UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

Daise Raquel Maldaner

A INFLUENCIA DA ASSOCIACAO DO LASER DE BAIXA
POTENCIA E DO GUARANA (Paullinia cupana Kunth) NOS
MARCADORES OXIDATIVOS, INFLAMATORIOS, FATORES DE
CRESCIMENTO E NA PROLIFERACAO DE FIBROBLASTOS IN
VITRO

Santa Maria, RS
2018



Daise Raquel Maldaner

A INFLUENCIA DA ASSOCIAGCAO DO LASER DE BAIXA POTENCIA E DO
GUARANA (Paullinia cupana kunth) NOS MARCADORES OXIDATIVOS,
INFLAMATORIOS, FATORES DE CRESCIMENTO E NA PROLIFERACAO DE
FIBROBLASTOS IN VITRO

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduacao em
Farmacologia, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM, RS), como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em
Farmacologia.

Orientadora: Prof2 Dr2 Marta Maria Medeiros Frescura Duarte
Co-orientadora: Prof2. Dr. Fernanda Barbisan

Santa Maria, RS
2018



Daise Raquel Maldaner

A INFLUENCIA DA ASSOCIACAO DO LASER DE BAIXA POTENCIA E DO
GUARANA (Paullinia cupana kunth) NOS MARCADORES OXIDATIVOS,
INFLAMATORIOS, FATORES DE CRESCIMENTO E NA PROLIFERACAO DE
FIBROBLASTOS IN VITRO

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduacao em
Farmacologia, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM, RS), como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em
Farmacologia.

Aprovado em 10 de agosto de 2018:

Marta Maria Medeiros Frescura Duarte, Dr2
(Presidente/orientadora)

Melissa Orlandin Premaor, Dr2. (UFSM)

Jonatas Zeni Kafkle, Dr. (ICCA/RS)

Santa Maria, RS
2018



AGRADECIMENTOS

Néo foi facil chegar até aqui. Do processo seletivo, passando pela aprovacdo até a
conclusdo do Mestrado, foi um longo caminho percorrido, e por isso, preciso agradecer a
todos que confiaram em mim, participaram ativamente das minhas atividades academicas, me

apoiaram e fizeram com que este desafio fosse superado de forma mais leve e gratificante.

Em primeiro lugar ao Ser Superior que nos guia, nos mostra 0s caminhos certos a seguir e

nos da condicdes para concluir nossa jornada.

A0S meus pais que sdo meus maiores incentivadores, nunca mediram esfor¢os para que
eu pudesse ter acesso a educacgédo de qualidade, com uma frase classica que sempre levei como
lema: “ Minha filha, vamos te dar a oportunidade de estudar, porque o estudo ¢ a unico bem

que ndo podera ser tirado de ti.”

A minha Irm4 Daiane que foi minha primeira “aluna”, e sempre me dizia: Mana, vocé
precisa ser professora !' mesmo enquanto eu ainda estava no ensino médio. Hoje é também
uma amiga com quem Sei que possoO contar sempre, que sempre me ajuda a enxergar meus

potenciais e me incentiova a aceitar os desafios.

Ao meu marido Fabricio que com muita compreensdo alterou sua rotina e com muito
carinho e amor me deu todo apoio necessario para que nossa familia pudesse superar esta
etapa de muito estudo, muitas horas em frente ao computador, muitas preocupacgdes extras.
Sei que nossas atividades de lazer e descanso forma reduzidas neste periodo final, mas em
nenhum momento vocé deixou isso abalar nossa convivéncia e principalmente a atencdo e

cuidado com nosso filho, muito obrigada por tudo.

Ao meu filho Carlos, que hoje com 3 anos ja aprendeu que mestrado é dificil e que a
“mamde precisa estudar muito”... sei que um dia ele vai ler isso e vai entender que minha
“auséncia” em alguns momentos foi necessaria e que o meu desafio foi vencido com a ajuda e

compreenséo dele.

A Lucia, “mée de cora¢do” do Carlos, que me deu o suporte em casa para que eu
conseguisse ter tranquilidade para escrever, estudar e me ausentar em alguns momentos, sem

a presenca dela com certeza tudo teria sido ainda mais dificil.

Bom, é claro que um agradecimento especial precisa ser feito neste momento a minha

orientadora, amiga, colega, Marta Duarte que é meu exemplo profissional e pessoal deste que



conheci na ULBRA e que passou a ser minha incentivadora. Sem ela, com certeza eu ndo teria
venciado. Agradeco todos os dias por ter a oportunidade de conviver com essa pessoa
maravilhosa que ndo mede esforcos para ajudar e que distribui alegria e bom humor por onde

passa. Por isso eu sempre digo: “Quando eu crescer, quero ser como voce, Marta”.

A minha coorientadora Fernanda Barbisan que teve muita paciéncia comigo, me
explicando a temida bioquimica me deu suporte para que meu estudo fosse além das minhas
expectativas, e que juntamente com a Prof lvana da Cruz me ajudaram as desvendar as
metodologias e estatisticas complexas desta area, principalmente para mim que sou uma mera

Fisioterapeuta... Muito obrigada por tudo mesmo!!

Meu agradecumento para toda equipe do laboratério de Biogendmica, principalmente a
Veronica Azzolin, o Thiago Duarte e o Moises Mastela que me auxiliaram no
desenvolvimento dos experimentos. Tenho orgulho em dizer que faco parte deste grupo que é

reconhecido por sua competéncia e seriedade de trabalho.

Minha gratiddo também aos meus amigos(as) pelo apoio e palavras de incentivo, aos
meus colegas da ULBRA que foram meus exemplos e meu suporte, sendo compreensivos

com minhas auséncias e me passando tranquilidade para encarar este desafio.

As minhas amigas e colegas Fisioterapeutas, Danielle que foi minha “fada madrinha” e
me apesentou 0 mundo da docéncia pelo qual me apaixonei. A L&utia, minha comadre e
exemplo de amiga e profissional dedicada, e a Marlove que também encarou o desafio do

mestrado e serviu como incentivo para mim.

Enfim, ao Programa de P6s Graduacdo em Farmacologia e professores pela preparacdo e
suporte para que esta titulacdo fosse conquistada. E aos professores Melissa Orlandin
Premaour e Jonatas Zeni Kafkle, por aceitarem o convite para compor a banca examinadora

desta dissertacdo.

MUITO OBRIGADA



RESUMO
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Introducdo: O envelhecimento cutdneo em humanos é um processo complexo e pode ser induzido por fatores
intrinsecos e extrinsecos. As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo as principais responsaveis pelas alteragdes
na pele especialmente a nivel dos fibroblastos. O acimulo de EROs no organismo e a ineficiéncia das defesas
antioxidantes instauram o estresse oxidativo, condicdo capaz de gerar danos no lipidios e proteinas de membrana
e no &cido desoxirribonucleico (DNA) celular. InvestigacBes prévias tém demonstrado que o guarana (Paullinia
cupana var. sorbilis Mart Kunth) por sua acdo antioxidante, anti-inflamatéria pode ser capaz de reparar danos
celulares. Além disso, o tratamento eletroterapico com o laser de baixa potencia (LBP) destaca-se por apresentar
acdo anti-inflamatdria, cicatrizante e biomoduladora tecidual. A associacdo destas duas terapias pode ser
coadjuvante aos tratamentos tradicionais para reparar os danos celulares cutaneos, justificando a relevancia desta
pesquisa, pois ainda ndo existem estudos prévios associando estas terapias. Objetivo: Avaliar o efeito in vitro do
LBP nos marcadores de senescéncia celular de fibroblastos humanos expostos ao H,O, € na potencializacido dos
efeitos citoprotetores associados ao guarana. Métodos: este estudo foi realizado em cultura de células
comerciais fibroblastos humanos da Linhagem HFF-1. As células foram expostas previamente ao H,O,, por 2
horas e em seguida foram tratadas com LBP no comprimento de onda de 660nm e com guarand, permanecendo
por 24 ou 72 horas em cultivo. As doses utilizadas nos tratamento com guarand e LBP, foram definidas apds
realizacdo da curva de doses. Ap6s a definicdo das doses foram realizados os tratamentos de guarani e LBP
isoladamente e em associacdo e ap6s 24 ou 72h, foram realizadas as analises dos marcadores oxidativos,
inflamatdrios, apoptoticos e de proliferacdo celular, conforme protocolos previamente descritos na literatura.
Resultados: O primeiro experimento (manuscrito 1) determinou a curva de dose do LBP e do H,0, e a interagdo
destes tratamentos. Foi possivel verificar que a melhor dose de H,0O, para este estudo foi de 50uM e do LBP foi
de 4 J/cm?®. Nesta dose, a interacdo do LBP com as células expostas ao H,O, mostrou que o LBP possui efeito
anti-inflamatdrio, anti apoptdético e favorecedor de proliferacdo celular. O segundo experimento (manuscrito 2)
estabeleceu a curva de dose do guarana e o efeito do uso isolado e da associacdo do LBP ao guarana na reversdo
dos danos gerados pelo H,0,. Ficou evidente que ambos os tratamentos tem agdo citoprotetora, porém com a
associacdo dos tratamentos demostrou-se resultados mais relevantes na proliferacdo celular pelo aumento
significativo de células na fase S e aumento da expressdo de FGF-1 nos fibroblastos tratados. Concluséo: os
resultados deste estudo sugerem que o LBP é capaz de atuar positivamente nos marcadores de senescéncia de
fibroblastos e que a associacdo do LBP com guarand intensificou os efeitos cito-funcionais em relacdo aos
tratamentos isolados, especialmente na proliferagdo celular.

Palavras-Chave: Estresse Oxidativo. Pele. Laser de Baixa Potencia. Guarana
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Introduction: Cutaneous aging in humans is a complex process and can be induced by intrinsic and extrinsic
factors. Reactive oxygen species (ROS) are the main responsible for skin changes, especially at the level of
fibroblasts. The accumulation of ROS in the organism and lack of antioxidant defenses generate oxidative stress,
which is a condition that can damage the lipids and proteins of the membrane and cellular deoxyribonucleic acid
(DNA). Previous investigations have shown that guarand (Paullinia cupana var. Sorbilis Mart Kunth) may
repair cell damage due to its an antioxidant and anti-inflammatory action. In addition, electrotherapeutic
treatment with a low-level laser therapy (LLLT) stands out due to its anti-inflammatory, cicatrizing, and tissue
biomodulating action. The association of these two therapies can be used to support traditional treatments to
repair skin cell damage, which justifies the relevance of this research since there are no studies associating these
therapies. Objective: To evaluate the in vitro effect of LLLT in cellular senescence markers of human
fibroblasts exposed to H,0, and in the potentiation of the cytoprotective effects associated with guarana.
Methods: This study was performed on commercial human fibroblast cell culture (line HFF-1). Cells were pre-
exposed to H,O, for 2 hours and then treated with LLLT at a wavelength of 660nm and guarand. Cells remained
in the culture for 24 or 72 hours. After the determinations of the doses, the treatments of guarana and LLLT
were performed alone and in association. After 24 or 72 hours, analyzes of the oxidative, apoptotic, and cell
proliferation markers were performed according to protocols previously described in the literature. Results: The
first experiment (manuscript 1) determined the dose curve of LLLT and H,0, and the interaction of these
treatments. The best dose of H,0, for this study was 50uM and 4 J/em? for LLLT. At this dose, the interaction of
LLLT with cells exposed to H,O, showed that LLLT has an anti-inflammatory, anti-apoptotic, and cell
proliferation-enhancing effect. The second experiment (manuscript 2) established the dose curve of guarana and
the effect of the single use and association of LLLT with guarand in reversing the damage caused by H,O,. The
results also revealed that both treatments have cytoprotective action, although this association showed more
relevant results in cell proliferation due to the significant increase of cells in the S phase and FGF-1 expression
in the treated fibroblasts. Conclusion: This study suggests that LLLT is able to act positively on fibroblast
senescence markers and that the association of LLLT with guarana intensified cytofunctional effects in relation
to isolated treatments, especially in cell proliferation.

Keywords: Oxidative stress. Skin. Low-level Laser. Guarana
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado segue as recomendacdes do Manual de DissertacOes e Teses
(MDT), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), do ano de 2015. O presente estudo
buscou avaliar o efeito do LBP em marcadores de senescéncia celular de fibroblastos expostos ao
peroxido de hidrogénio e na potencializacdo dos efeitos antioxidantes e antiinflamatorios do
guarana de fibroblastos dérmicos através da andlise de marcadores cito-funcionais e esta
apresentado sob a forma de dois manuscritos.

O primeiro intitulado “In vitro effect of low-level laser therapy on the proliferation,
apoptosis modulation, and expression of oxi-inflammatory markers in hydrogen peroxide-induced
premature dermal fibroblastos” submetido a revista Lasers in Medical Science, classificada no
Qualis Capes - Ciéncias Bioldgicas Il como B1.

O segundo manuscrito intitulado “Interaction between low-level laser therapy and
Guarana (Paullinia cupana) extract potentialize antioxidant, antiinflammatory, antiapoptotic and
proliferative effects on dermal fibroblasts” serd submetido a revista Journal of Cosmetic and
Laser Therapy, classificada no Qualis Capes - Ciéncias Bioldgicas |1 como B3.

As secdes “introducdo”, “revisdo bibliografica” e “delineamento metodologico geral”
encontram-se no inicio desta dissertagdo; as sec¢Oes “materiais ¢ métodos” e “resultados”
encontram-se nos manuscritos, que estdo presentes na integra deste estudo e seguem as regras das
revistas; as se¢des “discussdo” e “conclusdo” encontram-se no final desta dissertacdo, apds 0s
manuscritos. As referéncias bibliograficas listadas no fim da dissertacdo referem-se somente as
citagdes dos itens introducdo, revisdo bibliografica e discussdao, uma vez que as referéncias

utilizadas nos manuscritos estdo ao final de cada um.



13

1 INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e € indispensavel a vida, pois isola 0s
componentes organicos do meio exterior. Constitui-se de complexa estrutura de tecidos, que
sdo definidos como grupos celulares de varias naturezas, dispostos e inter-relacionados de
modo a adequar-se de maneira harménica ao desempenho de suas funcdes de protecao,
regulacao térmica, producdo de vitamina D, defesa imunoldgica, secrecdo e excrecdo (DIHL;
LEHMANN, 2011). Com o passar dos anos, 0 organismo passa por um processo de
envelhecimento cronoldgico natural ou intrinseco, afetando de forma simultanea todos os
orgdo e tecidos, em virtude das células possuirem uma capacidade de multiplicagdo finita,
conduzindo a senescéncia celular (KAMIZATO; BRITO, 2014).

A senescéncia natural é explicada devido as deficiéncias durante a replicacdo do &cido
desoxiribonucleico (DNA), uma vez que os teldmeros continuamente perdem parte de suas
sequéncias, e supde-se que esta perda seja um fator de limitagdo para a capacidade replicativa
celular. As principais altera¢fes cutaneas encontradas no envelhecimento ocorrem na matriz e
na expressdo dos fibroblastos, os quais permanecem em fase estacionaria por um longo
periodo de tempo na derme. Estes so irdo proliferar quando existir uma estimulagdo ou se néo
ocorrer 0 encurtamento dos telomeros (BORGES; SCORZA, 2016).

No entanto na pele, as manifestagdes do envelhecimento sdo maiores e visivelmente
detectadas em virtude do dano actinico gerado pelo contato com o meio externo, ou
envelhecimento extrinseco. Este dano é desencadeado por um processo fotoquimico entre
cromoforos cutaneos e a radiacdo ultravioleta (RUV) com liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), e uma cascata de sinalizacdo de citocinas inflamatdrias, aumento da
expressao de receptores de superficie celular, fatores transcriptores e liberacdo de enzimas
responsaveis pela degradacdo das estruturas que sustentam a pele (ZHANG; DUAN, 2018).
As celulas que apresentarem as membranas danificadas ficam sujeitas a danos celulares, a
apoptose e ao prejuizo no transporte ativo de substancias, induzindo a danos nos sistemas
biol6gicos (VASCONCELOS, 2017).

Os fibroblastos sdo células do tecido conjuntivo, com funcdo de sustentacdo e
hidratacdo devido a sua capacidade de producdo de fibras colagenas, elésticas,
glicosaminoglicanos e substancia fundamental amorfa (BORGES; SCORZA, 2016). No
envelhecimento, os fibroblastos encontram-se em numero reduzido, as fibras colagenas sédo
finas e as elasticas em processo de degradacio (PATRIOTA; RODRIGUEZ; CUCE, 2011), o
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que torna esta célula importante para quantificar o dano e avaliar o processo de
envelhecimento cutaneo (QUIN; BALIMUNKWE; QUAN, 2016).

Vaérias terapias tém sido propostas para minimizar os danos teciduais incluindo o uso
do Laser de Baixa Poténcia (LBP). Entretanto os efeitos benéficos do LBP ndo sdo universais,
e parecem ser dependentes do tipo de tecido e de parametros de exposi¢cdo como dose,
potencia, frequéncia, entre outros (YONEKURA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Além
disto, ndo existem evidencias consistentes se 0 LBP poderia reverter ou atenuar alteracdes da
pele associadas diretamente ao envelhecimento deste 6rgdo. Com base neste contexto, o
presente estudo buscou avaliar o potencial efeito do LBP em fibroblastos artificialmente
envelhecidos via exposi¢do ao peroxido de hidrogénio (H,O,). Além disto, o presente estudo
avaliou se, os efeitos benéficos do LBP sobre fibroblastos poderiam ser intensificados via
interacdo com outros agentes farmacoldgicos que potencialmente modulam o envelhecimento
celular. Este é o caso do extrato do guarana produzido a partir de sementes torradas da espécie
Paullinia cupana var. sorbilis Mart Kunt o qual possui efeito antioxidante, antiinflamatorio
(KREWER et al.,, 2014) e atua na reversdao de indicadores de senescéncia celular
(MACHADO et al., 2015).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito in vitro do LBP nos marcadores de senescéncia celular de fibroblastos
humanos expostos ao H,O, e na potencializacdo dos efeitos citoprotetores associados ao

guarana.

1.2.2 Objetivos especificos

Em cultura de células da linhagem HFF-1 de fibroblastos humanos:

- Identificar a melhor dose de LBP, nos parametros utilizados neste estudo, com acéo
citoprotetora e regenerativa.

- Avaliar o efeito do LBP em marcadores de senescéncia celular de fibroblastos expostos ao
H,O,, por meio da analise de marcadores citotoxicos, antioxidantes, inflamatorios,

apoptoticos e de reparo tecidual;
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- Analisar se o LBP age na potencializacdo dos efeitos antioxidantes e antiinflamatdrios
associados ao extrato de guarand através da analise da modulacdo da viabilidade e
proliferacdo celular e de marcadores apoptoticos, oxi-inflamatorios, antiinflamatorios e
antioxidantes.

- ldentificar se o efeito sinérgico entre tratamento com o LBP e o guarana em fibroblastos

pode compor uma nova alternativa de tratamento para o envelhecimento cutaneo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENVELHECIMENTO E SEU IMPACTO PESSOAL E SOCIAL

O atual ritmo de envelhecimento da populagdo mundial foi caracterizado pela ONU
(Organizacgédo das NacOes Unidas) em 2015 como: sem precedentes, penetrante, por ser um
fendmeno que afeta todos os paises, duradouro, j& que ndo serd possivel o retorno para uma
populacdo predominantemente jovem como existia anteriormente (BARBISAN, 2017).

No Brasil, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) divulgados em 2013, a populagdo com faixa etéria superior aos 65 anos deve
quadruplicar até 2060 alcancando 58,4 milhdes (26,7% do total de brasileiros), sendo que a
expectativa média de vida devera aumentar de 75 para 81 anos (IBGE, 2013).

Além de representar uma mudanca significativa em termos socioecondémicos, 0 hovo
perfil populacional impacta na atuacdo de diversas modalidades médicas, visando promover a
salide e bem-estar de todos e, de fato, os cuidados geriatricos tem se tornado uma questao de
salde mundial. A complexidade do envelhecimento humano pode ser analisada a partir de
diferentes abordagens conceituais e tedricas e se estende em todos os niveis das ciéncias
humanas, das econémicas, juridicas e das politicas sociais. E inquestionavel que o processo de
envelhecimento provoca no organismo modificacBes biologicas, psicologicas e sociais.
Entretanto, € nas idades mais avangadas que esse processo torna-se mais evidente
(LOURENZINI, 2014). O envelhecimento é um dos temas de maior relevancia na medicina
atual, tendo em vista 0 aumento da expectativa de vida da populagéo e, a0 mesmo tempo, a
procura de formas para retarda-lo (ONU, 2015; SCHALKA et al., 2016).

Destacam-se diversas disfuncdes cutdneas associadas ao envelhecimento, que apesar
de ndo representarem condicdes letais, podem comprometer a qualidade de vida dos
individuos afetados, por diminuir a autoestima, deixar o portador em situacdes
constrangedoras, interferir no sono, e muitas vezes, provocar depressédo, isolamento social e
deterioracdo da aparéncia. As caracteristicas observadas mais comumente na pele envelhecida
sdo a capacidade reduzida de cicatrizacdo, o enfraquecimento da imunidade que aumenta o
risco de infecgbes, uma maior lentiddo na resposta a tratamentos e um aumento na
predisposicdo a reagdes adversas. De impacto mais drastico, a pele envelhecida apresenta
maior disposicdo para 0 desenvolvimento de neoplasias, exigindo maiores cuidados
principalmente quanto a exposicdo solar (LOURENZINI, 2014). Ainda, é preciso citar a

constante busca por uma pele com aspecto jovial e saudavel, sendo a aparéncia estética uma
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das preocupagdes mais comuns em consultérios de dermatologia. A insatisfacdo com os sinais

do envelhecimento cutdneo como rugas, sulcos, atrofia e manchas € um fator importante na

reducdo da autoestima e causa de transtornos psico-sociais, sendo portanto um campo

relevante de atuacio para os profissionais da saude e da beleza (MACEDO; TENORIO,

2015).

2.2 FISIOLOGIA DA PELE

De todos os 6érgdos dos sentidos, a pele é o mais vital: pode-se viver cego, surdo ou

privado de paladar, porém sem a integridade da maior parte da pele, ndo € possivel

sobreviver.

Ela atua, de forma coadjuvante, em muitas funcBes bioldgicas como na

manutencdo do equilibrio metabolico, secretando e eliminando substancias, mantendo o tonus,

além de formar uma barreira de protecdo antimicrobiana, imunoldgica, quimica, fisica e

térmica e de conter terminacGes sensoriais que detectam estimulos tateis, vibratdrios,

pressoricos, térmicos, dolorosos e pruriginosos, conforme figura 1 (AZULAY; AZULAY;
AZULAY-ABULAFIA, 2008; KAMIZATO; BRITO, 2014; PEREIRA, 2013).

Figura 1 - Imagem ilustrativa das principais fungdes da pele.
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Fonte: adaptado de Lepori (2006).

Este 6rgdo € basicamente formado por trés camadas interdependentes: a epiderme,

mais externa, a derme, intermediaria, e a hipoderme, mais profunda. A transicdo entre a

epiderme e a derme é chamada de juncdo dermoepidérmica (DAL GOBBO, 2010;

SAMPAIQO; RIVITTI, 2008).




18

A epiderme é composta por um epitélio de revestimento estratificado pavimentoso e
sua principal funcdo é produzir queratina. Contém quatro tipos principais de células: os
queratindcitos, responsaveis por sintetizar proteinas resistentes e impermeaveis; 0s
melandcitos, que produzem melanina responsavel por proteger a pele da luz ultravioleta; e
ainda as células de Langerhans que participam do sistema imunoldgico e as células de Merkel,
relacionadas a fungéo sensorial (RAMOS-E-SILVA; CASTRO, 2010).

A epiderme é composta por cinco camadas ou tinicas: a camada basal é considerada a
camada germinativa da pele e esta ligada a juncdo dermoepidérmica. Nesta camada, 0S
queratindcitos estdo em constante atividade mitotica, sofrem diferenciacdo celular e migram
formando as camadas mais superficiais; a camada espinhosa é constituida de cinco a dez
fileiras de células que ja sofreram modificagbes morfoldgicas e estdo conectadas entre si e
com as celulas da camada basal pelos desmossomas, 0s responsaveis pela coesdo das células
conferindo-as resisténcia a tragdes e pressdes; a camada granulosa localiza-se acima da
camada espinhosa e é composta por trés a quatro fileiras de queratindcitos achatados com
citoplasma repleto de granulos de querato-hialina e que se preparam para perder seu nucleo,
ocorrendo a morte celular; a camada Idcida é formada por células anucleadas e achatadas
formando uma faixa transparente posta entre a camada granulosa e a camada cérnea
localizada nas regiGes palmoplantares; a Gltima camada da epiderme é a camada cdrnea,
composta por células mortas, totalmente queratinizadas empilhadas e compactadas as quais
sdo removidas e repostas continuamente, desempenhando a funcdo principal da barreira
cutanea (AZULAY; AZULAY; AZULAY-ABULAFIA, 2008; BORGES; SCORZA, 2016;
RAMOS-E-SILVA; CASTRO, 2010).

As células da epiderme tem a propriedade de se renovar pela intensa atividade mitética
gue ocorre na camada basal, dispondo assim de uma migracdo da camada mais profunda para
a mais superficial, apos a alteracdo estrutural que sofrem durante a diferenciacdo celular,
conforme figura 2. O tempo de migracdo para um queratindcito basal chegar a camada cornea
é de cerca de quatorze dias, e 0 mesmo periodo é necessario para a descamacgdo da camada
cornea, totalizando quatro semanas para a renovacao total da epiderme, em condi¢Ges normais
(HARRIS, 2011).
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Figura 2- Estrutura e renovacédo da epiderme
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Fonte: adaptado de Donadussi (2012).

A juncdo dermoepidérmica é outra estrutura importante que compde a pele, é uma
membrana sintetizada por queratindcitos basais e fibroblastos dérmicos e funciona como um
apoio mecénico a adesdo da derme na epiderme e como uma barreira aos produtos quimicos e
célular. A estrutura da juncdo dermoepidérmica é complexa, composta por quatro camadas
distintas visto em microscopia eletrdnica. A camada superior contém a membrana celular dos
queratindcitos basais e seus hemidesmossomos. A proxima camada é a lamina licida, que é
atravessada por filamentos de ancoragem, e situa-se sobre a lamina densa. A lamina sub-basal
é uma zona filamentosas composta principalmente de fibrilas de ancoragem que servem para
ancorar a epiderme e a juncao dermoepidérmica a derme. Desta forma, a epiderme penetra na
derme por meio de cristas epidérmicas, enquanto a derme se projeta na epiderme através de
papilas dérmicas. Essas jungdes proporcionam as trocas metabdlicas necessarias para pele,
além de assegurar a aderéncia entre a epiderme e derme (BORGES; SCORZA, 2016;
DONADUSSI, 2012).

A derme é a camada que histologicamente é formada por tecido conjuntivo. Suas
funcBes principais sdo de proporcionar flexibilidade, manutencdo da homeostase e de atuar na
protecdo e sustentacdo da pele. E composta por fibras colagenas, elasticas e substancia
fundamental amorfa. Ainda na derme, encontram-se vasos sanguineos e linfaticos, nervos,

musculo eretor do pelo e anexos cutaneos, conforme figura 3. Dentre as células residentes da
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derme, encontramos os fibroblastos, responsaveis por sintetizar as fibras de colageno e a
substancia fundamental amorfa, macréfagos, mastécitos, neutrofilos, eosindfilos, linfocitos,
leucdcitos e plasmacitos, entre outros (BORGES; SCORZA, 2016; HARRIS, 2011).

Figura 3- Composicdo geral da pele com destaque para derme e suas estruturas anexas.
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Fonte: adaptado de Donadussi (2012).

A derme é dividida em duas regibes distintas: a derme papilar superior e derme
reticular inferior (figura 4). A Derme papilar estd localizada logo abaixo da juncdo dermo-
epidérmica e possui formas conicas projetadas para cima, conhecidas como papilas dérmicas.
Essas projecGes aumentam a area de interface dermoepidermica permitindo uma melhor
aderéncia entre derme e epiderme. A derme papilar € composta por feixes frouxamente
organizados de colageno, fibras elasticas, fibrécitos, capilares, e terminacdes nervosas. A
derme reticular contém fibras de colageno compacto, fibras elésticas grossas, parte profunda

de anexos epidérmicos, e redes vasculares e nervosas (DONADUSSI, 2012).
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Figura 4 - Histologia da derme papilar e reticular.

Fonte: (SORREL; CAPLAN, 2004).

O colageno é o principal constituinte da derme e é sintetizado pelos fibroblastos. Mais
de 90% de fibras dérmicas sdo feita de coladgeno intersticial, principalmente dos tipos I e IlI,
proporcionando resisténcia a tragdo mecanica e resisténcia a pele. As fibras elasticas séo
responsaveis pelo retorno da pele a sua configuracdo normal ap6s deformacéo, e se estendem
da lamina densa da juncdo dermoepidérmica a derme reticular. As fibras elésticas sdo finas na
derme papilar, mas se tornam mais espessas e mais orientadas horizontalmente na derme
reticular (ECKERSLEY et al., 2018).

As fibras e células dérmicas sdo incorporadas na matriz de macromoléculas, conhecido
como substancia fundamental que é composta de glicoproteinas e proteoglicanos. Os
componentes celulares da derme incluem fibroblastos, dendrocitos dérmicos e mastocitos.
Fibroblastos sdo as principais células dérmicas e encontram-se mais abundantes na derme

papilar e em menor nimero na derme reticular (COLE et al., 2018).

2.3 FIBROBLASTOS: AS PRINCIPAIS CELULAS DA PELE

O fibroblasto, como célula “imatura” ou de caracteristica mesenquimal, ¢ reconhecido
como o tipo celular versatil dos tecidos conjuntivos. Além de ser responsavel pela formacéo e
remodelacéo dos tecidos classificados histologicamente como conjuntivos propriamente ditos,
participa de modo ativo nos processos de cicatrizagdo e de fibrose em determinadas doencas.
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Uma vez diferenciados como subtipos celulares “maduros”, os fibroblastos ainda exibem
diversidade consideravel no que diz respeito as caracteristicas morfoldgicas, expressao de
receptores de superficie celular especifica e capacidade de renovacéo celular (BELLICANTA,
2016; BORGES; SCORZA, 2016).

Ao microscopio optico os fibroblastos apresentam um nucleo grande e com forma
eliptica e cromatina pouco condensada, podem ser observados no nucleo dos fibroblastos
varios nucléolos. Quando estdo em intensa atividade, os fibroblastos apresentam
prolongamentos citoplasmaticos que se misturam as fibras recém-sintetizadas da matriz
extracelular (MEC). Conforme védo diminuindo a sua atividade, estas células passam a
apresentar um formato fusiforme, seus nucléolos apresentam-se de maneira condensada e
o citoplasma torna-se acidofilo, sendo entdo chamadas de fibrocitos, conforme figura 5
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 5- Imagem histoldgica da derme com diferenciacéo de fibroblastos, fibrocitos e fibras de colageno.
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Fonte: adaptado de Junqueria; Carneiro (2013).

Por ser um tipo celular com alta atividade de sintese e baixa capacidade de reserva, 0s
fibroblastos quando observados ao microscopio eletrbnico possuem seu citoplasma rico
em reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos, complexo de Golgi e mitocondrias. Em
fibroblastos com menor atividade, podem ocorrer alteracbes na aparéncia do citoplasma,
reducdo no tamanho dondcleoe no ndmero de compartimentos citoplasmaticos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Devido a sua capacidade de remodelar a MEC, os fibroblastos atuam diretamente na
morfogénese dos organismos pluricelulares. Dependendo de sua localizacdo, organizam-se de
diferentes formas, sdo eles que, no processo de remodelacéo tecidual sdo responsaveis por

ordenar a orientagdo dos elementos da MEC e composi¢do da matriz. Quando localizados na
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derme reticular apresentam-se em tramas paralelas a superficie e possuem formas estreladas
mantendo intima relacdo com as células vizinhas conferindo resisténcia as forcas mecanicas
que atuam sobre a pele. Em tenddes, os fibroblastos arranjam-se tridimensionalmente
formando colunas que se sobrepdem. Nas vilosidades intestinais, eles se apresentam sob a
forma de uma rede densa e elaborada. Nos tecidos 6sseos e cartilaginosos, sdo responsaveis
pela liberacdo da MEC que confere as caracteristicas determinantes destes tecidos
(ABRAHAM; KIERSZENBAUM, 2012).

A reepitelializacdo de lesdes cutaneas, a proliferacdo e migracao de queratindcitos e a
recomposicdo da MEC séo fortemente dependentes de fatores secretados por fibroblastos
como interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6) e 8 (IL-8), fator de crescimento fibroblasticos (FGF) e
de queratinécitos (KGF) (GUERREIRO; COSTA; PEREIRA, 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

Fatores ambientais, quimicos e fisicos induzem perdas da capacidade proliferativa, da
funcdo e a morte de fibroblastos. Por exemplo, a intensidade e o tempo de exposicdo solar
desidratam e degeneram os componentes do tecido conjuntivo dérmico, acarretando um turgor
reduzido, enrugamento e elasticidade alterada, alteracGes estas compativeis com o
envelhecimento cutaneo (BORGES; SCORZA, 2016; KRUGLIKOV; SCHERER, 2016).

No envelhecimento, os fibroblastos encontram-se em ndmero reduzido e as fibras
coldgenas séo finas e as elasticas em processo de degradacdo (QUIN; BALIMUNKWE;
QUAN, 2016; PATRIOTA; RODRIGUEZ; CUCE, 2011).

2.4 FISIOPATOLOGIA DO ENVELHECIMENTO CUTANEO

O envelhecimento cutaneo é induzido por fatores genéticos (cronoenvelhecimento ou
envelhecimento intrinseco) e fatores ambientais ou externos, especialmente representado pela
exposicdo solar (fotoenvelhecimento, envelhecimento extrinseco ou actinico). E conhecido
que os mecanismos celulares e moleculares destes fatores s&o iguais, ou seja, ocorre uma
superposicdo dos efeitos bioldgicos aos agentes estressores extrinsecos sobre 0
envelhecimento intrinseco (LUCA et al., 2013).

Desta forma, destaca-se que o0 organismo como um todo passa por um processo de
envelhecimento cronoldgico natural, afetando de forma simultanea todos os 6rgao e tecidos,
em virtude das células possuirem uma capacidade de multiplica¢do finita, conduzindo a
senescéncia celular (DIHL; LEHMANN, 2011; KAMIZATO; BRITO, 2014).

Este envelhecimento intrinseco é lento e gradual, e é diretamente proporcional ao

periodo ja vivido. Caracterizado por apresentar baixa renovacao celular e comprometimento
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das respostas imunoldgicas, induzindo a sucessivas danificacGes das estruturas celulares.
Além disso, ocorrem modificacbes na transcricdo genética de inmeras moléculas de DNA,
proteinas e enzimas, tornando os tecidos ineficientes em suas fungbes (BENTO, 2015;
BHATIA-DEY, et al., 2016).

O envelhecimento intrinseco geneticamente programado € denominado rel6gio
bioldgico e estd diretamente relacionado aos telémeros. Estas estruturas sdo constituidas por
fileiras de proteinas e DNA, e funcionam como protetores para 0s cromossomos, impedindo
recombinacGes e fusbes das sequencias finais com outros cromossomos, auxiliam no
reconhecimento de danos de DNA, participam da regulacdo da expressdo genica, assegurando
que a informagao genética relevante seja perfeitamente copiada quando a célula se duplica. A
cada divisdo celular os telébmeros sofrem um encurtamento e com isso a capacidade
replicativa das células diminui até gerar a senescéncia celular e terminar em morte celular
programada ou apoptose. O controle deste processo é responsabilidade de um complexo
enzimatico ribonucleicoproteico chamado telomerase, com capacidade de sintetizar repeticGes
teloméricas de DNA e recuperar a capacidade de divisdo celular quando necessario
(BORGES; SCORZA, 2016).

Este mecanismo de senescéncia, afeta diretamente os componentes da matriz dérmica
pois age na expressdo dos fibroblastos os quais permanecem em fase estacionaria por um
longo periodo de tempo na derme. Estes so irdo proliferar quando existir uma estimulagéo ou
se nao ocorrer o encurtamento dos telémeros (ALDAG; TEIXEIRA; LEVENTHAL, 2016;
HARRIS, 2011).

As células em senescéncia celular perdem a capacidade de divisdo celular, ocorre
reducdo ou auséncia da atividade da telomerase e da sua capacidade antioxidante. Além disso,
ocorre uma maior producdo de EROs, devido inclusive a disfuncdo mitocondrial. No final do
periodo de senescéncia, ocorre a morte celular por apoptose (LAGO, 2016; HOHN et al.,
2017).

A pele envelhecida intrinsicamente ¢ atrofica, a jungdo dermo-epidérmica é achatada e
atividade metabdlica lenta. Ocorre o aumento do tamanho dos queratinécitos, perda da
capacidade elastica por reducdo na atividade dos fibroblastos, resultando no aumento das
linhas de expressdo. E uma pele fina palida, com rugas finas, ressecada, podendo apresentar
neoplasmas benignos. Entre a terceira e sétima década de vida a taxa de renovacdo celular
epidérmica decresce em 50% e a taxa de crescimento dos fibroblastos em torno de 30 a 50%
(BORGES; SCORZA 2016; HARRIS, 2011; HOHN et al., 2017).
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Na pele as manifestacdes do envelhecimento sdo maiores e visivelmente detectadas
em virtude do dano actinico gerado pelo contato com o meio externo. Este dano é
desencadeado por um processo fotoquimico entre cromoforos cutaneos e a radiacéo
ultravioleta com liberacdo de EROs, e uma cascata de sinalizagdo de citocinas inflamatorias,
aumento da expressdo de receptores de superficie celular e de transcriptores, alteracGes na
molécula de DNA resultando em encurtamento dos telémeros, e liberacdo de enzimas
responsaveis pela degradacdo das estruturas que sustentam a pele. As células que
apresentarem as membranas danificadas ficam sujeitas a apoptose e ao prejuizo no transporte
ativo de substancias, induzindo a danos nos sistemas bioldgicos (LAGO, 2016; RAPISARDA
etal., 2017).

A exposicdo ambiental diaria a agentes estressores incluindo a radiacdo ultravioleta
(RUV) e o fumo, aumentam o estresse oxidativo. 1sso resulta em danos nos tecidos, devido a
deplecdo de antioxidantes associada ao aumento producdo de EROS. Mudltiplas vias
bioguimicas que sdo desencadeadas por sobrecarga de EROS resultam na ativacdo da proteina
ativadora 1 (AP-1), e consequente supressao do fator de crescimento transformador B de
receptor Il (TGF-B-R2), superexpressdao de metaloproteinases de degradacdo da matriz
(MMPs) que sdo colagenases, € no aumento da inflamagao através do fator nuclear kappa P
(NF-kB). Além disso, a RUV também causa danos diretos as proteinas estruturais da pele,
conforme esquematizagdo ilustrada na figura 6 (BHATIA-DEYet al., 2016; FABI,;
SUNDARAM, 2014; SOUZA, 2015).

Figura 6- esquematizacdo da cascata indutora do envelhecimento intrinseco e extrinseco.
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Fonte: Adaptado de Fabi; Sundaram (2014).
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A desregulacdo da sinalizagdo de TGF-B desempenha um papel proeminente na
patogénese associada & MEC. Por exemplo, a regulagdo positiva da sinalizagdo de TGF-f
causa acumulo anormal de proteinas nos tecidos afetados. Em contraste, a regulacdo negativa
da sinalizacdo de TGF-B regula negativamente a homeostase do colageno ¢ tem impacto
significativo no envelhecimento do tecido conjuntivo resultando no afinamento da pele
envelhecida (QUAN; FISHER, 2015; XU et al., 2018).

O avanco da idade e o acimulo de danos extrinsecos promove o declinio das fungcbes
da pele, incluindo a reducdo na sua capacidade de agir como uma barreira protetora contra o
ambiente e proporcionando uma pele mais seca (xerose). A interrupgdo da funcdo de barreira
epidérmica eleva os niveis de citocinas pré-inflamatorias no soro na pele (VELARDE, 2017).

A pele envelhecida por fatores extrinsecos, em contraste com a pele envelhecida
intrinsecamente, é caracterizada por alteracGes de pigmentacdo (manchas da idade), rugas
profundas, atrofia epidérmica com acimulo de corne6citos resultando em um aspecto &spero,
sem brilho ou aparéncia de couro. Além disso, ocorre a elastose caracterizada pelo acimulo
de elastina amorfa com elasticidade reduzida, as fibras de coladgeno tornam-se espessas,
fragmentadas e mais soltveis. Ainda ocorrem altera¢6es no tecido subcutaneo com reducéo da
vascularizacdo e mudancas estruturais que também comprometem as funcGes e o aspecto da
pele (ALDAG; TEIXEIRA; LEVENTHAL, 2016).

A maioria dos fatores que causam o envelhecimento precoce da pele, é decorrente da
acao do estresse oxidativo gerado pelo excesso de exposicao aos fatores ambientais (COLE et
al., 2018; LAGO, 2016; VELARDE, 2017).

2.4.1 Papel do Metabolismo oxidativo e inflamatdrio no envelhecimento cutaneo

O envelhecimento celular, conforme ja relatado anteriormente, pode ser explicado
pela teoria dos radicais livres ou espécies reativas, a qual se baseia no envelhecimento
induzido pelos efeitos deletérios nas organelas celulares, causados pelas EROs, produzidas
principalmente na mitocdndria, onde ocorre 0 metabolismo aerdbico (ANDRISIC et al., 2018;
TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010; HARRIS, 2011).

O metabolismo aerdbico oxidativo € um processo bioquimico no qual o oxigénio é
utilizado para a produgéo de energia (PERL, 2013). Durante o metabolismo oxidativo ocorre a
geracdo de EROs, em um processo continuo e fisiologico, com fungdes bioldgicas relevantes
como na participacdo da fertilizacdo do 6vulo e nos mecanismos de defesa do organismo

porém, a producdo excessiva pode conduzir a danos oxidativos (BARBOSA et al., 2010).
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No interior das mitocondrias, 0 oxigénio passa pela cadeia transportadora de elétrons
gerando adenosina trifosfato (ATP), ou seja, energia metabdlica. Entretanto, a reducdo do
oxigénio é incompleta e conduz a geracao de diferentes EROs, tais como o radical superdxido
(02) e o peroxido de hidrogénio (H,0,), considerado o principal contribuinte para 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 pode ser
sequestrado in vivo., ainda, sobre o OH" este apresenta grande afinidade com o DNA,
causando danos (ANDRISIC et al., 2018; BARBISAN, 2014; PERL, 2013).

H,O, é extremamente instavel e pode permear através das membranas lipidicas.
Adicionalmente, o0 H,O, também pode ser convertido em OH™ na presenca de ions ferro (Fe
2*) ou cobre (Cu?*) através da reacdo de Fenton. Os fons metalicos de transicdo, ferro e cobre,
também catalisam a reacdo entre O, e H,O,, gerando OH’, na reacdo de Haber-Weis
(BARANDALLA etal., 2018; CHEN; HU; WANG, 2012).

O radical OH é uma das EROs mais instaveis dos sistemas biolégicos, pois é capaz de
reagir com diversas biomoléculas como DNA, enzimas, proteinas e aminoacidos. Também
pode reagir com fosfolipideos de membrana, promovendo a sua desorganizacao, formando
radicais alcoxila (LO"), radical peroxila (LOO’), e hidroperdxidos lipidicos (LOOH),
precursores da peroxidacgdo lipidica (CADET; WAGNER, 2016; SOUZA, 2015). O término
da lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais produzidos propagam-se até destruirem a si
proprios levando a ruptura de sua estrutura, decaimento na troca de metabolitos e, numa
condicdo de excesso de lesdo oxidativa ocorre a apoptose celular. A peroxidacéo lipidica pode
ser medida através do teste do &cido 2-tiobarbiturico (TBARS) (ENGERS; BEHLING,;
FRIZZO, 2013 FURUKAWA et al., 2017).

Os danos causados as estruturas das proteinas levam a fragmentacdo das cadeias
polipeptidicas, a formacéo de ligacGes proteina-proteina e a modificacdes nos aminoacidos
das cadeias laterais. Como consequéncia destas reagdes, podem ocorrer perdas na atividade
enzimética, dificuldades no processo de transporte ativo, citdlise e morte celular. A
carbonilacdo de proteinas € um biomarcador para avaliar danos oxidativos em proteinas
ocasionado pelas EROs. Refere-se a uma modificacdo proteica irreversivel e ndo enzimatica
(SIES; BERNDT; JONES, 2017; VESKOUKIS; TSATSAKIS; KOURETAS, 2011).

Cabe destacar aqui, que as EROs sdo fundamentais para a sobrevivéncia dos
organismos e que niveis basais de espécies reativas sdo importantes para a manutencdo da
homeostase do organismo, ja que EROs como o H,0, e o 6xido nitrico (ON) atuam como

sinalizadores celulares de proliferacdo, migracdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular
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(MACHADO, 2014). Entretanto, niveis elevados de EROs podem causar danos a células,
tecidos e consequentemente perturbar a homeostase do organismo. Assim, 0s seres humanos
contam com 2 sistemas principais de defesa antioxidante: o exdgeno e um enddgeno. O
sistema exogeno é adquirido via alimentacdo através do consumo de moléculas bioativas,
essas molécula ainda contribuem para o melhor funcionamento do sistema enddgeno, que é
composto por enzimas antioxidantes com destaque para: Superdxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPX) (KURUTAS, 2016; MONTAGNER, 2010).
Os antioxidantes enzimaticos, sdo a principal forma de defesa contra as EROs pois tém
por finalidade catalisar as reagOes para neutralizar as mesmas, produzidos durante o
metabolismo da respiracdo aerdbica e da oxidacdo de substratos. A primeira linha de defesa
da célula contra o excesso das EROs tem a acdo detoxificadora dos agentes oxidantes, antes
que eles causem lesBes. E constituida pela SOD, que catalisa a reacdo de O, em H,O,, por
sua vez a CAT, a glutationa reduzida e a GPX catalisam a degradacdo de H,O, em H,O
(agua). Essas enzimas sdo capazes de neutralizar os agentes oxidantes, e manté-los em niveis
adequados no organismo (NEVES et al., 2014). A reacdo em cadeia da geracdo de EROs esta

representada na figura 7 abaixo.

Figura 7 - representacdo esquematica da cadeia de geragdo de EROs.
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Quando a geracdo de EROS aumenta e/ou as defesas antioxidantes sofrem
descrescimo instaura-se o0 estresse oxidativo. A exposicdo aguda a RUV por exemplo, elimina
a atividade da catalase na pele e aumenta oxidagdo proteica. Estima-se que entre todos os
fatores ambientais, a RUV contribui com até 80% e é o fator ambiental mais importante na
desenvolvimento de cancer de pele e envelhecimento da pele. O mecanismo priméario pelo
qual a RUV inicia as respostas moleculares na pele humana é via ativacdo de cromoforo e
geracdo fotoquimica de EROS principalmente formacdo de O2°, H,O,, OH "~ e oxigénio
singleto (*O,), também representado na figura 7 acima. A RUV penetra na pele, alcanca as
células e é absorvido pelo DNA, levando a formacéo de fotoprodutos que inativam as funcGes
do DNA (POLJSAK; DAHMANE, 2012).

Estudos demonstram que o estresse oxidativo esta intimamente associado ao processo
de envelhecimento e morte celular por apoptose. As EROs tém sido consideradas pré-
requisito para o processo inflamatorio e apoptético, sendo assim, o estresse oxidativo teria um
papel central no processos de envelhecimento celular, além de patologias e perda da
homeostase do organismo (BRAND et al., 2016; CHANDRA; SAMALI; ORRENIUS, 2000;
SINHA et al., 2013).

O processo inflamatorio € uma reacdo do organismo frente a uma infec¢do ou a
qualquer lesdo tecidual. Uma vez que a pele estd constantemente exposta aos fatores
agressores do meio externo como RUV, poluicdo, ente outros, esta sofre com sucessivas
agressdes indutoras de inflamagdo. Na formacdo deste processo, inicialmente ocorre uma
vasoconstricdo reflexa seguida por vasodilatacdo, eritema, calor e dor. (MCMORROW;
MURPHY, 2011). A vasodilatagdo induz ao aumento da permeabilidade vascular, permitindo
a infiltracdo de liquidos nos tecido locais, promovendo a formacdo do edema, elevando a
hipersensibilidade e tensdo da pele e causando a liberacdo de mediadores quimicos para 0
local (HAN; ROAN; ZIEGLER, 2017; ZIMMERMANN et al., 2011).

Os mediadores inflamatérios como as citocinas pré-inflamatorias, IL-1, fator de
necrose tumol alfa (TNF-a) e interferon gama (INF-y) e anti-inflamatdria como a IL-10 séo
tipicamente produzidos pelos macréfagos e, ainda por células epiteliais, endoteliais ou
fibroblastos. O TNF-a e a IL-1 irdo atrair mais neutréfilos para o local, assim como ativa-los.
Os linfdcitos promovem a ativacdo de macrofagos levando-os a secretar proteases e citocinas
como a IL-6 e INF-y o que ativara outras células formando assim, um ciclo de recrutamento e
ativacdo celular (CARNEIRO et al.,, 2011; CZEMPLIK, 2017; GUERREIRO; COSTA,
PEREIRA, 2011).
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O TNF-a age em diferentes partes do corpo, sendo considerada uma das citocinas mais
importantes relacionadas aos processos inflamatorios e imunes. O efeito fisiolégico principal
do TNF-a é produzir e ativar a resposta imune e a inflamatdria por conta do recrutamento de
neutrofilos e mondcitos para o local da infeccdo, além de ativa-los (ANDRE; TOFALINI,
2008; RAMBO, 2013).

Quando liberado em pequenas concentragcdes, 0 TNF-a, atua nas células endoteliais
gerando vasodilatacdo e estimulando-as a secretarem um grupo de citocinas que atuam de
forma quimiotaxica em relacdo aos leucdécitos, produzindo, desta forma, um processo
inflamatorio local que permite o combate a quadros infecciosos (HAN; ROAN; ZIEGLER,
2017; RAMBO, 2013).

O IFN-y é uma citocina que tem efeito supressivo mediado por células do sistema
imunoldgico, e com importante propriedade imunossupressora, regulando a resposta imune
mediada por células (PORTELLA, 2011).

A IL-6 é uma citocina com atuagdo tanto na resposta imune inata como na adaptativa.
Esta interleucina estimula os hepatécitos a produzir acido ribonucleico mensageiro (RNAm)
para producdo de proteinas de fase aguda. E sintetizada por mondcitos, fibroblastos, células
endoteliais, células em resposta a microrganismos e a estimulacdo por outras citocinas,
principalmente IL-1 e TNF-o (SOUZA et al., 2008).

As citocinas atuam principalmente por duas vias: por estimulacdo dos niveis de NF-kB
no citoplasma ou por aumento dos niveis de proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAP
quinases) nas células. A ativacao da familia das MAP quinases na pele resulta no aumento da
transcricdo do fator de transcricdo c-jun, que juntamente com o fator de transcrigdo
constitutivamente expresso, c-Fos, formam o complexo AP-1. O AP-1 é necessario para
ativacdo das MMPs, as quais sdo responsaveis pela degradacdo de colageno e fibras elasticas
da derme (HAN; ROAN; ZIEGLER, 2017; SOUZA, 2015).

Portanto, a neutralizacdo e remocdo dos agentes que causam a inflamacdo e/ou o
estresse oxidativo, auxilia o sistema imune numa resposta positiva, capaz de resolver o
processo, caso contrario, como resposta ao dano de DNA celular sofrido, varias respostas
celulares séo induzidas, como a ativacdo transcricional do gene p-53 (proteina supressora de
tumor) que afeta diretamente o ciclo celular e induz a cascata apoptética (CADET;
WAGNER, 2016).
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2.4.2 Marcadores apoptoticos

A proteina p-53 participa da regulacdo do ponto de checagem de G1 do ciclo celular,
que tem fundamental importancia na manutencdo da integridade do genoma, pois permite a
acdo de mecanismos de reparo do DNA ou a remocdo de células danificadas através do
processo de apoptose. Danos no DNA promovem a superexpressao e consequente ativagao da
p-53, resultando na parada do ciclo celular em G1 e iniciando o reparo do DNA. Depois de
realizado o reparo, a p-53 aumenta a transcricao da proteina MDM-2 (do inglés, murine doble
minute 2), que age como inibidora da p-53. A proteina MDM-2 se associa a p-53, revertendo
0 bloqueio do ciclo celular e promovendo o0 avango para a fase S. Quando os danos ao DNA
ndo sdo passiveis de reparo, ocorre a ativacdo da apoptose. Muta¢bes no gene p-53 resultam
em um descontrole do ponto de checagem de G1, possibilitando que células danificadas
progridam para a fase S sem reparar as lesdes, ou entrar em apoptose, conforme ilustrado na
figura 8 (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; SOUZA, 2015).

Figura 8 - Mecanismos de reparo ou indugdo de apoptose via ativacdo de p-53. O que resulta em uma diminui¢do
nos niveis estacionarios do p53 séo indicados com setas verdes e aqueles que resultam em aumento dos niveis de
p53 séo indicados com setas vermelhas.
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Fonte: Adaptada de Theobald; Offringa (2003).

Os principais danos detectados no DNA sdo quebras (simples ou duplas), danos
alcali-labeis, crosslinks e quebras resultantes de reparo por excisdo. As EROs provocam no
DNA danos nas bases nitrogenadas, purinicas e pirimidinicas, no actcar desoxirribose e nas
ligacBes cruzadas DNA-proteina. Estas lesbes estdo associadas a formacdo de mutacGes e

perda da integridade do DNA. Quando o excesso de -OH atinge a base guanina, esta se
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transforma em uma base modificada denominada 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG). O
8-OHdG é o biomarcador de maior relevancia na avaliacdo do dano oxidativo ao DNA. Se o
dano de DNA ndo pode ser reparado, esta célula é induzida para apoptose (LEUNG et al.,
2017; VESKOUKIS, TSATSAKIS; KOURETAS, 2011).

O ativador da apoptose na via intrinseca é o citocromo ¢, o qual responde a
alteragGes mitocondriais, alteragdes de transporte elétrico, perda de potencial transmembrana,
lesdo por 6xido-reducdo e, ainda, a participacao pro e anti-apoptética da familia de proteinas
B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) ou a lesdes do DNA celular resultantes de toxicidade ou radiagéo.
Os ativadores da via extrinseca sdo da familia do TNF e se ligam ao receptor TNF-R1 e & via
do Fas. O TNF-R1 inicia o processo apoptotico ao se ligar ao receptor TNF de morte
(TRADD) e a Fas-proteina de morte (FADD). O receptor Fas se liga ao Fas-L, outro
componente do grupo do TNF. A formacdo do complexo Fas e Fas-L resulta na ativacdo das
caspases, conforme figura 9 (FRANCISCHETTI et al., 2010).

Figura 9 - Mecanismos intrinsecos e extrinsecos de ativacdo da apoptose celular via cascata de caspases.
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Fonte: Adaptado de Francischetti et al. (2010).

As caspases sinalizam para a apoptose e clivam os substratos levando a condensacéo e
fragmentacdo nuclear, externalizagdo de fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para

estas células serem fagocitadas por macrofagos. Sdo conhecidas 14 caspases humanas. Estas
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promovem apoptose por: inducdo de enzimas destrutivas, como DNAses; liberagdo de
citocromo C; e destruicdo das principais proteinas estruturais e regulatérias (JERONIMO,
2016).

As caspases envolvidas neste processo sdo subdivididas em via ascendente (iniciadoras)
e via descendente (efetoras), de acordo com o comprimento dos seus predominios. As
caspases longas (1, 2, 8, 9 e 10) atuam como iniciadoras e as caspases curtas (3, 6 e 7) séo
efetoras (FUKUOKA et al., 2017).

Uma vez ativadas, as caspases efetoras podem clivar uma ampla gama de alvos
celulares e, finalmente, causar apoptose em diversos tipos celulares. Esta transformagéo leva a
clivagem de substratos de morte diferentes, que por sua vez conduzem a alteragOes
morfoldgicas tipicas da apoptose (VASCONCELQOS, 2017).

O controle e ativagdo das cascatas de caspases S0 cruciais para varios processos
celulares envolvidos na diferenciacdo celular e homeostasia. As proteinas inibidoras da
apoptose séo proteinas celulares que atuam na regulacdo da cascata das caspases, inibindo as
caspases iniciadoras e as efetoras (CESCATO, 2010).

Um corpo crescente de dados afirma que a cascata da caspase estd envolvido na
execucdo da apoptose. Assim, o controle da atividade das caspases mostra-se como um
potencial terapéutico, entendendo-se que 0 insucesso no reparo aos danos de DNA, ou a falha
no processo de morte celular programada, perpetua e amplifica as mutacdes nas células e pode
levar a danos irreversiveis e ao processo de carcinogénese cutaneo (FRANCISCHETTI et al.,
2010; JERONIMO, 2016; SOUZA, 2015; VASCONCELOS, 2017).

2.4.2 Atuacao dos fatores de crescimento na manutencéo da integridade cutanea

No processo de reparagéo tecidual os fatores de crescimento (FC) desempenham papel
fundamental por estimularem e ativarem a proliferagdo celular, a angiogénese, a mitogénese e
a transcricdo genética. Os FCs agem de maneira a inibir ou estimular a expressao génica das
células alvo lesionadas. Ao transmitirem sinais modulatorios, regulam os processos de
crescimento estimulantes e inibidores, tais como os de proliferacéo, diferenciacdo, migracéo e
aderéncia. Atuam também promovendo a quimiotaxia celular, sendo capazes de induzir a
migracdo de diversas células, além de estimular a angiogénese e a sintese da MEC
(CARVALHO, 2016).

Os principais FCs envolvidos no reparo tecidual sdo o fator de crescimento derivado

de plaguetas (PDGF), o fator de crescimento transformador alfa (TGF-a), fator de
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crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado do endotélio vascular (VEGF),
fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento de queratinécitos (KGF)
(BORGES; SCORZA, 2016; CARVALHO, 2016; THOMSON et al., 2018).

Os FGF sdo secretados pelos macrofagos, fibroblastos, mastdcitos e células endoteliais
(SZWED; SANTOS, 2015). O FGF-1 esta envolvido com a proliferacéo e diferenciacdo de
osteoblastos e inibicdo de osteoclastos, promovem migracdo celular e angiogénese, além de
ser um agente mitético para queratinocitos, fibroblastos e células endoteliais vasculares. Ja o
FGF- 2 estd envolvido com o crescimento de fibroblastos, mioblastos, células endoteliais e
queratindcitos, aumento da producdo de fibronectina, estimulacdo da angiogénese,
proliferacdo de células endoteliais, sintese de colageno, sintese da matriz e retracdo de feridas
(CARVALHO, 2016; FABI; SUDARAM, 2014).

O KGF é uma citocina altamente especifica que exerce efeitos mitogénicos no epitelio
celular e tem sido relatada como um fator chave no processo de cicatrizagdo por atuar como
protetor de células epiteliais contra dano e por desempenhar um papel importante na
reparacao de células danificadas (YANG et al., 2018; YU et al., 2017).

2.5 TERAPEUTICA NO ENVELHECIMENTO CUTANEO

A medida que a expectativa de vida mundial aumenta, cresce também o interesse pelo
retardamento dos danos promovidos pelo envelhecimento. O conceito de beleza atualmente
em vigor e procurado pela maioria das pessoas € o da pele jovem, sem manchas, ou rugas. O
envelhecimento tem mecanismo fisioldgico especifico e acomete visivelmente a pele,
trazendo alteracGes inestéticas e funcionais atingindo diretamente a imagem dos individuos.
Dentre os recursos terapéuticos utilizados atualmente para tratamento ou amenizacdo destas
alteracdes destacam-se os peelings, a luz intensa pulsada, a radiofrequéncia, o uso de
cosmeéticos rejuvenescedores, o microagulhamento, entre outros (AGNE, 2017; BORGES;
SCORZA, 2016; PEREIRA, 2013).

No entanto, poucos estudos sdo realizados com o objetivo de buscar alternativas que
além de terapéuticas possam atuar na prevencdo destes danos, com acdo reparadora e
citoprotetora. Neste sentido, credita-se que o LBP por seus efeitos reparadores, aliados aos
efeitos antioxidantes, citoprotetores do Guarana (Paullinia cupana var. sorbilis Mart kunth)
ja investigados, possam representar novas alternativas terapéuticas para a amenizacdo do
envelhecimento cutaneo (YONEKURA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).
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2.5.1 Laser de baixa poténcia

O Laser (Light Amplification by Stimulated Emissionof Radiation) é um tipo de
energia luminosa que apresenta caracteristicas e propriedades precisas como a
monocromaticidade, a coeréncia e a polarizacdo, podendo ser dividido, de acordo com seu
comprimento de onda, em laser de alta, média ou baixa poténcia para uso em diferentes
patologias (AGNE, 2013; BELYKH et al.,2017). A diferenca entre os varios tipos de lasers é
dada pelo comprimento de onda, quanto maior o comprimento de onda, maior seu poder de
penetracdo, podendo ser emitido de forma continua ou pulsada. O comprimento de onda do
LBP capaz de fornecer um resultado significativo na regularizacdo das funcGes celulares esta
entre 620 e 860 nm, correspondendo a emissdo de luz vermelha e infravermelho. Sendo que,
os LBPs vermelhos sdo mais indicados para tratamentos da pele, devido a sua interagédo direta
com células epidérmicas e dérmicas incluindo fibroblastos, macréfagos e células endoteliais
(RAMBO, 2013).

Sua poténcia € expressa em watts (W), variando de deciwatts a megawatts e a energia
ou dose medida em joules por centimetro quadrado (J/cm2), sendo igual a poténcia
multiplicada pelo tempo de aplicacdo. Os efeitos gerados quando esta energia é depositada
nos tecidos sdo chamados de fotobiomodulagédo (LINS et al., 2010; AGNE, 2013).

2.5.1.1 Fotobiomodulacdo

A fotobiomodulacdo comeca quando uma molécula adequada, conhecida como
cromaforo, absorve um féton da energia luminosa com um comprimento de onda adequado e
um elétron entra em estado de excitacdo. Um cromoforo € uma molécula que da uma cor a um
composto e inclui hemoglobina, oxiemoglobina, mioglobina, citocromos, flavina,
flavoproteinas, porfirinas e melanina. Em muitos casos, o croméforo alvo é a enzima
citocromo C oxidase (CCO) contendo ferro e cobre, localizada na cadeia respiratoria
mitocondrial. A excitacdo da CCO resulta em aumento da producdo ATP, NADH, RNA e um
aumento da respiracdo celular. Outros efeitos incluem aumento das enzimas antioxidantes
CAT e SOD, aumento da liberacdo de NO, e aumento da producdo de EROs, conforme
ilustrado na figura 10 (SILVEIRA et al., 2008; PINTO, 2011; NESTOR et al., 2017).
Entretanto, ressalta-se que, dependendo da dose, do comprimento de onda, do tempo de

exposicdo e do tipo de tecido, a laserterapia pode interferir de diferentes formas sobre os
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mecanismos de defesa antioxidante e de reparo tecidual (SILVA et al., 2016; BELYKH et
al.,2017).

Figura 10 - Efeitos do laser de baixa poténcia por ativagdo do croméforo CCO mitocondrial. Ativacdo da
producéo de ATP e liberacdo de EROS que atuam como sinalizadoras de transcricdo génica.
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Fonte: Adaptado de NESTOR et al. (2017).

Ressalta-se que os efeitos da irradiagdo com LBP sdo dependentes da absorcdo
molecular de sua energia e da transformacdo desta em certos processos bioldgicos. Ao entrar
em contato com o tecido, a energia depositada nele é absorvida por meio dos cromoforos,
resultando em agbes primarias (diretas), que desencadeiam as ac¢des secundarias (indiretas).
Como agdes diretas destacam-se os efeitos locais na sintese de ATP, DNA e proteinas, na
normalizacdo da membrana e no restabelecimento funcional ja citados acima; enquanto que as
acdes indiretas estdo relacionadas com efeitos sistémicos como estimulo da microcirculacao e
efeitos anti-inflamatorios por reducéo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-2 e IL-6
(LINS et al., 2010; PIVA et al., 2011; AGNE, 2013; SILVA et al., 2016).

Os efeitos secundarios sao resultados da amplificacdo da resposta a energia luminosa e
da transmissdo desta resposta para outras partes das células, resultando em efeitos
fisiolégicos, como alteragdes na permeabilidade da membrana celular, no aumento do

metabolismo celular, sintese de DNA e de RNA, aumento da proliferacdo de fibroblastos,
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ativagdo de linfocitos T, macréfagos e mastocitos, aumento da sintese de endorfinas e
diminuicdo bradicinina (CHAVES et al., 2014; YUN; KWOK, 2017).

No entanto, para a obtencdo de um bom resultado terapéutico € necessario um correto
diagndstico da patologia aliado a escolha do recurso apropriado. Na laserterapia com LBP é
importante conhecer a densidade energética a ser depositada, a forma correta de deposité-la, a
reacdo fotobioldgica desejada, a frequéncia de pulso e o nimero e frequéncia de aplicagdes. A
densidade de energia (dose) que é depositada sobre a éarea tratada para efeito de
bioestimulacdo, conforme a maioria dos estudos ja realizados, deve permanecer entre 1 J/cm?
e 6 Jem? (AGNE, 2013; PEREIRA, 2013; SZEZERBATY et al., 2018). Para Piva et al.
(2011), as dosagem terapéuticas indicadas podem variar entre 1,8 a 16j/cm?, sendo as doses
mais baixas, até 8J/cm?, indicadas para acdo anti-inflamatéria e cicatrizante e as doses mais
altas para efeitos inibitorios.

O estudo de Ginani et al. (2017), investigou os efeitos do LBP na proliferacdo e
viabilidade de células-tronco de dentes humanos utilizando como paradmetros laser de 660
nm, 30 mW, comparando as doses de 0,5 J/cmz2 e de 1,0 J/cmz2. O estudo conclui que a dose de
1,0 J/lcm? foi mais eficaz em promover a proliferacdo de células-tronco dentarias e a
manutencéo da viabilidade celular, quando comparado com o controle e a dose mais baixa.

A fototerapia na dose correta estimula a expressao de IL-6, a proliferagédo celular e a
migracdo celular em células de feridas diabéticas estudadas in vitro. A dose de 5 J/cm?
estimula a cicatrizacdo de feridas diabéticas, enquanto 16 J/cm? ¢ inibitéria e indutora de dano
(HOURELD; ABRAHAMSE, 2007).

O LBP (660 nm) com dose de 5 J/cm? modula a viabilidade celular, regula a expresséo
do VEGF e diminui a expressdo de IL-6 e do RNA mensageiro em cultura de células de
fibroblastos L929 em estudo in vitro (SZEZERBATY et al., 2018).

Um estudo recente avaliou o efeito da irradiagdo com LBP de 660nm em glandulas
submandibulares de ratos modelos de diabetes, e verificou uma reducdo significativa na
expressdo dos biomarcadores de apoptose (CASP-3), bem como uma diminuicdo dos niveis
da proteina p-53, o que sugere uma acdo do LBP no controle da apoptose induzida pelo
diabetes (FUKUOKA et al., 2017).

Destaca-se ainda que os efeitos do LBP mais documentados sdo a remodelacdo de
tecidos cicatriciais, a diminui¢do do processo inflamatdrio, o estimulo da sintese de coladgeno
e epitelizagdo, a reparacdo de fraturas e de feridas cutaneas em estudos desenvolvidos em
diferentes modelos in vitro e in vivo (BORGES; SCORZA, 2016; PINTO, 2011; RAMOS et

al., 2018). E importante ressaltar que a aplicacdo do LBP é absolutamente contraindicada na
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regido do globo ocular, em tecidos neoplésicos e Utero gravidico; e relativamente
contraindicada em casos de hemorragias, neuropatias, infeccbes e em gobnodas
(CHRISTOFOLETTI et al., 2010).

Estdo sendo realizados estudos associando o LBP com produtos naturais que induzam
uma melhor regeneracgdo tecidual com o objetivo de apoiar e acelerar o tratamento e assim
ampliar as respostas celulares. Como exemplo estudo de Catarino et al. (2015), verificou que
a aplicacdo do LBP (670 nm, dose de 4,93 J/cm?) isolado ou combinado com o extrato de
Solidago chilensis (popularmente conhecida como arnica brasileira), promoveu respostas
favoraveis no reparo tecidual de queimaduras de segundo grau em um modelo experimental
animal. E, mas recentemente estudo in vitro realizado por Carvalho e colaboradores (2018),
demonstrou que a associacdo do LBP (660nm e dose de 3 J/cm?) com o Aloe Vera atuou
favoravelmente na viabilidade celular de fibroblastos de polpa dental e no controle
microbiano aparecendo como uma terapia alternativa para tratamento endodontico intracanal.

Em vista disso, Catarino et al. (2015), sugerem que o LBP possa ser utilizado
sinergicamente com outras terapias para proporcionar maior rendimento de resultados, com

seguranga, baixo custo e reduzindo a necessidade de procedimentos médicos mais invasivos.

2.5.2 Guarana (Paullinia cupana var. sorbilis Mart)

O guarana é uma planta pertencente a familia Sapindaceae,, nativa da bacia
Amazonica, comumente utilizado na medicina tradicional. Na natureza, cresce como uma
trepadeira lenhosa que pode alcancar 10 m de comprimento, mas quando em ambientes
domesticos cresce como um arbusto atingindo cerca de dois a trés metros em altura. Tem uma
caracteristica fruta de cor vermelha que quando madura abre parcialmente, exibindo até trés
sementes (figura 11). Extratos de sementes torradas tém sido usados em medicamentos e
bebidas, desde os tempos pré-colombianos, como estimulantes, afrodisiacos e tonificantes
(KREWER et al., 2011; MACHADO et al., 2015; PEIXOTO et al., 2017).
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Figura 11 - Guarana. A-partes do guarand I-planta, I1-sementes, 111-pé das semestes. B- Cromatografia do extrato
hidroalcoolico exibindo 3 picos principais: 1-teobromina, 2-catequinas, 3-cafeina.
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Fonte: (Barbisan, 2017).

O guarand é um alimento da dieta brasileira com alto potencial fitoterépico,
principalmente por ser rico em xantinas e catequinas. Esta afirmativa estd baseada em
pesquisa prévia realizada por Angelo et al. (2008) que investigou o transcriptoma do guarana
e identificou uma grande quantidade de transcritos de compostos bioativos presentes no
guarana que sdo similares aos encontrados na Camelia sinensis (cha-verde).

A constituicdo quimica do guarand é bastante complexa, e dentre 0s componentes
estdo alcaloides, como teofilina, cafeina, teobromina, ha ainda terpenos, flavonoides e amidas,
além de saponinas, gorduras, amido, colina e pigmentos. Bittencourt e colaboradores (2013),
analisaram a composicdo quimica do guarand proveniente de Maues-Amazonas, via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e os principais compostos bioativos
encontrados no guarand foram cafeina = 12.240 mg/g, teobromina = 6.733 mg/g e

catequinas= 4.336 mg/g.
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Acredita-se que, na composi¢do quimica bastante rica em compostos com
reconhecidas atividades benéficas a salde esteja a chave para as diversas acoes
farmacologicas ja comprovadas cientificamente como: atividade antioxidante (KREWER et
al., 2011; MACHADO et al., 2015), antiplaquetéria, anti-inflamatéria (KREWER et al.,
2014), energética (CAMPOS et al., 2011), termogénica (SULLEIMAN et al., 2016),
antiobesogénica, hipolipidica, na modula¢do neuro-cognitiva (DALONSO; PETKOWICZ,
2012), antibacteriana e antifngica (BASILE et al., 2005; YAMAGUCHI-SASAKI et al.,
2007), antitumoral (HERTZ et al., 2015), reducdo dos niveis de LDL-oxidado e doencas
cardiovasculares (PORTELA et al., 2013), citoprotetor (KOBER et al., 2016), efeito
antidepressivo a longo prazo (OTOBONE et al., 2005), efeito protetor frente a toxicidade do
metilmercirio (ARANTES et al., 2016).

Além disso, estudo realizado por Machado e colaboradores (2015), analisou a acdo da
suplementacdo de guarana na senescéncia das células adiposas mesenquimais (ASC), obtidas
a partir de lipoaspirados humanos, e se essa agdo envolveria a regulagdo diferencial do
metabolismo de oxidacdo celular. As células ASC senescentes receberam um suplemento de
guarana de 5 mg / mL na oitava passagem, ou seja, quando perderam aproximadamente 25%
de sua capacidade proliferativas. Estas células mostraram uma melhora em sua proliferacdo
bem como diminui¢do dos marcadores de estresse oxidativo apds o tratamento.

Os efeitos antioxidantes do extrato de guarana (Paullinia cupana var. sorbilis Mart.)
sobre NO e outros compostos gerados a partir da degradacao do nitroprussiato de sédio (SNP)
em cultura de fibroblastos embrionarios (células NIH-3T3) foram avaliados, em estudo de
Bitencourt et al. (2013), verificando que 0s compostos bioativos do guarana reverteram a
toxicidade do SNP principalmente em concentragfes mais baixas (<5 mg), o que diminuiu a
mortalidade celular, a peroxidacao lipidica, o dano ao DNA e a oxidacgéo celular, bem como
aumentou os niveis de SOD.

Ainda, quando testado no modelo in vivo Caenorhabditis elegans, um nematodeo, o
extrato aquoso de sementes de guarand torrado melhorou a resisténcia contra o estresse
oxidativo, aumentou a vida util e atenuou os marcadores de envelhecimento, tais como

declinio da atividade muscular relacionada com a idade (PEIXOTO et al., 2017).



41

3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO METODOLOGICO EXPERIMENTAL GERAL

Foi realizado um estudo de carater experimental in vitro utilizando a linhagem celular
de fibroblastos humanos (HFF-1/ATCC® SCRC-1041™), origindrias da ATCC- The
American Type Culture Collection e descongeladas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro.

Os fibroblastos foram cultivados em incubadora apropriada saturagdo 5% de CO; &
37°C. Cultivadas em meio DMEM (Dulbecco modification of Minimum Essential Media)
suplementado com 15% de soro bovino fetal, 1% de antibioticos (penicilina e estreptomicina)
e 1% de antifangico (anfotericina B).

As células foram cultivadas por 50 dias para adquirirem estado senescente, para que
entdo os experimentos fossem realizados.

Inicialmente foram realizadas as curvas de concentragdo/efeito para escolha dos
melhores concentracdes ou doses a serem utilizados de:

- LBP: doses de 3, 4, 5, 6 e 8 Jlcm? (PIVA et al., 2011; SZEZERBATY et al., 2018).
- H,0,. Concentragdes de 1, 10, 25, 50 e 100 uM (SAGRILLO, 2014).
-Guarand: Concentrag6es de 1, 3, 5, 10, 30 mg/mL (MACHADO et al., 2015).

Foram realizadas analises de proliferacdo celular, citotoxicidade e marcadores
inflamatorios, para definicdo das concentracbes de escolha. Uma vez definidas as
concentracOes foram realizados os experimentos.

Manuscrito 1 tratamentos:

a) Controle negativo

b) H,O,

c) LBP

d) H,0, + LBP

Manuscrito 2 tratamentos:

a) Controle — somente H,0,
b) H,O, + LBP

c) H,O, + Guarana

d) H,0O, + LBP + Guarana
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Em relacdo ao manuscrito 1, as células foram tratadas com H,O, por 2 horas, em
seguida este tratamento foi removido e readicionado o meio de cultura, e foi realizado os
tratamentos com LBP. As células foram mantidas em cultura e ap6s 24 ou 72 horas (conforme
protocolo), foram realizados 0s testes para a analise dos marcadores oxidativos, inflamatérios,
apoptaticos e proliferagéo.

Em relacdo ao manuscrito 2, as células previamente envelhecidas com H,0O, (por 2
horas) foram tratadas concomitantemente com Guarand e LBP e mantidas em cultura e apds
24 ou 72 horas (conforme protocolo), foram realizados os testes para a analise dos marcadores
oxidativos, inflamatorios, apoptéticos e a proliferacdo celular. Abaixo figura 12 com a
representacdo do delianeamento experimental geral.

Figura 12 - Delineamento experimental geral.

Fase 0- Obtengdo do Extrato de

o 0

Embrapa -Amazona: l-v(pm»g:man l1ml 70%

Fibroblastos Humanos

Guarana e caracterizagao -— y
- ME S —_8
37°C- 5% CO; <
Condigdes Estéreis = e YA

50, \.c . i
Meio DMEM 15% SFB +1% de - .

P antibioticos ¢ antifingico

I Fase I- Envelhecimento Celular e defini¢ao de concentragoes

\gm\-x dwn

E—. IE

Caracterizagio Quimica via HPLC g

Rotoevaporador

Cultivo celular por
+50 dias

l

Concentragées de escolha: Cur ". ;o‘.nnlllg:o I::—:hz Analise da proliferagio
LBP: 4J/em?. LBP:3,4,5,6 8 Jem', || celular e caracteristicas
H,0;: 50 M H,0,:1, 10,25, 50 ¢ 100 uM morfolégicas que indicam

Guarani_5 mg/mL Guarani., 3, 5, 10,30 mg/mL \w
N

H.O, .50 uM

2 horas em
contato com as
células

Fase II - Procedimentos experimentais manuscrito 1

Troca do meio para
retirada do H,0,

s D=

Aplicagdo do LBP

Por 24 ou 72 horas

Mortalidade Celular via : Teste
Picogreen e Caspases

Marcadores de estresse oxidativo:

4)/em? i Oxidagdo de DNA: Via 8 OHIG
-Niveis proteicos das enzimas
antioxidantes
37°C- 5% CO;

10s: E;

bs: Exp
génica e proteica das citocinas

Marcadores de ciclo celular via
citormetria de fluxo

Fase 11L: Procedimentos experimentais manuserito 2
N
Aplicagio do LBP
4J/cm’ + —
Guarsad S =
| 3PC- $% 00, .
> >
Por 24 ou 72 hoeas Apdpebidie

Fonte: a autora da dissertacéo.




43

4 RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de 2 manuscritos:

- Manuscrito 1 submetido a revista Laser in Medical Science , classificada como B2
pelo Qualis- Capes- Ciéncias Bioldgicas II.

- Manuscrito 2 sera submetido a revista Journal of Cosmetic and Laser Therapy,

classificada como B3 pelo Qualis- Capes- Ciéncias Bioldgicas II.
4.1 MANUSCRITO 1

In vitro effect of low-level laser therapy on the proliferation, apoptosis
modulation, and expression of oxi-inflammatory markers in hydrogen peroxide-induced

premature dermal fibroblasts
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Abstract

Purpose: Skin aging is a complex biological process induced by intrinsic and extrinsic factors; it is characterized
by clinical and cellular changes, especially in epidermal keratinocytes and dermal fibroblasts. This study aims to
evaluate the in vitro effect of low-level laser therapy (LLLT) in the reversal of aging-related damage of
fibroblasts exposed to hydrogen peroxide (H,0,), by analyzing the cytotoxic, inflammatory, apoptotic, and tissue
repair markers in HFF-1 fibroblasts. Methods: Commercially available human fibroblasts from the HFF-1 strain
were exposed to different concentrations of H,O,, to define the lowest dose that causes DNA damage and
decreases cell viability. Exposure to different doses of LLLT (660 nm) was performed to determine the lowest
dose that did not cause cytotoxic and pro-proliferative effect. The protective and reparative effects of LLLT
against the H,O, damage were then evaluated. Results: The H,O, concentration for which the best fibroblast
senescence result was seen was 50 pM; the best dose for LLLT treatment was 4 J/cm?. Treatment with 50-uM
H,0, and 4J/cm? LLLT demonstrated the following: higher levels of DNA oxidation, a partial reversal of the
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H202-induced triggering of CASP 1, CASP 3, CASP 8, IL-1p, IL-6, TNF-a. and INFy, increased IL-10 levels,
and a positive influence on cell proliferation and modulation of fibroblast growth factors (FGF-1 and KGF).
Conclusions: These results suggest that in H,O, -injured fibroblasts, LLLT presented an important protective and
proliferative effect, partially or totally reversing the negative effects of H,O, treatment.

Keywords: Skin, Aging, Fibroblast, Low-level laser therapy.

Introduction

The skin is a complex and the outermost organ of the body, comprising mainly of
epidermal keratinocytes and dermal fibroblasts. In the course of life, the skin accumulates
biological changes, which are recognized as skin-aged phenotypes, including characteristics
such as wrinkling, sagging, enlargement of the facial pore size, and generally, less elasticity
and resilience than young skin. However, as aging is a consequence of the interaction between
intrinsic (genetic) and extrinsic (environmental) factors, it is a very heterogeneous process and
represents a challenge to dermatologists [1].

Most skin aging modification is directly related to fibroblasts, which have several
functions, including the secretion and organization of dermal extracellular matrix (ECM).
During the aging process, fibroblasts present with replicative senescence, and alterations in
the cytoskeleton structure and in the secretion of fibbers. In fact, young fibroblasts show a
high adherence; the spreading of these cells exerts a mechanical force on the surrounding
ECM. However, the interaction of senescent fibroblasts with the dermal ECM is greatly
interrupted, mainly as a consequence of matrix disorganization, which is related to collagen
fibril deposition [2].

Causal mechanisms of skin aging are associated with decreased mitochondrial
efficiency, with a consequent elevation of reactive oxygen species (ROS) levels, especially
the superoxide anion and hydrogen peroxide (HP). In fact, the generation of high ROS levels
is not followed by the concomitant increase of enzymatic antioxidant levels, and can be
potentialized or minimized by external sources including environmental and lifestyle factors
[3, 4]. Low-level laser therapy (LLLT) is a clinical procedure generally used as a skin
biostimulator; it could be a potential tool that could decelerate the aging of fibroblasts [5].
However, complementary investigations are necessary to confirm this hypothesis.

The term Laser stands for “light amplification by stimulated emission of radiation”. In
addition, the term “low-level” refers to a category associated with therapeutic actions, while
high-intensity lasers have destructive actions: cutting, vaporizing, ablating, and/or coagulating

a biological tissue. This resource deals with parameters like wavelength, intensity expressed
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in watts (W), energy expressed in joules (J), the use of different techniques (such as punctual,
sweep, intravascular), and the application on acupuncture points [6].

In this context, we have conducted a protocol using the commercial human foreskin
fibroblast (HFF-1) cells from the normal human foreskin of a new-born. In in vitro
standardized conditions, HFF-1 cells present a finite lifespan, similar to that observed in
senescent fibroblasts that can be obtained by subsequent cell culture passages or by exposure
to high levels of ROS. For this reason, HFF-1 fibroblasts have been used in prior studies to
test chemical molecules that could reverse some fibroblast senescence characteristics [7, 8, 9].
Therefore, two integrated in vitro protocols were performed here: (1) potential senescence

modulation of senescent HFF-1 cells by LLLT exposure.

Methods

Cell culture conditions and general experimental design HFF-1 cells procured from
American Type Culture Collection USA (ATCC® SCRC-1041™)  were obtained from the
Rio de Janeiro Cell Bank to perform all experiments. Cells were maintained in the growth
medium DMEM supplemented with 15% FBS, and the antibiotics penicillin (100 U/ mL) and
streptomycin (100 U/mL). The growth conditions of cell lines were 37°C, 5% CO,, and 95%
humidity. These cells were cultured for several passages, and each passage started with
approximately 1 x 10° cells. The proliferative rate was always evaluated in 72-h cell cultures.
In the 28th passage, an approximately 30% decrease of the proliferative rate of fibroblasts in
our lab was observed, in comparison with younger cultures. Cyto-modifications in the
monolayer structure were also observed, indicating senescence characteristics similar to those
previously described in the study performed by McFarland and Holliday [7, 8] with HFF-1
cells.

These senescent-fibroblast cultures were exposed to a curve concentration of H,O; in
order to determine better concentration that triggered effect on cytotoxicity, apoptotic, oxi-
inflammatory and proliferative parameters, which could be potentially modulated by different
LLLT conditions. The H,O, concentrations used were: 1, 10, 25, 50, and 100 uM. The H,0,
exposure was performed as follows: Culture medium containing 1 x 105 fibroblast cells was
transferred into 96-well plates and different concentrations of H,O, dissolved in phosphate-
buffer solution (PBS) were added to each well, followed by incubation for 2 hours. Next, the
plates were centrifuged for 15 min at 252 g and washed with PBS. Fresh culture medium was

then added, and the cells were cultured for 72 h hours, before the different variables were
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analyzed for quantification. A similar procedure was performed when senescent fibroblasts

were exposed to LLLT. All procedures were independently performed in triplicate.

LLLT conditions

Senescent fibroblasts were laser irradiated for 2 hours after H,O, exposure, using the
Endophoton LLT 0107 KLD® system (Biosystems Electronic Equipment Ltda - Brazilian
Industry, Amparo, S8o Paulo, Brazil). Cells not exposed to H,O, were also irradiated as a
laser control group. A laser (660 nm) was used as the irradiation source with an output power
35 mW and frequency of 16 Hz, in the punctual continuous wave mode. The delivered dose
for each irradiated set was 3, 4, 5, 6 and 8 J/cm2 for exposure times of 10s, 145,165, 20 s
and 28 s, respectively. The irradiation process was performed at room temperature 23°C, and

in all the treatments, the distance between the laser and area of irradiation was 35 mm.

Cytotoxicity assays

The analysis of treatment effects on senescent fibroblast mortality was performed by
the trypan blue dye exclusion method and measuring the double-stranded (ds) DNA fragment
levels in the culture medium, which is an indicator of cellular mortality that was determined
by a fast fluorimetric assay using the Quant-iT™ dye PicoGreen® (Invitrogen, Life
Technologies). This is a fluorescent and stable reagent, with a high affinity for ds DNA, thus
enabling the assessment of cellular integrity, assuming that the presence of free DNA in the
medium is indicative of cell death due to membrane disruption. The ds DNA protocol was
performed as previously described by Costa et al [10]. 20 pL of the cell culture samples of
each well were transferred into a black 96-well plate, and then, 10x puL of DNA Picogreen
previously diluted in Tris-EDTA (TE) buffer was added. A 10-minute incubation in the dark
was performed before the fluorimetric analysis. The fluorimetric measurements were recorded
at room temperature using a Spectra Max M2/M2 Multimode Plate Reader (Molecular
Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA) at an excitation wavelength of 480 nm and an

emission wavelength of 520 nm.

Cell cycle analysis by Flow Cytometry

Analysis of senescent-fibroblast cellular proliferation was performed by flow
cytometry, where the following different cell cycle phases were determined: G0/G1, S and
G2/mitosis phases, using a protocol similar to that described by Azzolin et al [11]. This

protocol involved the use of propidium iodide (PI) reagent, which is able to intercalate with
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DNA and determine the different cell cycle phases. The H,O,- and LLLT-exposed samples
were treated with 500 pL of propidium iodide (P1)-PBS solution and incubated for 40 min at
37°C. After incubation, the cells were trypsinized, washed with PBS, resuspended in 70%
ethanol, and stored at -20 °C overnight until the flow cytometry analysis. For the analysis, the
solution containing the cells was centrifuged and washed once with PBS and resuspended in
500 pL of PI solution and incubated 40 min time. This procedure was repeated, and the cells
were then washed with 1 mL of PBS. Finally, the cells were centrifuged and resuspended in

500 pL of PBS for flow cytometry analysis.

Immunoassay protocols

Protein quantification of the following markers was performed: DNA 8-
deoxyguanosine, and cytokines involved in inflammatory responses, such as interleukin IL-1,
IL-6, IL-10, tumoral necrosis factor alfa (TNF-a), and interferon gamma (IFN-y). The
quantification was performed using the Quantikine Elisa kit obtained from R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA), which is able to quantify cytokines in cell culture supernatants.
The quantification of fibroblast growth factor (FGF), keratinocyte growth factor (KGF), and
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione
peroxidase (GPX) was performed using an Elisa kit obtained from MyBioSource (San Diego,
CA, USA), which is able to quantify these growth factors in cell culture supernatants. The
assays were performed according to the manufacturer’s instructions.

Fifty uL of the RD1W diluent was added to each well. Subsequently, 100 pL of
standard control for our sample was added per well, and each well was covered with an
adhesive strip and incubated for 1.5 h at room temperature. After this process, the solution in
each well was aspirated and washed twice for three washes. The antiserum for each of the
molecular markers analyzed here was added to each well. The plates were covered with a new
adhesive strip, and again incubated for 30 min at room temperature. The aspiration/wash step
was repeated, and 100 pL of the conjugate molecules of each marker tested here was added to
each well, and the well was incubated for 30 min at room temperature. The aspiration/wash
step was repeated, and 200 mL of substrate solution was added to each well, followed by
incubation for 20 min at room temperature. After these procedures, 50 pL of a stop solution
was added to each well and the optical density was determined within 30 min using a micro
plate reader at a wavelength of 450 nm.

Caspase-1, caspase-3, and caspase-8 activities were determined by fluorimetric assay

Kits, (Biovision, Inc., Milpitas, CA, USA). The fluorescence intensity of caspase-1, caspase-3,
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and caspase 8 were recorded at an excitation wavelength of 400 nm, and an emission
wavelength of 505 nm. The activity of caspase was calculated as Fluorescence intensity
(FD/min/ml = AFIt/(t x v), where AFIt = difference in fluorescence intensity between time
zero and time t minutes, t = reaction time in min, and v = volume of the sample in mL.

The sensitivity and detection range of each marker were as follows: DNA 8-
deoxyguanosine (0.9-57 pg/mL ), IL-1 (12.5-800 pg/mL), IL-6 (3.1-300 pg/mL), TNFa
(5.6-1.000 pg/mL), INFy (15.6-1.000 pg/mL), IL-10 (7.8-500 pg/mL), FGF (0.78-50 ng/mL)
and KGF (25-1600 ng/mL), SOD (0.1-209 U/L), CAT (3.12-200 U/L), GPX (15.6-1000
U/L), CASP 1 (1.8-32.0 ng/mL), CASP 3 (3.6-42 ng/mL), and CASP 8 (7.0-60 ng/mL).

Statistical analysis

In order to compare the modifications triggered by H,O, and laser exposure, all data
were transformed into percentages in relation to the negative control group and presented as
media * standard deviation (SD). The statistical comparisons were performed using the
GraphPad Prism software, version 7.0 (2017). Results were statistically analyzed by one-way
or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by a post-hoc Tukey’s test, according to
the presumption of variables in the analysis. Results with a p < 0.05 were considered

statistically significant.

Results

Initially, treatment of fibroblasts with different H,O, concentrations was performed in
order to determine the best concentration that triggers several indicators of fibroblast
senescence. As expected, H,O, increased the fibroblast mortality rate in a concentration-
dependent manner. This event was followed by the increase of DNA oxidation and the levels
of three apoptosis markers, CASP 1, 3, and 8 markers (Fig 1A). After exposure to H,O, at
concentrations > 25 pM, an increase in the levels of antioxidant enzymes SOD, CAT and
GPX (Fig 1B) and the proinflammatory cytokines IL-1B, IL-6, TNFo, and IFNy was
observed. Moreover, from this concentration, a decrease in the levels of IL-10, an anti-
inflammatory cytokine, was observed (Fig 1C). Thus, an H,O, concentration of 50 uM was
chosen to perform complementary studies involving the effect of LLLT on fibroblast
senescence markers. Histological analysis of cell cultures exposed to H,O, at a 50-uM
concentration confirmed its senescent effect on these fibroblasts (Fig 1D).
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Figure 1: Effect of diferent H,O, concentrations on the expression levels of markers cytotoxicity and apoptosis
(A), antioxidant enzimes (B), cytokines (C), and histological analysis (D) of fibroblasts.

A complementary analysis was performed to define the LLLT range exposure that
affects fibroblasts cultures positively and negatively. The levels of cell mortality, DNA
oxidation, and all apoptosis markers investigated here (CASP 1, 3 and 8) increased
significantly when fibroblasts were exposed to LLLT doses of > 5 J/cm? (Fig 2A). Analysis of
antioxidant enzymes of fibroblasts exposed to LLLT doses of > 4 J/cm? showed an increase of
GPX levels; fibroblasts exposed to LLLT doses from > 6 J/cm? showed an increase in the
SOD and CAT levels (Fig 2B). LLLT exposure also modulated cytokine levels mainly at
higher doses (6 and 8 J/cm2); higher levels of proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a,
IFN-y) and lower levels of IL-10, an anti-inflammatory cytokine, were observed. It is
important to point out that fibroblasts exposed to LLLT doses of 4 J/cm? showed a significant
increase in IL-1p levels, but this effect was mild. Other cytokines were not affected by LLLT
at 4 J/cm? doses (Fig 2C).
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From these results, the effects of the interaction between 50-pM H,O, and 4 J/cm?
doses of LLLT at on fibroblast mortality, DNA damage, apoptosis, and antioxidant enzymes
and inflammatory cytokine levels were analyzed. Fibroblast cultures pre-exposed to H,O, and
further exposed to a 4 J/cm® of LLLT presented a partial reversion of cell mortality when
compared with cultures only pre-exposed to H,O, (Fig 3A). The higher levels of DNA
oxidation triggered by H,O, exposure were also partially reversed when cells were
subsequently exposed to a 4J/cm? dose of LLLT (Fig 3B); similar results were found in case
of the CASP 3 and CASP 8 levels (Fig 3C, 3D).
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Figure 3: Comparasion of changes in the levels of cell mortality (A), DNA oxidation (B), Caspase 3 (C) and Caspase 8 (D)
markers in fibroblasts treated with LLLT 4J/cm2 + H,O,, LLLT 4J/cm? and H,0,, and incubaded for 72h..

The levels of all antioxidant enzymes decreased significantly in fibroblasts exposed to
H,02 and 4J/cm? LLLT, compared to the case in cells that were only exposed to H,O, and the
case for untreated control cells (Fig 4A). Cytokine levels were also modulated by the
interaction between H,0, and 4 J/cm? LLLT. However, while higher levels of IL-1p, IL-6,
and INFy were partially reversed, treatment with H,O, plus 4 J/cm? LLLT presented TNFo
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levels similar to those in the control group. This same treatment was able to partially increase

IL-10 levels, when compared to control group (Fig 4B).
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Figure 4. Comparasion of changes inthe levels of antioxidants enzyems (A) and cytokines (B), in fibroblasts
treated with 4J/cm2 + H,02, LLLT 4J/cm?2 and H,O,, incubated for 72 h.

A complementary analysis was performed among these treatments to evaluate their
potential effect on fibroblast proliferative states, which were evaluated by determining the cell
cycle phases of the fibroblasts (Fig 5A). The G1 phase can be considered a stationary phase
and the S and G2/Mitosis phase can be considered as proliferative cell cycle phases. Analysis
showed a higher frequency of cells in the S and G2 phases in cells pre-exposed to H,O, and
subsequently treated with 4 J/cm? LLLT (Fig 5B). Fibroblasts only exposed to H,0, showed a
significant decrease in the FGF-1 and KGF levels, compared to the case in the control group.
On the other hand, there was no change in the FGF-1 levels of fibroblasts only exposed to
LLLT, compared to the case in the control group; on the other hand, the interaction between
H.O, and LLLT triggered higher levels of KGF, which is an important skin proliferative
factor (Fig 5C).
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Moreover, the potential effects of H,O, and LLLT on fibroblast proliferation and the
modulation of two fibroblast growth factors (FGF-1 and KGF) were also evaluated in this

treatment.

Discussion

LLLT is a clinical procedure candidate used for the deceleration of fibroblast-aging
processes [5]. Therefore, this investigation tried to contribute to the test of this hypothesis by
an in vitro analysis involving foreskin fibroblasts exposed to different LLLT doses with and
without acceleration of aging markers obtained by subjecting the cultures to temporary H,O,
supplementation. In general, LLLT exposure caused dose-dependent positive and negative
effects on fibroblasts. LLLT at doses < 4 J/cm? did not affect cell mortality, DNA oxidation,
and levels of apoptotic markers (CASP 1, 3, and 8) when compared to control cells. On the

other hand, higher LLLT doses triggered an increase in the levels of cyto-genotoxic markers
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and antioxidant enzymes. Moreover, higher LLLT doses lead to an increase in the
proinflammatory cytokine supernatant concentrations, indicating the occurrence of a pro-
inflammatory state in these cells. However, the interaction between 50-uM H,O, and 4 J/cm?
LLLT suggested that this treatment was able to minimize the levels of the fibroblast senescent
markers studied here. Despite the methodological constraints associated with in vitro studies,
these results may be considered relevant in relation to the effects of LLLT on fibroblast aging,
which needs to be discussed more thoroughly.

In the present discussion, it is important to point out that laser stimulation is a
procedure widely used for clinical applications, including LLLT therapy, due its property of
not causing iatrogenic malignancies [12, 13, 14]. However, in the present investigation we
observed that higher LLLT doses triggered cyto-genotoxic effects, including apoptosis
induction. These results were expected, since it is well established that the biological response
to LLLT stimulation is dependent on several parameters including wavelength, irradiance,
time, pulse, light coherence, polarization, and others [6,15].

These results allowed us to infer the best LLLT exposure dose that could have some
beneficial effects, i.e. the reversal of changes caused by the temporary exposure of fibroblasts
to H,O,. In fact, H,O, is an important biological molecule, since in low and controlled
concentrations, it is a regulatory signalling molecule that has several actions, including the
regulation of the proliferative states of some cells. However, when present in high
concentrations such at 50 uM, it triggers cellular events, especially in fibroblast cells that
show characteristics of senescence. For this reason, fibroblast exposure to H,02, as used here,
is considered a good in vitro model to understand the mechanisms and identify regulatory
molecules related to replicative senescence and other aging characteristics [16,17,18].

Results obtained from fibroblasts exposed only to LLLT showed that at doses of < 4
Jicm2, a significant, but slight increase in IL-1f levels occurred; however, other
proinflammatory cytokines were not modulated by this treatment. On the other hand, lower
LLLT doses were able to improve the levels of IL-10, an anti-inflammatory cytokine. Prior
evidences showed that LLLT treatment acts on the wound healing process by increasing
keratinocyte migration [19], also contributing to the extracellular matrix organization by
increasing the production of collagen, as well as other tissue factors such as matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) [14]. Moreover, LLLT seems to be able to modulate the
expression of several genes related to skin wound-healing processes. For example, a recent
study described that LLLT (at doses of 1 to 5 J/cm2) induced in vitro protein synthesis in

fibroblasts, upregulating the gene expression of vascular endothelial growth factor (VEGF),
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which is an important molecule that stimulates the formation of blood vessels in the body. In
the same study, authors also observed the downregulation of IL-6 gene expression in these
cells [15]. An investigation performed by Silveira et al [20] reported that in rats, LLLT (at
doses of 3 to 5 J/cm?) was able to prevent proinflammatory state in trauma-induced muscles.
Results from this investigation also reported that after 2 h, muscle injury occurred, along with
the increase in the expression of several oxidative markers, as well as in antioxidant enzyme
levels. These antioxidant enzyme levels remained high for the next 24 h after trauma-injury.
However, these alterations were prevented by LLLT treatment, especially at a 3 J/Jcm2 dose.

In fact, when cells were previously exposed to H,O,, LLLT action on fibroblasts was
more pronounced, since this treatment was able to prevent cell mortality, DNA oxidation, and
the CASPs level increase caused by H,O, exposure. Similar to the observations of the study
performed by Silveira et al [20], LLLT significantly decreased the levels of three main
antioxidant enzymes evaluated here: SOD, CAT, and GPX. In general, at least partially,
LLLT also reduced the levels of pro-inflammatory cytokines and increased the IL-10 levels.
Actually, the anti-inflammatory property of LLLT treatment has been described in previous
studies, such as that performed by Da Ré Guerra et al [21], also after physical trauma (partial
tenotomy). Therefore, these results collectively suggest that LLLT can modulate the
expression of some apoptotic, oxidative, and inflammatory markers present in H,O,-induced
aging fibroblasts.

A complementary analysis was performed to determine whether LLLT could also act
on the proliferative state of H,O,-exposed fibroblasts. Surprisingly, cell cycle analysis in 72-h
cultures did not show a significant change in the frequency of fibroblasts in the S and G2
phases in case of control fibroblasts and fibroblasts exposed only to H,O, or LLLT. However,
the interaction between H,O, and LLLT changed this result, since in cells subjected to this
treatment, an increase in the frequency of cells that were in the S/G2 phases occurred.

However, this result could be confusing, since just proliferation does not necessarily
reflect the desired proliferative state of the fibroblasts; thus, an analysis of two important
growth factors was also performed. The first marker studied here was FGF-1. This molecule
is a powerful mitogen involved in the stimulation of DNA synthesis and the proliferation of a
wide variety of cell types, including fibroblasts. For this reason, recombinant FGF-1 has been
developed and studies, such as that performed by Zeranska et al [22], showed that this
molecule strongly stimulated fibroblast and keratinocyte proliferation. In our results,
fibroblasts exposed only to H,O, showed lower FGF-1 levels, while cells exposed only to

LLLT showed FGF-1 levels similar to those in control cells. However, the interaction
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between H,O, and LLLT completely reversed the lower FGF-1 levels triggered by H,O,,
indicating that in some “aging fibroblast states”, LLLT could help to stimulate skin cell
proliferation. This suggestion is corroborated by a prior investigation that described the
property of LLLT to upregulate the FGF-1 gene expression in the healing of diabetic
wounds23.

The interaction between H,O, and LLLT exposure also increased levels of KGF-1
molecule, which is also a member of a growth factor family that shows high mitogenic and
cell survival activities. In fact, this is considered a crucial molecule in fibroblast-keratinocyte
cross talk. However, in some situations, such as fibrotic disorders, KGF-1 can be
overexpressed in tissues [24, 25]. However, results found here did not show an extensive
increase in the KGF-1 levels, although cells exposed just to LLLT showed KGF-1 levels
similar to those in control fibroblasts. Furthermore, although the interaction between H,O,
and LLLT induced a significant increase in KGF-1 levels, this induction was considered

slight, since it was less than 20% when compared to that in the untreated control group.

Conclusion

In summary, the results described here collectively suggest that the LLLT treatment of
fibroblasts without any injury is relatively safe and innocuous, considering its potential cyto-
genotoxic, oxi-inflammatory, and proliferative effects. On the other hand, in H,O,-injured
fibroblasts, which mimic the characteristics of senescent cells, LLLT elicited an important
protective and proliferative effect, partially or totally reversing the negative effects caused by
H.0,. In these terms, it is possible to infer that at a certain dose range, LLLT may possess
some anti-aging properties.
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Interaction between low-level laser therapy and Guarana (Paullinia cupana) extract
potentialize antioxidant, antiinflammatory, antiapoptotic and proliferative effects on
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Abstract

Introduction: The low-level laser therapy (LLLT) has several clinical applications. However, its beneficial
effect is not universal and could be improved by plant extracts such as Guarana (Paullinia cupana) that presents
some potential antiaging propertiers. Objective: To evaluate the effect of the interaction between LLLT and
Guarana extract on antioxidant, antiinflammatory, antiapoptotic and proliferative markers of a human dermal
fibroblast lineage. Methods: The human dermal fibroblast ( HFF-1) cells were cultured in controlled conditions
and initially exposed to several Guarana concentrations (1, 3, 5, 10, 30 uG/mL). The concentration of choice of
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this extract was defined through the analysis of cytokine levels, DNA oxidation and apoptotic markers thus
being used to supplement fibroblast cultures no-exposed and LLLT-exposed (4 J / cm 2).). After 72 h cell
cultures submitted to these treatments were analysed using spectrophotometric, fluorimetric, immunological and
gene expression (QRT-PCR) assays. Flow cytometry was also used to evaluate the effect of treatments on cell
cycle fibroblasts. Results: Guarana at 5 mg/mL concentration showed significant antiinflammatory and
antiapoptotic action on fibroblasts been used in complementary protocols. Interaction between Guarana and
LLLT decreased significantly oxidative variables including protein carbonylation, lipoperoxidation and DNA
oxidation. This treatment present lowering effect on pro-inflammatory gene and protein expression trigger
elevate levels of gene and protein IL-10 levels. Guarana plus LLLT also decreased protein and genes of
caspases 1, 3 8 levels increasing frequency of cells in S-phase cycle and of FGF-1 and KGF levels, two
proliferative signalling molecules. Some of these results were also observed in fibroblasts treated just Guarana
or just LLLT-treated. Conclusions: Despite the methodological limitations associated with in vitro studies , the
whole of results suggested that concomitant treatment with Guarana and LLLT could be fibroblast-
biostimulators been some clinical relevance.

Keywords: Skin. Aging. Fibroblast. Laser. Amazonic Fruit

Introduction

Skin interventions involves non-pharmacological procedures, such as low-level laser
therapy (LLLT). In fact, LLLT acts inducing non-thermal responses involving endogenous
chromophores, finally resulting in photophysical and photochemical biological events (1). Its
clinical tool has been commonly used as skin biostimulator due its potential effect on
fibroblast’s aging deceleration (2).

Clinical applications of LLLT involve several clinical settings involving three main
objectives, namely: wound healing, tissue repair and tissue death prevention; chronic joint
disorders treatment along with inflammation and edema relief; analgesia and neurological
disorders treatment (1). On the skin, LLLT also seems has beneficial effects on wrinkles, acne
scars, hypertrophic scars, and healing of burns., in reduction of UV damage both as a
treatment and as a prophylactic measure. Dermatological studies also described that in
pigmentary disorders such as vitiligo, LLLT can improve pigmentation by stimulating
melanocyte proliferation and reduce depigmentation by inhibiting autoimmunity (3).

As LLLT is also used as skin biostimulator some authors believe that its procedure
could be a potential tool that could decelerate fibroblast’s aging (2). A recent in Vvitro

investigation performed by Maldaner et al (4) suggested that on fibroblast reactive oxygen
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species (ROS) injured, the LLLT presented an important protective and proliferative effect,
reverting partially or totally negative effects triggering by H,O,-exposure.

However, it is possible that LLLT effect on fibroblast could be potentialized by
interaction with some antioxidant compounds and extracts. This is the case of Guarana
(Paullinia cupana) that has a chemical matrix richest in caffeine-catechin molecules.
Traditionally, Guarana toasted and roasted seeds has been consumed as energetic beverage
by Amazonian indigenous communities since pre-Colombian times (5).

Previous in vitro investigations suggested that Guarana could modulates differentially
inflammatory states and anti-aging processes. This is the case of an investigation performed
by Krewer et al. (6), that evaluated Guarana effects on cytokine levels modulation from a
translational study involving in vitro and in vivo protocols. In vitro analysis using peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) showed that Guarana presented similar anti-inflammatory
effects than resveratrol, decreasing Il-1B and INF-y levels and increasing [I-10 levels
compared to those of the control group. Results from a randomised, placebo-controlled assay
that included 14 healthy volunteers supplemented for 14 days of Guarana powder confirmed
its antiinflammatory effect. Complementary investigation performed by Machado et al. (7),
investigated the Guarana effects on senescent adipocyte-mesenchymal cells (ASCs) obtained
from human lipoaspirates cells. In these cells Guarana was able to increase cellular
proliferation and to decrease several oxidative stress indicators reverting the initial senescence
processes in ASCs.

Therefore, we tested here potential interactive in vitro effects of LLLT and Guarana
extract on modulation of oxidative, inflammatory and apoptotic markers of dermal fibroblasts,
with the objetive of verifying the synergistic effect of these treatments on cytoprotection and

the proliferation of senescent fibroblasts.
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Methods
Cell culture conditions and general experimental design

Present in vitro investigation was performed using HFF-1 dermal fibroblast cells
(ATCC® SCRC-1041™) a commercial cell line produced by American Type Culture
Collection (ATCC-USA), and obtained from Rio de Janeiro Cell Bank. The cell line was
maintained in the growth medium DMEM supplemented with 15% Fetal bovine serum (FBS)
supplemented with antibiotics (1% penicillin/streptomycin) and antifungal (1% anfotericine
B) , 37°C temperature, 5% CO,, and 95% humidity.

Initially, Guarana effect was determined on fibroblast culture cells (1 x 10° fibroblast)
reared in 96-well plates. Inflammatory and apoptotic modulation by different Guarana at
different concentrations (1, 3, 5, 10 and 30 mG/mL) was evaluated in 72 h cell cultures.
Guarana curve concentration was choose based in previous studies performed by Krewer et al
(6) and Cadona et al (8). The levels of follow pro-cytokines was measured in culture cells:
Interleukin (IL) 1P, IL-6, e tumor necrosis factor alpha (TNF-a). Levels of IL-10, an
antiinflammatory cytokine was also quantified. DNA oxidation was measured through the
levels of 8-hydroxy-2' -desoxyguanosine (8-OHdG). And caspase (CASP), apoptotic marker
was evaluated by levels CASP 1-3 and 8. As criteria for concentration of choice we
considered the lowest concentration of Guarana that concomitantly caused anti-inflammatory
effects did not induce oxidation to DNA and caspase induction, for to perform subsequent
experiments that evaluated the interaction between Guarana and LLLT on fibroblast dermal
cells. Fibroblasts were previously aged by treatment with H,O, according to methods used by
Maldaner et al. (4). In this second protocol, complementary variables were also evaluated in
72 hours cell cultures including: (1) oxidative metabolism parameters: ROS, protein
carbonylation, lipoperoxidation and DNA oxidation determined by 8-OHdG levels; (2)

Inflammation markers: cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a and IL-10) protein and gene
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modulation ( evaluate in 24 hours); (3) Apoptotic markers: caspases (1-3 and 8) protein and
gene modulation; (4) proliferative modulation: Cell cycle analysis evaluated by flow
cytometry protocols and by quantification of two growth-cell signalling molecules: fibroblast

growth factor (FGF-1) and keratinocyte growth factor (KGF).

Guarana extract preparation and chemical characterization

The study performed here is part of a project previously authorized by the Brazilian
Environmental Ministry to assess the components of genetic patrimony in the national
territory (n0.010547/2013-4) according to Brazilian legislation (no. 2186-16). Guarana
extract used in all experiment was produced using raw powder Guarana obtained by Embrapa
Western Amazon Co, a non-profit governmental organization located in Maués, Amazon,
Brazil.

The Guarana powder was used to produce a hydroalcoholic extract as described by
Bittencourt et al. (9). Briefly, the extract was produced using 70:30 alcohol and water to 100
mL of extraction fluid prepared at a concentration of 300 mg/mL. After 24 h of extraction, the
solution was centrifuged at 3000 rpm for 10 min, and the supernatant was isolated and filtered
through Whatman N°. 1 paper. Ethanol was removed from the extract by rotary evaporator at
reduced pressure, 25°C at 115 rpm, and the extract was lyophilized in a freeze-drying
equipment (Enterprise Il LT 1000; Terroni, Sdo Paulo, Brazil).

Bioactive molecules were measured by Chromatographic analysis with detection of
UV absorbance at 272 nm on an HPLC system consisting of a Shimadzu Prominence LC-20
A, an LC-20AT quaternary pump, a SIL 20 auto sampler-A, a DGU-20A5 on-line degasser, a
CBM-20 A integrator and a SPD-20 V DAD detector according to Andrews et al. (2007). A
150 mm 4.6 mm i.d. ODS-3 column (Phenomenex Prodigy ODS-3 100 A, 5-Im particle size

Torrance, CA, USA) was used for the separation. Working standards were prepared by
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diluting the stock solution (mL) in mobile phase at the several ratios. The least concentrated
standard was designed to achieve a limit of detection of 0.005% based on a 1g sample diluted
to 100 mL (LOD = 0.05 mg/g). The HPLC conditions were: flow rate, 1 mL/min; mobile
phase A, 0.1% H3PO4 in water; mobile phase B and 100% ACN. The chromatographic
system was calibrated with at least a five points standard curve for each set of samples
analysed (9, 10). Standards were run after every fourth sample. Excellent reproducibility was
seen in the standards; typically, the R value for the calibration curve was 0.9999 or better. The
bioactive compounds of Guarana were determined to be caffeine = 12.40 mg/g, theobromine
= 6.433 mg/g and total catechins = 4.128 mg/g.

To perform in vitro experiments, the lyophilized extract was diluted in distilled water
and prepared at a concentration of 200 mg/mL. The mixture was
infused for 7 min by boiling, centrifuged (1500 rpms, 15 min) and
filtered. The solution was sterilized by filtration ( filters 0,22um) before

adding to the culture medium at different concentrations.

LLLT exposure conditions

Fibroblast cells were laser irradiated until 2 hours after cell to be Guarana exposed
using equipment Endophoton LLT 0107 KLD® (Biosystems Electronic Equipment Ltda -
Brazilian Industry, Amparo, S&o Paulo, Brazil). Cells no exposed to Guarana were also
irradiated as a laser control group. A laser (660 nm) was used as the irradiation source with
35mW output power and 16 Hz frequency in punctual continuous wave mode. The delivered
dose was 4J/cm? with exposure times 14s, since this dose presents anti-aging effects as
previously described by Maldaner et al (4). The irradiation process was achieved at room
temperature (18-25 °C). All treatments were conducted with 35 mm distance between the

laser and area of irradiation.
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Inflammatory metabolism markers

The cytokines protein quantification was performed using samples from cell culture
supernatants. These molecules were measured as inflammatory markers that are gene and
protein expressed in fibroblasts (IL-1p, IL-6, TNFa and I1L-10) Quantikine Human Elisa Kits
(R&D Systems, Minneapolis, USA), using according to the manufacturer’s instructions
following previously described methodological details in Jung (14). The sensitivity and
detection range of each cytokine were respectively: IL-1  (12.5-800 pg/mL), IL-6 (3.1-

300pg/mL); TNFo. (5.6-1.000 pg/mL), IL-10 (7.8-500 pg/mL).

Oxidative metabolism markers

Considering that Guarana has antioxidant activity the follow oxidative metabolism
markers were quantified in fibroblasts previously HP-exposed or not: nitric oxide (NO) and
superoxide anion (SA) levels spectrophotometrically determined by Choi (12) and Morabito
(13) methods, respectively. Both assays were read at 550 nm. The ROS level in the
supernatant cultures were quantified by dichlorofluorescein acetate fluorimetric assay
(DCFDA) read at an excitation of 485 nm and an emission of 520 nm. The levels of
carbonylation protein was determined by Levine et al. (14) method with absorbance reading at
370 nm and Lipoperoxidation was quantified by the formation of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) being read at 532 nm absorbance (15).

DNA oxidation determined by deoxiguanosine (8-OHdG) and the antioxidant enzymes
(superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and gluthatione peroxidase (GPX) were also
quantified using Abcam (Cambridge, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions,

similar to described before. The sensitivity and detection range of each marker were
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respectively: DNA 8-deoxyguanosine (0.9-57 pg/mL), SOD (0,1 — 209 U/L), CAT (3.12-200

U/L) and GPX (15.6 U/L-1000 U/L)

CASP and cytokines gene expression analysis

Gene expression of apoptotic and inflammatory markers were determined by
performing quantitative reverse transcription-PCR (gRT-PCR) with Rotor-Gene Q 5plex
HRM System (QIAGEN Biotechnology, Hilden, North Rhine-Westphalia, Germany). Total
RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, California,
USA) from each sample of all treatments. Expression of most genes was quantifed, as
described previously by Luca el at. (16). For performing reverse transcription, RNA was
added to the samples (1 (for 30 s, and a melt curve of 600C—90-C, with 0.5oC increments, for
5 s. For each sample, qRT-PCR was performed in triplicate by using DNase (Invitrogen Life
Technologies) for 5 min at 37°C and the samples were heated at 65°C for 10 min. cDNA was
synthesized using 1 pL iScript cDNA and 4 pL of Mix iScript (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California, USA) by using the following reaction conditions: 5oC for 10 min, 25°C
for 5 min, 85°C for 5 min, and 5°C for 60 min. The conditions to perform qRT-PCR assay
were the following: 95°C for 3 min, 40 cycles of 95°C for 10 s and 60°C for 30 s, and a melt
curve of 60°C—90°C, with 0.5°C increments, for 5 s. For each sample, qRT-PCR was
performed in triplicate by using 1uM of each primer, 1000 ng/uL cDNA, RNase-free water,
and 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix (QIAGEN Biotechnology) in a 20-pL
reaction mixture. Beta-actin (B-actin) was the housekeeping gene used to normalize the gene
expression of all samples tested. Relative expression was quantifed using comparative
cytosine-thymine (CT) and is expressed as a fold change compared with that in control cells.

The specific primer pairs of cytokines and Caspase are presented used in this study

were: IL-1B Forward GCGGCATCCAGCTACGAAT and Reverse
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ACCGCATCTTCCTCAGCTTGT; IL-6 Forward TACCCCCAGGAGAAGATTCCA and
Reverse CCGTCGAGGATGTACCGAATT; TNF-a Forward CAA
CGGCATGGATCTCAAAGAC and Reverse TATGGGCTCATACCAGGGTTTG; IL 10
Forward GTGATGCCCCAAGCTGAGA and Reverse TGCTCTTG
TTTTCACAGGGAAGA. CASP-1 Forward CGCACACGTCTTGCTCTCAT and Reverse
TACGCTGTACCCCAGATTTTGTAG, CASP- 3 Forward
TTTGAGCCTGAGCAGAGACATG and Reverse TACCAGTGCGTATGGAGAAATGG
CASP- 8 Forward AAGGAGCTGCTCTTCCGAATT and Reverse

CCCTGCCTGGTGTCTGAAGT.

Cellular proliferation analysis

Guarana effect’s on cellular proliferative states was evaluated by frequency of cells in
different cell cycle phases (GO/G1, S and G2/mitosis phases) from flow cytometry analysis.
Protocol used here was similar to previously described by Azzolin et al (17). Briefly, sample
treatments were incubated with 500 uL of a propidium iodide (P1) PBS solution and incubated
for 40 min at 37 °C, since this reagent is able to intercalates to the DNA to determine different
cell cycle phases. Further an incubation period, the cells were trypsinized, washed with PBS
and resuspended in 70% ethanol been stored at -20 °C overnight. The solution containing
cells was centrifuged and washed once with PBS, resuspended in 500 uL P1 solution during x
time. This procedure was repeated washing the cells with 1 mL PBS. Finally, cells were
centrifuged and resuspended in 500 uL PBS in order to perform flow cytometry analysis.

In addition to the analysis of the cell cycle was quantified two important growth
factors markers:  fibroblast growth factor (FGF-1) strongly stimulated fibroblast and
keratinocytes proliferation (18), and keratinocyte growth factor (KGF-1) also known as FGF-

7 that also present broad mitogenic and cell survival activities. Quantification of these two
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markers was also performed by immunoassay using similar kits and methodological
procedures described before. The sensitivity and detection range of FGF-1 and KGF-1 were

respectively: FGF (0.78 -50 ng/mL.) and KGF (25 -1600 ng/mL).

Statistical analysis

Data were analysed using GraphPad Prism software, version 7.0 (2017). All data were
transformed into percentages in relation to the negative control group and presented as media
+ standard deviation (SD) to perform statistical comparisons Data were statistically analysed
by one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s or Bonferroni

post-hoc tests. Results with a p < 0.05 were considered statistically significant.

Results

Initially Guarana effect on fibroblasts a curve was performed to determine best
concentration to be test in the interaction with LLLT from analysis of some inflammatory and
oxidation mark in 72 h cell cultures. Guarana at 5 mg/mL concentration not induced
proinflammatory cytokines and increased significantly I1L-10 levels (Figure 1A,1B), whereas
higher Guarana concentrations triggered a pro-inflammatory response in fibroblast cells.
Moreover, fibroblasts exposed to Guarana at 5 mg/mL did not present elevation of caspases
and DNA oxidation than control group (Figure 1C, 1D).

From these results, the effect of Guarana at 5 mg/mL concentration on inflammatory
and apoptotic markers induced by interaction between and LLLT-exposure was subsequently

analysed.
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Fig 1: Effect of different concentrations of Guarana on fibroblast after 72 hours cell exposition in markers :
inflammatory ( A), anti-inflammatory (B), apoptosis (C) and oxidation of DNA (D). Effect was analyzed using
one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey post hoc test. The different letters (i.e., A, B, C,
D,) indicate statistical differences in each treatment at p < 0.05.

Modulation of pro-oxidative markers of fibroblasts triggered by interaction between
Guarana and LLLT was analysed, and results are presented in Figure 2 (A to E). Guarana
supplementation decreased significantly ROS, lipoperoxidation and DNA oxidation levels
than control group. However, Guarana induced a slight but significant increase in protein
carbonylation levels in comparison to control group. At contrary LLLT induced significant
increase in ROS, protein carbonylation and lipoperoxidation levels, presenting a lowering
effect just in DNA oxidation levels. Interaction between Guarana and LLLT triggered lower
protein carbonylation, lipoperoxidation and DNA oxidation levels. However, ROS levels

were not dropped in the presence of Guarana and LLLT.
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Modulation of antioxidant enzyme levels was also compared among treatments
(Figure 2E). SOD total levels increased significantly when fibroblasts were exposed to all
treatment tested here. CAT levels increased significantly when cells were exposed just to
Guarana or with Guarana plus LLLT. The levels of GPX enzyme increased significantly in
cells just Guarana -exposed. This effect was also observed in cells just LLLT, but this effect
was lower than Guarana treatment. Interaction between Guarana and LLLT also triggered an

increase in GPX levels in comparison to control group.
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Fig 2: Effect of Guarana, low-level laser therapy (LLLT), and their association in oxidative stress markers: (A)
Levels of Reactive oxygen species (ROS); (B) Carbonylation of proteins; (C) Lipoperoxidation (D) DNA
oxidation and (E) Level of antioxidant enzymes Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT) and Glutathione
peroxidase (GPX). Statistical analysis was performed using two-way analysis of variance followed by the
Bonferroni post hoc test. The different letters (i.e., A, B, C) indicate statistical differences in each treatment at p
< 0.05.
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The effect of interaction between Guarana and LLLT-exposure on modulation of
protein and gene expression cytokines was analysed (Figure 3a). All treatments triggered
decrease in pro-inflammatory cytokines and also caused a down-regulation in their genes.
However, in IL-1p this effect was significantly more accentuated in fibroblasts just LLLT-
exposed. On the other hand, all treatments were able to increase IL-10 protein levels
triggering over-expression of its gene. IL-10 gene modulation was higher in fibroblasts LLLT
and Guarana plus LLLT-exposed than cells just Guarana exposed. CASP levels of fibroblasts
were also differentially modulated by Guarana and LLLT-exposure (Figure 3B). In general,
all treatments decreased significantly CASP 1, CASP 3 and CASP 8 protein levels. CASP 1
gene was downregulated by LLLT and Guarana plus LLLT treatments. CASP3 gene was
downregulated by all treatments, whereas CASP 8 gene was downregulated by Guarana and

Guarana plus LLLT-exposed fibroblasts.
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Fig 3: Effect of Guarana , low-level laser therapy (LLLT), and association in proteic levels and gene expression
in fibroblasts. (A ) Proteic levels and (B) gene expression cytokines: IL-1p, IL-6, TNF-a (pro-inflammatory)
and IL-10 (anti-inflammatory). (C ) Proteic levels and (D) gene expression caspase. Treatments were
statistically compared by ANOVA TwoOne-Way followed by Tukey post hoc test. Different letters identified
concentrations with significant differences calculated by post hoc test (p < 0.05). Gene expressions of each
cytokine and caspase are represented by coloured squares and were determined using untreated control group as
reference to calculate the relative mRNA expression. The expression level of beta-actin was used as an internal
control (housekeeping gene).
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Indicators of Guarana plus LLLT effect on fibroblast proliferation in 72 h cell cultures
was evaluated by cell cycle analysis using flow cytometry method and also by modulation of
FGF-1 and KGF growth cellular signalling molecules and results are presented in Figure 4.
As can see in Figure 1A and 1B, Guarana treatment decreased significantly number cells in
S-phase than control group. However, LLLT presented an inverse action triggering significant
increase in the frequency of S-phase cells. These results was significantly accentuated in
fibroblast concomitantly exposed with Guarana plus LLLT. All treatments increased FGF-1
and KFG levels than control group. However, in cells treated with Guarana plus LLLT levels
of FGF-1 were significantly higher than other treatments. On the other hand, KGF levels were

significantly higher in cells just Guarana -exposed than other treatments.
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Fig 4: Effect of Guarana, LLLT, and association in fibroblasts, cell cycle determined by flow cytometry after
72 h exposition. (A) Representative graphics with cell phases: (GO/G1 = gap 1; S = synthesis; G2/M = gap2 and
mitosis). ( B) % of cells the control in at each stage (GO/G1 = gap 1; S = synthesis; G2/M = gap2 and mitosis) of
the cell cycle. (C) proteic levels FGF and KGF-1. Analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA),
followed by the Tukey post hoc test. The different letters (i.e., A, B, C, D) indicate statistical differences in each
treatment at p < 0.05.
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Discussion

In the present investigation we analysed if potential interaction between LLLT and
Guarana extract could present beneficial effects on dermal fibroblast cells. Initially we
observed that Guarana did not present proinflammatory and apoptotic effect on fibroblasts at
< 10 pg/mL concentrations. As Guarana at 5 mG/mL trigger increase in IL-10
antiinflammatory cytokines this concentration was choosing to perform complementary
protocols. In general, Guarana plus LLLT-exposure triggered antioxidant, antiinflammatory,
antiapoptotic and proliferative effects on dermal fibroblasts. However, in some variables the
beneficial effects on fibroblasts have also been observed in cells or just treated with Guarana
or just LLLT-exposed. We will now discuss in more detail the main results obtained.

Initially it is important to point out that results presented here confirmed Guarana’s
antiinflammatory effect previously described by Krewer et al (6) and Suleiman et al (7).
However, different of these studies, results described here were obtained from dermal
fibroblast cells exposed to Guarana concentrations < 10 pg/mL. In fact, these cells can secret
cytokines mainly when exposed to pollutant or pro-senescent agents (18, 19, 20, 4). From
these results, Guarana at 5 mG/mL was used in subsequent protocols with and without LLLT.

In this point, it is relevant to comment that laser stimulation is a procedure widely used
for clinical applications due its properties that did not cause iatrogenic malignancies,
including LLLT therapy (22, 23,1). However, its beneficial effect is not universal and
dependent of in vitro and in vivo treatment conditions. For this reason, in the present
investigation was used a 4J/cm? LLLT-exposure based in results previously described by
Maldaner et al (4) using same dermal fibroblast line (HFF-1). This LLLT-dosis was able to
improve the levels of IL-10, an antiinflammatory cytokine mainly in cultures concomitantly
exposed to H,O, that at 50 uM concentration, is an accelerator of cellular senescence (24, 25,

26).
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Considering the effects of Guarana plus LLLT-exposure on fibroblast oxidative
metabolism results showed that this interaction triggered increase in total ROS levels than
other treatments. On the other hand, this interaction has a lowering effect on protein
carbonylation levels and also decreased lipoperoxidation levels caused in fibroblasts just
LTTT-exposed.

There are growing evidences demonstrating that a low to moderate increase in ROS
levels could result in a positive effect on many cellular processes, stimulating for example
cellular proliferation. Previous studies have described that LLLT induced ROS could
stimulate fibroblast proliferation as well as DNA synthesis cultured normal human
keratinocytes, fibroblasts, osteoblasts, mesenchymal and cardiac stem cells and endothelial
cells (1). Considering the results found here that showed an increase in the number of
fibroblasts in the S phase, and also increase in the levels of the FGF-1 growth factor, it seems
that elevate ROS levels triggered by Guarana plus LLLT had no negative effects.

This presumption is corroborated by results that also showed decreasing in the levels
of protein carbonylation, lipoperoxidation and DNA oxidation in fibroblasts exposed to
Guarana plus LLLT. Furthermore, all treatments have some slight effect on modulation of
antioxidant enzymes. However, it important to comment that, cells just Guarana or LLLT-
exposed also decreased DNA oxidation levels confirming independent genoprotective effect
of both treatments as previously described in previous studies (4,7).

Modulation of inflammatory markers on fibroblast was evaluated and results showed
that both, independent Guarana and LLLT treatments as well as Guarana plus LLLT-exposure
presented an important lowering effect on protein and gene expression pro-inflammatory
cytokines. On the other hand, all treatments were able to induce elevate levels of
antiinflammatory IL-10 cytokine. These results could be relevant mainly in relation to IL-10.

This antiinflammatory cytokine has been identified as a candidate scar-improving therapy
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based on preclinical studies. Shi et al (27) showed that when human dermal fibroblasts were
stimulated with TGF-B1 and subsequently treated with IL-10 this cytokine presented
inhibitory effects on the excessive deposition of extracellular matrix components and
fibroblast-to-myofibroblast transition, suggesting that IL-10 has the potential therapy in
prevention and reduction of skin scarring. From these results, recent studies have considered
gene and protein modulation of I1L-10 fibroblast as an important aspect of plant extracts with
potential would healing effects (28).

All treatments were able to decrease levels of three caspases molecules that participate
of intrinsic and extrinsic apoptosis via in the cells. During skin aging, oxidative stress can
cause important DNA damage inducing apoptosis events in cells, such as fibroblasts. Previous
studies have described potential antiapoptotic effect of LLLT in different types of cells (29,
30, 31). Antiapoptotic effect of fibroblast by catechin, that is part of Guarana chemical-matrix
also have been described in the literature (32). It is probably that reduction of apoptotic events
is related to important genoprotective effect observed in fibroblasts exposed to these
treatments.

Most strong results considering the interaction between Guarana and LLLT exposure
occurred in fibroblast cell cycle and modulation of FGF-1 levels. These results put in
evidence potential benefice in this interaction. FGF-1 is considered a powerful mitogen that
trigger stimulation of DNA synthesis and proliferation of a large types of cell types, including
fibroblasts (17). Previous investigations, such as performed by Denadai et al (33) described
that LLLT is able to up-regulate the FGF-1 gene expression in the healing of diabetic wounds.
However, for our best knowledgment this is the first investigation describing FGF-1
modulation by Guarana extract. Despite all treatments increase significantly KGF-1 levels,
this effect was relatively slight, and this result could be considered positive. In fact, KGF-1 is

a key signalling molecule between fibroblast and -keratinocyte cells. However, in some
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conditions, such as fibrotic disorders KGF-1 is overexpressed in the tissue (34). Therefore,

high levels of KGF-1 could be not much desirable.

Conclusion
In conclusion, despite methodological constrains related to in vitro studies, the whole
of results described suggest that independent and interactive use of Guarana and LLLT could

be positive antioxidant, antiinflammatory, antiapoptotic and proliferative effect on fibroblasts.
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5 DISCUSSAO

O LBP é um procedimento clinico candidato a ser usado na desaceleracdo dos
processos de envelhecimento dos fibroblastos (ZACHARY et al.,, 2016). Portanto, esta
investigacdo procurou contribuir para o teste desta hipotese através de uma andlise in vitro
envolvendo fibroblastos expostos a diferentes dosagens de LBP associado ou ndo com uso
H,O, como indutor de senescéincia celular. Em geral, a exposi¢cdo ao LBP causou efeitos
positivos e negativos nos fibroblastos de forma dependente da dose de irradigédo. O LBP em
doses <4 J/cm? ndo afetou a mortalidade celular, a oxidacdo do DNA e os marcadores
apoptoticos (CASP 1, 3 e 8) quando os resultados sdo comparados com as células controle
(n&o tratadas).

Por outro lado, doses maiores de LBP desencadearam aumento nos niveis de
marcadores cito-genotoxicos e enzimas antioxidantes. Além disso, doses maiores de LBP
levam ao aumento das concentragdes citocinas pro-inflamatdrias, indicando a ocorréncia de
um estado pro-inflamatorio nessas células. No entanto, a interacdo entre a concentragédo de 50
UM de H,0, e a dose de 4J/cm? de LBP sugeriu que este tratamento foi capaz de minimizar os
marcadores senescentes de fibroblastos aqui estudados, uma vez que o H,O, tem papel pro-
inducdo de senescéncia célular. Apesar das limitacdes metodologicas relacionadas com
estudos in vitro, estes resultados podem ser considerados relevantes em relacéo a questao dos
efeitos LBP no envelhecimento dos fibroblastosto, sendo evidenciados nos resultados
posteriores.

Consideramos relevante destacar que a estimulacdo a laser € um procedimento
amplamente utilizado para aplicacdes clinicas devido as suas propriedades benéficas,
incluindo a terapia com LBP (BAYAT et al., 2018; MIGLIARIO et al., 2018; VERMA,;
STEFFACCI, 2010). Nossos estudos indicam, acdo dose-dependente do laser, uma vez que
observamos que doses mais altas de LBP desencadearam efeito citogenotdxico incluindo
inducdo de apoptose. Esses resultados eram esperados, uma vez que esta bem estabelecido
que a resposta bioldgica a estimulacdo por LBP é dependente de varios parametros, incluindo
comprimento de onda, irradiancia, tempo, pulso, polarizacdo e outros (RAMOS et al., 2018;
YAN et al., 2017).

Estes resultados nos permitiram inferir a menor dose de exposi¢cdo ao LBP nos
parametros estabelecidos para este estudo, que poderia ter efeitos benéficos na reversdo de

alteracGes causadas pela exposicéo temporaria de fibroblastos ao H,O,. De fato, 0 H,0, é uma
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importante molécula bioldgica, pois em concentracBes baixas e controladas é uma molécula
sinalizadora reguladora que possui diversas acdes, incluindo a regulacdo dos estados
proliferativos de algumas células. No entanto, quando o H,O, estd presente em altas
concentrages, a 50uM, sua molécula desencadeia eventos celulares, em fibroblastos
intimamente relacionados as caracteristicas da senescéncia. Por essa razdo, a exposi¢do de
fibroblastos ao H,0,, como usada aqui, é considerada um bom modelo in vitro para se
compreender mecanismos e identificar moléculas regulatorias relacionadas a senescéncia
replicativa e outras caracteristicas do envelhecimento (DEVI et al., 2017; HUANG et al.,
2016).

Os resultados obtidos a partir de fibroblastos expostos apenas ao LBP mostraram que a
dose < 4 J/cm? proporcionou um ligeiro aumento nos niveis de I1L-1, enquanto outras citocinas
pro-inflamatodrias ndo foram moduladas por este tratamento. Por outro lado, estas doses de
LBP foram capazes de melhorar os niveis de IL-10, uma citocina antiinflamatéria. Uma
investigacao realizada por Silveira e colaboradores (2016) relatou que, em ratos, a LBP (3a 5
J/icm2) é capaz de prevenir o estado patoldgico induzido por trauma muscular. Os resultados
desta investigacdo relataram que ap6s 2 h ocorreu reducdo em varios marcadores oxidativos,
bem como aumento nos niveis de enzimas antioxidantes, especialmente com uso da dose de 3
Jlem?.

Ainda, o LBP parece ser capaz de modular varios genes relacionados aos processos de
cicatrizacdo de lesdes cutaneas pois evidéncias anteriores mostraram que o tratamento com
LBP atua no processo de cicatrizagdo de feridas aumentando a migracdo de queratindcitos
(SZEZERBATY et al., 2018), contribuindo também na organizacdo da matriz extracelular
pelo aumento da producdo de coladgeno, além de outros fatores teciduais como a matriz
metaloproteinase-2 (MMP-2) (MIGLIARIO et al., 2018). Um estudo recente descreveu que o
LBP (1 a 5 J/cm?) induziu a sintese proteica in vitro em fibroblastos aumentando a expressao
génica do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é uma importante molécula
que estimula a formacdo de vasos sangliineos. No mesmo estudo, 0s autores também
observaram a regulacdo negativa da expressdo génica da IL-6 nessas células (YAN et al.,
2017).

Quando as células eram previamente expostas ao H,O,, a acdo do LBP sobre o
fibroblasto era mais pronunciada, ja que esse tratamento foi capaz de prevenir a mortalidade
celular, a oxidacdo do DNA e o aumento dos niveis de CASPs causados pela exposi¢cdo ao
H,0,. Semelhante ao estudo realizado por Silveira e colaboradores (2016), o LBP diminuiu

significativamente os niveis das trés principais enzimas antioxidantes avaliadas aqui: SOD,
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CAT e GPX. Em geral, o LBP também reduziu, pelo menos parcialmente, os niveis de
citocinas pro-inflamatérias e aumentou os niveis de IL-10. Na verdade, a propriedade
antiinflamatoria do tratamento com LBP tem sido descrita em estudos anteriores, como 0S
realizados por Da Ré Guerra e colaboradores (2016), avaliando a a¢do apés trauma fisico
(tenotomia parcial). Portanto, resultados completos sugerem que o LBP pode modular alguns
marcadores apopticos, oxidativos e inflamatdrios presentes nos fibroblastos com
envelhecimento induzidos por H,0..

Uma analise complementar foi realizada para determinar se 0 LBP também poderia
atuar no estado proliferativo de fibroblastos expostos a H,O,. Surpreendentemente, a analise
do ciclo celular em culturas de 72 horas ndo mostrou mudanca significativa na freqiiéncia das
fases S e G2 no controle de fibroblastos ou quando expostos isoladamente ao H,O, ou LBP.
Porém, a interacdo entre H,O, e LBP alterou esse resultado, j& que nesse tratamento ocorreu
aumento na frequéncia de células que estavam nas fases S/G2 do ciclo celular.

Como este resultado pode ser confuso, uma vez que apenas a proliferacdo néo reflete
necessariamente um estado proliferativo desejado dos fibroblastos, a analise de dois
importantes marcadores de fatores de crescimento também foi realizada. O primeiro marcador
estudado foi o FGF-1. Esta molécula é um poderoso mitdgeno envolvido na estimulacdo da
sintese de DNA e na proliferacdo de uma ampla variedade de tipos de células, incluindo
fibroblastos. Por essa razdo, o FGF-1 recombinante esta sendo desenvolvido e estudos como
Zeranska e colaboradores (2016), mostraram que essa molécula estimulou fortemente a
proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos. Em nossos resultados, o fibroblasto exposto
apenas a H,O, apresentou niveis mais baixos de FGF-1, enquanto que as células expostas
apenas a LBP apresentaram niveis semelhantes desta molécula as células controle. No
entanto, a interacao entre H,O, e LBP reverteu o0s niveis mais baixos de FGF-1 desencadeados
pelo H,0,, indicando que em alguns “estados de fibroblastos envelhecidos” o LBP poderia
ajudar a estimular a proliferacdo de células da pele. Essa sugestdo é corroborada por uma
investigacdo prévia que descreveu a propriedade do LBP para regular positivamente a
expressao do gene FGF-1 na cicatrizacdo de lesGes diabéticas (DENADAI et al., 2017).

A interacdo entre a exposicdo a H,O, e LBP também aumentou os niveis da molécula
de KGF-1, que também é membro de uma familia de fatores de crescimento que apresentam
ampla atividade mitogénica e de sobrevivéncia celular e, é considerada uma molécula crucial
na interrelacdo entre queratindcitos e fibroblastos (CANADY et al., 2013). No entanto, 0s
resultados aqui encontrados ndo mostraram um aumento expressivo nos niveis de KGF-1,

apesar de as células tratadas apenas com LBP apresentarem concentragfes semelhantes desta
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molécula do que os fibroblastos de controle, a interacdo entre H,O, e LBP induziu um
aumento nos niveis de KGF-1, porém essa inducdo foi considerada leve, uma vez que foi
inferior a 20% quando comparado ao grupo controle ndo tratado. Isto pode ser considerado
positivo, pois em algumas situacdes, como os disturbios fibrdticos, o KGF-1 pode ser
superexpresso no tecido e desencadear alteragdes cicatriciais importantes (PANSANI et al.,
2017).

Em um segundo momento analisamos se a interacdo entre o LBP e o extrato de
guarand poderia apresentar efeitos benéficos sobre as células fibroblasticas humanas.
Inicialmente, observou-se que o0 guarand nao apresentou efeito pro-inflamatorio e apoptético
nos fibroblastos em concentragdes <10 mg/mL. Como o guarand a 5 mg/mL desencadeou
aumento nos niveis da citocina antiinflamatdrias 1L-10, optou-se por esta concentra¢cdo como
de escolha para realizacdo dos protocolos complementares. Em geral, o guarana associado a
exposicdo ao LBP desencadeou efeitos antioxidantes, antiinflamatérios, antiapoptéticos e
proliferativos nos fibroblastos dérmicos senescentes. No entanto, em algumas variaveis, 0s
efeitos benéficos nos fibroblastos também foram observados em células tratadas com guarana
ou expostos ao LBP isoladamente.

E importante ressaltar que os resultados aqui apresentados confirmam o efeito
antiinflamatdrio do guarana descrito anteriormente por Krewer et al. (2014) e Suleiman et al
(2015). Entretanto, diferentemente desses estudos, os resultados aqui descritos foram obtidos
de células fibroblasticas dérmicas expostas a concentra¢des de guarand < 10 mg/mL. De fato,
essas células podem secretar citocinas principalmente quando expostas a agentes poluentes ou
pro-senescentes (LEE et al., 2018; SHIRATO et al., 2018; KITAHIRO et al., 2018). A partir
desses resultados, o guarana a 5 mg/mL foi utilizado nos protocolos subsequentes com e sem
LBP na dose de 4 J/cm?, baseado nos resultados descritos anteriormente.

Considerando os efeitos do guarana associado a exposi¢cdo ao LBP no metabolismo
oxidativo dos fibroblastos, os resultados mostraram que essa interacdo desencadeou um
aumento nos niveis de EROs totais maior que nos outros tratamentos. Por outro lado, essa
interacdo tem efeito redutor sobre os niveis de carbonilacdo de proteinas e também diminui os
niveis de lipoperoxidacdo causados em fibroblastos expostos apenas ao LBP. Em
contrapartida, a associacdo dos tratamentos mostrou acdo antioxidante por ter atuado
positivamente na expressdo das enzimas SOD, CAT e GPX.

Existem crescentes evidéncias demonstrando que um aumento baixo a moderado nos
niveis de EROs pode resultar em um efeito positivo em muitos processos celulares,

estimulando, por exemplo, a proliferacdo celular (NESTOR et al., 2017). Estudos anteriores
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descreveram que as EROs induzidas por LBP poderiam estimular a proliferacdo de
fibroblastos, bem como a sintese de DNA de queratindcitos humanos normais, fibroblastos,
osteoblastos, células-tronco mesenquimais e cardiacas e células endoteliais (MIGLIARIO et
al., 2018; SZEZERBATY et al., 2018). Considerando os resultados encontrados aqui que
mostraram um aumento no nimero de fibroblastos na fase S, e também aumento nos niveis do
fator de crescimento FGF-1, pode-se inferir que os niveis elevados de EROs desencadeados
pelo guarand mais o LBP ndo promoveram efeitos negativos.

Esta presuncdo é corroborada por resultados que também mostraram decréscimo nos
niveis de carbonilacdo protéica, lipoperoxidacdo e oxidacdo do DNA em fibroblastos expostos
ao guarana associado ao LBP. Além disso, todos os tratamentos tém algum efeito ligeiro
sobre a modulacdo de enzimas antioxidantes. No entanto, é importante comentar que células
expostas exclusivamente ao guarana ou ao LBP também diminuiram os niveis de oxidagédo do
DNA, confirmando o efeito genoprotetor independente de ambos os tratamentos, como
descrito em estudos anteriores (MACHADO et al., 2015; FUKUOKA et al., 2017).

A modulacdo de marcadores inflamatorios em fibroblastos foi avaliada e os resultados
mostraram que tanto o tratamento independente com guarana e LBP quanto o associacdo
apresentaram um importante efeito de redugdo na expressédo proteica e de expressdo génica de
citocinas pro-inflamatorias. Por outro lado, todos os tratamentos foram capazes de induzir
elevacdo dos niveis de citocinas antiinflamatdrias. Esses resultados podem ser relevantes
principalmente em relacdo a IL-10. Essa citocina antiinflamatoria foi identificada como uma
terapia candidata para melhoria de cicatrizes, baseada em estudos pré-clinicos. Shi e
colaboradores (2010), mostraram que quando fibroblastos dérmicos humanos foram
estimulados com TGF-B1 e subseqiientemente tratados com IL-10, essa citocina apresentou
efeitos inibitérios sobre a deposicdo excessiva de componentes da matriz extracelular e
transicdo de fibroblastos para miofibroblastos, sugerindo que IL-10 tem o potencial
terapéutico na prevengdo e reducdo de cicatrizes cutaneas. A partir desses resultados, estudos
recentes consideraram que tratamentos capazes de atuar na modulagéo de genes da IL-10 do
fibroblasto possuem um aspecto curativo importante (CZEMPLIK et al., 2017).

Todos os tratamentos desta investigacdo foram capazes de diminuir os niveis de trés
moléculas de caspases que participam das vias da apoptose intrinseca e extrinseca nas células.
Durante o envelhecimento da pele, o estresse oxidativo pode causar danos importantes no
DNA, induzindo eventos de apoptose nas células, como os fibroblastos. Estudos anteriores
descreveram o potencial efeito antiapoptético do LBP em diferentes tipos de células
(PANSANI et al., 2014; YIN et al., 2017; CHU et al., 2018). O efeito antiapoptético do
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fibroblasto pela catequina, que faz parte da matriz quimica do guarand, também tem sido
descrito na literatura (TANIGAWA et al., 2014). E provavel que a reducdo de eventos
apoptoticos esteja relacionada ao importante efeito genoprotetor observado nos fibroblastos
expostos a esses tratamentos isolados e em conjunto.

Os resultados mais relevantes considerando a interacdo entre a exposi¢do ao guarana e
ao LBP ocorreram no ciclo celular dos fibroblastos e na modulagdo dos niveis de FGF-1.
Esses resultados colocam em evidéncia o potencial beneficio nessa interacdo. Como ja
relatado anteriormente, investigagdes realizadas por Denadai et al. (2017), descreveram que 0
LBP é capaz de regular positivamente a expressdo do gene FGF-1 assim como neste estudo.
Entretanto, para nosso conhecimento, esta é a primeira investigacdo descrevendo a modulagéo
positiva do FGF-1 pelo tratamento com o extrato de guarand, o que sugere uma interacdo
positiva deste extrato com a cicatrizacdo e reparo tecidual. Apesar de todos os tratamentos
aumentarem os niveis de KGF-1, este efeito foi relativamente pequeno, e este resultado pode
ser considerado positivo, pois niveis elevados de KGF-1 sdo encontrados em disturbios
fibroticos (CANADY et al., 2013), ou seja, a superexpressdo deste esta relacionada com a
desregulacéo da producéo de colageno.

Em resumo, todos os resultados aqui descritos sugeriram que a exposicdo a LBP em
fibroblastos sem qualquer leséo é relativamente segura e indcua, considerando seus potenciais
efeitos citogenotdxicos, oxi-inflamatérios e proliferativos. Por outro lado, em fibroblastos
H.0,-lesados que mimetizam caracteristicas de células envelhecidas, a LBP apresentou um
importante efeito protetor e proliferativo, revertendo parcialmente ou totalmente os efeitos
negativos desencadeados pelo H,0,. Nestes termos, é possivel inferir que, na dose de 4 J/cm?,
0 LBP pode apresentar algumas propriedades antienvelhecimento. E, apesar dos
constrangimentos metodologicos relacionados aos estudos in vitro, todos os resultados
descritos sugerem que o uso independente e interativo do guarana e LBP pode ter um efeito

antioxidante, antiinflamatdrio, antiapoptotico e proliferativo nos fibroblastos.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados a partir da realizacdo desse estudo € possivel
concluir que:

- Dentre as doses de LBP avaliadas, a de 4 J/lcm? apresentou efeito citoprotetor mais
relevante e foi capaz de diminuir os efeitos citotoxicos, inflamatorios, apoptéticos gerados
pela exposicdo ao H,O,, além de favorecer a proliferacdo dos fibroblastos senescentes.

- A associacdo do tratamento de LBP (4J/cm?) ao guarand (5mg/mL) mostrou-se
importante na modulagdo da resposta inflamatdria e apoptética frente ao H,O,, sendo mais
relevante a acdo pro-proliferativa destes tratamentos com acréscimo no percentual de células
na fase S e aumento da expresséo de FGF-1.

- Em face da demanda pela busca por uma melhor aparéncia estética, este estudo
demosntrou que a associacdo do LBP com o Guarana pode compor uma nova possibilidade

terapéutica para o tratamento do envelhecimento cutaneo.
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