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RESUMO

EFEITO MODULATORIO DO BARBATIMAO (Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville) EM MARCADORES CITOFUNCIONAIS DE FIBROBLASTOS HUMANOS
SENESCENTES: ESTUDO IN VITRO

AUTOR: Moisés Henrique Mastella
ORIENTADORA: Profé Dr? Fernanda Barbisan
COORIENTADORA: Prof? Dr? Ivana Beatrice Manica da Cruz

Introducéo: A pele, com o envelhecimento, sofre decréscimo de fungdes respondendo de forma mais lenta e
parcial a processos de manutengdo e regeneracdo. Por ser um fendmeno complexo, muitos quesitos estdo
envolvidos no desencadeamento e progressdao do envelhecimento, no qual se destacam o encurtamento dos
telémeros, diminuicdo na sintese de sirtuinas, niveis ndo controlados de espécies reativas de oxigénio (EROs)
gue podem levar ao estresse oxidativo, aumento das taxas de apoptose via super regulacdo da proteina p53 e
também a estados inflamatdrios crénicos. Uma vez que as populagdes humanas estdo aumentando bem como sua
expectativa de vida, identificar potenciais fatores que desacelerem o envelhecimento da pele pode ser
considerado um aspecto de grande relevancia. No Brasil existem muitas plantas que possuem acao cicatrizante e
gue também poderiam ter potencial acdo na modulacao de fatores associados ao envelhecimento da pele. Este € o
caso do barbatimdo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), uma planta nativa dos Biomas Cerrado e
Amazdnia que possui sua matriz quimica rica em biomoléculas, como os taninos. Objetivos: avaliar in vitro o
efeito modulatorio do extrato aquoso de barbatimdo em marcadores citofuncionais de uma linhagem comercial
de fibroblastos humanos senescentes. Metodologia: a linhagem fibroblastos humanos (HFF-1), foi adquirida da
ATCC-EUA via Banco de Células do Rio de Janeiro. No Laboratério de Biogendmica (UFSM), para se obter um
fendtipo senescente, a linhagem foi cultivada em condicfes controladas (37°C e saturacdo de 5% de CO,)
durante diversas passagens até apresentar diminuicdo na taxa de proliferagdo em culturas de 72h e modificagfes
citomorfolégicas da monocamada celular. Nos fibroblastos-senescentes inicialmente foi realizada uma curva
concentragdo resposta do extrato de barbatimdo (0.49, 0.99, 1.99, 3.92 mg/mL) onde foi averiguado potencial
efeito na viabilidade. A partir desta curva foram entdo escolhidas as concentragdes com potencial eficécia e
seguranga para 0 prosseguimento das andlises. As células novamente cultivadas foram expostas a estas
concentragdes e apos 24 e 72 horas e através de ensaios espectrofotométricos, fluorimétricos, e de modulagéo de
genes por técnica de gRT-PCR, foram conduzidas analises complementares em relagdo a pardmetros
relacionados a viabilidade e proliferacdo celular, incluindo o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e
queratinocitos (KGF), morfologia, marcadores inflamatdrios, como interleucinas (IL-1p, IL-6, IL-10), fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interferon gama (INF-y), de apoptose celular, como as caspases (Casp 3 e 8) e a 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG). A expressdo dos genes da telomerase, sirtuina e p53 foi usada como
marcador de senescéncia. Resultados: a partir da curva inicial foram escolhidas as concentragdes de 0,49
mg/mL e 0,99 mg/mL para avaliar o efeito do barbatimdo na modulacdo da senescéncia dos fibroblastos. A
proliferacdo celular foi aumentada apenas na concentracdo de 0,99 mg/mL. Entretanto, o aumento significativo
nos niveis de FGF e KGF, a redugdo de citocinas inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a, INF-y), aumento da anti-
inflamatoria (IL-10) e decréscimo das Casp 3 e 8 e 8-OHdG foram dose-dependentes do extrato de barbatim&o.
Na expressdo génica os genes da telomerase e sirtuina apresentaram super expressdo também de modo dose-
dependente, enquanto para a p53 se observou downregulation. Apesar das limitacfes metodoldgicas associadas a
protocolos in vitro, os resultados observados apontam para a capacidade modulatéria do barbatimdo quanto a
senescéncia de fibroblastos dérmicos humanos senescentes (HFF1-old). Estes resultados sugerem que o
barbatimdo poderia ser utilizado em preparagdes cosméticas e ou dermatoldgicas que visem desacelerar o
processo de envelhecimento da pele.

Palavras-chave: Envelhecimento. Senescéncia. Pele. Estresse Oxidativo. EROs. Telomerase. Sirtuina. P53.
Fatores de Crescimento.



ABSTRACT

MODULATORY EFFECT OF BARBATIMAO (Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville) IN CYTOFUNCTIONAL MARKERS OF SENESCENT HUMAN
FIBROBLASTS: IN VITRO STUDY

AUTHOR: Moisés Henrigue Mastella
ADVISOR: Prof® Dr? Fernanda Barbisan
CO-ADVISOR: Prof* Dr? Ivana Beatrice Manica da Cruz

Introduction: the skin, with aging, undergoes a decrease in functions responding more slowly and partially to
maintenance and regeneration processes. Because it is a complex phenomenon, many issues are involved in the
onset and progression of aging, in which the shortening of telomeres, decrease in the synthesis of sirtuins,
uncontrolled levels of reactive oxygen species (ROS) that may lead to oxidative stress, increased apoptosis rates
via super regulation of the p53 protein and also to chronic inflammatory conditions. Since human populations are
increasing their life expectancy, identifying potential factors that slow down the aging of the skin can be
considered a highly relevant aspect. In Brazil there are many plants that have cicatrizant action and that could
also have potential action in the modulation of factors associated with aging of the skin. This is the case of
barbatiméo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), a plant native to the Cerrado and Amazonian Biomes
that has its chemical matrix rich in biomolecules, such as tannins. Objectives: To evaluate in vitro the
modulatory effect of the aqueous extract of barbatimdo on cytofunctional markers of a commercial line of
senescent human fibroblasts. Methodology: the human fibroblast lineage (HFF-1) was purchased from the
ATCC-EUA via Cell Bank of Rio de Janeiro. In the Laboratory of Biogenomics (UFSM), to obtain a senescent
phenotype, the lineage was cultured under controlled conditions (37°C and 5% CO, saturation) during several
passages until it showed a decrease in the proliferation rate in 72h cultures and cyto-morphological modifications
of the cell monolayer. A concentration response curve of barbatimao extract (0.49, 0.99, 1.99, 3.92 mg/mL) was
initially performed in the senescents fibroblasts, where a potential effect on viability was investigated. From this
curve, the concentrations with potential efficacy and safety were chosen for the continuation of the analyzes. The
cells cultured again were exposed to these concentrations and after 24 and 72 hours and through
spectrophotometric, fluorimetric, and gene modulation tests by qRT-PCR technique, complementary analyzes
were conducted in relation to parameters related to cell viability and proliferation, including fibroblast growth
factor (FGF) and keratinocytes (KGF), morphology, inflammatory markers such as interleukins (IL-1p, IL-6, IL-
10), tumor necrosis factor (TNF-a) and interferon gamma (INF-y), cell apoptosis, such as caspases (Casp 3 and
8) and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG). Expression of the telomerase, sirtuin and p53 genes was used as
a marker of senescence. Results: from the initial curve, concentrations of 0.49 mg/mL and 0.99 mg/mL were
chosen to evaluate the effect of barbatimdo on the modulation of senescents fibroblasts. Cell proliferation was
increased only at the concentration of 0.99 mg/mL. However, the increase in FGF and KGF levels, the reduction
of inflammatory cytokines (IL-1pB, IL-6, TNF-a, INF-y), an increase in anti-inflammatory activity (IL-10) and a
decrease in Casp 3 and 8 and 8-OHAG were dose-dependent of barbatimdo extract. In gene expression,
telomerase and sirtuin genes were also super-expressed in a dose-dependent way, whereas p53 was down
regulated. Despite the methodological limitations associated with in vitro protocols, the observed results point to
the modulatory capacity of barbatimdo for the senescence of senescent human dermal fibroblasts (HFF1-old).
These results suggest that barbatimdo could be used in cosmetic and/or dermatological preparations aimed at
slowing down the aging process of the skin.

Keywords: Aging. Senescence. Skin. Oxidative stress. EROs. Telomerase. Sirtuin. p53. Growth Factors.
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1 INTRODUCAO

1.1 DETERMINANTES DEMOGRAFICOS DO ENVELHECIMENTO POPULACIONAL
E SEU IMPACTO SOCIAL

O desenvolvimento social e tecnologico de um pais é um dos fatores condicionantes
para a transicdo demogréafica da populacdo. Através do avango dessas questbes aliadas, por
vezes, a quesitos culturais, observa-se uma queda nas taxas de fecundidade ao mesmo tempo
em que se tem reducdo nas taxas de mortalidade infantil. Como consequéncia dessas
varidveis, a proporcdo de individuos jovens em relacdo ao de idosos sofre decréscimo,
levando a um fenbmeno demografico conhecido como envelhecimento populacional
(SCHNEIDER e IRIGARAY, 2008; VANZELLA, 2018).

Segundo Bengston (2003) a reducdo nas taxas de mortalidade foi experimentada,
primeiramente, por paises desenvolvidos, enquanto em paises em desenvolvimento, como 0s
da América Latina, esse fenbmeno sé comegou a ser observado em meados do século XX.
Comprovadamente, agGes de cunho béasico, como 0 acesso a vacinas (especialmente a
antivariolica), saneamento basico, habitacdo e energia elétrica impactaram a longevidade
populacional, no entanto a caracteristica mais marcante para o inicio dessa transicdo
demogréfica veio na reducdo do numero médio de filhos por mulher, ou seja, na fecundidade
populacional (BENGTSON et al., 2003; NASRI, 2008).

A expectativa de vida ao nascer € mais um dos fatores que implicam na alteracdo no
perfil demografico de uma populacdo. Muitos paises em desenvolvimento experimentam,
agora, 0 que paises industrializados ja comegaram a vivenciar muito antes: taxas de aumento
natural de populagdo decorrente da simples equacdo de nascimentos menos 0 nimero de
mortes. Esse fator explicaria porque, atualmente, paises desenvolvidos possuem as maiores
porcentagens de pessoas idosas na populacdo, e o fato de projecGes indicarem elevadas taxas
de grupos idosos em nagdes ainda em crescimento (LIMA-COSTA, 2006).

Uma vez associada a fertilidade, a longevidade ¢ um dos fatores responsaveis por
alterar a piramide etaria ao redor do globo, assumindo, posteriormente, um papel de forca
talvez mais impactante do que representou a fertilidade na dindmica de populag¢fes ao longo
do tempo (Figura 1) (BEARD, 2016).
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Figura 1: Envelhecimento da popula¢do mundial e projecdes por faixa etaria no periodo de 1950 a 2150.
Fonte: adaptada de MIRKIN e WEINBERGER, 2001.

Um dos pilares da sociedade, a educacdo, também é um fator crucial na longevidade.
Alguns estudos, como o realizado por Abreu et al., (2016), sugerem uma interacdo entre
baixos niveis de escolaridade e risco de acidentes, dbitos e desenvolvimento de doencas
crbnicas. Aqui é preciso destacar mudancas ndo apenas nos dados que relacionam analfabetos
e alfabetizados ao longo da linha do tempo, mas principalmente a continuidade do estudo, ou
seja, 0s anos estudados por pessoa, bem como o sexo (MACIEL e GUERRA, 2005).

Abordar questBes de género é preciso, uma vez que a maior parcela do contingente
idoso é representada por mulheres, no entanto, esses dados estdo associados a fatores mais
complexos do que apenas o maior nimero do sexo feminino na populacdo geral, fenbmeno
observado em varios paises (Figura 2) (FEIO e OLIVEIRA, 2015). Ao pesar velhice e género
nota-se que os Vvalores, muitas vezes determinantes dos padrfes socioculturais no
comportamento humano, revelam-se no cotidiano de homens e mulheres que envelhecem, e
atuam, influenciando de forma ativa, em eventos e atitudes limitadores ou precursores da
conquista do envelhecimento saudavel (VARGAS e PORTELLA, 2013).
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Figura 2: Estimativa da populagdo mundial (em milhdes — eixo vertical) por sexo e acima de 60 anos (eixo
horizontal) no ano de 2020. Embora os idosos mais velhos sejam um grupo em ascensdo, ainda nao se equiparam
ao contingente mais jovem. A populagdo feminina (linha vermelha) ultrapassa a masculina (linha verde) em
todos os pontos de idade.

Fonte: Organizacéo das Nagdes Unidas — ONU (2018), grafico organizado pelo autor.

O género e a velhice também estdo associados a evolugcdo médico-hospitalar ao longo
dos anos. No final do século XX, por exemplo, 0 nimero de leitos disponivel para internacédo
era bem menos significativo do que se apresenta hoje, mesmo com a discrepancia entre paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (NASCIMENTO, 2001; FEIO e OLIVEIRA, 2015).
Com a realidade do envelhecimento populacional é imprescindivel, ndo apenas a melhora no
sistema e qualidade do atendimento, mas na disponibilidade de recursos, como leitos
hospitalares, uma vez que o tempo médio das internacbes na populacdo idosa tende a
aumentar, como mostrado Praia et al., (2018). Este estudo realizado a partir de dados
disponiveis no sistema DATASUS Brasil, relatou-se a tendéncia da populacdo idosa
masculina em reduzir o nimero médio de dias sob cuidado hospitalar, enquanto a feminina
mantém certa estabilidade, exceto nas populagdes mais idosas (acima de 80 anos), quando, a
partir de 2013, vieram a permanecer mais tempo internadas (PRAIA et al., 2018).

No Brasil, a longevidade na década de 50, quando a populagéo idosa era cerca de 4%,
estava proxima de 50 anos, saltando para cerca de 66 anos quando esse percentual duplicou
40 anos depois (Figura 3) (CAMARANO e PASINATO, 2007; IBGE, 2017).
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Figura 3: Fecundidade e esperanca de vida no Brasil a partir de 1950, com proje¢éo até o ano de 2050.
Fonte adaptada de: (SAAD, 2016).

J& adentrando os anos 2000, foi possivel observar e projetar a continuidade do
processo de envelhecimento populacional brasileiro, como mostra a Figura 4. Nesse periodo
0s nascimentos (sem distin¢do de sexo) estavam proximos a media de 5%. Em contrapartida a
populacdo idosa, considerada segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Politica
Nacional do Idoso (Lei n° 8.842/1994)e do préprio Estatuto do Idoso (Lei n°
10.741/2003), em paises em desenvolvimento como sendo de 60 anos ou mais, representava
cerca de 0,7% da populacdo (OMS, 2012; IBGE, 2017).

Ainda na figura 4 é possivel observar que, para o ano de 2030, a proporcdo da taxa de
natalidade (0-4 anos), bem como a populacdo jovem/adulta versus a parcela populacional
acima de 60 anos, onde a primeira abrangera aproximadamente 2,8% e 0 montante idoso (<
60 anos) cerca de 1,5%, uma reducdo e aumento de quase 50% quando comparados 0S

mesmos dados ao ano de 2000, respectivamente (IBGE, 2017).
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Figura 4: Pirdmide etaria brasileira referente ao ano de 2000 & esquerda versus proje¢des para o ano de 2030 a
direita. A coluna central das piramides representa o intervalo de idades, sendo a base utilizada para apresentar 0s
dados sobre fecundidade e o topo, a partir dos 60 anos de idade, para as projecdes da populagdo idosa.

Fonte: IBGE, 2017. Figura organizada pelo autor.

No entanto, o fato de as pessoas estarem vivendo mais tempo, nao significa
necessariamente que elas estejam vivendo de forma mais saudavel e com maior qualidade de
vida (ONU, 2015). Uma vez que existe um numero consideravel modificagdes, disfungdes e
doencas cronicas ndo transmissiveis que acometem os idosos. Esta condi¢do esta diretamente
associada ao envelhecimento bioldgico que representa a ultima etapa do desenvolvimento que
antecede a morte. As disfungdes e modificacBes na pele, com certeza sao as mais marcantes
ao longo do envelhecimento humano, uma vez que sao bastante visiveis.

Mesmo que as modificacdes da pele associadas ao envelhecimento, néo
necessariamente representem condicdes letais, estas podem comprometer a qualidade de vida
dos individuos, por diminuir a autoestima, muitas vezes expor o idoso a situacOes
constrangedoras, interferindo na qualidade do sono, aumentando o risco de depressdo, e
isolamento social (BARROS, 2014; SANTOS, M., 2017). Deste modo, estudos voltados a
compreensdo e ao manejo do envelhecimento da pele sdo de grande relevancia clinica e

social.

1.2 A PELE E SEU ENVELHECIMENTO

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo desempenhando fungdes de vital

importancia para a sobrevivéncia ja que protegem 0 organismo contra agentes externos
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patogénicos e ndo-patogénicos, ajuda a controlar a homeostasia corporal, em especial
temperatura e umidade e apresenta também uma rede de receptores sensoriais que auxiliam o
organismo a perceber pressdo, frio, calor, dor e outras sensacdes relevantes (DOUGLAS,
2006; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013; SANTOS, 2014). Em termos estruturais a pele é
formada pela epiderme e a derme (Tabela 1).

O tecido epitelial, na pele, é dotado de variedade funcional sendo constituido por
diferentes tipos de células e por uma matriz extracelular (MEC) escassa, ainda que composta
por diversos tipos de moléculas, algumas das quais sdo altamente organizadas, formando
estruturas complexas como as fibrilas de colageno e as moléculas que compde a membrana
basal (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Tabela 1: Estruturacéo das camadas da pele.

Camada Posicionamento Constituigéo Principais fungdes
Epiderme Superficial Tecido epitelial Revestimento
corporal
Derme Abaixo da Tecido conjuntivo Nutri¢do tecidual
epiderme
Hipoderme Basal Tecido conjuntivo e Regulacgéo da
) temperatura
Adiposo

Tabela 1: As trés camadas constituintes do Tecido Epitelial brevemente caracterizadas quanto a sua posi¢do no
tecido, composicéo celular e desempenho de fungdes.
Fonte adaptada de: SANTOS, 2014.

1.2.1 Camadas da Pele

Os tecidos corporais formam arranjos de acordo com o tipo de célula e a quantidade de
matriz extracelular por elas préprias produzidas. Considerando os epitélios, tem-se a presenca
de células poliédricas justapostas firmemente aderidas as células vizinhas, o que gera uma
quantidade baixa de MEC e permite que as mesmas se organizem em folhetos. A epiderme,
por ndo dispor de vascularizacao, recebe aporte nutricional da camada mais interna a qual esta
ancorada: a derme. Localizada entre as superficies da derme e epiderme, a juncdo dermo-
epidérmica — sintetizada por queratindcitos e fibroblastos dérmicos — atua como mecanismo
de adesdo entre essas camadas, age como passagem para substancias e células (durante

processos inflamatdrios e imunoldgicos), além de organizar o crescimento e desenvolvimento
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da epiderme (Figura 5) (KHAVKIN e ELLIS 2011; DEBEER et al., 2013; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013).

Glandula Sebacea - Glandula de Suor

- Melanina

Epiderme
~ Vasos
Demme Sanguineos
Nervo
Gordura
Subcutanea

Figura 5: Representacdo ilustrada da pele abordando suas trés camadas, bem como importantes estruturas
localizadas neste tecido.

Fonte adaptada de: Dreamstime, 2018. Disponivel em:<www.dreamstime.com/stock-illustration-human-skin-
structure-hair-cross-section-anatomy-diagram-image83813234>

Epiderme: O tecido epitelial, por ser constituido de camadas com diferentes origens,
apresenta variados tipos celulares localizados e responsaveis por funcdes especificas.
Superficialmente, o epitélio € formado principalmente por queratindcitos (originados da
divisdo de células basais) que se diferenciam progressivamente enquanto se movem,
formando camadas (estratificacdo) (MCGRATH et al., 2008).

Derme: Dividida em duas regides — a derme papilar, em contato com a juncao dermo-
epidérmica, e a derme reticular, em contato com a hipoderme — tem como principal célula o
fibroblasto, responsavel por secretar proteinas dérmicas extracelulares como a elastina e o
colageno, sendo este Ultimo o mais presente conferindo assim maior resisténcia. Os vasos
linfaticos sdo tdo importantes quanto os vascularizados (responsaveis pela irrigacdo
sanguinea), pois é através deles que ocorre a regulacédo de fluidos que interferem na presséo e
reagcOes imunes. Com o envelhecimento celular, os fibroblastos reduzem sua capacidade
biossintética, diminuindo a quantidade de fibras coladgenas na pele, causando enrugamento e
comprometendo sua integridade (JENKINS, 2002; KHAVKIN e ELLIS, 2011; DEBEER et
al., 2013).

Hipoderme: Também pode ser chamada de tecido adiposo subcutaneo. As principais
células aqui encontradas sdo os adipdcitos, sendo essa camada quantitativamente variavel

entre individuos devido sua relagdo com o estado nutricional. Por ser a camada mais profunda
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da pele, situa-se abaixo da derme e acima da musculatura adjacente, contribuindo para a
protecdo a pressdes mecanicas. A integridade da pele também é influenciada pela hipoderme,
uma vez que alteracGes nesta camada — ou até mesmo na musculatura — podem resultar no
aparecimento de sulcos também conhecidos como rugas (CALOY, 2011; KHAVKIN e
ELLIS, 2011).

O envelhecimento cutaneo (Figura 6) pode ser causado por dois fatores: o intrinseco e
0 extrinseco, onde o primeiro € um processo cronoldgico inevitavel e geneticamente
programado que pode ser visto, na pele, através das linhas de expressdo, por exemplo,
enquanto o segundo pode ser ocasionado via fotoenvelhecimento que é a exposicéo a raios
ultravioleta (UV) (Tabela 2). Em termos histolégicos, a integridade da pele pode ser
comprometida quando a juncdo dermo-epidérmica é afetada reduzindo o aporte nutricional, a
guantidade de células (mesmo as da camada hipodérmica), o tamanho e a presenca de fibras
de colageno, levando a uma cicatrizacdo mais lenta (JENKINS, 2002; KHAVKIN e ELLIS,
2011).

Pele Jovem Pele Envelhecida

W R
/

Figura 6: Diferenciagdo ilustrada da pele jovem normal (com suas estruturas integras) versus a pele envelhecida,
seja por processos intrinsecos, extrinsecos ou ambos.
Fonte adaptada de: kotolena.com. Disponivel em <http://kotolena.com/bio/>

e

/-

7/

\‘ \\‘\\

22



Tabela 2: Acdo do envelhecimento intrinseco e extrinseco em diferentes areas
corporais.

Envelhecimento Intrinseco Envelhecimento Extrinseco

(Cronossenescéncia) (Actinossenescéncia)
Rugas Finas Profundas
Fibras El&sticas Reorganizadas Baixa producao

Alta degeneracao

Fibras de Colageno Pequena alteragdo no Grande alteracéo no
tamanho e organizacéo tamanho e organizacéo
Foliculo Capilar Baixo nimero e Baixo namero e estrutura:
afinamento perda capilar
Melandcitos Normal Baixo nimero e producgéo
de melanina
Glandulas sebéaceas e Baixo nimero Baixo namero: pele seca

sudoriparas
Junc¢do Dermo-epidérmica Leve achatamento Importante achatamento

Tabela 2: Causas dos fatores intrinsecos e extrinsecos no processo de envelhecimento da pele.
Fonte adaptada de: MONTAGNER (2009).

A maioria dos autores reconhece que o envelhecimento da pele possui dois processos a
cronossenescéncia ou intrinseco, e a actinossenescéncia ou extrinseco que sao resultantes de
fatores ambientais, especialmente radiacdo UV. As alteragdes por cronossenescéncia ocorrem
de maneira igual em todas as partes do corpo. J& as mudancas decorrentes da
actinossenescéncia ocorrem principalmente no rosto, pescoco e mdos, locais com maior
exposicdo (PERES et al., 2014).

As principais alteragbes do envelhecimento da pele incluem: adelgacamento da
membrana basal, responsavel pela oxigenacado, nutricdo e retirada de metabdlitos da epiderme.
Esse processo torna a epiderme mais fina e mais suscetivel a lesbes (LeBLANC et al., 2011).

Na derme os vasos sanguineos tornam-se mais frageis, aumenta a queratinizacdo da
epiderme, o sistema de ancoragem derme-epiderme torna-se menos resistente e a derme chega
a perder 20% da espessura total, um dos principais fatores da chamada “pele de seda”
(PERES et al., 2014).

A producdo de colageno é fortemente prejudicada e as fibras de coldgeno tornam-se

escassas, diminuindo a elasticidade e resisténcia da pele, ainda, a pele torna-se mais
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ressecada. A tela subcutanea fica mais fina e menos eficiente (LeBLANC et al., 2011; PERES
etal., 2014).

1.3 SENESCENCIA SOB A OTICA BIOLOGICA

An unsolved problem in biology, foi o titulo do ensaio que, em 1960, o zo6logo Peter
Medawar, ganhador do Prémio Nobel, publicou e se tornou uma obra cléssica na
Biogerontologia. O trabalho em questdo trazia a tematica do envelhecimento das espécies,
contestando o conceito do alemdo August Weismann, cuja premissa € a ideia de que a morte
seria programada com um propésito evolutivo, a fim de garantir a sobrevivéncia das espécies.
Entretanto, naquela época se tornava bastante dificil explicar como as espécies poderiam ter
fixado caracteristicas relacionadas ao envelhecimento e ao tempo de vida, ja que os membros
mais velhos de cada espécie geralmente ndo se reproduziam mais, e assim ndo conseguiam
repassar os potenciais “genes da longevidade” para a proxima geragdo. Deste modo, Medawar
postulou que o envelhecimento poderia ser fortemente modulado por fatores estocasticos ou
ambientais. Naturalmente muitos animais estdo sujeitos a interacdes ecoldgicas que
impossibilitam atingir idades avancadas, estando o envelhecimento mais facilmente ao
alcance de espécies domesticadas, ou que exercem maior controle sobre a cadeia alimentar e,
assim, o meio ambiente (CUNHA, 2011).

Dada a complexidade do envelhecimento bioldgico e da modulacdo do tempo de vida
nas espécies (longevidade), muitas teorias tém sido propostas, sem que até o presente
momento exista uma real “teoria unificadora do envelhecimento” (ARKING, 2008). A
tentativa de desvendar ou mesmo definir o envelhecimento biol6gico guiou muitos
pesquisadores ap0s a publicacdo de Medawar. Strehler, por exemplo, postulou que as
mudancas decorrentes do envelhecimento devem necessariamente ser: deletérias,
progressivas, intrinsecas e universais (STREHLER, 1979). Contemporaneamente, a grande
maioria dos autores reconhece que o envelhecimento biologico é desencadeado pela interacéo
de fatores genético-ambientais (CRUZ e SCHWANKE, 2001; CRUZ, 2014). Neste sentido
pode ser aceito que existe uma base constitutiva (genética) relacionada ao envelhecimento de
cada espécie, mas este processo pode ser acelerado ou desacelerado, principalmente por
fatores ambientais que agem de modo positivo ou negativo.

Autores como Lopez-Otin et al., (2013) e Nicolai et al., (2015) revisaram de modo
aprofundado os marcadores moleculares e celulares do envelhecimento a fim de definir o

chamado “fendtipo envelhecido™. (1) Marcadores primarios do envelhecimento que incluem:
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danos no DNA (&cido desoxirribonucleico), encurtamento dos telémeros e alteracGes
epigenéticas; (2) marcadores antagonistas, incluindo as EROs cujos efeitos inicialmente
protegem o organismo de dano, mas tornar-se progressivamente negativo; (3) caracteristicas
integrativas, como inflamacdo ou exaustdo no estoque de celulas-tronco que prejudicam
diretamente a homeostase quando o processo que leva ao acumulo de danos torna-se
irreversivel.

Em nivel celular, o envelhecimento bioldgico se caracteriza por um acumulo de
alteracdes em diversos compartimentos celulares nos quais se destacam: (1) alteracGes em
nivel nuclear ocorrendo diminui¢do na taxa de reparo de mutacbes do DNA incluindo queda
nos niveis transcricionais e pds-transcricionais relacionados a sintese de proteinas, alteracdes
epigenética e encurtamento telomérico a cada divisdo celular; (2) disfuncdo mitocondrial,
incluindo aumento de mutacGes no DNA mitocondrial associados ao aumento nos niveis de
EROs, o que contribui para o desencadeamento do estresse oxidativo e diminuicdo na
eficiéncia producdo energética (ATP); (3) diminuicdo na taxa de catalise de residuos
metabolicos pelos lisossomos levando ao acumulo de moléculas os DAMPs, do inglés,
damage-associated molecular patterns, que contribuem para o estabelecimento de estados
inflamatorios crénicos associados ao envelhecimento (CRUZ, 2014).

No envelhecimento da pele, os processos de dano de DNA, encurtamento telomérico,
alteracBes epigenéticas e disfuncdo mitocondrial sdo criticos e por este motivo devem ser

abordados de modo mais aprofundado.

1.3.1 Reparo do DNA, senescéncia e apoptose celular: o papel da proteina p53

Em condicGes fisioldgicas estima-se que por dia ocorram cerca de 4000 mutacdes
diferentes em aproximadamente 500 genes. Estas muta¢Ges ocorrem pelas chamadas
genotoxinas enddgenas ou exdgenas. Estes fatores induzem danos genémicos que podem
serocasionados e mantidos devido a erros na replicacdo do DNA associados a incorporacao
incorreta de bases por DNA polimerases. Nesse sentido, as atividades de reparo de DNA sdo
essenciais para manter a estabilidade gendmica e a propria vida. O acimulo de mutagdes ndo
reparadas, inicialmente leva a instabilidade gendmica que é considerada um dos principais
desencadeadores do processo de envelhecimento (NICOLAI et al., 2015; PRATES-MORI E
SOUZA PINTO, 2018).

Se as lesdes de DNA néo sdo adequadamente reparadas e/ou sdo replicadas, elas sdo

convertidas em mutagdes permanentes que aumentam significativamente o risco de cancer.
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Alternativamente, o dano ao DNA também pode interromper a replicacdo levando a
senescéncia celular ou morte celular o que contribui para o processo de envelhecimento.
Portanto, cancer e envelhecimento, ambos surgindo como consequéncia de danos irreparaveis
ao DNA, podem ser considerados os dois lados da mesma moeda (NICOLAI et al., 2015).

Principalmente no momento em que a célula se prepara para se dividir (fase S) danos
no DNA ativam a proteina p53 que é considerada guardid do genoma. Na realidade, esta
proteina e outras moléculas como a p63 e a p73, incluidas na chamada “Familia da Proteina
p53” detectam os danos no DNA e podem: (1) interromper o ciclo celular para facilitar as
acOes do reparo do DNA; (2) se estes danos sdo permanentes estas proteinas podem impedir a
replicacdo da célula e estas tendem a apresentar um fenotipo senescente que inclui aumento
do volume celular e aparéncia achatada. Estas células se tornam refratarias a mitdgenos ou
fatores de crescimento e modificam dramaticamente a sua expressdo génica e estrutura da
cromatina; (3) conforme a intensidade dos danos no DNA a proteina p53 também pode
induzir a apoptose por via mitocondrial (intrinseca) ativando a expressdao do gene BAX e
inibindo a expressdo do gene Bcl-2. O aumento nos niveis da BAX induz a ocorréncia de
poros na membrana mitocondrial, com subsequente liberacdo do citocromo C para o
citoplasma. A presenca desta molécula acaba por ativar as rotas das caspases (Casp),
incluindo a Casp-8 que é uma molécula iniciadora a Casp-3 que é uma proteina executora do
processo apoptético (NICOLAI et al., 2015; BARBON et al., 2016; ALMEIDA, 2017;
FERRER et al., 2017).

A inativacdo do gene p53 ou mutacdo em um dos seus alelos, como ocorre na
sindrome de Li-Fraumeni, € caracterizada pela formacdo de grande nimero de tumores,
estreita a relagé@o entre exposicdo a raios UV, dano no DNA e desenvolvimento de cancer de
pele. Esses acontecimentos intranucleares sdo, na verdade, indutores da sintese de p53 e
moléculas acessorias, como p21 e BAX responsaveis pela parada do ciclo antes da sequéncia
replicativa, visto que os niveis proteicos de p53 na célula estdo, geralmente, em niveis basais
(BENJAMIN e ANANTHASWAMY, 2007).

Outra questdo importante diz respeito ao aumento da meia-vida proteica da p53 em
células expostas a irradiacdo. Normalmente o produto do gene p53 tem duracgdo curta dentro
da célula, no entanto, considerando que a elevacdo de suas taxas pode significar a nivel
celular, a possibilidade de inicio de carcinomas, a maior estabilizacdo da proteina transcrita
para atuar no reparo do DNA se faz necessaria (BENJAMIN e ANANTHASWAMY, 2007).

Além disso, 0 gene p53 possui sequéncias di-pirimidinas (sequéncia de duas
pirimidinas, ver figura 13C) no loco, o que, pela agdo UV, favorece o surgimento de mutac6es
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no proprio gene de reparo como visto em camundongos. Brash et al., (2005) demonstraram
que a irradiagdo UV ndo apenas induz a mutacdo do gene, mas impulsiona o ciclo replicativo
dessas células alteradas ao induzir apoptose em células normais vizinhas, criando um
ambiente onde se faz necessario preenchimento com novas células, contando com a sintese de
fatores de crescimento e citocinas, bem como ativacdo de seus receptores.

E importante ressaltar que, quando suprimida nas células, a p53 ndo executa a via de
interrupcao do ciclo e a célula pode sofrer estimulos que a induzam a avancar nas acdes de
replicacdo independente do comprimento telomérico. Dada essa condi¢do, pode ser precoce,
mas ndo descartada, a ideia de que a p53 seja mais decisiva na senescéncia e integridade
celular do que a telomerase (MELO, 2015; MACIEJOWSKI e DE LANGE, 2017).

O envelhecimento estd associado a uma menor eficiéncia energética, 0 que estad por
sua vez, envolvido com processos mitocondriais. Nesse quesito, a proteina p53 também
desempenha papeis no controle bioenergético, ao afetar vias metabdlicas dependentes da
integridade da mitocondria (por induzir o citocromo C oxidase) e sensibilidade a hormonios,
como a insulina (Figura 7) (RUFINI et al., 2013; CAMPISI, 2016; ZHANG et al., 2011).
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Figura 7: Vias de interesse sob a influéncia da p53. (A) Sintese diferenciada conforme o estado celular; (B)
Importancia na parada do ciclo celular para execu¢do de reparos, inducdo de apoptose e, quando suprimida,
surgimento de neoplasias; (C) Exemplificacdo de Splicing alternativo da p53.

Fonte: Imagens obtidas do Google Imagens. Figura organizada pelo autor.
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Um fator interessante a ser mencionado sobre a p53 € sua versatilidade de splicing
alternativos (Figura 7C), ou seja, de uma vez formada a fita de pré-RNAm haver retirada
diferenciada de introns e éxons que compde a fita Unica, permitindo que 0 mesmo gene dé
origens a diferentes proteinas, como a pl6, p21 e p44 (Figura 7C). Os processos de
senescéncia podem ser afetados quando ocorre desequilibro de p53 e suas variantes, indicando
que a modulagdo dos processos de envelhecimento requerem a presenca da p53 (MAIER et
al., 2004; PEHAR et al., 2014).

Ainda, estudos demonstraram a capacidade reguladora da Sirl (Sirtuina) sobre a p53
em células sob senescéncia ou ja envelhecidas, corroborando acerca das diferentes vias
influentes nos processos de envelhecimento, ndo apenas produzirem influéncias de modo
isolado, mas cooperativamente (DESCHENES e CHABOT, 2017).

1.3.2 Encurtamento telomérico e senescéncia celular

O telédmero é uma regido importante pelo seu desempenho como protetor do
cromossomo estando muito além da caracteristica de “relogio biologico”. Isto porque, em
certo grau também limita fusGes entre diferentes cromossomos. Isso é possivel gragas as
extensas repeti¢des ricas em guaninas nas terminagdes, que permitem a dobra sobre si mesmo,
formando o chamado T-loop (Figura 8A) que, nas extremidades, também impede 0 acesso da
maquinaria proteica de sintese (LEMOS, 2015).

Visto que a sintese de DNA ocorre no sentido 5’ — 3°, é observada uma perda
progressiva de nucleotideos na extremidade 3’ a cada replicagdo devido a incapacidade
replicativa exercida pela DNA polimerase em finalizar a sintese (Figura 8B) (LIBERTINI e
FERRARA, 2017). O encurtamento telomérico continuo decorrente de sucessivas divisdes
celulares induz a célula a um estado de senescéncia o que pode, posteriormente, acarretar em
morte celular, processo mais comumente observado com o avangar da idade (Figura 8C)
(CARCANO, 2016; HEIDENREICH e KUMAR, 2017).

A telomerase € uma enzima com atividade catalitica de transcriptase reversa com
capacidade de reconhecer telémeros encurtados, em outras palavras, ela permite a criacdo de
um molde na extremidade do teldmero onde a sintese ndo foi concluida, possibilitando que a
DNA polimerase siga a sequéncia substituindo pelos nucleotideos adequados conforme
avanca (GAO, 2015; LIU e XING, 2016).
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Figura 8: Funcionamento e acdes da telomerase nos teldmeros. (A) Formacdo de T-loop na extremidade do
cromossomo. (B) Prolongamento telomérico pela acdo da telomerase. (C) Senescéncia decorrente da diviséo.
Fonte: Imagens obtidas do Google imagens. Figura organizada pelo autor.

Ao apresentar essa questdo se evidencia que a telomerase fornece potencial de
replicacdo ilimitado, uma vez que o 6nus da reducdo telomérica seria compensado por sua
reconstrucdo através da agdo enzimatica. No entanto, é caracteristico de células normais,
saudaveis e em diferenciacdo que a telomerase se apresente em niveis pouco expressivos e,
assim, ndo tenha ou forneca discreta acdo (BARBON, 2016; HEIDENREICH e KUMAR,
2017). Fora desse escopo, a expressao e atividade excessiva da telomerase sdo encontradas em
células-tronco embrionéarias devido a intensa duplicacdo para formacdo tecidual, bem como
em células cancerosas ou tumorais onde se instala divisdo celular descontrolada, fornecendo,
em ambos 0s casos, capacidade proliferativa indefinida (GAO, 2015; BARBON, 2016).

Com base nestas caracteristicas o estudo da expressao proteica e génica da telomerase
fornece informagbes sobre o estado potencial de senescéncia celular, principalmente

queratindcitos e fibroblastos que sdo as principais células constituintes da pele.

1.3.3 Alteracg0es epigenéticas no envelhecimento: o papel das sirtuinas

As sirtuinas sdo uma familia de proteinas (Sir 1 — 7) cuja principal impacto da

descoberta foi & promocdo do prolongamento da longevidade em cepas de leveduras e
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moscas, além dos mamiferos quando associada a restricdo calérica (RC) (ROGINA e
HELFAND, 2004; TISSEMBAUM e GUARENTE, 2004). A localizagéo das sete isoformas
de sirtuinas varia, assim como sua funcdo, sendo as Sir 6 e 7 exclusivas do nucleo, as Sir 3, 4
e 5 sdo mitocondriais e mais associadas a processos metabdlicos envolvidos na restricdo
caldrica e vias insulinicas e glicogénicas, enquanto as Sir 1 e 2 encontradas na regido nuclear
e citoplasmética (Figura 9) (MICHISHITA et al., 2005; TENNEN et al., 2010).

Sirtuinas mantidas em regides nucleares (Sirt 1, 2, 6 e 7) estdo intimamente associadas
com eventos epigenéticos, como por exemplo proliferacdo, diferenciacdo e progressdo no
ciclo das células, reparo do material genético, apoptose (especialmente associadas a producao
de TNF-a — do inglés, Tumor Necrosis Factor Alpha, em portugués chamado de Fator de
Necrose Tumoral Alfa), regulacdo da atividade da RNA (acido ribonucleico) polimerase e
sintese ribossémica (FORD et al., 2006; KIM et al., 2011; MAO et al., 2012). A inibicéo,
mau funcionamento ou reducdo dessas proteinas estd fortemente associada a mortalidade
anterior a fase adulta em modelos experimentais animais, além da maior suscetibilidade no
desenvolvimento de tumores, especialmente intestinais (GROB et al., 2009; KANFI et al.,
2012).

Assim como a elevada expressao de telomerase ocorre em células cancerosas, também
a expressdo de sirtuina, especialmente a do tipo 1 no homem, estd alterada em quadros
neoplésicos. Embora esses processos ndo sejam completamente entendidos, estudos anteriores
apontaram para o potencial da sirtuina em silenciar supressores tumorais. Ou seja, sirtuinas
estdo diretamente relacionadas com alteracGes epigenéticas, em especial processos de
hipermetilagédo (LIM 2006; LIU et al., 2009).

Apesar do seu potencial papel nas células neoplasicas, em doencas neurodegenerativas
mais incidentes com o avancar da idade, como o Alzheimer, as sirtuinas atuam de modo
benéfico sendo capazes de reduzir a expressdo da proteina -amildide (formadora da placa
amildide), consequentemente reduzindo os processos inflamatérios decorrentes de sua
presenca e, consequentemente, diminuindo os processos neurodegenerativos (DONMEZ et
al., 2010; MIN et al., 2010).
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Figura 9: Representacdo das vias sob influéncia das sirtuinas. RC: Restricdo calorica; Sir: Sirtuina; TNF-a:
Fator de Necrose Tumoral Alfa.
Fonte: o autor.

E importante ressaltar que o papel e elucidacio dos potenciais das sirtuinas precisam
ser melhor estabelecidos, visto que a literatura aponta para atividades danosas e protetoras
decorrentes de sua ativacdo ou hiperativacdo de acordo com o tipo de tecido onde esta acdo é
estimulada (DOMNEZ et al., 2012). Neste sentido, a expressdo das sirtuinas precisa ser
finamente regulada. Ndo sdo muitos os fatores que conseguem modular estas proteinas.
Entretanto, estudos mostram que alguns compostos bioativos, como € o caso do resveratrol
presente no vinho tinto sdo capazes de modular de modo diferencial e benéfico a expressdo
das sirtuinas (HOWITZ et al., 2003).

1.3.4 Estresse oxidativo e senescéncia celular

Uma das teorias mais populares do envelhecimento bioldgico ¢ a chamada “teoria dos
radicais livres” que foi proposta por Harmann nos anos 50. Esta teoria considerava que a
maior parte dos efeitos deletérios observados nas organelas, células e tecidos era causada por

niveis elevados e descontrolados das EROs. Posteriormente esta teoria foi reforcada na
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medida em que se evidenciou o papel da disfuncdo mitocondrial na elevacdo nos niveis de
EROs e estabelecimento de estados de estresse oxidativo (HARRIS, 2009; TEIXEIRA e
GUARIENTO, 2010). No interior dessas organelas, o oxigénio passa pela cadeia
transportadora de elétrons gerando ATP (Trifosfato de Adenosina), ou seja, energia
metabdlica. Isto porque, na respiracdo aerdbia conduzida na mitocondria, a reducdo do
oxigénio é incompleta e conduz a geracao de diferentes EROs, tais como o radical superéxido
(O27) e 0 perdxido de hidrogénio (H20,), considerado o principal contribuinte dos danos
oxidativos (VITALE et al., 2013). O H,0, é capaz de originar outras EROs, principalmente o
radical hidroxila (OH"), que por ter uma meia vida bastante curta dificilmente € sequestrado
in vivo (PERL, 2013; BARBISAN et al., 2014).

Por outro lado, evidéncias posteriores também descreveram que, em niveis baixos e
controlados alguns tipos de EROs, como o oxido nitrico e o perdxido de hidrogénio atuavam
como moléculas sinalizadoras de algumas rotas celulares associadas com a sua proliferacéo,
migracéo, sobrevivéncia e diferenciagdo celular (RANG e DALE 2012; MACHADO et al.,
2014).

Como mecanismos de controle dos niveis de EROs, organismos aerobios incluindo os
seres humanos possuem dois sistemas principais de defesa antioxidante: o exdgeno e o
enddgeno. O sistema exdgeno é adquirido via alimentagdo através do consumo e absorcao de
moléculas bioativas com acdo redutora de moléculas oxidativas. O sistema enddgeno é
constituido por um conjunto de enzimas antioxidantes com destaque para: Superoxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPX) (Figura 10)
(MONTAGNER, 2010). Entretanto, cabe também salientar que o organismo também é capaz
de produzir moléculas com acgdo antioxidante que ndo sdo enzimas, como é 0 caso da
glutationa.

No sistema antioxidante enzimatico, a primeira linha de defesa é constituida pela
enzima SOD, que catalisa a reagdo de O, em H,0,.Existem trés isoformas da enzima SOD,
sendo que a isoforma SOD dependente de manganés (MnSOD ou SOD2) tem papel crucial na
sobrevivéncia celular, uma vez que atua no interior da mitocéndria dismutandoO," que é
constantemente produzido pela cadeira respiratoria em um processo conhecido como
vazamento do superoxido (em inglés, superoxide-leak). O H,O, produzido pela reacdo da
SOD2 ¢ catalisado por trés enzimas, que atuam conforme o compartimento celular: a CAT, a
glutationa reduzida e a GPX catalisam a degradagdo de H,O, em H,O (&gua). Assim, essas
enzimas sdo capazes de neutralizar os agentes oxidantes, e manté-los em niveis adequados no

organismo (CARVALHO, 2012; NEVES et al.,, 2014). No caso, 0 estresse oxidativo se
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instaura quando ha uma queda no sistema de defesa enzimatico e/ou um aumento na producéo
de EROs (HALLIWELL, 2007).

Estudos demonstram que o estresse oxidativo estd intimamente associado ao processo
de envelhecimento e morte celular por apoptose. As EROs tém sido consideradas como pré-
requisito para o processo inflamatério e apoptdtico, o estresse oxidativo teria assim, um papel
central em processos de envelhecimento celular, além de patologias e perda da homeostase do
organismo (CHANDRA et al., 2000; SINHA et al., 2014).
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Figura 10: As EROs tém sua formagdo aumentada pela incidéncia de radiagdo UV, exposicdo a fatores
ambientais e xenobioticos. As EROs podem causar danos protéicos do tipo agregador ou lisante e danos lipidicos
que podem vir a afetar a membrana celular, tornando-a mais permeével e, assim, interferindo na sua homeostase
e desestabilizando o tecido e favorecendo o aparecimento de patologias associadas.

Fonte: Imagens obtidas do Google Imagens. Figura organizada pelo autor.

1.3.5 Inflamagao e senescéncia celular

O termo “inflammaging”, cunhado no inicio dos anos 2000 pelo pesquisador Claudio
Franceschi, tem sido usado para definir o sistema estéril (na auséncia de infecgdo) cronico e
de baixo grau de estado de inflamacao que hoje em dia é considerado um essencial biologico
do processo de envelhecimento. De fato, a inflamacdo é um processo benéfico como uma
resposta imune a condigdes prejudiciais, mas com o envelhecimento h4 uma reducdo na
capacidade de suportar desencadeantes antigénicos, quimicos, fisicos e nutricionais, tornando-
se cronica e de baixo grau, levando aos tecidos disfuncdo e degeneracdo (LEONARDI et al.,
2018).
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Numerosas evidéncias tém mostram que aparentemente diferentes doencgas cronicas
ndo transmissiveis, incluindo cancer, morbidades cardiovasculares e diabetes tipo 2 tém em
comum um quadro de inflamacéo cronica de baixo grau. Assim, estudos epidemioldgicos tém
sugerido relacdo entre niveis aumentados de inflamagdo mediados pela interleucina (IL) -6 ou
proteina C-reativa (CPR) a mdltiplas doencas relacionadas a idade (VASTO et al., 2009;
LEONARDI et al., 2018).

A associacdo de inflamacédo cronica e senescéncia celular ocorrem, ja que, apesar de
células senescentes interromperem sua atividade replicativa, elas ainda assim continuam
metabolicamente ativas, principalmente em nivel transcricional, interferindo no seu
microambiente via ocorréncia do chamado “fenotipo senescente”. Com este fendtipo, as
células podem alterar a quantidade e qualidade de producédo de proteinas e também diminuir a
eficiéncia na catalise de residuos metabolicos pelos lisossomos. Além disso, 0 estresse
oxidativo também pode gerar uma maior quantidade de residuos metabdlicos que podem
permanecer dentro das células ou no meio extracelular. Este grupo de elementos nédo
desejaveis passou a ser denominado DAMPs. Estas moléculas podem atuar como indutoras de
respostas inflamatdrias, por ativarem células imunes como os macréfagos de modo similar ao
que ocorre na presenca de patdgenos. Na medida em que a producédo e o acimulo de DAMPs
ndo sdo controlados podem se estabelecer quadros inflamatérios cronicos, via manutencdo de
niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias como a IL-18, IL-6, TNF-a, e niveis baixos de
citocinas antioxidantes como a IL-10. Por este motivo, Huang et al., (2015) propuseram que
as DAMPs representariam biomarcadores ideais do envelhecimento celular constituindo um

alvo atraente para intervencdes no envelhecimento e também nas doencas associadas a idade.

1.4 ENVELHECIMENTO DOS FIBROBLASTOS: PRINCIPAIS CELULAS DA PELE

A camada da derme e responsavel pela sintese de substancias formadoras da matriz
extracelular, tais como colageno e elastina (MCGRATH et al., 2008). Entre outras funcdes, se
destaca a capacidade do fibroblasto sintetizar fatores de crescimento para a diferenciagéo e
proliferacdo celular. Essa variedade de atividades reflete o estado metabdlico desse tipo de
célula que pode ser chamado de fibrocito quando estiver em estado quiescente (repouso),
nesse estado de repouso célula contém certas organelas celulares em menor quantidade. A
divisdo celular de fibroblastos em adultos geralmente s6 ocorre quando necessario, como em
uma lesdo, por exemplo, onde é essencial na cicatrizacdo (Figura 11) (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2013).
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Figura 11: Imagem ao microscépio invertido mostrando cultivo celular de fibroblastos humanos.
Fonte: ATCC (American Cell Line Collection).

Esta bem evidenciado que células fibroblasticas senescentes se acumulam na pele
humana envelhecida, pois estdo detidas na fase G1 de desenvolvimento, ndo sendo
estimuladas a entrar na fase S (duplicacdo do DNA a fim de gerar uma nova célula) devido a
repressao de varios genes ligados ao crescimento celular que impulsionariam a célula para as
fases seguintes de seu ciclo replicativo (Figura 12). A resisténcia a apoptose é uma
caracteristica de células com parada irreversivel de fatores de crescimento, como
consequéncia, tem-se um actimulo de células com o fenotipo senescente, 0 que leva ao
declinio da funcionalidade tecidual (JENKINS, 2002; RANG e DALE, 2012).

Estudos in vitro sugeriram que a senescéncia celular estd sob o controle genético.
Nesse contexto, células de doadores idosos, bem como as que apresentam sindrome
hereditaria de envelhecimento, entram em senescéncia ap6s menor nimero de replicacdes do
que as de doadores jovens (DIMRI et al., 1995; PANSANI et al., 2016). Um dos quesitos
responsaveis por essa situacdo inclui a perda dos receptores de ligacdo do EGF (do inglés
Epidermal Growth Factor), um fator de crescimento epidérmico 0 que causa uma resposta
reduzida a esse fator de crescimento bastante necessario na cicatrizacdo celular, uma vez que
afeta os fibroblastos circundantes do tecido saudavel vizinho ao local de injuria (ALIPER et
al., 2015).

De fato, outros fatores de crescimento e estruturas que estejam relacionados a

proliferacdo tecidual, como os telébmeros nos cromossomos, por exemplo, mostraram-se

35



dependentes de idade, o que significa uma redugdo no tempo habil para reparar um tecido que
venha a ser danificado (ALIPER et al., 2015; LUPA et al., 2015).

Pele envelhecida
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Figura 12: Células com parada do ciclo celular. (GO) célula fora do ciclo replicativo; (G1) primeiro estagio do
ciclo celular; (S) fase de sintese de DNA; (G2) duplicacdo de estruturas celulares; (M) Mitose.
Fonte: Imagens obtidas do Google imagens, montagem da figura: o autor.

Estudos tém apontado para uma estimativa de encurtamento dos teldmeros nos
fibroblastos, sendo que a cada divisdo celular este vem a perder cerca de 150 pares de bases,
outros confirmaram em células humanas cultivadas que a idade esta relacionada ao
comprimento dos telémeros, uma vez que doadores idosos ttm um maior encurtamento
quando comparados a adultos jovens. Células da pele com proliferacdo minima podem vir a
reverter seu fendtipo senescente quando a telomerase € induzida (KOSMADAKI e
GILCHREST, 2004). Aqui €é importante comentar que, ao contrario dos fibroblastos os
queratindcitos sdo celulas que praticamente ndo apresentam senescéncia replicativa. Deste
modo, as caracteristicas associadas ao envelhecimento da pele, como é o caso do
aparecimento de rugas, esta diretamente associada ao envelhecimento dos fibroblastos.

Considerando a alta necessidade de reposicao celular na pele por esta ser um tecido de
revestimento, 0 encurtamento progressivo dos teldmeros € um dos fatores intrinsecos de

senescéncia mais impactante. A exposicdo solar também afeta grandemente o processo de
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envelhecimento cutaneo e causa mais facilmente danos no DNA em regides conhecidas como
dimeros de timina, ou seja, regides que apresentam na fita a sequéncia TT (T de timina, um
nucleotideo que compde a dupla hélice do grupo das pirimidinas). Assim, considerando que
os telébmeros sdo compostos de sequéncias TTAGGG (A de adenina e G de guanina, ambas do
grupo das purinas), um terco das alteracdes poderdo ser ocasionadas, na pele, por
fotoenvelhecimento (Figura 13) (ELLER et al., 2002).
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Figura 13: (A) Formacdo e reparo de dimeros de timina apds exposicdo a UV; (B) Consequéncia estrutural na
dupla-hélice de DNA ap6s formacdo de dimero; (C) Representacdo quimica de pirimidinas e purinas presentes
rI;(())n[t)ei\:l'lo\n.wagens obtidas de Google Imagens. Figura organizada pelo autor.

O rompimento do T-loop no teléomero, mesmo que esse ocorra de forma natural (pelo
encurtamento excessivo), de forma induzida ou por inferéncia de estresse in vitro, bem como
a exposicdo a irradiacdo ultravioleta (UV) estdo envolvidos na sinalizacdo da inducéo da p53.

(FUNK et al., 2000; LI et al, 2003).
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1.4.1 Disfungdes e morbidades da pele associadas ao envelhecimento

Doencas crénicas e lesdes podem levar a perda da integridade da pele (CLARK et al.,
2007). A histologia do tecido envelhecido revela que a maior parte dos danos se localiza na
camada da derme, tornando-a fina devido a acdo deletéria de colageno que reduz interacGes
com os fibroblastos (QUAN et al., 2015). A exposi¢do a certos estressores, como a radiagcdo
ultravioleta (UV), por exemplo, gera a migracédo de células de defesa para a derme que podem
produzir elastases responsaveis por romper a rede de fibras presente nessa camada, assim,
metaloproteinases (MMP) também s&o recrutadas para clivar as fibras da matriz. Além disso,
fibroblastos também secretam fatores de crescimento que interagem com os queratindcitos das
camadas mais superficiais, esses por sua vez aumentam a resisténcia a ondas UV e a apoptose
como consequéncia da senescéncia. Sem esses fatores, as células sofrem morte celular
programada em maior grau enquanto as sobreviventes, que ndo entram em estado senescente,
somam-se a presenca de EROs, podendo resultar em carcinomas (RINNERTHALER et al.,
2015).

Os mecanismos antioxidantes celulares sdo mais concentrados na derme do que na
epiderme onde a quantidade de EROs é maior, entre elas cabe mencionar a SOD conversora
de O,”em H,0, que pode ser convertido em varios outros compostos, como agua, através da
GPX, por exemplo (KAMMEYER; LUITEN, 2015). A proteina supressora de tumor p53
desempenha um papel importante na protecdo de genoma, células, tecidos e pele, uma vez que
permite a reparacdo de danos do DNA antes da sua replicacdo ou induz a morte celular por
apoptose quando os danos de DNA sdo severos (DONADUSSI, 2012; RANG e DALE,
2012).

Muitas sdo as moléculas envolvidas no controle das vias de ativacdo da morte celular
programada, como as caspases que sinalizam para a apoptose e clivam os substratos levando a
condensacdo e fragmentacdo nuclear e externalizacdao de fosfolipidios de membrana que irdo
sinalizar para estas células serem fagocitadas por macréfagos. Sdo conhecidas 14 caspases
humanas que promovem apoptose por: inducdo de enzimas destrutivas, como DNAses, e
destruicdo das principais proteinas estruturais e regulatorias (RANG e DALE, 2012;
JERONIMO, 2016).

A pele ndo é a Unica que sofre involucdo ao longo do tempo, a musculatura também
tem acentuadas caracteristicas de regressdo conforme o avancar da idade. As modificagdes no

sistema tegumentar, que torna a pele mais fragil, levam a uma lenta cicatrizacdo de ferimentos
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devido ao decréscimo da atividade de importantes componentes desse tecido (SANTOS e
BIANCHI, 2014).

A avaliacdo da integridade cutanea considera critérios fisiolégicos como hidratacgéo,
secrecdo sebacea, funcionamento das glandulas sudoriparas, além da permeabilidade. Outros
apontamentos séo feitos com base na organizagdo desse tecido, levando em conta proteinas
estruturais como o colédgeno e a elastina, sintetizadas pela principal célula da pele, o
fibroblasto (SOUZA e SANTOS, 2007).

Sendo a pele o 6rgdo de revestimento que vai sofrer as acfes intrinsecas e extrinsecas
precursores do desequilibrio cutdneo, é de extrema necessidade estudar a otimizagdo de
processos chaves envolvidos na fisiologia, biologia e manutencdo desse importante

componente organico.

1.5 FITOTERAPICOS NA MODULACAO INDIRETA DA SENESCENCIA CUTANEA

Diversos fatores podem a influenciar na modulagdo, positiva ou negativamente, das
células, cabendo destacar, primeiramente, a idade do individuo, seu grau de mobilidade
(devido a maior probabilidade de abraséo, além de atrito entre os proprios tecidos), seguida de
particularidades de vida, como estado nutricional, presenca de outras doencas (como
diabetes), uso de medicamentos (principalmente imunossupressores), além da localizacdo
anatoémica e ocorréncia de infec¢des (RAMOS, 2015).

A aplicacdo de fitoterapicos tem sido amplamente utilizada desde antes do advento da
farmacologia com o intuito de obter mais rapidamente a melhora, ou estética ou funcional, de
tecidos afetados e que se encontram fora do seu quadro de normalidade. Com o passar do
tempo, no entanto, e 0 avango na producdo de medicamentos, observou-se uma maior
tentativa, ndo apenas em produzir novos farmacos, mas em isolar principios ativos (RAMOS,
2015; MACEDO et al., 2017).

Em uma revisdo publicada por Macedo et al., (2017), foi avaliada a acdo de
fitoterapicos em lesdes associadas a diabetes mellitus. Embora esta reviséo tenha encontrado
praticamente todos os artigos utilizando modelos experimentais animais, apenas um estudo
apontou para diferenca ndo significativa entre grupo controle (sem fitoterapico) e grupo
tratado (com fitoterdpico), levando a conclusdo de que mesmo que a planta contenha
compostos ativos para a proliferacdo celular, a concentracdo necessaria e, possivelmente, a
interacdo entre essas substancias é de essencial importancia para a obtencdo de resultados
significativos.
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Outro estudo, este publicado por Li et al., (2011), avaliou uma pomada a base de ervas
chinesas em pacientes diabéticos diagnosticados com lesdo por pressdo. Neste caso, pacientes
que receberam o tratamento padrdo, sem adicdo de fitoterapicos tiveram indice de cura 30%
menor e em maior tempo do que o grupo submetido ao tratamento. A diabetes € uma condicéao
que influencia no tempo de reparo tecidual de modo geral, e ndo pontual, no organismo.

Em contrapartida o estudo publicado por Adams et al., (2016) tem seu foco voltado
para a acdo de 14 substancias, presentes em diferentes espécies nativas da Australia, capazes
de induzir ou suprimir a sintese de colageno in vitro. Sabe-se que o colageno é participante da
manutencdo da integridade cutanea e, neste estudo em especial, foi verificada a capacidade de
certas substancias em atuar aumentando ou reduzindo a sintese de colageno sem, no entanto,
haver concordancia com a quantidade de RNAm (RNA mensageiro, que pode ser um
denominador da sintese proteica), sugerindo que certos compostos poderiam atuar mediante
outra via que ndo através da expressao génica.

Independente do estudo a ser analisado na literatura e do fato de que substéncias,
como os polifendis (com frequéncia usados como objetos medicinais e farmacologicos), a
grande maioria dos estudos converge para o fato de que a fitoterapia, embora usada ao
extremo desde épocas pré-histéricas, carece de pesquisas atuais principalmente no que tange a
aplicabilidade de variados compostos presentes em diversas estruturas de plantas
(BAJRACHARYA, 2015; MACEDO et al., 2017). A seguir, apresenta-se mais

aprofundadamente o barbatimao, fitoterapico que é o foco deste estudo.

1.6 BARBATIMAOE O POTENCIAL EFEITO NA MODULACAO DO
ENVELHECIMENTO DE FIBROBLASTOS

Denominado cientificamente Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, o
barbatimao é uma planta medicinal oriunda do Bioma Cerrado Brasileiro, também encontrada
no Bioma Amazé6nia e Bioma Caatinga sendo pertencente a familia Fabaceae (Figura 14)
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Figura 14: Barbatimdo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), conhecida como barba-de-timéo,
bordozinho-roxo, casca-da-virgindade, uabatimd. Arvore decidua, de copa alongada (4-5 m altura), com florag&o
em janeiro, apresenta frutos cilindricos, com grande nimero de sementes.
Fonte: Imagens obtidas no Google Imagens. Figura organizada pelo autor.

Os compostos quimicos sdo, geralmente, extraidos da casca e entrecasca do caule
seco da planta, entre eles se destacam o0s taninos, expressos em pirogalol e utilizados para
quantificacdo via método espectrofotométrico. Os metabdlitos secundarios como o acido
galico e a galocatequina também fazem parte da estrutura quimica e podem ser quantificados
via cromatografia liquida e detector ultravioleta, enquanto o teor total de fendis da matriz
quimica varia de acordo com o tipo de extrato utilizado (hidroalcodlico ou hidroacetdnico).
Além destes, o extrato do barbatimdo podem contar mucilagens, saponinas e flavondides
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Taninos sdo substancias fenolicas que apresentam 3 principais propriedades
responsaveis pela maior parte das atividades farmacoldgicas: (1) a formacdo de complexos
com ions metélicos, (2) a atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e (3) a
capacidade de formar complexos com outras moléculas tais como proteinas e polissacarideos
(BATTESTIN et al.,2004; LIMA et al., 2010). Segundo Trolezi et al., (2017), os taninos
apresentam propriedades antimicrobianas, antiinflamatdrias, antifungicas e cicatrizantes,
comprovando a conformidade com a medicina popular onde a planta € utilizada externamente
(via topica) em lesdes cutaneas, Ulceras e infecgdes, por exemplo. Ja a ingestdo € feita para
tratar problemas gastrointestinais como a diarreia e ainda infeccGes respiratorias. Os produtos
obtidos de S. adstringens estdo aptos a serem incorporados a pomadas e sabonetes mantendo
suas propriedades cicatrizantes e antisépticas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

As propriedades medicinais do barbatiméo parecem estar relacionadas principalmente

a alta concentracdo de compostos fendlicos, flavondides, além da epigalocatequina-galato
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(EGCG) e proantocianidinas importantes como a prorobinetidina e as prodelfinidina, sendo
esta Ultima bioativamente caracterizada pelo considerdvel aumento no processo de
cicatrizacdo de lesdes cutaneas (SANTOS et al., 2002;LIMA et al., 2010; HERNANDES et
al., 2010).

Embora as propriedades do barbatimédo sejam j& muito conhecidas, primeiramente via
etnofarmacologia, poucos estudos estdo disponiveis, principalmente recentes, corroborando
sua eficacia, sendo que nenhum deles tem como alvo células senescentes.

Trolezi et al.,(2017) testaram a capacidade fungicida do barbatimdo e dos taninos
contra Pythium insidiosum, um agente micoldgico resistente as terapias antifingicas, em um
estudo in vitro e in vivo. No primeiro caso, ambas as substancias foram capazes de, ndo
apenas agir contra o patdgeno, como também causaram alteracGes na membrana celular deste.
No entanto, no estudo in vivo utilizando coelhos como modelo experimental, ndo houve
remisséo das lesdes inoculadas com Pythium insidiosum, nem com administracgéo intralesional
das substancias, nem com a ingestao de extrato bruto de barbatimao.

Freitas et al., (2018), também testaram o efeito fungicida dos taninos do extrato de
barbatiméo, por sua vez, contra Candida sp. Neste estudo, tanto a solucdo de taninos isolada,
quanto a associada a fluconazol (farmaco usado como antimic6tico) apresentaram inibicao de
proliferacdo de leveduras de Candida sp. em estudos in vitro e in vivo, sem toxicidade ao
tecido vaginal de camundongos utilizados no estudo.

Rebecca et al., (2003) avaliaram o extrato de barbatimdo em um estudo utilizando
figado com perfusdo e mitocondrias isoladas, onde verificaram sua acdo metabdlica. Aqui,
resultados mostraram-se diferentes em estruturas integras e alteradas, sendo que no caso da
mitocdndria, a atividade das ATPases (catalisadoras da molécula de ATP) foram estimuladas
em mitocondrias normais, e inibidas em mitocondrias danificadas. Associado ao fator
metabolico isolado das mitocéndrias, os figados com perfusdo apresentaram alto consumo de
oxigénio apos a adicdo do extrato, sugerindo, segundo os autores, que este prejudicaria 0
metabolismo hepatico.

Pinto et al., (2015) utilizaram do extrato de barbatim&o para verificar sua estimulacéo
em processos cicatriciais em ratos diabéticos. Este estudo corrobora com o atual entendimento
da capacidade proliferativa do barbatimdo, uma vez que foi verificada sua eficdcia em
promover a migracdo e proliferacdo celular de queratindcitos. Pinto et al., (2015) avaliaram
ainda a capacidade de penetracdo do extrato utilizado em gel nos tecidos, encontrando sua

presenca nas camadas dérmicas.
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O estudo mais recente envolvendo o extrato de barbatimdo, além da copaiba
(Copaifera spp. L.) foi realizado por Ricardo et al., (2018) e € uma extensa revisdo da
literatura envolvendo achados do periodo compreendido entre 1576 e 2011. Nesta analise de
cerca de 500 anos foram localizados informacao etnobotanicas referende ao periodo colonial
brasileiro. Estes autores confirmaram o uso do barbatimdo como adstringente e a copaiba
como cicatrizante. No entanto, os autores sugerem que, mesmo tendo embasamento para
serem considerados medicamentos efetivos, & necessaria a melhora das formulas
farmacéuticas, possibilidade apenas conseguida através de pesquisas.

Com base nas evidéncias a partir da medicina tradicional e de estudos cientificos que
mostram a acao cicatrizante do barbatiméo, uma questdo que precisa ser melhor elucidada diz
respeito ao quanto o barbatimao poderia modular fatores do envelhecimento de fibroblastos,
servindo como potencial produto desacelerador deste processo. Aqui é importante comentar
que, o envelhecimento da pele tem um grande impacto nas pessoas e, influenciando nao s6 os
aspectos fisiolégicos e funcionais do organismo, mas também atuando diretamente em
aspectos psicossociais do mesmo.

Assim como existe um grande conjunto de estratégias voltadas a prevencdo de
doencas cronicas ndo transmissiveis, a manutencdo da aptidao funcional e da autonomia dos
idosos, estudos que busquem identificar e desenvolver produtos que desacelerem o
envelhecimento da pele podem ser considerados relevantes dentro de um contexto

interdisciplinar.
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2 HIPOTESES

Considerando que a modulacdo de vias celulares envolve o tipo de composto e o estado
funcional das células, varias possibilidades podem ser inferidas quanto a exposic¢ao ao estrato

aquoso de barbatiméo, sendo:

Hipdtese 1: O extrato de barbatimdo apresenta efeito proliferativo in vitro na regeneracdo e
senescéncia proliferativa de fibroblastos e na modulacdo de marcadores inflamatorios, de

dano ao DNA e apoptdticos.

Hipdtese 2: O extrato de barbatimdo ndo apresenta efeito proliferativo in vitro na regeneracéo
e senescéncia proliferativa de fibroblastos e na modulacdo de marcadores inflamatorios, de

dano ao DNA e apoptdticos.

Hipdtese 3: O extrato de barbatimao ndo apresenta efeito proliferativo in vitro na regeneracéo
e senescéncia proliferativa de fibroblastos, porém exerce modulacdo de marcadores

inflamatorios, de dano ao DNA e apoptdticos.
Hipotese 4: O extrato de barbatimdo apresenta efeito proliferativo in vitro na regeneracao e

senescéncia proliferativa de fibroblastos, mas ndo exerce modulacdo de marcadores

inflamatdrios, de dano ao DNA e apoptéticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro o efeito modulatério do barbatimao (Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville) em marcadores de senescéncia de fibroblastos dérmicos humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em cultura de células da linhagem HFF-1 de fibroblastos humanos, avaliar o efeito da
exposicdo a diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico do barbatimdo
(Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), visando:

- Mensurar por ensaios espectrofotométricos a viabilidade e proliferagdo celular;

- Avaliar modificacbes morfologicas através da comparacdo de culturas jovens e
senescentes e senescentes expostas as diferentes concentragdes do extrato;

- Taxas de dano ao DNA;

- Expressdo de marcadores apoptoticos;

- Expressédo génica de proteinas marcadoras de senescéncia;
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4 DELINEAMENTO METODOLOGICO GERAL.
4.1 DELINEAMENTO GERAL — MANUSCRITO 1:
O objetivo foi avaliar a capacidade modulatéria do extrato hidroalcodlico de

barbatimdo em marcadores citofuncionais de fibroblastos humanos senescentes (HFF1-old)
(Figura 15).
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Figura 15: Delineamento geral do manuscrito da dissertagdo. BCRJ: Banco de Células do Rio de Janeiro;
Embrapa: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina; RNA: Acido
Ribonucleio; cDNA: DNA complementar; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide
Fonte: o autor.

Para tal, foi obtida a linhagem celular de fibroblastos humanos (HFF-1) originarias do
Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em condic¢Bes padronizadas,
mantidas em estufa com 5% de gas carbonico (CO,), 37°C, em meio de cultivo adequado
sendo utilizado Dulbecco's Modified Eagle's Medium suplementado com 15% de soro fetal
bovino (DMEM 15%) e 1% de antibidtico. As células foram mantidas em cultivo sendo
repicadas até atingirem morfologia senescente observada via microscopia confocal. Apds,

foram tratadas com barbatim&o e cultivadas por 24 e/ou 72 horas para realizacdo dos testes. A
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definicdo das doses de barbatimdo utilizadas foram baseadas em estudos prévios e estéo
descritas por Pellenz et al., (2018).

5 RESULTADOS

Os resultados estdo descritos sob a forma de um manuscrito cientifico submetido a revista

Biogerontology, fator de impacto 3.23, qualis Capes Al, na area interdisciplinar.
5.1 MANUSCRITO
Article type: Regular Article

Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville, a Brazilian wound healing plant, restores
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Abstract

Modification of body tissues, such as skin, over time leads to reduced tissue integrity due to
decreased cell functions, among which the fibroblast is highlighted. Despite the many changes
caused by cellular senescence, the most notable is the decrease in tissue healing capacity. In
the search for therapies that improve biological functions, the barbatiméo (Stryphnodendron
adstringens (Mar.) Coville) is a plant native to Brazil with a well-known cicatrization
capacity, but little explored. Using the aged human fibroblast cell line (HFF-1), this study
sought to demonstrate the potentialities of barbatimdo extract in the modulation of cellular
senescence genes, in anti-inflammatory action, proliferation, apoptosis and morphology. The
results demonstrated the ability of the extract to increase the expression of senescence marker
genes without, however, significantly altering cell proliferation, in addition to reducing
mortality rates. Our results suggest that barbatiméo is capable of restoring the metabolism of

senescent skin cells.

Key-words: Cell senescence. Skin. Barbatimdo. Telomerase. Gene Expression.

Introduction

The skin ageing is triggered by interaction of an inevitable development genetic
program (intrinsic factor) and environmental and lifestyle variables (extrinsic factors), that
can accelerate or decelerate this events. This aging process is associate to reduction of skin
physiological function and an increased susceptibility to age-related dermatoses including dry
skin, itching, ulcers, dyspigmentation, wrinkles, fungal infections and benign or malignant
skin cancers [1]. These modifications are strongly related to fibroblast senescence, since this

cell has a crucial role on skin matrix structure. In fact, when these cells become senescent are
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unable to proliferate, but remain metabolically active and are able to interfere in the skin
tissue structure and function [2].

Evidence from in vitro studies showed that senescent fibroblasts display several
established hallmarks of ageing, such as genomic instability, epigenetic modifications, loss of
proteostasis, telomere shortened, mitochondrial dysfunction, replicative senescence and
altered intercellular communication [3]. Perhaps the most relevant skin dysfunction triggered
by senescent fibroblast is related to wound healing process that can be impaired in aged-
persons. In fact, fibroblast senescence leads to decreased migratory and contractile functions
and a reduced capacity to be activated into myofibroblasts, which is consistent with the
wound healing defects seen in aged skin [2,4].

Due high impact that skin aging has on human health searching there are a large
number of studies related to identification that pharmacological or non-pharmacological
strategies that could be positively modulate this process. A possible strategy could be to
analyse the potential effect on some fibroblast senescent markers of plant extract with have
known wound healing properties. Actually, theuse of plant extracts is in historical common
practice that can accelerate wound healing (repair) process [5].

Brazil presents a megadiversity of plants, some ones traditionally used in the wound
healing treatment. This is the case of Stryphnodendron adstringens (Mar.) Coville belonging a
Fabaceae family, popularly named barbatimdo. Bark extracts of this plant are traditionally
used as cicatrizing, astringent, anti-inflammatory, and antimicrobial properties been these
properties confirmed by scientific reports [6,7]. This plant is richest in tannins, presenting
high levels of epigallocatechin-gallate (EGCG) and gallic acid molecules existing some
Brazilian commercial ointments that include barbatim&o in this formula. In a series case [8]
authors described potential use of barbatimdo on wound healing of extensive physical trauma
including nail drilling in diabetic patients, and also other skin injuries in elderly patients
submitted a surgical intervention, such as rejection of breast graft and safenectomy.
Barbatim&o wound healing effect seems to involve differential oxidative and inflammatory
modulation triggered by skin, cells including fibroblasts [6].

In this context, we postulated that hydroalcoholic aqueous extract of barbatimé&o could
present some modulatory effects on senescent markers of dermal aged-fibroblasts. To test this
hypothesis, we conducted an in vitro study using HFF1-aged fibroblast exposed to different
barbatim@o concentrations analysing effects on cellular proliferation, cell cycle markers,

oxidative markers, inflammatory markers and cell senescence markers.
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Material and Methods

Experimental Design

This in vitro study included commercial human HFF-1 fibroblasts obtained from
American Type Culture Collection — ATCC, (Manassas, USA). As soon as fibroblasts arrived
at the Biogenomic Laboratory, we cultivated them under suitable conditions for 7 days, and
with part of these fibroblasts the analyzes of what we considered as young cells were
performed. The remaining cells were maintained in cell culture for about 50 days, when they
reached senescent morphology, and then at this time, we performed the barbatiméo treatments
and the analyzes with the old cell group.

A HFF-1 and HFF1-old fibroblast cultures was used as in vitro model to evaluate
barbatiméo effect on morphology using cultures at near confluence that were treated and non-
treated with barbatiméo’s extract. HFFs were photographed through a microscope at a digital
camera (Leica DFC 340 FX, Leica Microsystems, Germany) and Leica Application Suite
Advanced Fluorescence Software (Leica Microsystems, Germany) magnification of
epifluorescence microscope (Leica, DMI 4000B). Therefore, O hour as considered the start
point and 72h hours as the endpoint used to estimate the structural modification. Images then
were analyzed by comparison between the groups: HFF-1 versus HFF1-old fibroblasts and
HFF1-old fibroblasts treated and non treated with barbatimao’s extract.

All analyses involving the measurement of absorbance or fluorescence were
performed using SpectraMax i3x Multi-Mode microplate reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, California, USA). The gene expression analysis was performed after 24h of
exposure to barbatim&o, in contrast all other analyzes were performed within 72h after

exposure to treatment.

Cell culture and treatments

HFF-1 fibroblast were cultured in DMEM supplemented with 15% fetal bovine serum
(FBS), penicillin (100 pL/mL), and streptomycin (100 mg/mL). The cultures were maintained
at 37°C under standard humidity and 5% CO; in a standardized, controlled incubator. All
experiments were repeated at least three times. Therefore, initially, fibroblasts were exposure

to barbatimdo extract concentrations ranging from 0.49 - 3.99 mg/mL to choose a
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concentration in the cellular viability of young fibroblasts. The concentration 0.49 and 0.99
were chosen for the experiment. It is important to cite that the concentration of 0.99 mg/mL is
used in commercial formulations in Brazil. All reagents used in cell culture are obtained from

Vitrocell — Embriolife (Campinas-Brazil).

Cell Proliferation Assay

Cellular proliferation were evaluated by the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) assay, as
described previously by Barbisan et al (2017) [9]. That analyze the cell metabolism through of
the reduction yellow salt MTT by mitochondrial dehydrogenase in living cells to produce
insoluble purple formazan crystals that are quantitatively measured by absorbance read
spectrophotometrically at 560 nm.

Mortality Assay

To evaluate the potential cytotoxic of barbatimdo in HFF-1,the concentration of free
double stranded DNA (dsDNA\) in cell culturewas determined in a black, 96-well plate using a
Quant-1 TTMPicoGreenkit, purchased from Invitrogen (Eugene, OR, USA) and diluted in
Tris—EDTA (TE) buffer (10 mM Tris— HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5) with reagents of the
highest purity/grade purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The fluorimetric
analyses were performed at an excitation of 480 nm and an emission of 520 nm recorded at

room temperature.

Growth Factors

Quantitative measurement of KGF and human FGF proteins was performed on cell
culture supernatants, according to manufacturer's instructions (Abcam (Cambridge, MA,
USA). The SimpleStep ELISA® employs an affinity tag labeled capture antibody and a
reporter conjugated detector antibody which immune capture the sample analyte in solution.
To perform the assay, samples or standards are added to the wells, followed by the antibody
mix. After incubation, the wells are washed to remove unbound material. TMB substrate is
added and during incubation is catalyzed by HRP, generating blue coloration. This reaction is

then stopped by addition of Stop Solution completing any color change from blue to yellow.
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Signal is generated proportionally to the amount of bound analyte and the intensity is
measured at 450 nm.

DNA oxidation

DNA damage was determined by 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) using an
ELISA immunoassay kit obtained from Abcam (Cambridge, MA, USA) according to the

manufacturer’s instructions.

Caspases and Quantification of cytokine levels

The analyses of CASP -3, -8, was performed by Caspase Immunoassay to measure
CASP in the cell culture supernatants, according to the manufacturer’s instructions (Abcam-
Cambridge, MA, USA). Levels of cytokines IL-1B, IL-6, IFN-y, TNFa, and IL-10 in cell
culture were measured using Quantikine Human Kits (Abcam — Cambridge, MA, USA),
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, all reagents and working standards were
prepared and the excess microplate strips were removed before adding 50 uL of RD1W (assay
diluent) to each well, was added 100 pl of each standard After, 100 pL of sample and 1X
Control Solution to the appropriate wells. Next 50 puL of appropriate antibody and was kept
in incubation for 3 hours at room temperature (18-25°C). The liquid from each well was
aspirated and was added 300 pL of 1X Wash Buffer into each well. Aspirate the liquid from
each well. Next, 100 pL of substrate solution into each well and incubate in the dark for 12-15
minutes at room temperature. Add 100 pL of Stop Reagent into each well. Results must be
taken immediately after the addition of Stop Reagent, or within one hour, if the microplate is
stored at 2-8°C in the dark. Read absorbance of each well on a spectrophotometer using 450

nm.

Gene expression analysis

Gene expression. was evaluated by gRT-PCR assays using messenger RNA (mRNA)
obtained from cell culture after 24 hours of contact with the barbatim&o. Extraction of RNA
was performed using Trizol (Ludwig Biotec — Brazil) according to the manufacturers
recommendations. After RNA quantification through a NanoDrop 1000 Spectrophotometer

System (Thermo Scientific, Wilmington, USA). Total RNA (1 pg) was treated with DNase
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(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) at 37 °C for 5 min to eliminate DNA
contamination.RNA was converted to complementary DNA (cDNA) using iScript™ Reverse
Transcription Supermix for gRT-PCR (Bio-rad — Califérnia, USA). The gRT-PCR analysis
was conducted with the following reaction conditions: 95 °C for 3 min followed by 40 cycles
of 95 °C for 10 s, 60 °C for 30 seconds followed by a melt curve of 60-90 °C in 0.5 °C
increments for 5 seconds. All gRT-PCR reactions were performed in triplicate, using 1 uM of
each primer, 1000 ng/uL of cDNA, RNAase-free water, and 2x QuantiFast SYBR® Green
PCR Master Mix (QIAGEN Biotechnology, Germany), in a final volume of 20 uL. The
primers used in this study are listed in table 1. Beta-actin was used as the housekeeping gene
to normalize the gene expression of all samples. Relative expression was calculated using
comparative Cytosine-Thymine (CT) and was expressed as fold expression compared to
control. The primers analyzed here was: p53 (Forward) TTGGGTCTTTGAACCCTTGCT
and (Reverse) GTGCAGGCCAACTTGTTCAGT, Sirtuin 1 (Forward)
ACAGGTTGCGGGAATCCAA and (Reverse) TCGTACAGCTTCACAGTCAACTTTG;

Telomerase (Forward) CCTGTGCTACGGCGACATG and (Reverse)
ACCAACAAGAAATCATCCACCA. The primer of p-actin gene used as housekeeping was:
(Forward) TGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA and (Reverse)

TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA.

Statistical analysis

The data was first transformed to percentages against a negative control group. All
assays were performed in triplicate as independent experiments with at least five repetitions.
Statistical analyses were conducted employing GraphPad Prism 5 software. The results of
treatments were compared using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey
or Dunnet post hoc tests. The results of these analyses were expressed as mean + standard

deviation. P values <0.05 were considered statistically significant.

Results

Initially hydroalcoholic aqueous extract of barbatimao used in experiments performed

here was chemically characterized and main results are presented in Table 1 showing higher
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levels of gallic and caffeic acids. Catechins, quercetin and quercitrin also presented high
levels in barbatimdo chemical matrix.

Table 1 — Components of barbatiméo extract.

Compounds Barbatiméao
mg/g

Gallic acid 1248 +0.05a
Catechin 593+0.01b
Caffeic acid 8.06 £0.02c
Quercitrin 471+0.01d
Quercetin 8.16 £0.04 c
Kaempferol 1.37+0.01e

In comparison with newer 13" cell culture passage, the HFF1 at 28" cell culture
passage (after = 50 days) presented the following age-phenotype characteristics recognized in
senescent fibroblasts (Figure 1): change in the fibroblast morphological pattern, higher
mortality rate, decreasing in the proliferative rate and in the levels of two fibroblasts growing
factors (FGF and KGF). Therefore, this last cell culture passage was used to test the potential

modulatory barbatimao extract effect on fibroblast senescence markers.
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Figure 1: Morphological changes, proliferative and mortality rates on HFF-1 and HFF1-old fibroblasts. (A)
Morphological pattern differences between both cultures of newer and old fibroblasts. (B) Cell mortality rates of
HFF1-old against the control (newer 13"). (C) Cellular proliferation after 72h on cell culture. (D) Proliferative
markers of KGF (Keratinocyte Growth Factor) and FGF (Fibroblast Growth Factor). Data are presented as mean
values + standard error (SE) and express as percentage of the control value. Different letters indicate statistical
differences among control and barbatiméo at different concentrations, by ANOVA one-way analyses followed
by Tukey’s post hoc test at p < 0.05.

Barbatimédo effects at two therapeutic concentrations on aged-fibroblast proliferative
markers was analysed here. Barbatimdo did not change proliferative rate of HFF1-old,
however HFF1-old barbatimdo exposed increased significantly levels of two proliferative
biomarkers studied here (FGF and KGF). Barbatimdo action on FGF as dose-dependent,
whereas similar higher KGF levels were observed in both concentrations tested here (Figure
2A).

During fibroblast senescence process DNA damage levels associated to apoptosis
triggering are common events. For this reason, barbatimdo effects on DNA oxidation as well
as caspases 3 and 8 levels, molecules that participate of intrinsic and extrinsic apoptotic
pathways were also analysed here (Figure 2B). Barbatimdo decreased significantly DNA
oxidation levels in a dose-dependent way. Caspase 3 levels decreased just in HFF1-old
exposed at higher barbatim&o concentration (0.99 mg/mL), whereas on caspases 3 barbatimao

presented a lowering effect in both concentrations tested here. HFF1-old cultures changed the

55



cytomorphological pattern when barbatimdo-exposed presenting some similarities of
fibroblast young-cultures in terms of cellular organization. This cytomorphological effect was

similar in both barbatim&o concentrations analysed here (Figure 2C).
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Figure 2: Barbatimdo’s effect cultures at 0.49 and 0.99 mg/mL concentrations on proliferative markers,
apoptotic rates and morphological changes in HFF1-old cells. (A) Barbatiméo’s extract did not alter significantly
the proliferative rates, but improves the proliferative markers KGF and FGF in dose-dependent way. (B)
Barbatimdos’ extract decrease the levels of cellular apoptosis and the levels of apoptotic markers. (C)
Morphological pattern changes in HFF1-old cultures are also dose-dependent by barbatimdo’s extract. Data are
presented as mean values * standard error (SE) and express as percentage of the control value. Different letters
indicate statistical differences among control and barbatimao at different concentrations, by ANOVA one-way
analyses followed by Tukey’s post hoc test at p < 0.05.

Modulatory effect of barbatimdo on inflammatory metabolism of HFF1-old was also
evaluated (Figure 3A), showing decreasing in the levels of all proinflammatory cytokines (IL-
1B, IL-6, TNF-a, IFN-y) tested here, whereas levels of IL-10, an anti-inflammatory cytokine
increased significantly in these cultures. A complementary analysis was performed in order to
evaluate potential barbatimao’s genomic effect on regulation of three genes that are closely

associated to cell cycle and cellular senescence: p53 protein, Sirtuin 1 and telomerase (Figure
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3B). Considering non-treated HFF1-old cells as reference, p53 gene was down-regulated in
cultures supplemented with barbatimdo extract. Sirtuin 1 gene was upregulated just in culture
exposed to higher barbatimdo concentration tested here (0.99 mg/mL), whereas telomerase

gene was upregulated in cultures exposed to both barbatimédo concentrations.
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Figure 3: Barbatimdo’s effect cultures at 0.49 and 0.99 mg/mL concentrations on inflammatory metabolism
markers of HFF1-old fibroblasts. (A) Barbatimio’s extract decrease all proinflammatory cytokines (IL-1B, IL-6,
TNF-0, IFN-y) and increased a anti-inflammatory cytokine marker (IL-10). (B) Barbatimdo’s extract genomic
effect on genes associated to cellular senescence (p53 protein, Sirtuin 1 and telomerase). Data are presented as
mean values + standard error (SE) and express as percentage of the control value. Different letters indicate
statistical differences among control and barbatim&o at different concentrations, by ANOVA one-way analyses
followed by Tukey’s post hoc test at p < 0.05.

All results found are summary in the figure 4.
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Figure 4: Schematic illustration of the results found in young and old HFF-1 fibroblasts exposed to
concentrations of 0.49 and 0.99 mg/mL barbatimdo. IL (Interleukin) 1, 6 and 10; TNF-o. (Tumor Necrosis
Factor-alpha); FGF (Fibroblast Growth Factor); KGF (Keratinocyte Growth Factor).

Discussion

Considering that wound healing involves complex processes that some investigation to
test if a hydroalcoholic aqueous extract of this plant also could modulate differential non-
injured and aged human dermal fibroblast. Despite barbatiméo did not alter proliferative rate
of old-fibroblast, in general was observed an improvement on cytomorphology and some
proliferative, apoptotic, inflammatory and longevity markers. These results could be relevant
since frequency of elderly people is increasing in developed and developing countries, and
this population trend to present high prevalence of skin dysfunctions and wound-healing
impairment [5].

From results obtained here it is relevant to highlight some aspects starting to
barbatimdo chemical composition that is rich in polyphenols that contributes with its wound
healing property. Previous studies have described important effect of catechins [10], gallic
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acid [11] and caffeic acid [12]. Moreover, quercetin, a potent flavonoid identified in
barbatim&o extract is a molecule that currently has received much attention due its antioxidant
and anti-inflammatory properties that improves substantially wound healing processes
[13,14,15].

However, until moment there are few number of studies evaluating preventive or
restoring effects fibroblast senescence. Perhaps the limitation in these studies is related to
concept that cellular senescence cannot be stopped [16]. In fact, complete reversal of cell
senescence seems not to be possible, but some functional aspects of senescent fibroblasts
seem to be partially reversed or even its progression slowed down.

This effect could be modulated by bioactive molecules presented in some wound
healing plants. This presumption is based in some prior investigations involving fibroblast
aging modulation by chemical compounds found in barbatimdo extract. For example, the
preventive action of epigallocatechin-3-O-gallate against replicative senescence of human
dermal fibroblasts was already described [17]. Prior investigations also described that gallic
and caffeic acids are able to modulate fibroblast aging [18,19]. From these results we
considered that barbatimao effect on aged-fibroblast could be triggered by interaction of these
molecules presented in its chemical matrix.

Barbatimé&o effect on proliferative pattern of aged-fibroblast showed results apparently
conflicting since was not observed increasing in the cellular proliferation, whereas two
fibroblast proliferative markers (FGF1 and KGF) presented higher levels in cells treated with
this plant extract. One of the great milestones of biogerontology was the Hayflick study that
constructed the concept of proliferative senescence from studies with chicken fibroblast
cultures. In these terms, cellular senescence was first reported in human fibroblasts as a state
of stable in vitro growth arrest following extended culture [20]. However, evidence showed
that senescent fibroblast changes its cellular cytomorphological pattern and also disrupt the
composition and structural organization of the dermal extracellular matrix. This disruption
causes loss of fibroblast spreading and mechanical force, which inextricably lead to an "aged"
phenotype. Therefore, no-occurrence of increase in cellular proliferation of HFF1-old cells in
the presence of barbatimdo could be considered just carefully, since other proliferative
markers indicates potential modulatory action of barbatiméao on aged-fibroblasts.

Actually, evidence showed that FGF1 is a protein that play an important role on
regeneration and skin proliferation. This molecule belongs to FGF family that have a broad
cellular function, mainly in mitosis, cellular survival activities, morphogenesis, tissue repair,

etc. Prior studies suggested that FGF1 could to be included among signalling molecules as a
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potential therapeutic or cosmetic agent for skin damaged or wrinkles and other aging
alterations [21]. KGF is also a very important molecule to skin function, since is synthetized
by several epithelial cells, as well as fibroblast to promote re-epithelization of wounds.
Studies have demonstrated that this molecule has a protective effect mainly on mucosal
damage induced by irradiation, chemotherapy and graft-versus-host diseases [22].

Furthermore, of increase in the FGF1 and KGF levels of HFF1l-old barbatimao-
exposed it was observed decreasing in the DNA oxidation, that could trigger apoptosis events
and also differential modulation of some important genes senescence-related. In general,
evidences have suggested that cellular senescence is accompanied by elevated levels
of p53 and p21, decreased telomere length and telomerase activity, increased of oxidative
markers and DNA damage [23]. During in vitro ageing, the telomeres shorten gradually in
each sub-cultivation. Therefore, telomere shortening is considered as primary cause of
human fibroblasts senescence, that is associated to decrease in the telomerase gene expression
[16]. In these terms, downregulation of p53 protein gene and upregulation of telomerase gene
in aged-fibroblast exposed to barbatimdo, mainly in the higher concentration tested here
reinforce the action of this extract on senescence modulation.

Sirtuin 1 gene was also upregulated in HFF1-old exposed to barbatim&o extract. The
product of this gene act in the cell via histone deacetylase and/or adenosine diphosphate
ribosyltransferase enzymatic activity that target histone and non-histone substrates. Among
the substrates that Sirtuin 1 act are transcription regulators, tumor suppressors, structural
proteins, DNA repair proteins, cell signalling proteins, transport proteins, and
enzymes. Therefore, Sirtuin 1 has crucial role regulating many cellular processes such as cell
metabolism, apoptosis, DNA repair, cell cycle and immune response. Due to pleiotropic
activity, Sirtuins are considered “longevity proteins”, and their role on dysfunctions and
dermatological diseases has been identified in recent years [24]. Moreover, evidence from
fibroblasts studies suggested decreasing of Sirtuin levels in aged fibroblasts that could act on
the chronological aging processes [25]. As Sirtuin 1 is able to deacetylates p53 in a NAD+-
dependent manner to inhibit transcription activity of p53 [26], it is possible to infer that
upregulation of Sirtuin 1 could be associated to downregulation of p53 gene observed in aged-
fibroblasts exposed to barbatiméao.

Barbatim&o was also able to modulate differentially DNA oxidation and caspases 3
and 8 levels indicating a potential antiapoptotic action on aged-fibroblasts. Most authors
consider that senescence and apoptosis constitute types of cellular responses that normally

ensure homeostasis, when endogenous or exogenous signals occur [27]. In these terms,
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deregulation of these processes is often observed during aging and also various pathologies,
including cancer. Furthermore, recent investigations also suggested that, in general
postmitotic cells are able to enter a state of senescence without necessarily apoptosis
induction. However, it is expected that some aged-cells that accumulating DNA damage
undergoing to apoptosis, in order to protect the organism against pathological events,
specially cancer [28,29]. That way, decreasing in the DNA oxidation and caspases also
suggested a protective effect of barbatimdo against apoptosis associated to cellular aging
processes.

The modulation of protein and gene products associated to some restoring of no-
senescent patterns in the HFF-1 cells was followed by changes in the fibroblast morphology
and its disposition on extracellular matrix in 72h cell cultures. In this case, there is a clear
alteration of cell culture where fibroblast presented a fusiform pattern with more organized
distribution than HFF1-old cultures obtained without barbatiméo supplementation. Therefore,
these results corroborate with proliferative markers studied here.

Finally, it is important to point out some considerations about barbatiméo effect on
inflammatory cytokines produced by aged-fibroblasts. In fact, senescent fibroblasts present a
well-known pro-inflammatory secretory response. In dermal tissue, increasing in the DNA
damage can help to induce production of pro-inflammatory cytokines by aged-fibroblast. In
its turn, elevated levels of these cytokines can attract and activate immune cells collaborating
to promote “inflammatory states” that also have influence on mesenchymal stem-cells that are
responsible to regenerate this tissue [30]. In the present investigation, the levels of
proinflammatory cytokine | of HFF1-old cells dropped when cultures where supplemented
with barbatimdo. At contrary, IL-10 levels increased corroborating with previous studies that
reported anti-inflammatory effect of this plant [7].

In summary, despite methodological constrains associated to in vitro studies, results
described here suggested that barbatiméo extract could modulate some senescence parameters
of dermal aged-fibroblasts. These results could be considered relevant to understand the
causal mechanisms associated with some plant extracts that has beneficial action on kin aging.
Moreover, results open the possibility to developing products based in the barbatiméo extract

to use in the restoring of some functions that are found mainly in young fibroblasts.
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6 DISCUSSAO

Considerando que a cicatrizacdo de feridas envolve processos complexos algumas
investigacOes surgem para testar se o extrato aquoso hidroalcoolico do barbatimé&o é capaz de
modular também, de modo diferenciado a células com injuria, 0os processos de senescéncia de
fibroblastos dérmicos. Apesar de o barbatimdo ndo alterar a taxa proliferativa de fibroblastos
senescentes, foi observada uma melhora na citomorfologia e em alguns marcadores
proliferativos, apoptdticos, inflamatorios e de longevidade. Esses resultados podem ser
relevantes, uma vez que a frequéncia de idosos estd aumentando nos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, e essa parcela populacional apresenta alta prevaléncia de disfungdes da
pele e comprometimento da cicatriza¢do (DAS et al., 2017).

A partir dos resultados obtidos aqui é relevante destacar alguns aspectos relacionados
a composicdo quimica do barbatimao, rica em polifendis, que contribuem para sua
propriedade cicatrizante. Estudos anteriores ja descreveram o importante efeito de catequinas
(SOUZA-MOREIRA et al., 2018), do acido galico (YANG et al., 2016) e do &cido cafeico
(SONG et al., 2008), compostos também encontrados no barbatimdo. Além disso, a
quercetina, um potente flavondide, é uma molécula que atualmente tem recebido muita
atencdo devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias que melhoram
substancialmente os processos de cicatrizacdo de feridas (DOERSCH e NEWELL-ROGERS,
2017; JANGDE et al., 2018; YIN et al., 2018).

No entanto, até o momento, ha poucos estudos avaliando os efeitos preventivos ou
restauradores da senescéncia dos fibroblastos. Talvez as limitagcdes nesses estudos estejam
relacionadas ao conceito de que a senescéncia celular ndo pode ser interrompida (CRUZ,
2014; MAGALHAES e PASSOS, 2018). De fato, a reversio completa da senescéncia celular
parece ndo ser possivel, mas alguns aspectos funcionais dos fibroblastos senescentes parecem
ser parcialmente revertidos ou mesmo desacelerados.

Este efeito pode ser modulado por moléculas bioativas presentes em algumas plantas
cicatrizantes. Esta ideia baseia-se em algumas investigacGes prévias envolvendo a modulagdo
do envelhecimento de fibroblastos por compostos quimicos encontrados no extrato de
barbatimdo. Por exemplo, a agdo preventiva da epigalocatequina-3-O-galato contra a
senescéncia replicativa de fibroblastos dérmicos humanos ja foi descrita (HAN et al., 2012).
Investigagdes anteriores também descreveram que os &cidos galico e cafeico sdo capazes de
modular o envelhecimento dos fibroblastos (HWANG et al., 2014; LIM et al., 2017). A partir
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desses resultados, considerou-se que o efeito do barbatimdo no fibroblasto senescente poderia
ser desencadeado pela interacdo dessas moléculas apresentadas em sua matriz quimica.

O efeito de barbatimé@o no padrdo proliferativo de fibroblastos envelhecidos mostrou
resultados aparentemente conflitantes, uma vez que ndo foi observado aumento na
proliferacdo celular, enquanto dois marcadores proliferativos (FGF1 e KGF) apresentaram
niveis mais elevados em células tratadas com o extrato da planta. Um dos grandes marcos da
biogerontologia foi o estudo de Hayflick, que construiu o conceito de senescéncia proliferativa
a partir de estudos com culturas de fibroblastos de galinha. Nestes termos, a senescéncia
celular foi relatada pela primeira vez em fibroblastos humanos como um estado estavel de
paragem de crescimento in vitro apds cultura prolongada (HAYFLICK e MOORHEAD,
1961). Entretanto, evidéncias mostraram que o fibroblasto senescente altera seu padrédo
citomorfologico e também rompe a composicdo e organizacao estrutural da MEC dérmica.
Esta ruptura provoca a perda e dispersao de fibroblastos, além da for¢ca mecénica, o que leva a
um fendtipo "envelhecido". Portanto, a ndo ocorréncia de aumento na proliferacdo celular de
células velhas de HFF1 (HFF1-old) na presenca de barbatimdo pode ser aceita, uma vez que
outros marcadores proliferativos indicam potencial acdo modulatéria do barbatimdo nos
fibroblastos envelhecidos.

Na verdade, evidéncias mostraram que o FGF1 é uma proteina que desempenha um
papel importante na regeneracéo e proliferacdo da pele. Esta molécula pertence a familia FGF
que possui ampla funcdo celular, principalmente na mitose, atividades de sobrevivéncia
celular, morfogénese, reparo tecidual, entre outras. Estudos anteriores sugeriram que o FGF1
poderia ser incluido entre moléculas sinalizadoras como um potencial agente terapéutico ou
cosmeético para a pele danificada ou ainda com rugas e outras alteracdes do envelhecimento
(AN et al., 2013). O KGF é também uma molécula muito importante para a funcéo da pele,
uma vez que é sintetizada por varias células epiteliais, bem como fibroblastos para promover
a reepitelizacdo de feridas. Estudos demonstraram que esta molécula tem um efeito protetor
principalmente no dano da mucosa induzida por irradiagdo, quimioterapia e doengas do
enxerto contra o hospedeiro (YEN et al., 2014).

Além do aumento nos niveis de FGF1 e KGF de HFF1-old expostos ao barbatimao,
observou-se decréscimo na oxidacdo do DNA, que poderia desencadear eventos de apoptose e
também modulacao diferencial de alguns genes importantes relacionados a senescéncia. Em
geral, evidéncias sugerem que a senescéncia celular é acompanhada por niveis elevados de
p53 e p21, diminuicdo do comprimento dos telémeros e atividade da telomerase, aumento de

marcadores oxidativos e danos no DNA (RANG e DALE, 2012; LEWINSKA et al., 2017).
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Durante o envelhecimento in vitro, os telémeros encurtam gradualmente em cada sub cultura
(denominado repique celular). Portanto, o encurtamento dos telémeros é considerado como
causa primaria da senescéncia dos fibroblastos humanos, que estd associada a diminuicdo da
expressdo génica da telomerase (MAGALHAES e PASSOS, 2018). Nestes termos, a
regulacdo negativa do gene da proteina p53 e 0 aumento da expressdo do gene da telomerase
em fibroblastos envelhecidos expostos ao barbatiméo, principalmente na maior concentragao
testada, reforcam a acdo deste extrato na modulacéo da senescéncia.

O gene da Sirl também foi suprarregulado em HFF1-old expostos ao extrato de
barbatimdo. O produto deste gene atua na célula através da atividade enzimatica da histona
desacetilase e/ou da adenosina difosfato ribosiltransferase que tem como alvo substratos de
histonas e ndo histonas. Entre os substratos que a Sirl atua estdo reguladores de transcricao,
supressores de tumor, proteinas estruturais, proteinas de reparo de DNA, proteinas de
sinalizacdo celular, proteinas de transporte e enzimas. Portanto, a Sirl tem papel crucial na
regulacdo de muitos processos celulares, como metabolismo celular, apoptose, reparo de
DNA, ciclo celular e resposta imune. Devido a atividade pleiotrépica, as sirtuinas séo
considerados “proteinas da longevidade”, e seu papel nas disfun¢des e doengas
dermatoldgicas tem sido identificado nos ultimos anos (SERRAVALLO et al., 2013;
GOYARTS et al., 2017). Além disso, evidéncias de estudos com fibroblastos sugeriram
diminuicdo dos niveis de sirtuina em fibroblastos envelhecidos que poderiam influenciar nos
processos de envelhecimento cronoldgico (GARCIA-PETERSON et al., 2017). Como a Sirl
é capaz de desacetilar a p53 de maneira dependente de NAD+ (Dinucleotideo de nicotinamida
e adenina) para inibir a atividade de transcricdo da p53 (ONG e RAMASAMY, 2018), é
possivel inferir que a regulacdo positiva da Sirl poderia estar associada a regulacdo negativa
do gene p53 observado em fibroblastos expostos ao barbatimao.

O barbatiméo também foi capaz de modular diferencialmente a oxidacdo do DNA e 0s
niveis das caspases 3 e 8, indicando uma potencial acdo antiapoptoética nos fibroblastos
envelhecidos. A maioria dos autores considera que a senescéncia e a apoptose constituem
tipos de respostas celulares que normalmente asseguram a homeostase, quando ocorrem sinais
enddgenos ou exogenos (ALIPER et al.,, 2015). Nestes termos, a desregulacdo destes
processos é frequentemente observada durante o envelhecimento e também varias patologias,
incluindo o cancer. Alem disso, investigacdes recentes também sugeriram que, em geral, as
células pds-mitoticas sdo capazes de entrar em um estado de senescéncia sem necessariamente
a inducdo de apoptose. No entanto, espera-se que algumas células envelhecidas que

acumulam danos no DNA sofram apoptose com a finalidade de proteger o organismo contra
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eventos patologicos, especialmente cancer (CHU et al., 2018; SAPIEHA e MALLETTE,
2018). Dessa forma, diminuindo a oxidacdo do DNA e as caspases também se sugere um
efeito protetor do barbatiméo contra a apoptose associada aos processos de envelhecimento
celular.

A modulacdo de proteinas e produtos génicos associados a alguma restauracao de
padrées ndo senescentes nas células HFF-1 foi seguida por mudangas na morfologia dos
fibroblastos e sua disposicdo na matriz extracelular em culturas de 72h. Neste caso, ha uma
clara alteracdo na cultura de células em que os fibroblastos apresentam um padrao fusiforme
com distribuicdo mais organizada do que as culturas de HFF-1 obtidas sem suplementagéo
com barbatimé&o. Portanto, esses resultados corroboram com os marcadores proliferativos aqui
estudados.

Por fim, é de valia ressaltar algumas informacdes acerca do efeito do barbatiméo sobre
as citocinas inflamatérias produzidas pelos fibroblastos senescentes. De fato, essas células em
questdo apresentam uma resposta secretora pro-inflamatoria bem conhecida. No tecido
dérmico, o aumento do dano ao DNA pode ajudar a induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias pelo fibroblasto senescente e, como consequéncia, niveis elevados dessas
citocinas podem atrair ¢ ativar as células imunoldgicas, colaborando para promover “estados
inflamatdrios” que também influenciam as células-tronco mesenquimais responsaveis pela
regeneracdo desse tecido (BURTON e FARAGHER, 2015). Na presente investigacdo, oS
niveis de citocina pro-inflamatéria IL-Ip de células HFF1-old diminuiram quando as culturas
foram suplementadas com barbatimdo. Pelo contrario, os niveis de IL-10 aumentaram,
corroborando com estudos anteriores que relataram efeito anti-inflamatério desta planta
(SOUZA-MOREIRA et al., 2018).

De fato, embora a resposta do barbatimédo ndo tenha contemplado todos os marcadores
aqui utilizados (quando considerada a questdo da taxa proliferativa) é de conhecimento que a
modulacédo por outras vias celulares, como pelo KGF e FGF, é capaz de produzir efeitos sobre
todos os pontos avaliados em fibroblastos senescentes deste estudo. Ainda, dada a diversidade
de modulagdes metabdlicas ocasionadas pela exposi¢cdo ao extrato aquoso dessa planta, como
a nivel inflamatdrio e de dano ao DNA, a possibilidade de efeitos positivos restauradores em
outras células senescentes pode ser interessante para o estudo do envelhecimento ao nivel

tecidual.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos a partir desse estudo nossas conclusdes séo que:

- A linhagem celular de fibroblastos humanos HFF-1 obtida do Banco de Células do
Rio de Janeiro apresentava morfologia normal quando comparada a fibroblastos jovens em
cultivos in vitro, bem como apresentava caracteristicas citofuncionais associadas a taxa de
proliferacéo e producéo de fatores de crescimento semelhantes a outros resultados verificados
na literatura, vindo a ser considerada envelhecida (HH1-old) a partir de alteracdes
morfologicas visiveis ao microscopico Otico condizentes com processo Visuais de
modificacGes celulares j& conhecidas;

- O extrato hidroalcodlico de barbatimé&o utilizado nas concentragdes de 0,49 mg/mL e
0,99 mg/mL afeta a taxa de proliferacdo celular de modo diferenciado, uma vez que foi
mostrado uma maior incidéncia de replicacdo celular nos fibroblastos senescentes expostos a
maior concentragdo, enquanto a menor teve diagnéstico menor que o grupo do controle
negativo (CN);

- O extrato hidroalcodlico de barbatimédo influencia positivamente a producdo de
fatores de diferenciagdo, crescimento e proliferacdo celular, como foi mostrado nos resultado
para KGF e FGF de HFF1-senescentes de modo dose-dependente, sendo assim, a maior
concentracdo utilizada tendeu a estimular melhor as células expostas;

- Uma vez avaliado os danos ao DNA e os marcadores apoptéticos, seguiu-se
verificando a eficiéncia do barbatimdo de modo dose-dependente ao atuar reduzindo a
expressdo do marcador de dano e das caspases pré-apoptoticas;

- Quanto a morfologia, quando comparadas ao controle negativo, as células
apresentaram maior afinamento e comprimento. O espraiamento € caracteristico de
fibroblastos jovens uma vez que possibilita maior interacdo tecidual. Esse processo foi
visualizado na concentracdo de 0,49 mg/mL, porém foi mais intenso na maior concentracdo
onde ainda se verificou uma maior organizacdo tecidual, confirmando que o barbatiméo
também estimula a estruturagdo do tecido;

- Para os marcadores de inflamacdo, foi relatada reducdo de todos os fatores pro-
inflamatdrios de modo dose-dependente, sugerindo que o extrato do barbatimado também
atuaria modulando a producdo de citocinas, visto que o fator anti-inflamatorio sofreu
upregulation também em modo dose-dependente;

- A expressdo dos genes relacionados a senescéncia celular confirmou a capacidade do

barbatimdo em atuar diretamente como modulador da senescéncia replicativa dos fibroblastos
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humanos. Dado o fato de que o gene da telomerase e SIR1 sofreram upregulation em ambas
as concentragdes e 0 gene p53 teve aumento mediano quando comparados ao controle
negativo;

O conjunto dos resultados sugere que a a¢éo do barbatimédo pode ser direta ou indireta
quando avaliada do ponto de vista da senescéncia bioldgica, considerada a caracteristica do
extrato em modular ndo apenas as vias génicas associadas a senescéncia, mas fatores
influentes no processo de envelhecimento como o quadro de inflamacdo celular. Assim,
embora apenas uma das concentracdes nao tenha se mostrado positiva atuando na proliferacao
celular, todos os resultados foram benéficos uma vez que atuaram aumentando a eficiéncia
celular. Apesar das limitagdes metodoldgicas associadas a estudos in vitro, nossos resultados
podem ser considerados relevantes, uma vez que demonstraram acdo desaceleradora do
barbatimdo no processo de senescéncia celular em fibroblastos humanos, sendo estes
resultados interessantes para a pratica clinica e estética.

Uma vez que a pele envelhecida apresenta maior nimero de células em senescéncia
tendo assim maior probabilidade de rompimento ocasionando o aparecimento de lesdes de
pele, um grave problema de saude principalmente entre idosos. Outra questdo é estética
relacionada a aparéncia, uma vez que o barbatimdo parece ter efeito pré fibroblastos, entdo
esta molécula poderia potencialmente ser utilizada para o desenvolvimento de compostos a
serem utilizados para fins estéticos. Mais estudos precisam ser realizados para comprovagao

dos resultados aqui apresentados, a niveis de organismo, incluindo toda a fisiologia.
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