G10 1,0% aumentou a
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expressao de p53, significativamente (1,12 £ 0,16) em relagdo ao grupo CV (0,08 +
0,02 - p< 0,01 - ANOVA seguida de pos-teste Student Newman Keuls).
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Figura 35 - Efeito de P1G10 sobre a expressdo da proteina p53 em pele de
camundongos Hairless expostos a UVB. Camundongos Hairless foram expostos a
radiagdo UVB (2,4 Jicm?) e tratados com gel Natrosol® (CN) ou P1G10 (0,1 e 1,0%).
Ap6s24 h, os animais foram eutanasiadose fragmentos de pele foram retirados. (A) Western
blotting para p53 e GAPDH. (B) Analise densitométrica. Foram aplicados 30 ug do lisado
celular em cada canaleta e as eletroforeses e western blotting foram desenvolvidos como
descrito em SCHLICKEISER & PLEYER (2007). A andlise densitométrica foi realizada pelo
software ImageQuant e os resultados obtidos foram apresentados como médias + erro
padrdo da média dos valores (%), e p< 0,01 indica a diferenga estatistica quando
comparado com o grupo CV (ANOVA com pos teste Newman Keuls).

Caspase 3

Com relagdo a caspase 3, verificou-se que a irradiacdo aumentou
significativamente a sua expressao (0,86 + 0,04) em relagéo ao grupo Sham (0,10 +
0,05, p<0,001 - ANOVA seguida de pos-teste Student Newman Keuls). O tratamento
com P1G10 reduziu a expressao da proteina nos grupos 0,1% (0,60 + 0,04 — p<
0,05) e 1,0% (0,37 £ 0,01 — p< 0,01) em relagéo ao grupo CV (0,8 + 0,08).(Figura
36A e B)
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No intuito de confirmar a presenca da expressao de caspase 3 em células da
epiderme, cortes histologicos dos fragmentos de pele foram marcados com o
anticorpo anti-caspase 3 para uma analise imunohistoquimica qualitativa . A Figura
37A mostra uma fotomicrografia representativa da pele do animal n&o-irradiado
(Sham), onde nota-se uma discreta marcacdo de, aproximadamente, 5% dos
queratindcitos. A irradiagao por UVB induziu uma maior expressao de caspase 3,
atingindo aproximadamente 70% dos queratindcitos presentes da epiderme lesada
(Figura 37B). Esse perfil também foi observado tanto no grupo que recebeu o
veiculo (CV) (Figura 37C) como aquele que recebeu 0,1% de P1G10 (Figura 37 D)
apés a exposi¢cao. Confirmando os resultados obtidos pelo Western blot, o
tratamento com 1,0% P1G10 reduziu a expressao de caspase 3, sendo observada,

em torno de, 40% das células imunomarcadas (Figura 37E).
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Figura 36 - Efeito de P1G10 sobre a expressao de caspase 3 em pele de camundongos
Hairless expostos a UVB. Camundongos Hairless foram expostos a radiagédo UVB (2,4
Jicm?) e tratados com gel Natrosol®, (CN), P1G10 (0,1 e 1,0%). Apds 24 h, os animais
foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados para andlise. (A) Western blotting.
(B) Analise densitométrica. Foram aplicados 30 ug do lisado celular em cada canaleta e as
eletroforeses e western blotting foram desenvolvidos como descrito em SCHLICKEISER &
PLEYER (2007). A andlise densitométrica foi realizada pelo software ImageQuant e os
resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrdo da média dos valores
(%), e ***p<0,001 indica a diferenca estatistica quando comparado com o grupo UVB e #p<
0,01 e *p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pds teste Newman Keuls).
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Figura 37 - Fotomicrografias da epiderme dos animais Hairless, tratados com P1G10 apés a UVB, marcadas com o anticorpo anti-caspase3
Camundongos Hairless foram expostos a radiacdo UVB (2,4J/cm?) (B) ou ndo (A) e tratados com gel Natrosol® (C) (UVB+CV) e P1G10 0,1 (D) e
1,0% (E). Apds 24 h, os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados e incluidos em parafina e marcadas com o anticorpo anti-

caspase 3. Objetiva de 60x.
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5.2.2 Avaliacao in vitro

Primeiramente, avaliamos a atividade antioxidante de P1G10 através do ensaio de
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) e, em seguida, determinamos os niveis ideais de
energia da radiacdo UVB em cultura de células queratindcitos (linhagem HaCat). No
modelo in vitro de exposicao de dose unica a UVB, verificamos a participagcédo das células
queratinécitos (linhagem HaCat) na produgdo de EROs induzidos por UVB e a agéo de

P1G10 sobre esse efeito.
5.2.2.1 Avaliagao da atividade antioxidante da amostra de P1G10

Atividade sequestrante do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH)

A atividade antioxidante de P1G10 foi avaliada pela reducdo do radical livre DPPH.
Na Figura 38 sdo mostrados os valores em percentual da inibigdo do radical frente a
exposicao a P1G10 (6,25 — 100,00 ug/mL), considerando o controle positivo, acido
ascorbico (A. Asc.), como 100% de atividade. A concentragdo maxima testada da fracéo
(100,00 pg/mL) apresentou 80% da atividade do controle positivo. Por analise de
regressao linear, foi determinada a concentragéo eficaz para sequestrar 50% dos radicais

presentes em solugdo (ECsp) como sendo de 20,35 pg/mL.
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Figura 38 - Efeito da fragao P1G10 sobre a atividade sequestrante do radical livre DPPH. Os
resultados obtidos foram apresentados como médias terro padrao da média dos valores (%),
comparados com o Controle positivo — A.Asc. (***p<0,001 ou p<0,05, ANOVA com pods teste
Bonferroni).

5.2.2.2 Avaliagao da citotoxicidade da radiagao UVB em cultura de queratinécitos

Para avaliar a citotoxicidade da radiagdo UVB, queratinécitos humanos (HaCat)

foram submetidas a varios niveis de energia (0 — 100 mJ/cm?) e a viabilidade celular foi
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avaliada pelo ensaio de MTT. De acordo com os resultados obtidos, a exposicdo no
tempo 24 h e a energia irradiada acima de 30 mJ/cm? diminui, acentuadamente, a
viabilidade dos queratindcitos, portanto, observou-se maior grau de lesdo as celulas
(Figura 39). Diante disso, foi determinado para os demais experimentos o uso da dose de

energia 30mJ/cm? e o tempo de 24h.
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Figura 39 - Avaliagdo da viabilidade de queratinécitos Hacat apos exposicdo a radiagao
uvB

Células Hacat (1 X 10* cel/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pocos e expostas a diferentes
niveis de energia UVB (10-100 mJ/cm2) e apds 6, 12, 24 e 48 h, a viabilidade celular foi medida p
ela metabolizacdo do MTT A) 10mJ/cm? B) 30mJ/cm? C) 40mJ/cm? D) 50mJ/cm? e E)
100mJ/cm?. Os resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrdo da média dos
valores (%), comparados com o grupo nao irradiado - Branco (***p<0,001, ANOVA com poés teste
Bonferroni).
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5.2.2.3 Avaliagao da citotoxicidade de P1G10 em cultura de queratinécitos

Para determinar a concentracdo de P1G10 a ser utilizada nos ensaios de
avaliacdo de sua atividade antioxidante contra EROs produzidas pela UVB, em cultura de
queratinocitos, foi realizado o teste de viabilidade pelo MTT. As concentragdes entre 0,1 a
10 ng/mL da protease foram, previamente, determinadas em ensaios realizados pelo
grupo de pesquisa e que nao apresentaram toxicidade. Apds 48 h de tratamento verificou-
se que concentragbes de P1G10 acima de 40 pg/mL diminuem significativamente a
viabilidade celular. A concentragdo inibitéria de 50% da viabilidade celular (ICsp) foi

calculada por regresséo linear como 46,83 ug/mL (Figura 40).
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Figura 40 - Viabilidade celular frente ao tratamento com P1G10 através do ensaio MTT.
Células HaCat foram cultivadas em placas de 96 pocos com densidade 1 x 10* células/poco,
apo6s a incubagéo por 24 horas, essas células foram tratadas com P1G10 (10-80 pg/mL) e
incubadas por 48 horas. A viabilidade celular foi determinada através do ensaio MTT a
570nm. Os resultados obtidos foram apresentados como médias terro padrao da média dos

valores (%) comparados com o grupo que nao recebeu P1G10 (ANOVA com pos teste
Bonferroni).

A fim de avaliar um possivel efeito protetor de P1G10 contra a toxicidade da
radiacdo UVB, células HaCat foram tratadas com a fragao (0,1 a 10 ng/mL) e submetidas
a radiagdo de 30 mJ/cm?. A viabilidade celular foram avaliadas pelo ensaio de MTT
(Figura 41). Os resultados mostram que 10 ng/mL de P1G10 aumentam a viabilidade
celular quando comparada ao grupo apenas irradiado (87,30 + 2,46 vs 71,98 + 1,99

respectivamente, ANOVA pos teste Newman-Keuls, p<0,05).
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Figura 41 - Avaliagcao in vitro do efeito de P1G10 sobre a viabilidade celular de
queratinécitos HaCat expostos a radiagao UVB. Células HaCat foram cultivadas em
placas de 96 pocos com densidade 1 x 10* células/poco, apds a incubacdo por 24 horas, as
células foram lavadas com PBS, expostas (ou ndo) & radiagdo UVB (30mJ/cm?) e tratadas
com P1G10 (0,1-10,0 ng/mL) por 24 horas. A viabilidade celular foi determinada através do
ensaio MTT. Os resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrao da
média, comparados com o grupo UVB (**p<0,001 ou **p<0,01, ANOVA com péds teste
Newman Keuls).

5.2.2.4 Avaliagao do efeito de P1G10 na eliminagao de EROS intracelular

Para avaliar a eficiéncia de P1G10 na eliminacdo de EROS intracelulares, usou-se
sondas fluorescentes para determinar os radicais peroxido de hidrogénio (DCFH-DA) e
anion superoéxido (DHE), através do citbmetro de fluxo, em células HaCat expostas a
UVB.

A radiacdo promoveu o aumento significativo da formacgao intracelular de peroxido
de hidrogénio (100,00 + 6,75 % vs 9,98 * 3,43 Branco, ANOVA pos test Newman-Keuls,
p<0,05), ver Figura 42A O tratamento, com 10 ng/mL de P1G10, reduziu,
significativamente, a intensidade de fluorescéncia DCF quando comparado com o grupo
UVB (69,49 £ 2,02 % vs 100,00 + 6,75 %, respectivamente, p<0,05).

Adicionalmente, observou-se que a radiagdo também promoveu o aumento de
anions superoéxidos (100,00 £ 12,46 % vs 53,56 = 7,55 % Branco, p<0,05) Figura 42B.
No entanto, o tratamento com P1G10 inibiu, significativamente, o aumento intracelular do
radical (ANOVA, p<0,05).
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Figura 42 - Efeito de P1G10 na produc¢ao de EROS induzidos por radiagao
UVB.Células HaCat foram semeadas em placas de poliestireno de 24 cavidades (1 x 10°
células/cavidade) com meio F12-Ham e DMEM+FBS 10%. Apds a incubacao por 24 h,
essas células foram lavadas com PBS, expostas a irradiagao UVB,tratadas com P1G10 (0,1
— 10 ng/mL) e incubadas por 24 h. Apds esse periodo, foram tripsinizadas e
ressuspendidas em meio sem fenol e soro com as sondas A) DCFH-DA e B) DHE. A
analise foi através do citémetro de fluxo (FACSCAN®, BD), a aquisigao dos dados foram
através do software CELLQuestTM. Os dados foram analisados com auxilio do software
Flowjo versao 7.6.5 (TreeStar®). Os resultados obtidos foram apresentados como médias +
erro padrao da média dos valores (%), comparados com o grupo UVB (***p<0,001, **p<0,01

ou *p<0,05, ANOVA com pds teste Newman Keuls).

5.3 Avaliagdao do efeito de P1G10 sobre o modelo in vivo de exposi¢cao de

multiplas doses

A partir dos resultados obtidos com o tratamento das lesbées induzidas por Unica
exposicao ao UVB, passamos a avaliacao dos efeitos de P1G10 em lesbes promovidas

por doses multiplas de UVB através do protocolo descrito por FILIP et al (2011).
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5.3.1 Avaliagdo macroscépica

A analise macroscoépia das lesbes mostrou que, apds 10 dias consecutivos de exposicao, a
pele dos animais controles (UVB e CV) apresentou-se hiperemiada, aspera e com intensa pigmentagao
marron claro (Figura 43B e C) comparando com o grupo que nao recebeu a irradiacdo (Sham — Figura
43A). Nos animais que receberam o tratamento tépico e diario com P1G10, verificou-se uma menor
intensidade dessas alteragdes, como mostrado na Figura 43D e E.

Figura 43 - Efeito de P1G10 sobre peles expostas multiplas doses de UVB por 10 dias
consecutivos.
. (A) Sham; (B) UVB; (C) UVB+CV; (D) UVB+ 0,1%P1G10 e (E) UVB+ 1,0% P1G10.

5.3.2 Analise histolégica

Na analise histolégica da pele do animal que n&o recebeu irradiacdo (Sham)
apresentou perfil histolégico normal ja descrito, anteriormente, no item 2.2.2. Ap6s doses
repetidas da radiagéo, os grupos UVB e Controle Veiculo (CV) apresentavam epiderme
intensamente espessa com aproximadamente 6 a 7 camadas com células de nucleos
volumosos e citoplasmas amplos e eosinofilicos. Em adicdo, observou-se presenca,
discreta, de células em apoptose (< 5%), além de um aumento moderado de queratina na
camada cornea e lesbes erosivas com completa necrose do epitélio (Figuras 44B e C).
Em contrapatida, os grupos que receberam P1G10 exibiram discreto aumento da
espessura da epiderme, com células de nucleos discretamente volumosos e citoplasmas
amplos e eosinofilicos. Além disso, apresentavam discreto numero de células em
apoptose (aproximadamente 10%). Nesses grupos também, observou-se presenca

moderada de queratina e raras areas erosivas na epiderme (Figuras 44D e E).
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Na derme superficial a irradiagdao com doses mutiplas promoveu discreta dispersao
das fibras colagenas, sendo observada moderada organizagdo dessas fibras e
celularidade, predominantemente fibroblastos, apresentando nucleos volumosos (Figura
45B). Tais alteragdes também foram observadas no grupo CV (Figura 45C). Ja nos
grupos tratados com P1G10 ndo se observou alteragao nas fibras colagenas, apenas no
grupo 1,0% verificou-se além de células fibroblastos, também a presenca de neutrofilos
(Figura 45E). Ademais, os animais do grupo UVB e CV apresentaram a derme profunda
organizada com grande numero de anexos epidérmicos, auséncia de dispersao das fibras
colagenas, moderada celularidade com presencga de células fibroblastos, mononucleares
e polimorfonucleares, no entanto, os grupos que receberam P1G10 apresentaram discreto
aumento de celularidade (linfocitos e neutrofilos) (Figura 47).

Em seguida, a avaliagdo da hipoderme, dos grupos UVB e CV, revela discreta
infiltrac&o inflamatadria, predominantemente, linfocitaria e discreta presenga de bulbos
foliculares. Por outro lado, com tratamento de P1G10, a camada hipoderme apresentou

moderada presenca de bulbos foliculares, porém sem alteracido aparente.
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Flgura 44 - Fotomlcrograflas dos fragmetnos de pele do dorso dos animais Hairless tratados com P1G10 e ap6s doses multiplas de UVB.
Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (240 mJ/cm?) (B) ou ndo (A) e tratados com gel Natrosol® (C) (UVB+CV) e P1G10 0,1 (D) e
1,0% (E), por 10 dias consecutivos. Apds 24 h da ultima exposi¢cdo e tratamento, os animais foram eutanasiadose fragmentos de pele foram
retirados e incluidos em parafina e corados por HE.Objetiva de 10x. Trago vermelho: indica a espessura da epiderme; Trago preto: indica a

espessura Derme/Hipoderme.
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Figura 45 - Fotomicrografias na pele do dorso dos animais Hairless tratados com P1G10 por 10 dias consecutivos a UVB e corados com
tricromico de Gomori. Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (240 mJ/cm?) (B) ou nao (A) e tratados com veiculo gel Natrosol®
(C) (UVB+CV) e P1G10 0,1 (D) e 1,0% (E) por 10 dias consecutivos. Apds 24 h da ultima exposicao e tratamento, os animais foram eutanasiados e
fragmentos de pele foram retirados e incluidos em parafina e corados por tricomio de Gomori. Objetiva de 40x..
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Analise morfométrica: Medida da Epiderme e Derme-hipoderme

A exposicdo a doses multiplas de UVB promoveu um aumento significativo da
espessura da epiderme (158,40 £ 16,39 um) em relagdo ao grupo néo irradiado, Sham
(17,99 £ 1,17 uym, p< 0,001- ANOVA seguida de pos-teste Student Newman Keuls)
(Figuras 44A e B; Figura 46). Essa alteracdo apresentada pelo grupo UVB mostra um
processo hiperplasico, caracterizado por uma lesdao de hiperceratose paraceratética. Os
grupos tratados com P1G10 0,1% (87,50 + 11,41 um) e 1,0% (64,18 + 5,45 um)
apresentaram a espessura da epiderme reduzida quando comparada com o grupo CV
(171,80 £ 7,92 um, p< 0,001) (Figuras 44 C, D e E; Figura 46).

Outra medida morfométrica realizada nesse modelo experimental, foi a medida da
espessura Derme-hipoderme (Figuras 44A e B; Figura 46) que apds doses multiplas de
UVB apresentou com maior espessura (409,00 + 8,92 um) em relagdo ao Sham (223,80 +
33,04 um, p< 0,001). Pela analise da Derme-hipoderme tratada com P1G10 (Figura 44D e
E; Figura 46), observa-se que ambas concentragdes foram capazes de reduzir a
espessura do tecido (0,1% - 320,20 + 19,37 pm, p<0,05; 1,0% - 82,40 + 18,97 pm, p<
0,001) em relagao ao grupo CV (420,80 + 30,38 um).
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Figura 46 - Medida morfométrica da Epiderme e Derme/hipoderme da pele do dorso
dos animais Hairless tratados com P1G10 apés doses repetidas de UVB.
Camundongos Hairless foram expostos & radiacdo UVB (240 mJ/cm?) ou ndo e tratados com
gel Natrosol® (UVB+CN) e P1G10 0,1 e 1,0% por 10 dias consecutivos. Apds 24 h da ultima
exposicdo e tratamento, os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram
retirados e incluidos em parafina e corados por HE. Os graficos apresentam (A) Medida da
espessura Epiderme e (B) Medida da espessura Derme-hipoderme dos grupos analisados
na imagem real com subsequente criacdo de uma imagem binaria e posterior
processamento digital. Os resultados obtidos foram apresentados como médias * erro
padrdo da média dos valores (uM), ***p<0,001 indica a diferengca estatistica quando
comparado com o grupo UVB e *p< 0,001 e *p< 0,05 comparados com o grupo CV
(ANOVA com p6s teste Newman Keuls). Aumento de 10x..

Analise morfométrica: Medida da celularidade
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Verificamos, morfometricamente, a celularidade da camada hipoderme, através da

técnica de coloracdo HE. No presente modelo ocorreu um aumento, significativo, da

celularidade apés a irradiagao (131,80 £ 16,80 nucleos/campo) ao comparar com o grupo
Sham (43,80 £ 10,93 nucleos/campo, p<0,01- ANOVA seguida de pos-teste Student
Newman Keuls), ver Figuras 47A, B e F. Esse perfil foi alterado na presenga do

tratamento com P1G10, uma vez que se observou uma reducido da celularidade, sendo
significativa nos grupos 0,1% (106,30 £ 19,57 nucleos/campo, p<0,05) e 1,0 % P1G10
(61,26 = 8,50 nucleos/campo, p<0,001) em relagdo ao grupo CV (157,10 = 16,80

nucleos/campo) (Figuras 47C, D, E e F).



121

i ] A
i e ? Ny
\"-'-/"‘Jof A ) )
/ \ [ o 0 i
\ L) AT
o I 3, T, T e e
\ f \' ‘ * 1‘9 # :
L A e
: = '%‘it } ‘; ffj‘ 5
L2 ¥ L) I Vo £
T )/ . \ N
s [ i L El
h/ ﬁ’ O‘ e b 15
S e S g |
w . \ Ly e \
:'I 1.‘;‘ } ’ " ..r,ln ‘ 4
F‘ ‘_:: 4 ! D) '
o # i
I
- T
Shlam Uve CIV 0.1 1:IJ
P1G10 (%)
Irradiados
Grupos

Figura 47 - Analise morfométrica da celularidade da hipoderme na pele do dorso dos animais Hairless tratados com P1G10 apds doses
multiplas de UVB Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (240 mJ/cm?) (B) ou ndo (A) e tratados com veiculo gel Natrosol® (C)
(UVB+CV) e P1G10 0,1 (D) e 1,0% (E), apds 24 horas os animais foram sacrificados e fragmentos de pele foram retirados e incluidos em parafina e
corados por HE. F) O grafico apresenta o resultado da quantificagdo dos nucleos na hipoderme na imagem real comsubsequente criagdo de uma imagem binaria e
posterior processamento digital.Os resultados obtidos foram apresentados como médias *erro padrdo da média dos valores (uM), **p<0,01 indica a diferenca

estatistica quando comparado com o grupo UVB e *p< 0,001 e *p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pds teste Newman Keuls).
Objetiva de 100x.
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Analise imunohistoquimica da expressio de PCNA

Para avaliar o efeito da fracdo P1G10 sobre a proliferacdo celular in vivo, cortes
dos fragmentos de pele irradiados, ou ndo, foram marcados com o anticorpo anti-PCNA,
um marcador de proliferagdo celular. A Figura 48B mostra que a irradiagdo por UVB
induziu um aumento do numero de células imunomarcadas para PCNA quando
comparado com o grupo Sham (31,33 + 3,13 % vs 12,00 +,43 %, respectivamente,
p<0,001 - ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls) (Figura 48F). O tratamento com
P1G10 0,1% (14,17 = 0,95 %) e 1,0% (11,50 = 1,57 %) reduziram o numero de células
imunomarcadas em relagao ao grupo CV (28,17 £ 1,38 %, p< 0,001), ver Figuras 48 C, D
e E.
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Figura 48 - Fotomicrografias da epiderme dos animais Hairless, tratados com P1G10 ap6s doses repetidas a UVB, marcadas com o
anticorpo anti-PCNA. Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (24J/cm?) (B) ou nao (A) e tratados com gel Natrosol® (C) (UVB+CV)
e P1G10 0,1 (D) e 1,0% (E). Apds 24 h, os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados e incluidos em parafina e marcadas
com o anticorpo anti-PCNA. F) O grafico apresenta a porcentagem do numero de células imunomarcadas em relagéo ao numero total de células por campo. Os
resultados obtidos foram apresentados como médias erro padréo da média dos valores (%), ***p<0,001 indica a diferenga estatistica quando comparado com o
grupo UVB e "p< 0,001 comparados com o grupo CV (ANOVA com p6s teste Newman Keuls). Objetiva de 60x.
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5.3.3 Avaliagao de parametros inflamatérios

A Figura 49A exibe o resuldado da analise dos niveis da citocina TNF-a apos
a exposig¢ao a doses multiplas de UVB. A irradiagdo aumenta, significativamente, os
niveis de TNF-a (7,28 + 1,03 p/mg tecido) em relagédo ao grupo Sham (3,75 + 0,81
p/mg tecido, p<0,01, ANOVA, pds teste Newman-Keuls). Esse perfil é revertido na
presenca de P1G10, ou seja, observou-se redugao dos niveis dessa citocina tanto
para 0,1% (3,92 + 0,39 p/mg tecido, p<0,05) quanto 1,0% P1G10 (2,00 + 0,57 p/mg
tecido, p<0,01) em relagao ao grupo CV (7,39 + 1,45).

Resultado similar foi observado na dosagem de IL-13, onde a a exposi¢ao de
multiplas de UVB, estimulou a sintese de IL-1B (44,98 £ 12,44 p/mg tecido) em
relagcdo ao grupo Sham (1,37 + 0,07 p/mg tecido, p<0,01) (Figura 49B). No entanto,
os grupos tratados com P1G10 mantiveram reduzidos, significativamente, os niveis
de IL-1p3, tanto em 0,1% (3,85 = 1,03 p/mg tecido, p<0,01) quanto em 1,0% P1G10
(5,2 £ 1,05 p/mg tecido, p<0,01) em relagdo ao grupo CV (43,00 + 10,47 p/mg
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Figura 49 - Efeito de P1G10 sobre a producao de citocinas pré-inflamatérias em
camundongos Hairless ap6s miuiltiplas doses de UVB. Camundongos Hairless foram
expostos a radiagdo UVB (240 mJ/cm?) e tratados com veiculo gel Natrosol® (CV), P1G10
(0,1 e 1,0%), por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados e fragmentos de pele
foram retirados para dosagem dos niveis das citocinas (A) TNF-a e (B) IL1B por ELISA. Os
resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrdo da média dos valores
(pg/mg tecido), e **p<0,01 e *p<0,05 indicam a diferenga estatistica quando comparado com
o grupo UVB e #p< 0,01 e #*p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pds teste
Newman Keuls)..
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5.3.4 Atividade de Metaloproteinase-9 (MMP-9)

Conforme a Figura 50, a irradiagdo UVB aumentou a ativagao de pro-MMP9
(100,00 + 14,88 %, p<0,001) como da sua forma ativa MMP-9 (120,50 £ 25,88 %,
p<0,01) em relacédo ao Sham (8,79 + 2,38 % - ANOVA seguida de pos-teste Student
Newman Keuls). Todavia, o tratamento com P1G10 reduziu a atividade da forma
latente de MMP-9 (Figura 50B), sendo 0,1% apresentando valores 1,8 vezes menor (
50,40 £ 8,60 %) e 1,0% P1G10 1,5 vezes menor (61,91 + 8,88) em relagéo ao grupo
CV (91,15 = 8,24 %, p< 0,05). Nesse sentido, ao avaliar a participacdo da fragéo
proteolitica na inibicdo de MMP-9, na sua forma ativa (Figura 50C), o tratamento
reduziu atividade da enzima, sendo a concentracdo de 1,0% apresentou valores
significativos (40,24 + 8,30 %, p< 0,05) em relacdo ao grupo CV (141,4 + 27,72 %).
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Figura 50 - Efeito de P1G10 sobre a atividade de MMP9 em fragmentos de pele apos
multiplas doses de UVB. Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (240
mJ/cm?) e tratados com veiculo gel Natrosol®, (CV), P1G10 (0,1 e 1,0%) por 10 Dias
consecutivos. Os animais foram eutanaziados e fragmentos de pele foram retirados para a
determinacgao da atividade de MMP-9 por zimografia. A) Zimograma mostrando os halos de
atividade de pro-MMP-9 e MMP-9(92 kDa e 82 kDa, respectivamente). B) Atividade de pro-
MMP-9e C) Atividade de MMP-9medida por densitometria no programa ImageQuant®. O
grafico representa a porcentagem da atividade da gelatinase apds a irradiagdo. Os
resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrdo da média dos valores
(%), e ***p<0,001 e **p<0,01 indicam a diferenga estatistica quando comparado com o grupo
UVB e #p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pés teste Newman Keuls)..

5.3.5 Perfil do sistema oxidante/antioxidante

Assim como realizado para o esquema de dose Unica, o dano oxidativo foi
avaliado através das mensuragdes nos fragmentos de pele da producao de EROS e
de MDA. Como esperado, a exposi¢cdo a mutiplas doses de UVB aumentou os niveis
de EROS (147,20 = 9,51 %) em relagédo ao Sham (87,49 = 13,21 %, ANOVA, pos
teste Newman-Keuls, p<0,01) e foi observada uma redugdo desses valores nos
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animais tratados com P1G10 nas concentragdes de 0,1% (85,45 + 12,38 %) e 1,0%

(74,32 + 8,24 %,) em relagéo ao grupo CV (139,10 + 12,69 %, p<0,01) (Figura 51A)

Os niveis de MDA se mostraram elevados, significativamente, apds as doses
multiplas de UVB (0,60 £ 0,09 uM/mg tecido) em relagdo ao grupo Sham (0,13 %
0,03 uM/mg tecido, p< 0,05), entretanto, o tratamento com P1G10 n&o alterou esse
parametro (Figura 51B).
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Figura 51 - Efeito de P1G10 no estresse oxidativo em fragmentos de pele, apos
multiplas doses de UVB. Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (240
mJ/cm?) e tratados com veiculo gel Natrosol®, (CV), P1G10 (0,1 e 1,0%) diariamente por 10
dias consecutivos. Apdés 24 h da ultima exposicdo e tratamento, os animais foram
eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados para as analises. A) Producdo de
EROS. B) Peroxidagao lipidica (MDA). Os resultados obtidos foram apresentados como
médias + erro padrdo da média dos valores (% e pM/mg tecido, respectivamente), e
**p<0,01 e *p<0,05 indicam a diferenca estatistica quando comparado com o grupo UVB e
*p< 0,01 comparados com o grupo CV (ANOVA com pds teste Newman Keuls).

Com relagédo a atividade da SOD, nao se observou alteragdes significativas
nos grupos UVB e CV em relagdo ao grupo Sham (ANOVA, pos teste Newman-
Keuls, p> 0,05). Em adigdo, em ambos os grupos tratados com a frag&o proteolitica,

também, ndo foram observadas altera¢des na atividade dessa enzima (Figura 52A).

No entanto, a UVB promoveu o aumento dos niveis de GSH (298,10 £ 26,41
MM/mg tecido) comparativamente ao Sham (141,10 £ 37,03 uM/mg tecido, p<0,05)
(Figura 52B). Os animais tratados com as concentra¢cdes de P1G10 permaneceram
inalterados os niveis da proteina (249,40 + 22,44 yM/mg tecido, p>0,05) em relagao
ao grupo CV (286,50 + 34,97 uM/mg tecido). Por outro lado, UVB reduziu,
significativamente, a atividade GPx (77,64 £ 10,50 yM/mg tecido) em relagdo ao
Sham (127,40 = 5,15 pM/mg tecido, p< 0,01). A analise dos grupos tratados,

mostraram que os niveis de GPx permaneceram altos em ambas concentragdes de
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P1G10, tanto em 0,1% (127,70 £ 11,26 yM/mg tecido, p< 0,01), quanto 1,0%
(146,90 + 11,63 pM/mg tecido, p< 0,001) em relacdo ao grupo CV (80,40 £ 7,19
MM/mg tecido) (Figura 52C).

Além disso, verificou-se que doses repetidas da radiacdo, também, ativam a
enzima catalase, ou seja, observou-se um aumento da sua atividade (175,8% =
12,04) em relagdo ao grupo Sham (75,46 + 14,3 %, p< 0,05) (Figura 52D). O
tratamento topico com P1G10 obteve um acréscimo no aumento da atividade da
catalase nas concentragbes de 0,1% (246,80 + 21,75 %, p<0,05) e 1,0% P1G10
(265,30 £ 34,79 %, p<0,05) em relagéo ao grupo CV (163,60 + 23,22 %).
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Figura 52 - Efeito de P1G10 no sistema antioxidante em fragmentos de pele, apés
doses miultiplas de UVB e tratados com P1G10 por 10 dias consecutivos.
Camundongos Hairless foram expostos a radiagdo UVB (240 mJ/cm?) e tratados com
veiculo gel Natrosol® (CV), P1G10 (0,1 e 1,0%) por 10 dias consecutivos. Apds 24 h da
ultima exposicao e tratamento, os animais foram eutanaziados e fragmentos de pele foram
retirados para analises. A) SOD, B) GSH, C) GPx e D) Catalase. Os resultados obtidos
foram apresentados como médias + erro padrdao da média dos valores (UM/mg para GSH,
MM/mg para GPx e % para SOD e CAT ), e **p<0,01 e *p<0,05 indicam a diferenga
estatistica quando comparado com o grupo UVB e *p< 0,001, p< 0,01 e *p< 0,05
comparados com o grupo CV (ANOVA com pos teste Newman Keuls).

5.3.6 Expressao de proteinas envolvidas em diferentes vias de sinalizagao

celular

Proteinas p38 e JNK MAP quinases

Para avaliar a participagcado da via das MAP quinases nos efeitos mediados
por P1G10 foi realizada a quantificagdo da fosforilacdo de p38 e JNK MAP quinases.
A analise quantitativa da proteina fosforilada foi normalizada em relagéo a proteina

total
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Na Figura 53, é possivel verificar que a exposicdo a UVB aumentou
significativamenete, os niveis de fosforilacdo de p38 MAP quinase (4,98 + 0,80) ao
comparar com o grupo Sham (1,67 £ 0,17 p< 0,05 - ANOVA seguida de pés-teste
Student Newman Keuls). O tratamento com P1G10 reduziu a fosforilagdo de p38 e
foi estatisticamente significativa no grupo que recebeu 1,0% (1,88 + 0,09, p< 0,05)

em relagdo ao grupo CV (5,16 + 1,19).
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Figura 53 - Efeito de P1G10 sobre a fosforilagio de p38 MAPK em pele de
camundongos Hairless expostos a doses repetidas de UVB. Camundongos Hairless
foram expostos a radiagdo UVB (240 mJ/cm?) e tratados com veiculo gel Natrosol®, (CV),
P1G10 (0,1 e 1,0%) por 10 dias consecutivos. Apds 24h da ultima exposi¢ao e tratamento,
os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados para analise. (A)
Western blotting. (B) Analise densitométrica. Foram aplicados 30 pg do lisado celular em
cada canaleta e as eletroforeses e western blotting foram desenvolvidos como descrito em
SCHLICKEISER & PLEYER (2007). A analise densitométrica foi realizada pelo software
ImageQuant e os resultados obtidos foram apresentados como médias * erro padréo da
média dos valores(razédo pP38/P38), *p<0,05 indicam a diferenga estatistica quando
comparado com o grupo UVB e #p< 0,05 comparados com o grupo CV (ANOVA com pos
teste Newman Keuls)...

Além de p38, a fosforilacdo de JNK MAP quinase também foi alterada pela

exposicao repetida a radiagao UVB. Na Figura 54, verifica-se que no grupo UVB, os
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niveis de pJNK foram significativamente maiores em relagcdo ao Sham (0,87 + 0,07
vs 0,22 + 0,05, p< 0,001, respectivamente). O tratamento tépico com P1G10
diminuiu a fosforilagdo da proteina JNK tanto na concentragéao de 0,1% (0,49 £ 0,05,
p< 0,01), quanto de 1,0% P1G10 (0,46 + 0,05, p < 0,01) em relagdo ao grupo CV
(0,18 £ 0,09).
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Figura 54 - Efeito de P1G10 sobre a fosforilagao de JNKem pele de camundongos
Hairless expostos a doses repetidas de UVB. Camundongos Hairless foram expostos a
radiagdo UVB (240 mJ/cm?) e tratados com veiculo gel Natrosol®, (CV), P1G10 (0,1 e
1,0%), por 10 dias consecutivos. Apos 24 h da ultima exposicéo e tratamento, os animais
foram eutanasiados e fragmentos de pele foram retirados. (A) Western blotting. (B) Analise
densitométrica. Foram aplicados 30 pg do lisado celular em cada canaleta e as
eletroforeses e western blotting foram desenvolvidos como descrito em SCHLICKEISER &
PLEYER (2007). A analise densitométrica foi realizada pelo software ImageQuant e os
resultados obtidos foram apresentados como médias + erro padrdo da média dos valores
g%), e ***p<0,001 indicam a diferenga estatistica quando comparado com o grupo UVB e
*p< 0,01 comparados com o grupo CV (ANOVA com pds teste Newman Keuls)..
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Proteina AKT

A exposicao repetida a UVB induz a fosforilagdo de AKT na pele dos
animais (0,77 + 0,03) comparado ao grupo Sham (0,61 + 0,03, p< 0,05). Em relac&o
a CV (0,75 = 0,02) o tratamento com a fragado nas duas concentrag¢des (0,1 % - 0,58
+ 0,02, p< 0,05; 1,0% - (0,55 £ 0,03, p< 0,01) reduziu a fosforilagdo de AKT
conforme mostrado na Figura 55.
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Figura 55 - Efeito de P1G10 sobre a fosforilagio de AKTem pele de camundongos
Hairless expostos a doses repetidas de UVB. Camundongos Hairless foram expostos a
radiagdo UVB (0,41 J/cm?) e tratados com gel Natrosol® (CN), P1G10 (0,1 e 1,0%), por 10
dias consecutivos. Apds 24 h, os animais foram eutanasiados e fragmentos de pele foram
retirados. (A) Western blotting. (B) Analise densitométrica. Foram aplicados 30 pg do lisado
celular em cada canaleta e as eletroforeses e western blotting foram desenvolvidos como
descrito em SCHLICKEISER & PLEYER (2007). A analise densitométrica foi realizada pelo
software ImageQuant e os resultados obtidos foram apresentados como médias + erro
padrdo da média da razdo pAKt/Akt total. *p<0,05 indicam a diferenca estatistica quando
comparado com o grupo UVB e *p< 0,01 e *p< 0,05 comparados com o grupo CV
(ANOVA com pos teste Newman Keuls)..
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6 DISCUSSAO

A exposicao a radiagao UVB é um dos principais fatores de risco responsavel
por disturbios dermatolégicos (CHOI et al.,, 2014), que apresenta, como
consequéncia, producdo excessiva de radicais livres, deplecdo do sistema
antioxidante e inflamagéao (HUR et al., 2010; FILIP et al., 2011). O presente trabalho
mostra o efeito protetor da fragcdo proteolitica, P1G10, contra as lesdes induzidas
pela radiacédo UVB, através dos modelos padronizados de exposi¢ao aguda de uUnica
e de multiplas doses. Assim, investigamos o efeito antioxidante de P1G10 através da
prevencdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e deplegdo do
sistema antioxidante, bem como o efeito anti-inflamatorio mediante a regulacdo da

producao de citocinas inflamatdrias e componentes da inflamacgao.
6.1 Caracterizagdao do Modelo de Exposigdo Aguda a UVB — Dose Unica

Os modelos de exposicdo aguda a UVB sao, atualmente, utilizados para
identificar, avaliar e priorizar agentes quimicos e produtos naturais quanto a
capacidade de prevenir os danos causados pela UV e, consequentemente, a
carcinogénese (STEELE & LUBET, 2010). Considerando que ha na literatura
diversos protocolos experimentais com diferentes doses de UVB, propusemos
caracterizar e padronizar um modelo experimental de dose uUnica que atendesse ao
objetivo do nosso trabalho na produgcdo de uma lesdo, em camundongos Hairless,
semelhante a uma queimadura solar. Estudos conduzidos por CASAGRANDE et al
(2006) realizaram experimentos, in vivo, com diferentes doses de irradiagdo UVB
(0,61- 3,69 J/cm?) e obtiveram resultados significativos a partir da dose 1,23 J/cm?. A
dose de 2,46 Jicm? em particular, apresentou dados expressivos em diferentes
analises propostas, incluindo aumento, significativo, dos niveis de mieloperoxidase
(MPO) e deplegao glutationa reduzida (GSH), ap6és 6 h de exposi¢do. Diante do
exposto, definimos a dose de 2,4 J/lcm? como a dose que poderia ser capaz de
obter uma lesdo cutdnea macroscopica e mensuravel. Portanto, para a
caracterizagcao deste modelo animal, as alteracbes macroscopicas da pele foram
analisadas em diferentes tempos apds exposicdo, bem como os eventos
microscopicos e bioquimicos envolvidos no estresse oxidativo e processo

inflamatdrio, induzidos por UVB. Os experimentos e analises dos parametros
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bioquimicos exigiram uma quantidade amostral acima de 8 animais por grupo,
possivelmente, devido as variagdes ambientais e experimentais que parecem ter

influéncia nesse modelo.

De acordo com RHODES et al (2009) a exposi¢céo aguda a UV produz na pele
uma queimadura solar, definida como uma resposta inflamatoéria que, visualmente,
evidencia um eritema (vermelhiddo), sendo o pico maximo de vasodilatagédo
observada em 24 h, e histologicamente, ha uma infiltracao de neutrdfilos e linfocitos
entre 24 a 48 h. Observamos, macroscopicamente, a formacao do eritema na pele
dos camundongos Hairless a partir de 6 h apds a exposi¢cao unica a UVB, que se
acentuou nos tempos de 12 e 24 h (Figura 16). O eritema, induzido por UV, é
resultado da vasodilatagcdo da pele como resposta inicial ao processo inflamatorio
(revisto por CLYDESDALE et al., 2001). KIMURA & DOI (1998) relatam que o uso de
0,5 J/icm? de UVB promove uma reagdo eritematosa, em cachorros sem pélo, apos
24 h, e observaram em 48 h o seu valor maximo. Varios trabalhos demonstram que
UVB induz sensibilidade e, consequentemente, a irritacdo cutanea através de
mediadores inflamatoérios. Contudo, nesse modelo experimental, parece que a
histamina ndo possui envolvimento direto com o esse processo, e o0s autores
sugerem uma participagao importante da prostaglandina na formagao do eritema e
edema (LOGAN & WILHELM, 1966; SCHAWAR, 2002; PILAI et al., 2005; BLACK et
al., 2008).

A irritacdo cutanea € acompanhada pela formagao de um inchago (edema) a
partir de 6 h apds a exposicado, no entanto, observamos que a pele dos animais se
apresentava mais edematosa no tempo de 24 h, como mostrado na Figura 16. Essa
caracterizagao macroscopica, eritema e edema, mostra o tempo de 24 h como um
periodo importante para analise, nesse modelo. Estudos conduzidos por IVAN et al
(2014), utilizando dose de UVB 4,14 J/cm? mostraram o aumento do edema, no
tempo de 15 h, sendo essa caracterizacido realizada através de uma medida dos
pesos das peles dos animais, apds o sacrificio. Além das observacdes realizadas
sobre o eritema e edema cutdneos, outros parametros inflamatorios como, a
presenca de células inflamatérias e producao de citocinas pro-inflamatdérias, foram
adotados para caracterizar a inflamacado induzida por UVB, em nosso modelo

experimental.
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UVB induz lesbes inflamatdrias conduzidas por aumento de infiltrado de
células responsaveis em sintetizar e secretar enzimas pré-oxidantes e pré-
inflamatorias, como MPO (PAL et al., 2015). O presente trabalho mostra que UVB
promove um aumento de MPO tempo-dependente, com valores foram,
significativamente, maiores no tempo de 48 h. A atividade da enzima MPO §é,
geralmente, usada como medida do conteudo total de infiltrado de neutrofilos,
encontrados na pele inflamada, apos a irradiagdo (CAMPOS et al., 2011; IVAN et al.,
2014). Esses dados foram confirmados através das analises histopatologicas, em
fragmentos de pele, que revelaram infiltrado leucocitario a partir de 24 h que se
intensificou em 48 h apds a exposicdo. Além disso, a analise mostrou que o
aumento de leucécitos foi, predominantemente, de células neutrofilicas, compativel
com o aumento da atividade de MPO. O recrutamento de neutréfilos € mediado por
citocinas pro-inflamatérias que podem ser liberadas em resposta ao aumento de
EROs, induzidos por UVB (PUPE et al., 2003). No entanto, RHODES et al (2009)
sugerem que, durante uma queimadura solar em pele humana, os mediadores
lipidicos provenientes da hidrolise de fosfolipideos da membrana, induzida por UVB,
como eicosanoides derivados de ciclooxigenases (COXs) e lipooxigenases (LOXs)
sao compostos responsaveis pela infiltragcdo de leucdcitos e o aumento do eritema,

logo, nas primeiras horas apds a radiagao UV.

O presente trabalho mostrou que a radiacdo UVB promoveu aumento da
citocina pro-inflamatéria TNF-a, conforme mostrado na Figura 20. Essa observagéo
foi constatada ja nas primeiras horas apds a exposigdo, apresentando niveis
significativos da citocina no tempo de 12 h e retomando os seus valores basais no
tempo de 24 h. Similarmente, RAMACHANDRAN & PRASAD (2012) obtiveram um
aumento dos niveis de TNF-a, em cultura de fibroblastos humanos, apés 4 h da
exposicao a UVB. A super-regulagao dessa citocina seria uma resposta precoce dos
queratinécitos frente a UVB, uma vez que tanto TNF-a e IL1B sdo citocinas que se
encontram armazenadas na camada cornea da epiderme. Além disso, UVB induz o
aumento da expressdo génica de TNF-a tanto em queratindcitos quanto em
fibroblastos dérmicos, apds 1,5 h da radiacdo (PILAI et al., 2005; BASHIR et al.,
2009). Estudos prévios conduzidos por SCHWARZ et al (2002) relataram que TNF-a
desempenha um importante papel no efeito inflamatério induzido por UV, pois esta

envolvida na formagdo de queratinécitos apoptéticos. O aumento dos niveis de
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citocinas proé-inflamatoérias, também, podem ocorrer diretamente por aumento de
radicais livres e ativacdo de fatores de transcrigdo nuclear, como NFkB ( PUPE et
al., 2003).

Esse processo inflamatério contribui para a intensificacdo da producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénios (ERNs), como &nions
superoxidos (O27), hidroxilas (OH™), peréxido de hidrogénio (H>O;), peroxinitrito
(ONOO") e oxido nitrico (NO). Assim, o perfil oxidante do presente modelo
experimental foi determinado pela medida indireta de NO® (dosagem de nitrito) pelo
meétodo de Griess. SUR et al (2002) relatam que muitos estudos tém reportado o
papel de NO' como citotdxico e mediador inflamatdrio na pele. Estudos realizado por
FILIP et al (2013) mostraram que, em cultura de queratindcitos irradiados por UVB, a
ativacdo de enzima NO-sintase induzivel (iNOS) citosdlica acompanha o aumento
dos niveis de produgdo de NO’, apds 24 h de exposicdo. A Figura 21 mostra que
nas primeiras 12 h, apds a irradiagdo, UVB reduziu, significativamente, os niveis
basais de nitrito, no entanto, observamos um aumento, significativo, desses niveis
no tempo de 24 h apds a exposi¢ao, em relacdo ao controle. Similarmente, TERRA
et al (2012) avaliaram os niveis de NO’, em pele camundongos irradiados, através
do método de cromatografia liquida e uso de inibidores para enzima NO-sintase
constitutiva (cNOS) e iINOS. Os resultados mostraram que o aumento de NO ocorre,
somente, 24 h apds a exposi¢do e sugeriram que o NO' desempenha, nesse tempo,
um papel importante na peroxidagao lipidica induzida por UVB. O radical NO" pode
reagir com O, e formar ONOQO™, composto oxidante e muito reativo e capaz de
induzir muitos processos fisiopatoldgicos, incluindo lipoperoxidagdo da membrana
plasmatica e indugao de apoptose (GONZALES et al., 2005). Diante desses eventos
promovidos por UVB, a atuacdo do sistema de defesa antioxidante € imprescindivel
para impedir a formacéo do estresse oxidativo, no entanto, se 0 aumento de radicais
livres exceder a capacidade redoxi da ceélula, consequentemente, podera

comprometer esse mecanismo antioxidante da pele (XU & FISHER, 2005).

Com intuito de determinar o perfil do sistema de defesa antioxidante da pele,
ap6s a radiagao UVB, verificamos os niveis de SOD, GSH e CAT nos homogenatos
de pele, como mostrado na Figura 22. O presente trabalho mostrou, considerando o

aumento de SOD e CAT, que a radiacdo UVB ativa o sistema antioxidante
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enzimatico. Nossos resultados, observamos um aumento da enzima SOD, nas
primeiras horas, apds a exposi¢ao, sendo sua atividade maxima no tempo de 12 h e
reducao, significativa, no tempo de 24 h. De maneira similar, os estudos realizados
por JIN et al (2007) observaram aumento dos niveis de SOD, em cultura de
queratinécitos, apds a radiagdo de 4,5 Jicm? de UVB. O aumento da atividade de
SOD pode ser atribuido pela producdo de anions 02", apés 6 h da irradiagdo UVB.
Esse radical livre é altamente reativo, podendo reagir trés vezes mais rapido com o
radical NO', que com a SOD (LOWE, 2000). A enzima SOD neutraliza os anions
02" convertendo em H,0,, protegendo a célula do dano oxidativo pela prevengao da
formagéo de compostos muito reativos, como ONOO™ e OH™ (AFONSO et al., 2007),
representando a primeira defesa antioxidante (FERNANDO et al.,, 2016b). Em
seguida, a enzima CAT converte o H,O, em H,0 e O, (MURAMATSU et al., 2005).

Neste trabalho, ndo observamos alteragdes, significativas, da atividade de
CAT, nas primeiras horas apods a exposicao UVB, esse dado infere uma inibigao
dessa enzima apos a radiagao. De acordo com IIZAWA et al (1994), altos niveis de
anions 02" sdo capazes de inativar enzimas como a CAT e Glutationa peroxidase
(GPx). Os niveis de CAT, ao contrario de SOD, apds 24 h apresentavam trés vezes
mais altos do que o grupo sham. Por outro lado, diversos trabalhos mostram que
UVB reduz os niveis de CAT e sugerem que essa enzima pode ser, parcialmente,
responsavel por acumulo de EROs, apos a radiacdo (SONG & GAOC, 2014,
FERNANDO et al., 2016a; FERNANDO et al., 2016b). E sabido que a enzima CAT
exerce sua fungdo, cooperativamente, com o Sistema Glutationa (GSH/GPXx)
(TERRA et al., 2012). Esse sistema atua na eliminagcdo nao somente dos perdxidos
inorganicos, provenientes da SOD e outros processos, mas também na
detoxificagdo de peroxidos organicos e hidroxilas induzidos pela radiagdo UVB
(BANSAL & KAUSHAL, 2014).

O presente trabalho mostrou que UVB depleta os niveis de GSH em todos os
tempos analisados, apds a radiagdo. Similarmente, FONSECA et al (2010)
observaram esse mesmo perfil para os niveis de GSH, em camundongos Hairless,
apos a exposicao a UVB (2,46 J/cmz). A deplecédo de GSH, induzido por UVB, pode
ter contribuido para a sobrecarga da atividade de CAT, observada apds 24 h da

exposicao. Consequentemente, ocorre um acumulo de peroxido de hidrogénio
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(H202) que promove danos as células, pois esse radical é dissolvido em solugao
aquosa e penetra, facilmente, pela membrana celular para a formagao de radicais
mais reativos, como a OH", pela reagdo de Fenton (HANCOCK et al., 2001).
Estudos imunohistoquimicos conduzidos por MURAMATSU et al (2005) mostraram
uma co-localizacédo desse radical e a enzima CAT na camada granulosa da
epiderme, sugerindo que a distribuicdo desta enzima acompanha o acumulo de

H,0,, apods a radiacédo UV.

Os eventos induzidos pela radiagao UVB, estresse oxidativo e inflamacéo,
conduzem alteragdes morfoldgicas, da pele, que possibilitam a sua visualizagao por
analise microscopica (BABA et al., 1996; RYU et al., 2010). Os cortes histologicos
dos fragmentos de pele mostraram que UVB induziu danos a epiderme (Figura 17),
nas primeiras horas apds a exposi¢cao, que resultaram em células volumosas e com
microvacuolos semelhante a uma degeneracéo hidropica. Tais alteragdes celulares
decorrem do aumento de radicais livres que comprometeram a permeabilidade da

membrana plasmatica pela peroxidagao lipidica (AZULAY et al, 2013).

A radiagdo UVB induz danos diretos ao DNA (STEGE et al., 2000) que resulta
em mutagdes e ativagédo de vias de sinalizagdo de morte celular (TANG et al. 2007).
A apoptose, em células irradiadas, € um processo adicional ao fotodano, cujo
mecanismo molecular € semelhante aquele conduzido pela inflamagao, que envolve
fragmentacdo de DNA de células queimadas ou apoptoticas (ISHIDA &
SAKAGUCHI, 2007). As mudangas degenerativas da apoptose, em queratindcitos,
como condensagao do citoplasma e nucleos picnéticos (BABA et al., 1996), foram
visualizadas nas primeiras horas apos a exposi¢ao a UVB e alcangaram dano celular
maximo no tempo de 12 h (Figura 17). Além disso, acima de 95% das células da
epiderme, se apresentavam anucleadas e a lesdo completamente instalada no
tempo de 24 h. Esse dano foi comparado a uma necrose de coagulagdo. Ja que
algumas células apresentavam perda de elementos nucleares e preservagcdo do
contorno celular (AZULAY et al, 2013). Portanto, a energia empregada nesse
modelo experimental, promove uma lesdo por toda extensdo da epiderme que
compromete a estrutura e os mecanismos funcionais da pele (BENJAMIN et al.,
2008).
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Tais alteragdes estruturais também sao visualizadas na derme, caracterizadas
por degradacdo e desorganizagcdo de fibras colagenas e acumulo de elastina
(BRENNEISEN et al., 2002). A analise das laminas coradas por HE mostraram que a
radiacao UVB, também, resulta em mudancgas estruturais em toda a extensao da
derme a hipoderme, incluindo aumento discreto da espessura e espacamento das
fibras colagenas apoés 6 h da exposigdo. Tais alteragbes progridem para uma
destruicdo de fibras colagenas observada apos 12 h, além disso, a camada
apresenta reducdo de foliculos pilosos e anexos. Essas alteragdes qualitativas
sugerem uma participagdo das proteases que degradam a matriz, como as
metaloproteinases (MMPs) (BRENNEISEN et al.,, 2002). Tais enzimas estao
envolvidas em muitos eventos proteoliticos, tanto fisiolégicos quanto patologicos
incluindo a embriogénese, cicatrizagao, inflamacgéao e cancer (QUANT et al., 2009).
Ainda, observa-se aumento da espessura derme-hipoderme, vasodilatacdo e
destruicdo de membranas de células adipdcitas, inferindo um edema cutaneo.
Dentre os eventos dermais, induzidos pela radiagdo, como degeneracéo das fibras
elasticas e acumulo anormal de elastina, resulta na perda da elasticidade e
fotoenvelhecimento cutdneo que contribuem para a formagdo de rugas e
carcinogénese (YAAR & GILCHREST, 2001; BRENNEISEN et al., 2002).

Em nosso modelo experimental observamos que a dose 2,4 J/cm? de UVB
promove alteracbes dos parametros bioquimicos e histopatoldgicos, associados ao
estresse oxidativo, inflamagdo e danos ao DNA. Essas observagdes, incluindo
eritema, edema, estresse oxidativo, recrutamento de células inflamatodrias,
degradagdao e desorganizagcao de fibras colagenas, foram mais expressivas no
tempo de 24 h apds a exposicéo (Figura 52). Portanto, definiu-se esse periodo de

tempo para avaliar a eficacia de P1G10 sobre as lesdes induzidas por UVB.
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Figura 56 - llustracdao dos principais eventos que ocorrem na pele de

camundongos Hairless em resposta a exposi¢cao aguda da radiagdo UVB. A
ilustracdo mostra um aumento da resposta inflamatéria e oxidante/antioxidante em
relacdo ao tempo, apés a radiacdo UVB .

6.2 P1G10 modula o sistema antioxidante e inflamatério induzidos por

exposi¢ido aguda a UVB - Dose Unica

Uma vez caracterizado o modelo experimental e a partir dos resultados
prévios dos efeitos cicatrizante cuténeo, protetor gastrico de P1G10, obtidos pelo
nosso grupo de pesquisa, inferimos que essa fragdo poderia atuar, também, como
agente preventivo ou protetor contra lesbes induzidas por UVB. Para tanto,
avaliamos, in vitro e in vivo, o efeito da fragdo proteolitica, P1G10, sobre
biomarcadores do estresse oxidativo, como a peroxidacgao lipidica e a atividade das
enzimas antioxidantes, o perfil de parametros inflamatorios, além do efeito sobre a

matriz extracelular, frente a irradiagdo UVB em dose Unica de 2,4 J/cm?*

As proteases contidas na fracdo P1G10 s&o capazes de inibir os elementos
radicalares presentes em solucdo de DPPH. Apds a obtencéo da curva linear entre
as concentracdes usadas da fracdo e o sequestro do radical, foi possivel calcular o
ECso (0,02 mg/mL), como mostrado na Figura 38. A atividade antioxidante mostrada
pelas proteases, pode ser atribuida aos aminoacidos, como, triptofano, tirosina,
cisteina, dentre outros. CHIANG et al. (2014) sugerem em testes in vitro, que essa
atividade se da pela doagcdo de um atomo de hidrogénio desses aminoacidos para o

radical DPPH’, formando um composto mais estavel (DPPH-H). Atividade
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antioxidante, também, foi mostrada para outras cisteino-proteases, onde se
determinaram os valores de ECs5y de 1,71 mg/mL para papaina (KIM et al., 2009;
AMRI & MAMBOYA., 2012) e 684 mg/mL para bromelina (MANOSROI et al., 2014).
Comparando esses valores de ECsy, podemos inferir que P1G10 possui uma
atividade antioxidante superior a papaina e a bromelina. O uso dessas proteases em
estudos dermatologicos esta basicamente relacionado as suas atividades
proteoliticas no reparo tecidual. No entanto, a atividade antioxidante mostrada para
essas enzimas poderia ser explorada como protetora e reparadora da pele frente a
agressdo de agentes oxidantes (ELIAS et al., 2008; CALO & MARABINI, 2014;
MANOSROI et al., 2014).

A aplicagao tépica de P1G10, apoés a exposicdo de dose unica a UVB,
preservou o sistema de defesa antioxidante cutdneo e diminuiu a produgao de
EROs. As analises dos estudos, in vitro e in vivo, mostraram que P1G10 inibiu o
acumulo de EROs intracelulares, como anions 02" e peroxido de hidrogénio e/ou
peroxinitrito e/ou radical hidroxila, mensurados pelas sondas DHE e DCFH-DA,
respectivamente. Estudos conduzidos por PARK & LEE (2008) relataram a redugao
de radicais livres em células HaCat irradiadas e tratadas com resveratrol,
relacionando este efeito com o aumento da sobrevida celular, dado pela diminuicéo
do dano oxidativo dos componentes celulares (proteinas, DNA e lipidios). De fato,
EROs promovem peroxidacdo dos lipidios presentes na membrana celular e,
consequentemente, acumulo de malondialdeido (MDA) (HSEU et al.,, 2012). Em
conformidade com a redugdo de EROs, P1G10 reduziu a lipoperoxidacao indicada
pelos niveis de MDA, que se mostraram reduzidos nos fragmentos de pele (Figura
31). E importante ressaltar que essa formagdo da lipoperoxidacdo ndo depende,
apenas, da presenca de pro-oxidantes que promovem a peroxidagdo, mas, também,
da disponibilidade do substrato, assim como, dos niveis locais de enzimas
antioxidantes (TERRA et al., 2012).

Uma vez que EROs sdo responsaveis pelo dano intracelular e que o
tratamento com P1G10 reduziu a concentracdo dessas moléculas e preservou a
permeabilidade celular, decidimos averiguar o envolvimento da fragao no sistema de
defesa antioxidante. Inicialmente, avaliamos a atividade da enzima SOD e

verificamos que na pele dos animais que receberam 0,1% P1G10, incorporado ao
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veiculo gel Natrosol®, houve prevencgao da deplegao de, aproximadamente, 30% da
atividade dessa enzima apos 24 h da exposigdo a UVB, como mostrado na Figura
32. A SOD ¢é a maior defesa antioxidante contra os anions 02" (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989; HALLIWELL, 2006; FUKAI & USHIO-FUKAI, 2011). Assim, é
possivel que esse efeito de P1G10 sobre a preservagao do sistema SOD, apds a

radiacdo, seja o responsavel pela redugdo de anions O2".

Outro importante sistema antioxidante € o da Glutationa que é responsavel
pela detoxificagdo de peroxidos organicos e inorganicos (CAMPANINI et al., 2013).
Nesse sistema de defesa, a glutationa peroxidase (GPx) é considerada o mais
importante antioxidante da pele (AFAQ & MUKHTAR, 2001), pois esta envolvida na
eliminacdo do peroxido de hidrogénio, com o auxilio da proteina GSH que se
apresenta como o unico doador de hidrogénio (FILIP et al., 2011). Assim,
verificamos que o tratamento topico com P1G10, também, inibiu a deple¢cao de GPx
e GSH, mantendo seus niveis, significativamente, altos quando comparados ao
grupo irradiado que recebeu o veiculo. Esses dados corroboram os estudos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa que mostraram a restituicdo dos niveis de
GSH no grupo tratado com P1G10 em modelo de ulcera gastrica, que sugerem um
efeito protetor da fragdo neste modelo experimental (ARAUJO-SILVA et al., 2015).
Achados semelhantes foram reportados por VAYALIL et al (2003) ao aplicar 0,2% de
derivados de epicatequinas, originados do cha verde, constatando prevengao da
deplecéo dos antioxidantes enddgenos como GPx, CAT e GSH frente a exposi¢ao a
radiacao UVB. Esses autores relatam que os componentes antioxidantes atuam em
cooperagao sinérgica, afim de manter uma concentracéo fisiolégica de EROs

intracelulares.

Como previamente descrito, verificamos um aumento, significativo, dos niveis
de CAT nos animais irradiados em relagdo ao grupo sham. Ademais, observamos
que os grupos tratados com P1G10 apresentaram um acréscimo expressivo e
significativo da atividade da enzima CAT quando comparado com grupo que recebeu
o veiculo. Acreditamos que a fracdo exerca um efeito benéfico na modulacdo do
mecanismo antioxidante, ao induzir uma maior atividade de CAT em resposta aos

niveis aumentados de SOD, a fim de auxiliar o sistema de defesa glutationa (GSH e
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GPx) na remogao do excesso de peréxido formado, diminuindo os danos celulares e

progressao do processo inflamatorio.

Estudos tém demonstrado que enzimas antioxidantes, também estado
envolvidas no processo inflamatério. MATHEW et al. (2014) descreveram a
participacdo de GPx na modulacdo de vias de sinalizagcdo que conduzem a ativagao
de fatores de transcricdo, como o NF-kB e, desse modo, modulando as respostas
inflamatdrias, como a producdo citocinas pro-inflamatérias e recrutamento de

células.

Neste trabalho, observamos as manifestagdes inflamatérias agudas que
ocorrem na pele apds a exposigao de dose unica a UVB. Como mostrado na Figura
23, verificamos que o eritema e 0 edema se apresentaram reduzidos nos grupos
tratados com P1G10, apds 24 h da irradiagcdo. Essas reagbes cutdneas tém sido
diretamente associadas ao aumento da expressdo de COX2 (CHOI et al., 2014),
devido a sua presenga em grande concentracdo na epiderme, apos a irradiagao
(ANGGAKUSUMA et al., 2010). A proteina COX2 é considerada um biomarcador
inflamatorio, pois € responsavel por mediar a produgao de prostaglandinas (BLACK
et al., 2008). A Figura 34 mostra que, no nosso modelo experimental, foi constatada
a supressao da expressao de COX2 na pele dos animais tratados, topicamente, com
a fragcdo. Corroborando os resultados deste trabalho, estudos prévios do nosso
grupo, utilizando o modelo de ulcera gastrica, mostraram que os animais tratados
com P1G10 e sub-fragbes (CMS1 e CMS2) apresentaram redugdo da expresséo
génica de COX2 (ARAUJO-SILVA, 2015). Seguindo com as proteases, BHUI et al
(2009) relatam o efeito anti-inflamatdério da bromelina pela inibigdo do aumento de
expressdo de COX2 em pele de animais tratados, e sugerem essa agdo como um
efeito primario da cisteino-protease contra a resposta inflamatéria.

Apesar da resposta eritemal induzida por UVB ser similar aquela produzida
por injuria térmica, mediada por histamina, em estudos prévios utilizando anti-
histaminicos ndo se observou o bloqueio da formacao do eritema apds a irradiacao
(CLYDESDALE et al., 2001). Por outro lado, o uso de anti-inflamatérios, como o
celecoxibe (inibidor especifico de COX2) e a indometacina (inibidores nao seletivo

para COX) foi capaz de reduzir o edema e eritema em animais expostos a radiagao
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UVB, mostrando que esse efeito, provavelmente, ocorre através da inibicdo da via
da sintese de prostaglandinas (WILGUS et al., 2002; WULF et al., 2010). Diante do
exposto, sugerimos que a reducao das alteragbes macroscopicas, eritema e edema,
promovidas por P1G10, podem estar relacionadas com a inibicdo da expressao de
COX2, no entanto, é importante investigar a participagcdo da PGE, nesse efeito

farmacolégico em lesdes induzidas por UVB.

A radiacdo UVB estimula os queratindcitos a superexpressdao de COX2 via
aumento de expressao de citocinas pro-inflamatérias (TANAKA et al., 2004). De
acordo com LEE et al (2013), as citocinas TNF-a e IL1 podem sofrer ag&o direta de
UVB e desencadear a ativagdo da fosfoslipase citosdlica e, por conseguinte, as
COXs, resultando no aumento dos niveis de prostaglandinas e recrutamento de
células inflamatdrias (LEE et al., 2013). Nossos resultados mostraram que, apesar
dos niveis de TNF-a, apds a radiacédo, se apresentarem semelhantes aos basais, o
tratamento topico com 1,0% P1G10 se mostrou efetivo na redugéo desses niveis,
apo6s 24 h da exposi¢cao a UVB (Figura 29). Em um trabalho, realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, o efeito anti-inflamatério de P1G10 foi evidenciado pela
diminuicdo dos niveis de TNF-a produzidos por macréfagos peritoneais (induzidos
por tioglicolato), apos 24h de tratamento (BRAGA, 2013). Similarmente, trabalhos
publicados com outras cisteino-proteases, como a bromelina, relataram a redugao
dos niveis TNF-a em diferentes condi¢gdes inflamatérias (ONKEN et al., 2008;
HUANG et al., 2008).

Além da citocina TNF-a, a IL13 mostra ser uma proteina importante no
processo inflamatério, induzido por UVB, estudos mostram grandes quantidades
desta citocina armazenadas na camada cornea da epiderme humana (PILAI et al.,
2005). Esses dados sao corroborados por diversos trabalhos que mostram aumento
de seus niveis em diferentes doses de UV, apds 24 h da irradiagao (LEE et al., 2013;
IVAN et al 2014; PAL et al., 2015). Em conformidade, nossos resultados mostraram
quantidade, significativa, de IL138 no homogenato de pele, quando irradiada por UVB,
sugerindo uma participagdo ativa dessa citocina na progressao da inflamagéo e
dano celular. Em contrapartida, o tratamento tépico com 1,0% P1G10 inibiu o
aumento dos niveis de IL1B, mantendo seus valores semelhantes aos basais. Esses

dados sugerem uma importante agdo de P1G10 na reducdo da resposta
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inflamatdria, induzida por UVB, pois a citocina IL13 amplifica essa resposta através
da producdo de varios agentes proé-inflamatérios (revisto por CLYDESDALE et al.,
2001), como por exemplo, na indugdo do aumento de expressao de IL8 (KONDO et
al., 1993; RAINGEAUD & PIERRE, 2005). As citocinas IL-18 e IL8 desempenham
um papel central no auto-recrutamento e ativagdo de células inflamatérias (EL-
ABASERI et al., 2013). Diante disso, investigamos os niveis de IL8 apsds a exposigao
de dose unica a UVB, na auséncia e presenca de P1G10. Mostramos assim, que
UVB aumenta, significativamente, os niveis da citocina IL8 (Figura 29). Contrariando
as expectativas, a pele dos animais tratados com P1G10 nao se apresentou alterada
em relagcdo aos niveis dessa citocina pro-inflamatéria. Esses dados mostram que, na
presenca de P1G10, os niveis de IL8 ndo acompanham os de IL1[3, assim, inferimos
que o mecanismo de ativacdo de IL8, nesse modelo experimental, ndo depende
somente de IL1B e que, alternativamente, outra via de sinalizagao é ativada para sua

producao.

Estudos recentes sobre a dermatite atopica apontam a producao de IL8, em
queratinécitos, via producao de IL9 por estimulo da molécula de interacdo estromal-
1 (STIM1) e, subsequente ativagdo de quinase ativada por estimulos extracelulares
(ERK) (HONG et al., 2015). Consistente com os nossos resultados, PERNET et al
(1999) e VIEIRA et al (2014) mostraram que o0 uso da indometacina, também, nao
induziu modificagdes nos niveis de IL8, em sobrenadante de queratinécitos, apos a
radiacao com UV, porém, promoveu redug¢ao na sintese e expressado de TNF-a e IL-
1B. E sabido que essas citocinas estdo associadas com o recrutamento de células
inflamatdrias e das células de Langerhans na epiderme (DUTHIE et al., 2000), sendo

a IL8 quimiotatica para neutrdfilos no sitio da inflamagao (HENKELS et al., 2011).

Tais resultados nos incentivaram a investigar o envolvimento de P1G10 no
recrutamento de células inflamatérias, sendo assim, analises histopatolégicas foram
realizadas. A medida morfométrica da celularidade na hipoderme mostrou que
P1G10 reduziu o numero de células, significativamente, na concentragdo de 1,0%.
Na descricdo histopatoldgica revelou que a pele dos animais tratados com a fragao
conta infiltrado inflamatério reduzido, discreta hiperemia e menor destruicdo dos
adipdcitos na hipoderme. Além disso, observamos um decréscimo de 50% na

espessura derme-hipoderme (Figura 24) em todas as concentragbes de P1G10
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testadas quando comparadas ao grupo irradiado que recebeu o veiculo. Em adigéo,
o presente trabalho avaliou, indiretamente, o recrutamento de neutréfilos, pela
mensuracdo da atividade de MPO, que se apresentou reduzido nos animais que
receberam 1,0% de P1G10 (Figura 28). Estudos anteriores com a fragédo, também,
avaliaram o efeito de P1G10 no processo inflamatério e observaram uma diminuigao
do infiltrado inflamatério em lesdes de diferentes etiologias (GOMES et al., 2010,
LEMOS et al., 2011; ARAUJO-SILVA et al., 2015). Diante do exposto, verificamos
que apesar de P1G10 n&o possuir efeito sobre os niveis de IL8, promoveu redugao
dos danos da radiagdo, mediados pela atividade anti-inflamatéria, por inibir o
aumento de IL-1B8 , TNF-a, expressao de COX2 e reduzir o recrutamento inflamatério

para area da lesao, induzida por UVB.

Contudo, o mecanismo pelo qual P1G10 exerce o seu efeito anti-inflamatdrio
ainda n&o esta esclarecido. Diversos trabalhos relatam o envolvimento da via MAP
quinases, principalmente p38 MAP quinase, na ativagao da transcrigdo de citocinas
e COX2, apo6s a radiagcao por UVB (HOMMES et al., 2003; TSOYI et al., 2008;
MUTOU et al 2010). No entanto, estudos conduzidos por TANG et al (2001)
demonstraram que a inibicdo dessa via n&o anulou completamente a atividade
promotora de COX2. Esses autores mostraram que o uso do inibidor da fosforilagéo
de Akt (LY294002) promoveu supressao total da atividade de COX2 e reducéo,
parcial, dos niveis dessa proteina enddgena, sendo sugerida uma importante
participagdo da via PI3K/Akt no processo. Essa via de sinalizagdo tem sido,
fortemente, associada com a regulagdo da expressao de sintese de COX2 e PGE;
(YANG et al., 2009) através da ativacéo e translocagdo do NFkB para o nucleo, a
partir da fosforilagdo de IkB quinase (IKKa) e, consequentemente, a degradagao de
laKB (OZES et al., 1999; OECKINGHAUS & GHOSH, 2009).

A fim de verificar se a via PI3K/Akt estaria envolvida no mecanismo de acéo
molecular da fragdo P1G10, averiguamos o seu efeito na fosforilagdo de Akt (pAkt),
ou seja, no estado ativado da proteina. Nossos resultados mostraram um aumento
da fosforilagdo de Akt nos animais expostos a UVB comparados com o grupo sham,
apos 24 h da irradiacao. Interessantemente, os animais tratados topicamente com
P1G10 apresentaram reducgao da proteina fosforilada (Figura 33). BHUI et al (2009)

demonstraram que a bromelina exerce a acao anti-inflamatéria através da redugao
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da expressao de COX2 e inibicao da ativacédo de NFkB a partir da regulagao da via
Akt. Esses resultados sdo coerentes com aqueles encontrados por PAL et al (2015)
que mostraram que o efeito anti-inflamatério de fisentina (flavondide extraido de
maca e frutas vermelhas) ocorre pela modulagdo da via de sinalizagdo da

inflamacéo PI3K/Akt/NFkB em camundongos Hairless apoés a irradiagao UVB.

Dentre os processos que envolvem a participacdo da via PI3K/Akt, a
regulacdo da expressao do gene supressor de tumor, p53, € um evento importante
na promoc¢ao de danos promovidos pela radiagao UV (IBUKI et al., 2010). Alguns
achados sugerem que a inflamagdo e a apoptose s&o requeridas na tentativa de
reparar e recuperar células e tecidos danificados pela UV (BENJAMIN et al., 2008;
FILIP et al, 2010; RAMACHANDRAN & PRASAD, 2012). Estudos prévios
verificaram que a inibicdo da expressao de p53, em células epidermais, resulta na
inducdo da atividade de AP-1 e NFkB, através da ativacdo de vias de sinalizagdes,
como Akt e MAP quinases (exceto ERK1/2), apds a radiagdao UV (WANG et al.,
2005). Considerando que a expressao da proteina p53 é requerida como um ponto
de controle durante a progressdo do ciclo celular, apés a irradiagdo com UVB
(ISHIDA & SAKAGUCHI, 2007), analisamos sua expressdo. Nossos resultados
mostraram que P1G10 aumentou a expressdo de p53 nuclear, sendo, significativo,
nos animais que receberam 1,0% da fragdo, como mostrado na Figura 35. Em
conformidade, estudos conduzidos por KALRA et al (2008) mostraram que a
bromelina reduz o processo da tumorigénese por induzir o aumento de expressao de
p53 e inibicdo do fator NFkB, explicado pelo bloqueio da fosforilagdo de Akt. Com o
aumento e acumulo de p53, p21 é ativada que, por sua vez, inibe a agcdo das
quinases dependentes de ciclinas (CDKs), fazendo com que a célula pare na fase
G1, até que complete o reparo do DNA (BASU & HALDAR, 1999; FILIP et al., 2013).
Além disso, p53 pode ativar a transcrigdo de diferentes genes alvo, levando a
diferentes, possiveis resultados. Com a perda da fungao dessa proteina, no entanto,
o dano ao DNA segue o processo sem ser reparado, podendo levar ao acumulo de
mutagdes (oncogenes) e, posteriormente, a transformagado maligna (BORLON et al.,
2008). Em adigdo, o tratamento com P1G10 reduziu o numero de células
anucleadas e com nucleos picnéticos (menos de 80%) comparado com o grupo que

recebeu o veiculo (mais de 95%), constatado pela analise histopatoldgica.
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O acumulo da proteina p53 exerce varias atividades, incluindo a regulagéao de
mediadores para a apoptose, incluindo Bax, Bcl-2, CD95/Fas e DRS5/KILLER
(BENCHIMOL, 2001). Estudos mostram que, o aumento da expressdo de p53 nao
se limita apenas na indugao da apoptose, em oposig¢ao, pode ocorrer uma reducao
do limiar apoptético em resposta ao dano do DNA (GILLET et al., 2000; MRASS et
al., 2004). De acordo com SIREROL et al (2015) o aumento da expressao de p53
pode ser relacionada a manutencdo do estado redoxi celular, uma vez que a
proteina desempenha um papel na protecdo da expressdao de proteinas
antioxidantes, com objetivo de prevenir a oxidacdo do DNA durante um estresse
oxidativo. FRANCO & CIDLOWSKI (2009) relatam que as alteragbes do ambiente
redoxi intracelular regulam o progresso da apoptose e a deplecdo de GSH é
considerada como reguladora da cascata de sinalizagdo de vias extriseca e
intrinseca da apoptose. Assim, esse evento pode requerer a ativacdo do sistema
Fas/FasL (via extrinseca) ou da via mitocondrial com a liberagdo do citocromo c (via
intrinseca) (CHANDRA et al., 2000; TOR et al., 2014). Ambas as vias apoptoticas,
extrinseca e intrinseca, se unem em uma unica via, na qual a caspase 3 é
considerada a maior efetora e, portanto, biomarcadora da apoptose (ISHIDA &
SAKAGUCHI et al., 2007; FILIP et al., 2011). Nossos resultados mostraram uma
reducdo da expressio protéica de caspase 3 na pele dos animais que receberam
P1G10, em relacdo aos animais irradiados que receberam o veiculo, conforme
mostrado na Figura 36. Esses dados mostram que os niveis de apoptose foram,
parcialmente, restaurados na presenca de P1G10, sugerindo uma redugdo da
citotoxicidade induzida por EROs ou estresse oxidativo produzido por UVB. De
acordo com KIM et al (2015) a exposigdo a UV resulta em um processo apoptético
intenso, que poderia comprometer a funcao da pele como barreira natural e acelerar
o fotoenvelhecimento. Diante disso, esses autores sugerem que a inibicdo da
apoptose de queratindcitos da pele pode representar um método terapéutico para

bloqueio do fotoenvelhecimento cutaneo.

Outro evento importante induzido por UVB é a degradagdo do colageno,
fragmentacdo e desorganizagdo, além da inibicdo da biossintese de pro-colageno
resultando em perda do conteudo da matriz extracelular (MEC) (QUANT et al.,
2009). As mudangas morfolégicas induzidas por UVB foram investigadas e

observamos, em cortes corados com tricbmico de Gomori, que a pele dos animais
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irradiados apresentavam alteragdes dermais, como fibras colagenas esparsas e
desorganizadas. No entanto, ao analisarmos os cortes da pele dos animais tratados
com P1G10 (Figuras 26D e E) observamos maior organizagdo e preservagao das
fibras colagenas, semelhantes ao grupo sham. Esse efeito € compativel com
aqueles observados pelo nosso grupo quando avaliada a atividade cicatrizante da
fragdo, onde mostramos tecidos com maior deposigdo e organizagao de fibras
colagenas em lesbes de diferentes etiologias (dermoabrasdo, queimadura e
exsicional) (GOMES et al., 2010, LEMOS et al., 2011; FREITAS, 2011; ARAUJO-
SILVA et al.,, 2015). O colageno € o componente mais abundante da pele,
representando 80% do peso cutdneo e proporciona propriedades de tensdo e
resisténcia. E sabido que mudangas no metabolismo do colageno, que resultam em
degradagdo dessas fibras, estdo associadas a superexpressao das enzimas
colagenases e metaloproteinases, consideradas grandes responsaveis, também,

pelo fotoenvelhecimento cuténeo (IM et al., 2014).

Em lesbes promovidas por UVB, as metaloproteinases (MMPs) se
apresentam alteradas e o balanco entre inibidores teciduais de metaloproteases
(TIMP) e MMPs fica comprometido (ANGGAKUSUMA & HWANG, 2010). O aumento
de expressao de MMP9 cliva colageno tipo |, Il e V que depende da ativagdo dos
fatores de transcricdo, como NFkB e AP-1, que sdo regulados por vias de
sinalizagdo, como a PI3K/Akt (BRENNEISEN et al., 2002; QUANT et al., 2009;
CHENG et al., 2012). Estudos mostram que dose unica de irradiagdo, em humanos,
induz aumento da atividade de metaloproteinases (IM et al., 2015). Em
conformidade, nossos resultados mostraram, por analise de zimografia, um aumento
da atividade de MMP9 apds a exposi¢ao a uma unica dose de UVB. O tratamento
com P1G10 inibiu em 50% a atividade gelatinolitica de MMP9, confirmando as
analises histolégicas que mostraram a preservagdo da matriz extracelular nos
animais tratados. Estudos conduzidos por ARAUJO-SILVA (2015), em ulceras
gastricas que relatam um efeito cicatrizante da fragdo CMS1 de P1G10, mostram
uma alteragcdo do balango MMP2/TIMPZ2 interpretado como participante ativo no
remodelamento da MEC. Ademais, experimentos realizados em lesdes excisionais
mostram que P1G10 acelera o processo cicatricial em paralelo com a inibicdo de
MMP9 (Figura 30) , que por sua vez, estd associada a redugdo do tecido de

granulacdo e maior depdsito de colageno (dados ndo publicados). Em outro
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trabalho, realizado por IVAN et al (2014), se verificou que Pirrolidina Ditiocarbamato,
um tiol antioxidante, protegeu a pele de camundongos contra os danos promovidos

P

da ativacao de NFkB induzida apds a exposicao.

O presente trabalho mostra que P1G10, em diferentes sistemas (in vivo e in
vitro), inibe o0 estresse oxidativo pela eliminacdo de radicais livres,
consequentemente, auxilia na manutengdao do sistema de defesa antioxidante da
pele. Em adicdo, a fracdo previne o aumento do eritema, edema, mediadores
inflamatorios (MPO e COX2), nivel de citocinas proé-inflamatérias (TNF-a e IL1B),
infiltrado inflamatorio, atividade de MMP-9, deplecdo do sistema glutationa e
apoptose. P1G10 inibe a sinalizagao Akt que esta envolvida na inflamagao induzida

por UVB e aumenta a proteina p53 relacionada ao reparo do DNA (Figura 57).
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Figura 57 - Diagrama esquematico mostrando o efeito de P1G10 em alteragdes
celulares e moleculares induzidas por exposicao dose unica UVB. P1G10
previne os danos induzidos por UVB pela inibicdo de EROs, lipoperoxidagdo da
membrana, processo inflamatorio, degradagao de colageno e apoptose. Além disso,
interfere na via Akt, aumenta a expressao nuclear da proteina p53 e auxilia no sistema
de defesa antioxidante pela prevencao da deple¢ao dos componentes (em vermelho)
desse sistema.
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6.3 P1G10 modula o sistema antioxidante e inflamatério induzidos por

exposi¢cao aguda a UVB — doses multiplas

A maioria dos danos, promovidos por queimadura a UVB, sao mais visiveis na
epiderme, com moderadas alteragdes dérmicas. A exposi¢gao aguda a UVB promove
alteragdes transientes, ou seja, podem ser reparadas em até duas semanas
(LAVKER et al., 1995; CHUN et al., 2007). Apesar dos efeitos de exposi¢cdo de dose
unica a radiacdo UV, sobre o estresse oxidativo e danos ao DNA, serem uteis para
analisar respostas complexas da pele a radiagao, o modelo de multiplas exposicoes
€, provavelmente, mais fiel ao ser comparado com aquela radiacdo solar
naturalmente recebida pelos seres humanos (FILIP et al., 2011). De acordo com
OLTEANU et al (2012), o estudo com o modelo de doses de UVB repetidas por 10
dias é considerado como intermediario entre a exposi¢cdo aguda e cronica,
semelhante aquela que ocorre em uma pessoa durante as férias de verdo. Esse
modelo possibilita avaliar os efeitos dos danos persistentes da radiacdo UV sobre a

pele.

As multiplas exposigdes a UVB causam perda gradual da estrutura e fungao
da pele, pelo acumulo de DNA danificado, alteracdes do sistema imune e inflamagao
cronica, os quais favorecem o desenvolvimento do cancer de pele (MATSUMURA et
al.,, 2004). Os efeitos dessa exposicao sao de intensidade mais baixa, porém,
promovem danos persistentes. Esse fenbmeno € conhecido como foto-adaptagao ou
tolerancia, e envolve espessamento da epiderme, bronzeamento cutaneo,
vascularizacao e reparo ao DNA, no entanto, os mecanismos envolvidos, ainda, sao
pouco conhecidos (FILIP et al., 2011). Essa foto-adaptagcdo € caracterizada por
reduzir respostas celulares frente a doses repetidas e equivalentes de radiagao UV
(OH et al., 2004). Considerando o efeito protetor da fragdo P1G10 apresentado,
anteriormente, em modelo agudo de exposi¢do unica a UVB, avaliamos, nesta
etapa, as modificacbes adaptativas envolvendo o estresse oxidativo, defesa

antioxidante e a inflamacgao, induzidos por doses multiplas.

O dano oxidativo, induzido por doses multiplas de UVB, foi avaliado pela
mensuragao dos niveis de EROs e MDA produzidos pela pele irradiada (Figura 51).

Nesse modelo, o ensaio com a sonda DCFH-DA mostra que UVB promove aumento
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de 50% nos niveis de EROs, no entanto, observamos uma redugédo destes nos
grupos que receberam o tratamento topico com P1G10. Esse aumento na produgéo
de EROs, por UV, provoca injurias nas membranas plasmaticas das células pela
interacdo com esses radicais resultando em peroxidacao lipidica e aumento da
permeabilidade celular (TSOYI et al., 2008; PAAL et al.,, 2016). Com o intuito de
verificar o efeito de P1G10 na preservagao da integridade da membrana plasmatica,
mensuramos os niveis de MDA em homogenatos de pele. Apesar do tratamento
com P1G10 apresentar redugao nos niveis de EROs, a analise para MDA mostrou
que os niveis de lipoperoxidagao se apresentam semelhantes aos do grupo UVB. O
processo de formagao de hidroperoxidos lipidicos ocorre em diversas etapas com
inumeras reagdes quimicas que resultam em diferentes compostos, aléem de MDA
(AYALA et al.,, 2014). Dentre os sub-produtos dessa reagdo, os aldeidos
monofuncionais também sao reativos para o acido tiobarbiturico (TBA), em meio
acido e a temperatura elevada utilizada no teste de TBARs, formando produtos que
no teste espectrofotométrico, possuem semelhante espectro como o complexo
MDA:TBA (1:2) (532 nm) (LIMA & ABDALLA, 2001). Além disso, esses autores
relatam a possibilidade de ocorrer autoxidagdo dos lipidios e, consequentemente,
aumento dos niveis de MDA, durante a fase de aquecimento do ensaio. Portanto, a
avaliagcdo do MDA pelo teste de TBARs nao é especifico, sendo possivel, também,

ocorrer interferéncias durante o ensaio.

Na sequéncia, investigamos a participagcdo da fracdo no sistema de defesa
antioxidante, como mostrado na Figura 52. Primeiramente, verificamos o efeito de
P1G10 no sistema SOD e observamos que os niveis dessa enzima se encontravam
inalterados em todos os grupos experimentais. Segundo os achados de JAKSON
(1999), os fibroblastos da pele humana respondem a UVB por uma superregulagao
rapida, aproximadamente 30 minutos, com um aumento transiente da atividade da
enzima SOD. A auséncia de alteragdes nos niveis de SOD, no modelo utilizado,
pode ser explicada por esse aumento transiente que teria ocorrido antes das

analises ou mesmo, pela sensibilidade do método empregado.

Diferentemente do que foi observado para enzima SOD, verificamos que,
depois de repetidas doses de UVB, ha uma deplecao de, aproximadamente, 50% da

atividade de GPx em relagcdo ao sham, sendo essa reducdo também relatada por
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VAYALIL et al (2003) em pele de camundongos Hairless irradiados por multiplas
doses de UVB. Todavia, o tratamento com P1G10 manteve os niveis da atividade
dessa enzima semelhantes aos basais, possivelmente, impedindo assim, a deplegao
de GPx induzida por UVB. Ainda no sistema glutationa, observamos que UVB
estimulou o aumento dos niveis de GSH, incluindo os da pele dos animais tratados
com P1G10. E sabido que o fator nuclear eritréide (Nrf2) é ativado em resposta a
exposicao UVB. Este fator ativa a expressdo de uma bateria de enzimas de
detoxificagdo de EROs e estimula a produgdo de antioxidantes, incluindo a GSH.
(SCHAFER et al., 2010). Apesar de verificarmos a reducgéo da atividade de GPx no
grupo UVB, em acordo com o descrito por VAYALIL et al. (2003), o sistema de
defesa antioxidante atua, cooperativamente, aumentando os niveis de GSH, como
resposta ao mecanismo foto-adaptativo da pele. DIVYA et al (2015) relatam que
GSH, em células expostas a UV, possui um papel central na coordenagdo do
mecanismo antioxidante. Assim, P1G10 protegeu a deple¢cdo de GPx e manteve os
niveis altos de GSH, com intuito de otimizar o mecanismo de reducido e/ou

eliminacao de peroéxido de hidrogénio.

A epiderme possui uma atividade antioxidante extremamente eficaz
considerada superior a maioria dos tecidos (JENKINS, 2002), contudo, nesse
modelo experimental, constatamos que UVB reduz a eficiéncia desse sistema, pois
prejudicou 0 mecanismo de eliminagdo de perdxido hidrogénio através da redugao
da atividade de GPx. Ainda sobre irradiacdo UVB, o mecanismo de defesa da pele
promoveu aumento, ndo apenas dos niveis de GSH, mas também, aumentou a
atividade de CAT na tentativa de restituir, ao organismo, a homoestasia. Essas
diferencgas entre os componentes do sistema antioxidante sao previsiveis em modelo
de doses repetidas a UV, devido as distintas respostas ao estresse oxidativo,
apresentadas em queratindcitos e fibroblastos, que refletem esse mecanismo
(MARIONNET et al., 2010). Similarmente ao descrito na exposi¢ao dose unica de
UVB, o tratamento topico com P1G10, em multiplas doses, promoveu um acréscimo
nos niveis da atividade de CAT, portanto auxiliando o sistema Glutationa na
remogao do peroxido de hidrogénio e prevengcdo de outros subprodutos mais
reativos. De acordo com FILIP et al (2011), ha diversos estudos sobre os efeitos das
exposicdes repetidas a UVB e os biomarcadores de EROs, porém os resultados sao

variaveis e dificeis de serem interpretados, provavelmente, devido as modificacbes
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adaptativas que surgem na pele e a aplicagdo de diferentes parametros
experimentais. O conjunto das analises, dos parametros antioxidantes, sugere que
as exposicdes repetidas a UVB se concentram na reducdo de hidroperoxidos
organicos e inorganicos (H20;). Por outro lado, o efeito de P1G10 se interpde entre
estimulacéo e protegdo das moléculas antioxidantes nesse sistema, com objetivo de

manter a eficacia do mecanismo de defesa antioxidante da pele.

Conforme descrito por HUR et al (2010) a preservagdo do sistema
antioxidante auxilia na modulagédo de vias de sinalizac&o, reduzindo a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias, a fim de retardar o progresso da inflamagao induzida por
UVB. O presente trabalho apresentou um aumento de 40X nos niveis de IL-1B em
relacdo ao sham, este dado sugere uma participagdo importante da citocina na
inducdo do dano tecidual, apés multiplas exposicbes a UVB. De fato, estudos
apontam que IL13 é responsavel pela indu¢do da inflamagao cutédnea (KIM et al.,
2015) local e edema tecidual (FILIP et al., 2011; LEE et al.,, 2013;), aléem de
desempenhar um papel importante na carcinogénese associada a inflamagéao
(BENKO et al., 2008). Em nosso estudo, verificamos uma reducao dos niveis de IL-
1B (Figura 49) nos animais que receberam topicamente P1G10. Sabe-se que, IL-1[3
ativa NADPH-oxidase que aumenta os niveis de anions superoxidos, estes
responsaveis em ativar o fator NFkB, estimulando a producdo e liberacdo de
citocinas inflamatdrias (KIM et al., 2015). A acéo inibitéria de P1G10 sobre IL1 B
mostra um efeito adicional da fracdo, além da eliminacdo de radicais livres, a

inibicado de produgao de outras citocinas.

Seguindo a avaliagdo do efeito de P1G10 sobre os componentes que
participam da inflamacao cutanea, também, mensuramos os niveis da citocina TNF-
a. Apos exposicdes repetidas a UVB, observamos um aumento, significativo, dos
niveis dessa citocina pré-inflamatéria quando comparado ao sham. No entanto, os
animais que receberam o tratamento tépico com P1G10 apresentaram os niveis de
TNF-a reduzidos, em aproximadamente 3 vezes, conforme mostrado na Figura 49.
Esse resultado sugere uma propriedade anti-inflamatoria mostrada por P1G10, visto
que, repetidas doses de UVB, implica em um acentuado aumento do processo
inflamatério (FILIP et al., 2011). Esses dados sédo consistentes com a reducao das

alteracbes macroscopicas observadas em animais tratados com a fragdo que
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apresentaram reacgoes inflamatérias cutdneas reduzidas, como no caso da
hiperemia. Também foi observado que o tratamento reduziu a aspereza e
pigmentacdo cutanea. Esses efeitos foram compartilhados pela pentoxifilina,
inibidora farmacoldgica da produgcdo de TNF-a, que se mostrou efetiva na redugao
das alteracbes de pele que resultou, posteriormente, na diminuicdo de papilomas,

induzidos quimicamente em camundongos (ROBERTSON et al., 1996).

Além disso, a analise da resposta histopatolégica mostrou que P1G10 reduz o
infiltrado inflamatdrio, observado na hipoderme. Esses dados foram confirmados
pela analise morfométrica, que revelou redugao, significativa, da celularidade, do
tecido lesionado, em animais tratados com 1,0% de P1G10. Assim como observado
no modelo de dose unica, em doses multiplas, P1G10 apresentou efeito anti-

inflamatdrio, inferindo uma acao resolutiva da fragao apés a irradiagao UVB.

Aliada a essas alteragbes morfolégicas, observamos que a radiagéo
promoveu um aumento da espessura da derme-hipoderme, assim como, também,
da epiderme, em relacdo ao sham. Essa resposta da epiderme induzida pela
radiacdo € indicativa de um processo proliferativo celular (EL-ABASERI et al., 2006).
Tal efeito foi confirmado, em cortes histolégicos, por imunomarcagao para antigeno
nuclear de proliferagdo celular (PCNA) que foi demonstrado que exposicdo UVB
aumenta, significativamente, a expressdo dessa proteina na pele (AHMED et al.,
1999; ZHOU et al., 2011). Em conformidade, exposi¢des repetidas a UVB promoveu
aumento do numero de células imunomarcadas, inferindo uma intensa atividade da
divisao celular dos queratinécitos da epiderme (Figura 48). De acordo com DIVYA et
al (2015), o aumento da proliferacdo de células da epiderme esta associada a
inflamacé&o crénica induzida por doses multiplas de radiagdo UVB. A abundéncia de
células PCNA positivas pode indicar desordens dermatoldgicas malignas e nao-
malignas (GUILHERMO et al., 2012).

Conforme mostrado na Figura 48F, os animais tratados com P1G10
apresentaram reducgao, significativa, da imuno-reatividade para PCNA nas células da
epiderme, ademais, do identificado na analise morfométrica, em relagcdo a espessura
dessa camada cutanea. Fica, assim, evidenciada uma efetividade da fracdo na

prevencdo da hiperplasia epidérmica, que pode estar associada com os efeitos
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antioxidante e/ou anti-inflamatdério de P1G10. Resultados similares foram obtidos por
FISHER et al (1999) em ensaios com uso de anti-inflamatorios nao-esteroidais
(AINES), como celecoxibe e indometacina, que mostraram que estas drogas sao
efetivas na inibicdo da proliferacdo mediada por UVB, em camundongos Hairless.
Esses dados corroboram os obtidos em estudos sobre o envolvimento de COX2 em
condigdes hiperproliferativas, incluindo o cancer (ZHAN & ZHENG, 2007; ZHOU et
a., 2011). Em conformidade, outros estudos com AINES, como descritos por
BURNS et al (2013) mostram o efeito preventivo do tratamento tépico com
diclofenaco, em pele de camundongos Hairless, na inibicdo de COX2 e producgao de
prostaglandinas, além de diminuir tumores induzidos por repetidas doses de UVB.
Em um trabalho conduzido por DIVYA et al (2015) é relatado que o uso tépico de
extrato de amora preta inibe o dano oxidativo, inflamacao e proliferacdo, pela
modulacao da via de sinalizacdo MAP quinase e NFkB, em pele de ratos irradiados
por UVB.

UVB induz estresse que desencadeia inflamagdao na epiderme, pela
amplificagdo de vias de sinalizagdo, como MAP quinases e PI3K/Akt (DHANWADA
et al.,, 1995; SHARMA et al.,, 2007). Essas vias estdo comumente envolvidas no
processo de regulagéo de fatores de transcricdo, como NFkB e AP-1 (CHOI et al.,
2014), em respostas a varios estimulos extracelulares, como as citocinas TNF-a e
IL1 (HOMMES et al., 2003). A fim de verificar se essas vias estariam envolvidas no
mecanismo molecular de P1G10, apds exposi¢des repetidas a UVB, estudamos o
efeito da fracdo sobre os niveis de fosforilacdo de p38, JNK MAP quinase e Akt.
Como mostrado na Figura 55, P1G10, inibiu a fosforilagdo de Akt, confirmando os
resultados obtidos, anteriormente, sobre o modelo de exposigcao dose unica. Esse
efeito € compartihado com o da via MAP quinases (Figuras 53 e 54), onde
observamos que o tratamento topico reduziu, aproximadamente 50%, a fosforilagao
de p38 e JNK MAP quinases. A inibicdo dessas vias é alvo de estudo para o
desenvolvimento de drogas anti-inflamatérias potentes, como os sintéticos da
guanilhidrazonas, que atuam na supresséo da ativagdo de macréfagos e produgéo
de citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-q, IL1 e IL6, se mostrando efetivos, por
exemplo, em artrite induzida em ratos (LARSSON et al., 2005). O mecanismo anti-
inflamatério das guanilhidrazonas ocorre através de interferéncia na fosforilagao ou

ligacdo competitiva com o sitio de ligagdo ao ATP das proteinas quinases
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(HOMMES et al., 2003). Essa agao resulta na redugado da expressdo de AP-1 e,
consequentemente, na inibicdo da transcrigdo de mediadores inflamatorios (KIM et
al., 2013). Estudos conduzidos por CHOI et al (2014) mostraram a eficacia da rutina
(flavondide) na inibicao da expressao de COX2 e iNOS, induzidos por UVB, através
da inibicdo da fosforilagdo de p38 e JNK MAP quinases. Além disso, estudos tém
demonstrado o efeito anti-inflamatorio da protease, bromelina, associado a redugao
da expressdo de NFkB e atividade de COX2, também, mediado pela inibicado das
vias de sinalizacdo MAP quinases (HOU et al., 2006), além de PI3K/Akt (BHUI et al.,
2009).

A via de sinalizagdo MAP quinases tém sido um assunto de grande interesse
para elucidar os mecanismos de respostas celulares a UVB. Estudos sugerem uma
relacdo estreita entre a ativacdo de JNK e p38 quinases e a produgcdo de
metaloproteinases, como a MMP-9 (RITTIE & FISHER, 2002). De acordo com
ANGGAKUSUMA & HWANG (2010) e KIM et al (2012) relatam que a expressao de
MMP-9 esta associada a fosforilagdo de MAP quinases que induzem a fosforilacédo
da proteina c-Jun e a expressao da proteina c-Fos seguida da formacado do
complexo AP-1. Este complexo € responsavel pela regulacdo da transcricdo de
MMP-9. BRENNEISEN et al (2002) relatam um aumento significativo da atividade de
JNK, em cultivo de fibroblastos da derme humana, bem como a detec¢do da
transcricdo de c-Jun apds a irradiagdo com UVB, em baixas doses. Nossos
resultados mostraram que UVB, além de estimular a expresséao de MAP quinases,
também ativaram a atividade da forma latente e ativa de MMP-9 (Figura 50). Além
disso, observamos, em cortes histologicos, que a pele dos animais irradiados
apresentavam fibras colagenas espassas e desorganizadas. O tratamento com
P1G10 mostrou eficaz na reducdo de, aproximadamente, 50% da atividade de
MMP9 e, em cortes histologicos, observamos que a fragado protegeu as estruturas da

derme da pele dos animais, similar ao modelo experimental anterior.

Nossos resultados mostram que P1G10, em modelo de doses multiplas de
UVB, modula o sistema antioxidante, inibe a formacdo de EROs, progresso da
inflamacao e a proliferacdo. Além disso, a fracdo inibe a atividade de MMP-9 e
exerce o seu efeito protetor contra degradagcdo da MEC. Em adicédo P1G10 inibe a

sinalizacdo de JNK e p38 MAP quinases e PI3/Akt que estdo envolvidos nos
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diferentes eventos, mencionados acima (Figura 58). Esses dados sugerem um efeito

protetor de P1G10 contra os danos, suscessivos, promovidos pela radiagao.
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Figura 58 - Diagrama esquematico mostrando o efeito de P1G10 em alteragdes
celulares e moleculares induzidas por doses miiltiplas a UVB. P1G10 previne os
danos induzidos por UVB pela inibigdo de EROs, processo inflamatério, degradagéao
de colageno e proliferagdo. Além disso, interfere na via JNK/p38 MAP quinases e Akt
e, modula o sistema de defesa antioxidante. As palavras, em vermelho, indicam as
moléculas envolvidas pelo efeito de P1G10 no sistema antioxidante.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que P1G10 contribui para a eliminacéo de
radicais livres, participando de uma forma importante no sistema de defesa
antioxidante. Além disso, podemos confirmar o efeito anti-inflamatério da fragcdo que
aliado a atividade antioxidante reduzem os danos promovidos por UVB, mostrados
pela inibicdo e/ou modulagdo de proteinas regulatérias que participam desse

processo.
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ANEXO B

Obtencgao, purificagao e caracterizagao da fragao proteolitica, P1G10, do latex

de Vasconcellea cudinamarcensis.

Materais

Solugodes Utilizadas na obtencao das fragoes bioativas do latex

e Tampéo acetato de sodio 1,0 M pH 5 (solucdo estoque)

Acetato de sddio 136,08 g
Agua destilada q.s.p 1,00L

O pH foi ajustado para 5. O tampao acetato de sddio 0,1 M pH 5, foi obtido a partir da diluicdo
1:10 da solugao estoque em agua Ultrapura.

e Solucdo de EDTA 500 mM

EDTA 37,22 g
Agua destilada q.s.p 0,20 L

Solucao de cisteina 200 mM:

Cisteina 12,10 g
Agua destilada q.s.p 0,50L
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Tampio de ativacdo (Tampio acetato de sdédio 1 M, cisteina 25 mM, EDTA
10 MM e DTT 5mM:

Cisteina 200 mM 0,04 mL
EDTA 500 mM 4,00 mL
DTT 0,16 g
Tampao acetato de sédio 1 M (pH 200,00 mL
5,0)q.s.p

Solugoes Utilizadas na caracterizagao bioquimica de P1G10

e Solucao 01
NayCOs3 2,00%
NaOH 0,1 mol/L

e Solucao 02
CUSOZ.5H20 0,05%
Citrato de sodio 1,00%

e Solucdo 01 de BAPNA 100 mM:

BAPNA 0,09 g
DMSO 2,00 mL

Esta solucao foi mantida a -20°C até o momento de uso.



e Solugéo 02 de BAPNA 100 mM:

BAPNA 100mM
Tampao Fosfato 25mM
EDTA +0,5M

Cisteina 200 mM

e Tampéio de Tris-HCI, pH 6.8

EDTA

Glicose

KCI
B-mercaptoetanol
PMSF
Benzamidina
Aprotinina
Leupeptina

Agua ultrapura q.s.p

90,00 pL
30,00 mL
120,00 L
120,00 L

5,00 mM
250,00 mM
30,00 mM
2%

100,00 pg/mL
5,00 ug/mL
2,00 pg/mL
2,00 pg/mL
1,00 L

e Solugao para gel separador acido nao desnaturante 7,5% pH 4,3

Solugédo aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30%

(p/v)

Acido acético glacial P.A

Solugdo de hidroxido de potassio 1 M
Agua ultrapura

Solugéo aquosa de APS 10% (p/v)
TEMED

1,25 mL

170,00 pL
430,00 pL
3,05 mL
70,00 L
30,00 pL
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e Solugéo para o gel separador desnaturante 12% acrilamida

Solugédo aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30%

(P/V)

Tampé&o Tris-HCI 1,0 mM pH 8,8; 0,4 % SDS (p/v)

Agua ultrapura

Solugéo aquosa de APS 10% (p/v)

TEMED

Agua ultrapura q.s.p

e Solugao para o gel concentrador desnaturante 5% acrilamida

Solugcdo aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p)

30% (p/v)

Tampéo Tris-HCI 1,0 mM pH 6,8; 0,4 % SDS (p/v)

Agua ultrapura

Solugéo aquosa de APS 10% (p/v)

TEMED

Agua ultrapura q.s.p

e Solugao fixadora para géis

Metanol P.A
Acido acético glacial P.A

Agua destilada q.s.p

e Solugao fixadora para géis

Metanol P.A
Acido acético glacial P.A

Agua destilada q.s.p

1,20 mL

750,00 pL
1,02 mL
25,00 pL
5,00 yL

166,80 L

250,00 pL
571,20 uL
10,00 pL
2,00 pL
1000,00pL

50,00 mL
10,00 mL
100,00 mL

50,00 mL
10,00 mL
100,00 mL
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e Solugao de azul-brilhante de coomassie para coloragao de géis

Corante azul-brilhante de Coomassie G-250
Acido acético glacial P.A

Agua destilada q.s.p

e Solucao descorante de géis

Metanol P.A
Acido acético glacial P.A

Agua destilada q.s.p

e Solugcao tampao de amostra eletroforese desnaturante

Tampao Tris-HCI 1,0 mM pH 6,8; 0,4 % SDS (p/v)
Glicerol
SDS

Azul de bromofenol

e Tampéio de corrida eletroforese desnaturante

Tris base

Glicina

SDS

Agua destilada q.s.p

125,00 mg
10,00 mL
100,00 mL

5,00 mL
7,00 mL
100,00 mL

700,00 uL
300,00 pL
100,00 mg

0,12 mg

755,00 mg
3,60 g

250,00 mg
250,00 mL
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e Solucao salina 0,9%

NaCl 9,00 g
Agua destilada q.s.p 1,00 L
e PBSpH72-74:

NaCl 8,00 g
KCl 0,20 g
Na;HPO, 1,15 g
KH2PO, 0,21g
Agua ultrapura q.s.p 1,00L

e Reagente diluente (utilizado nos ensaios imunoenzimaticos) :

BSA 0,1% 0,04 g
PBS estéril 0,04 L

e Solucdo de acido citricoa 0,1 M :

Acido citrico monohidratado 10,51 g
Agua destilada q.s.p 0,50 L

e Solucdo de acido sulfurico a 4M :

H,SO4 (18M) 0,12L
Agua destilada q.s.p 0,50 L
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Métodos

Obtencgao e caracterizagao bioquimica da fragao P1G10

A obtencéao e purificagdo da fracao foi realizada conforme descrito por SILVA et al.
(2003). A partir de incisbes no epicarpo de frutos imaturos, o latex foi coletado e
armazenado a 4°C. Posteriormente, o mesmo foi liofilizado e armazenado, em freezer, a -
20°C. Para a separacao cromatografica, foram dissolvidos 15,0 g do latex liofilizado em 75,0
mL de solugcdo tampao de ativacdo. A mistura foi, entdo, agitada durante 30 min e
centrifugada (9.000 x g) durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi filtrado, sendo repetido o
procedimento descrito acima com o residuo, utilizando-se 25,0 mL do tampao de ativagéo. O
filtrado foi aplicado em uma coluna contendo resina Sephadex G-10, apds esta ter sido
equilibrada com tampao acetato de sodio 1,0 M pH 5,0. As fragcbes coletadas foram triadas
mediante a determinagao da absorbéancia a 280 nm. De acordo com o perfil cromatografico
proteico obtido, as fragdes que compunham o primeiro pico foram reunidas originando a
amostra P1G10.

Em um sistema de ultrafiltracdo (Amicon), as amostras de P1G10 foram filtradas,
lavadas trés vezes com agua deionizada e recolhida a solugao residual que, posteriormente,
foi liofilizada. As determinagdes da concentragdo proteica total e da atividade proteolitica

especifica do liofilizado foram realizadas como parametros para a caracterizacio da fracao.

Determinacéo da atividade amidasica

A atividade proteolitica especifica da amostra de P1G10 foi determinada através da
medida da atividade amidasica em substrato BAPNA. Para isso, utilizou-se a Solugao 02 de
BAPNA. Em ftriplicata, a amostra de P1G10 foi aliquotada, para obtencdo de uma mistura na
concentracao de 10 pg/mL da Solucdo 02 de BAPNA. A mistura foi incubada em banho-
maria a 370C por um periodo variavel de 1min a 12h até obtencido de uma coloragao
amarelo-clara. A reacgéao foi interrompida com a adicdo de 60uL de solugdo de acido acético
60% (v/v). A leitura foi feita em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 405 nm com
o aparelho zerado com 1mL da solugdo acima descrita na auséncia de amostra (SILVA et
al., 2003).
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A atividade especifica das amostras, quantificada em nM/min/ug, foi determinada de acordo

com a seguinte equagao.
A=axbxc (equacao 01)

Onde A equivale a absorbancia, a € o coeficiente de absortividade molar, b é o passo 6ptico

e ¢ equivale a concentragdo molar do complexo formado.
Estimativa da concentracao de proteina

A concentracido proteica foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). Nesse caso, foram incubadas quantidades entre 1,0 e 10,0 pL das amostras
completando o volume destas para 100,0 yL com cloreto de sédio 100 mM. Foi adicionado
em seguida 1,0 mL da solugado de Bradford (Sigma®), permanecendo incubada por 15 min
até a leitura da densidade 6tica em 595 nm. Para calculo das concentragdes de proteina, foi

estimada uma curva padrao utilizando BSA.

Resultados
Obtencao e caracterizagao da fragao P1G10

O latex liofilizado foi dissolvido em tampdo de ativagdo e aplicado a uma coluna
Sephadex G-10 para separagao cromatografica. A separagédo em dois picos bem definidos,

P1G10 e P2G10 se fez a partir do perfil protéico (absorbancia 280 nm).

P1G10 corresponde ao primeiro pico do grafico (Figura 01) referente as fragbes
numeradas de 25 a 42, enquanto que o segundo pico foi chamado de P2G10 referente as
fragcbes numeradas de 48 a 66. As fragdes que compdem o pico P1G10 foram reunidas e
submetidas a concentragcédo e liofilizacdo. De 15 g de latex aplicados na coluna, foram
obtidos 4,23 g de P1G10, representando um rendimento de 28%. A atividade amidasica

especifica foi de 29,09 nM.min".mg™ e a quantidade de proteina total de 84,6 + 1,60 %.
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Figura 01 - Perfil cromatografico da solugao de latex apos filtragao em coluna
“Sephadex G-10”. A solugdo do latex foi aplicada sobre a coluna Sephadex G10,
sendo o perfil protéico e atividade amidasica determinados conforme descrito na

metodologia (item 2.1).
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Posteriormente, no intuito de caracterizar a composicdo protéica da amostra, foi

realizada uma eletroforese em condigdes desnaturantes. A analise do gel (Figura 02)

mostrou a presenca de um perfil protéico reproduzivel a partir das preparagdes testadas. A

analise densitométrica do gel, usando o software Kodak versao 1D35, mostrou que o grupo

mais abundante de proteinas continham massa relativa ao redor de 23 kDa, concordando

com resultados prévios do nosso grupo. Em todos os experimentos realizados neste

trabalho foi utilizado o estoque de P1G10, cujo perfil € mostrado na canaleta 4 da Figura 2.
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Figura 02 - Perfil eletroforético de diferentes amostras de latex de V.
candamarcensis e fracido P1G10 em gel SDS/PAGE 12% em condigoes
desnaturantes. Canaletas 1 a 5, amostras de diferentes lotes de P1G10; canaletas 6
a 8, amostras de diferentes lotes de latex de V. candamarcensis; canaleta 9, padrao
de peso molecular (ostra de P2G10. 10 ug de ovalbumina, 45 kDa; 10 ug de
quimiotripsinogénio, 25 kDa e 10 uyg de lisozima, 14,3 kDa) e canaleta 10, amostra
P2G10.
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ANEXO C
AFERIGAO DA LAMPADA 15W - COLER PARMER® 312 nm

A aferigao foi realizada utilizando a lampada Cole Parmer® (312nm - lampada
15W), emissora de radiagdo, montada sobre suporte a 130mm acima do sensor,
radibmetro Kip&Zonnen®, modelo CMP22. Os testes foram realizados a noite, em
camara escura, com objetivo medir a radiagdo liquida emitida pela lampada em

relagao a radiagao ambiente.

Especificagdes do fabricante

Tipo produto Lampada ultra-violeta padrao
Potencia lampada 15W
Comprimento de onda 312 nm
Intensidade 10 W/m?
Dimensdes 50x13x10cm.

Metodologia — O radibmetro conectado ao multiplexador, Agilent® - modelo
34980A, este com auxilio do software “Bench Link Data Logger” foi utilizado como
sistema de aquisicdo de dados. O sistema iniciou tal aquisicdo com a lampada
desligada e centralizada em relagcdo ao radidmetro. Apds efetuada a leitura de 10
medi¢des da radiagédo de fundo a lampada foi ligada. O sistema de aquisigéo efetuou
medidas da radiagao emitida pela lampada, no minimo, 20 pontos em intervalos de 5
segundos. Novamente, a lampada foi desligada para uma nova medi¢ao da radiagéao
de fundo. Assim, trés séries de medicdo foram efetuadas, e foi calculada a média
das diferencas entre os picos de poténcia aferidos a 130mm do radidbmetro, ver
Figura 01.

A poténcia foi estimada pela média das diferengas da pico medidos mais dois

desvios padrao da média.
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Tabela 01 - Potencia lida pelo radiometro com a lampada desligada e com a lampada ligada.

Medigdo |Pico sup.Wim? |Inferior (W/m?) | A Potencia(W/m?)

1 7,986 -0,0809 8,067
2 8,160 0,0436 8,116
3 8,239 0,2369 8,002

- - - Pot.(lampada) = 8,067+0,079

et
(-

N

-

103
120
137
154
171
188

Poténcia {W/m?)

-5

Figura 01 - Dados obtidos pelo radiometro CMP22 e tratados em planilha Excel.

Figura 02. Fotos - A) Multiplexador e grafico obtido pelo software. B) Radiémetro na
camara escura.
Imagens do laboratério do CEFET-MG - Fonte: CEFET-MG



