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RESUMO

Magalhdes de Araujo, Laiza. Efeito quimioprotetor de metabdlitos secundarios de
fungo endofitico (BvFIl) isolado de folhas da Bauhinia variegata em fibroblastos
dérmicos humanos: Brasilia, 2019. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) —

Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

O envelhecimento cutaneo esta associado com a perda gradual dos mecanismos de
homeostase que mantém a estrutura e funcéo da pele tornando-a mais suscetivel ao
desenvolvimento de diversas patologias. Fatores intrinsecos e extrinsecos atuam de
forma conjunta para induzir o envelhecimento cutdneo e a modulacdo de vias de
sinalizacdo envolvidas na manutencdo da homeostase da pele, constitui-se como
aspecto importante para a prevencdo do envelhecimento cutaneo precoce. Neste
sentido, os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPAR) podem ser
explorados como alvos potenciais por serem capazes de regular a funcao e expressao
de genes importantes para a manutencdo da homeostase da pele como as
metaloproteinases de matriz (MMPS) e o colageno, além de atuar na modulacao do
sistema de defesa antioxidante celular. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
quimioprotetor de metabdlitos do fungo endofitico BvFIl isolado de folhas de Bauhinia
variegata em fibroblastos dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo. Os
metabdlitos do fungo endofitico foram caracterizados quanto ao teor de polifendis,
flavonoides e atividade antioxidante, e nas células tratadas com esses metabdlitos
foram avaliadas a modulacdo da atividade do PPARa, B/ e y, a capacidade
antioxidante celular, a expressdo de genes importantes para o0 processo de
envelhecimento cutaneo e sua influéncia sobre o retardo da indugcédo da senescéncia
celular. Os resultados obtidos mostraram que metabdlitos secundarios produzidos
pelo fungo endofitico BvFIl sdo ricos em compostos polifendlicos, sdo capazes de
aumentar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase, de
modular a ativagcao do PPARa e PPARYy, diminuir a expressdo de MMP-1 e atenuar o
fendtipo relacionado a senescéncia celular em fibroblastos senescentes. Desta forma,
0s produtos naturais produzidos por fungos endofiticos demonstraram potencial em
agir em variaveis importantes para o processo de envelhecimento cutdneo e podem

ser explorados como agentes capazes de prevenir o envelhecimento precoce da pele.



Palavras-chave: envelhecimento; pele; metaloproteinases; receptores ativados por

proliferadores peroxissomais; antioxidante; fungo endofitico.



ABSTRACT

Magalhdes de Araujo, Laiza. Chemoprotective effects of secondary metabolites
of endophytic fungus (BvFIl) isolated from Bauhinia variegate in human dermal
fibroblasts. Brasilia, 2019. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

Skin aging is associated with the gradual loss of homeostasis mechanisms that
maintain the structure and function of the skin making it more susceptible to the
development of several pathologies. Intrinsic and extrinsic factors act together to
induce skin aging and the modulation of signaling pathways involved in the
maintenance of skin homeostasis is an important aspect for the prevention of
premature skin aging. Thus, peroxisome proliferator activated receptors (PPAR) can
be exploited as potential targets for regulation of the function and expression of genes
important for skin homeostasis maintenance such as matrix metalloproteinases
(MMPs) and collagen and for the modulation of the cellular antioxidant defense system.
The objective of this work was to evaluate the chemoprotective effect of BvFII
endophytic fungi isolated from leaves of Bauhinia variegata on human dermal
fibroblasts exposed to oxidative stress. The metabolites of the endophytic fungus were
characterized in terms of polyphenol content, flavonoids and antioxidant activity, and
the cells treated with these metabolites were evaluated for the modulation of PPARa,
B/d and y activity, cellular antioxidant capacity, expression of important genes for the
skin aging process and the influence on the delay of induction of cellular senescence.
The results obtained showed that secondary metabolites produced by BvFlII
endophytic fungi are rich in polyphenolic compounds, are able to increase the activity
of antioxidant enzymes superoxide dismutase and catalase, modulate the activation of
PPARa and PPARYy, decrease MMP-1 expression and attenuate the phenotype related
to cellular senescence in senescent fibroblasts. In this way, the natural products
produced by endophytic fungi demonstrated the potential to act on important variables
for the skin aging process and can be exploited as agents capable of preventing

premature aging of the skin.

Keywords: aging; skin; metalloproteinases; peroxisomal proliferator-activated

receptor; antioxidant; endophytic fungus.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento esta associado com a perda gradual dos mecanismos de
homeostase responsaveis por manter a estrutura e funcéo dos tecidos adultos. Na
pele, fatores genéticos e ambientais atuam de forma conjunta para promover as
alteracdes envolvidas no processo de envelhecimento cutaneo, que incluem a
disfungdo mitocondrial, alteracbes em vias de transdugcdo de sinal intracelulares,
instabilidade gendmica, senescéncia celular e degradacdo da matriz extracelular

dérmica (Sorrentino et al., 2014; Kammeyer e Lutein, 2015).

O envelhecimento prematuro da pele manifesta-se pela inducao acelerada da
formacao de rugas, descamacao, aspereza, ressecamento, flacidez e anormalidades
na pigmentacdo (Brand et al., 2017). A elucidacdo dos mecanismos envolvidos no
processo de envelhecimento é importante para o desenvolvimento de abordagens
capazes de retardar sua progressao precoce e diminuir a incidéncia de patologias
relacionadas a este processo, como o cancer de pele (de Magalhaes, 2013; Rogers
et al., 2015).

Uma das teorias que visa explicar o processo de envelhecimento é a teoria do
estresse oxidativo, que prop&e que boa parte das alteracdes funcionais e morfolégicas
observadas durante o envelhecimento ocorrem devido a um desequilibrio entre a
formacdo de espécies reativas e sua eliminacdo. Espécies reativas do oxigénio
(EROs) desempenham um papel importante no envelhecimento da pele. Estima-se
que 1% a 5% do oxigénio consumido durante os processos metabdlicos normais é
convertido em EROs por mecanismos intrinsecos. Além disso, 0 aumento da producao
de espécies reativas também ocorre devido a exposicdo da pele a fatores ambientais,
como a poluicdo e a radiacao ultravioleta (UV) (Poljsak et al., 2012; Kammeyer e
Lutein, 2015).

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPAR) tém sido
considerados como alvos interessantes para prevenir ou retardar a ocorréncia de
eventos importantes para o desenvolvimento do envelhecimento cutaneo, ja tendo
sido mostrado que a ativacdo das trés isoformas do PPAR est4 relacionada com a

modulacdo do sistema de defesa antioxidante e da expressdo de componentes
1



importantes para a manutencdo da homeostase da matriz extracelular dérmica (Ham
et al., 2013; Jeon et al., 2015; Yin e Smith, 2016).

Produtos naturais sdo amplamente investigados como potenciais agentes
capazes de atuar contra desordens que apresentam o estresse oxidativo como parte
importante de sua fisiopatologia, uma vez que tais compostos apresentam capacidade
de atuar como antioxidantes, anti-inflamatoérios e imunomodulares (Calabrese et al.,
2008; Agati et al., 2013). Os fungos endofiticos podem ser utilizados como fonte
potencial de novos produtos naturais, dado que muitos compostos com estruturas
novas e com atividade biolégica ja foram isolados destes micro-organismos (Gutierrez
et al., 2012).

Neste trabalho, foi investigado o efeito biolégico do tratamento de fibroblastos
dérmicos humanos com os metabdlitos produzidos pelo fungo endofitico BvFIl isolado
das folhas de Bauhinia variegata. Este fungo foi escolhido para a realizagcdo deste
trabalho pelo fato de estudo anterior ter mostrado que o extrato bruto, composto por
metabdlitos produzidos por este fungo em cultura liquida submersa, apresenta
atividade agonista de todas as isoformas do PPAR (Mesquita, 2016). Além disso,
também ja foi demonstrado que este extrato bruto foi capaz de diminuir a expressao
da metaloproteinase de matriz do tipo 1 (MMP-1), diminuir a atividade da
metaloproteinase de matriz do tipo 2 (MMP-2) e aumentar a atividade da enzima
catalase em fibroblastos dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo (Araujo,
2015).

Com o intuito de iniciar a purificacdo do extrato bruto, foi realizado o seu
fracionamento para avaliar a atividade de metabdlitos sollveis em solventes de
polaridades distintas. Desta forma, neste trabalho sdo apresentados resultados tanto

para o tratamento realizado com o extrato bruto quanto com suas fracoes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Envelhecimento cutaneo

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e exerce papel essencial na saude
dos individuos por prover uma barreira fisica entre o organismo e o ambiente externo.
Este 6rgéo apresenta multiplas funcgdes fisiologicas e, além de atuar como barreira de
protecdo contra agressoes fisicas, quimicas e microbiolégicas, também participa da
termorregulacéo, funciona como 6rgao sensorial e exerce fun¢des enddcrinas ao atuar
na sintese da vitamina D e na conversao periférica de pro-hormdnios (Menon, 2002;
Yin e Smith, 2016; Yu et al., 2016; Gaur et al., 2017).

Estruturalmente, a pele € formada pela epiderme, derme e tecido subcutaneo
(Yin e Smith, 2016) (Figura 1). A epiderme € a camada mais externa da pele, sendo
primariamente formada por queratindcitos que estdo organizados em um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, o qual € composto por cinco camadas
distintas, a basal, a espinhosa, a granulosa, a ltcida e o estrato corneo. Queratindcitos
progenitores ndo diferenciados presentes na camada basal migram e se diferenciam
através das respectivas camadas da epiderme para formar o estrato corneo que € rico
em proteinas e em células anucleares denominadas cornedcitos (Wabhli, 2002; Rittié
e Fisher, 2015; Yin e Smith, 2016). Os cornedcitos estdo imersos em uma matriz rica
em lipideos e séo cruciais para a formacao da barreira de permeabilidade que prové
protecdo contra a perda de agua e eletrdlitos e contra efeitos prejudiciais que podem
ocorrer devido a exposi¢cdo ao ambiente externo (Rittié e Fisher, 2015; Yin e Smith,
2016).
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Figura 1. Estrutura da pele.

A pele é composta pela Epiderme, Derme e Tecido Subcutdneo que sdo compostas por (1) pélo, (2)
estrato cérneo, (3) poro da glandula sudoripara, (4) foliculo piloso, (5) musculo eretor do foliculo piloso,
(6) glandula sebéacea, (7) nervo, (8) glandula sudoripara écrina, (9) plexo vascular cutaneo, (10)
deposito de tecido adiposo. Estrutura detalhada da epiderme (A) e da derme (B). Extraido e adaptado
de Gaur e colaboradores (2017).

Outros tipos de células também estdo presentes na epiderme como 0S
melandcitos, que sdo células capazes de produzir a melanina, pigmento responsavel
por proteger os queratindcitos contra a radiacao ultravioleta, e células de Langerhans
e de Merkel, que sao responsaveis por apresentar antigenos e pelas funcdes
sensoriais da pele, respectivamente (Mancini et al., 2014; Yin e Smith, 2016).



A derme proveé suporte estrutural para a epiderme, e € composta primariamente
pela matriz extracelular (MEC), nervos, vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas
sebéaceas e sudoriparas. A MEC é produzida e secretada por fibroblastos e seus
principais componentes sdo as fibras de colageno, fibras elasticas, proteoglicanos e

glicosaminoglicanos (Menon, 2012; Rittié e Fisher, 2015; Gaur et al., 2017).

As fibras de colageno, compostas pelo colageno do tipo | e do tipo lll, sdo as
proteinas mais abundantes da derme humana, representando cerca de 80% de sua
massa seca. Suas propriedades fisicas Unicas conferem propriedade ténsil para a
derme e contribui para manutencdo da integridade estrutural da pele (Uitto e
Bernstein, 1998; Fisher et al., 2008; Quan e Fisher, 2015; Park et al., 2017). As fibras
elasticas, que constituem de 2 a 4% da MEC, formam uma rede que prové elasticidade
e resiliéncia para a pele normal. As macromoléculas de glicosaminoglicanos e de
proteoglicanos, representam cerca de 0,1% a 0,3% da massa seca da pele, e sdo

responsaveis por sua hidratacdo (Uitto e Bernstein, 1998).

O tecido subcutaneo é formado por adipdcitos, células-tronco mesenquimais, e
por vasos sanguineos e linfaticos. Este tecido exerce influéncia marcante no
microambiente adjacente pela secrecédo de fatores bioativos que exercem diversas
fungdes, que incluem o metabolismo de lipideos, balanco energético, sensibilidade a

insulina, regulacédo da angiogénese e imunomodulacéo (Gaur et al., 2017).

A manutencéo da integridade da pele é importante para garantir a satde do
individuo. Uma pele comprometida de forma aguda ou cronica pode levar ao
desenvolvimento de diversas doencas que variam desde uma irritacdo até o

envelhecimento precoce e o cancer (Yin e Smith, 2016).

O envelhecimento cutaneo é um processo bioldégico complexo que afeta a
epiderme, derme e tecido subcutédneo e provoca mudancas discretas ou marcantes
na morfologia e funcdes da pele (Uitto e Bernstein 1998; Baumann, 2007). A
complexidade do envelhecimento cutédneo € devida a ocorréncia de dois processos
independentes, distintos tanto clinica como biologicamente, que afetam a pele de
forma simultanea. O primeiro é o envelhecimento inato ou intrinseco, que afeta a pele
de maneira similar a que provavelmente afeta todos os 6rgéos, e esta associado a

fatores genéticos; e o segundo € o envelhecimento extrinseco, que esta intimamente
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associado com a qualidade de vida de cada individuo e de sua capacidade de se
adaptar aos desafios impostos pelas condicbes ambientais e aos mecanismos de

resposta ao estresse (Brink et al., 2009; Tigges et al., 2014).

Os efeitos sinérgicos dos fatores que levam ao envelhecimento intrinseco e
extrinseco ao longo da vida humana produzem deterioracdo da barreira cutanea, com
significativa morbidade associada. A pele envelhecida é suscetivel ao ressecamento,
prurido, infeccdo, desordens autoimunes, complicagdes vasculares e aumento do
risco de malignidade cutanea. De fato, a maior parte das pessoas com mais de 65
anos possui no minimo uma desordem da pele (Uitto e Bernstein 1998; Farage et al.,
2008; Mine et al., 2008).

Os sinais clinicos do envelhecimento intrinseco e do extrinseco sdo diferentes
(Figura 2). A pele envelhecida intrinsecamente apresenta flacidez, rugas finas,
afinamento da epiderme, achatamento da juncdo dermo-epidérmica, diminuicdo da
capacidade de cicatrizacdo, distirbio da funcdo de barreira, diminuicdo da defesa
imune da pele, diminuicdo da forca e resiliéncia, reducdo da microvasculatura
cutanea, atrofia da MEC, disturbio da funcédo sensorial, diminuicdo dos melandcitos,
diminuicdo das células de Langerhans, reducdo e desintegracao do colageno e de
fibras elasticas, deposicdo de substancias exdgenas, reducdo das terminacdes
nervosas, e diminuicdo do nimero de glandulas sebaceas e sudoriparas (Gilchrest,
1996, Zouboulis e Makrantonaki, 2011; Mancini et al., 2014; Quan e Fisher, 2015;
Kanaki et al., 2016).

Alteracfes extrinsecas, ou fotoenvelhecimento, sdo primariamente causadas
pela exposicao a radiacdo ultravioleta (UV), e consistem no aumento da espessura da
epiderme, achatamento da juncdo dermo-epidérmica, danos severos ao tecido
conectivo dérmico, acumulo de tecido elastico anormal na derme, aumento da
degradacdo de coladgeno, alteracdo morfologica dos fibroblastos, disfuncdo de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos, aumento do nimero de mastacitos e neutréfilos
e desorganizacédo de pequenos vasos sanguineos (Altabas et al., 2008; Zouboulis e
Makrantonaki, 2011; Mancini et al., 2014; Quan e Fisher, 2015; Kanaki et al., 2016).
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas da pele envelhecida intrinsecamente e da

pele envelhecida extrinsecamente.
Extraido e adaptado de Mancini e colaboradores (2014).
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A integridade estrutural da pele humana é amplamente dependente da
qualidade da MEC dérmica, que € produzida, organizada, e mantida por fibroblastos
da derme. Com o aumento da idade, ha declinio progressivo na resposta dos
fibroblastos a fatores de crescimento, diminuindo sua capacidade proliferativa e
biossintética (Gilchrest, 1996; Fisher et al.,, 2016). Processos que alteram as
proporc¢des relativas dos componentes da derme, por meio de vias que os degradam
ou os tornam moléculas ndo funcionais, resultam em manifestacBes clinicas
reconhecidas como parte do processo de envelhecimento cutaneo (Uitto e Bernstein,
1998).

A fisiopatologia do envelhecimento da pele, seja intrinseco ou extrinseco,
envolve a degradacdo do colageno e falhas na sua reposicdo como mecanismo de
acao central (Gilchrest 1996; Bailey, et al., 1998; Uitto e Bernstein, 1998; EI-Domyati
et al., 2002; Varani et al., 2006; Tigges et al., 2014).

Estudos demonstraram que, na pele de pessoas jovens (20 a 30 anos), as fibras
de colageno sao intactas, abundantes e bem-organizadas. Em contraste, na pele
envelhecida (> 80 anos), as fibras de colageno sdo fragmentadas e desorganizadas,

e alteracdo da homeostase do colageno € responsavel pelo comprometimento da



integridade estrutural e de propriedades mecanicas da pele (EI-Domyati et al., 2002;
Quan et al., 2010; Quan e Fisher, 2015).

O comprometimento da homeostase da MEC é resultado da reducao da sintese
de colageno aliada a sua maior degradacao, que é mediada por metaloproteinases de
matriz (MMPS) cuja expresséo e atividade sdo maiores na pele de pessoas idosas que
na pele de pessoas jovens (Mine et al., 2008). MMPs sdo uma ampla familia de
endoproteases dependentes de zinco, que apresentam diversidade ampla de
substratos e apresentam papel importante no remodelamento da MEC (Fisher et al.,
2002; Park et al., 2017).

As MMPs sdo secretadas por fibroblastos e queratindcitos em resposta a
multiplos estimulos como o estresse oxidativo, radiacdo UV e citocinas. Até agora, no
minimo 28 tipos diferentes de MMPs ja foram identificados, e desempenham diversas
fungBes importantes em processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a
angiogénese, a cicatrizacdo, o crescimento e remodela¢ado esquelética, a inflamacao,
o fotoenvelhecimento e o cancer. As MMPs podem ser classificadas em cinco
subgrupos (colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e MMP associada a
membrana) que apresentam especificidade para substratos distintos (Bickers e Athar,
2006; Sbhardella et al., 2012; Pittayapruek et al., 2016). Essas enzimas séo produzidas
pelas células como zimogénios, de modo que a clivagem proteolitica do seu proé-

dominio resulta na expressao da sua atividade catalitica (Fisher et al., 2002).

Na pele, queratindcitos e fibroblastos secretam principalmente a colagenase
intersticial do tipo 1 (MMP-1), que é responsavel por iniciar a degradacédo do colageno
fibrilar. A MMP-2 (gelatinase A ou colagenase do tipo IV de 72 kDa) e a MMP-9
(gelatinase B ou colagenase do tipo IV de 92 kDa) pertencem ao grupo das gelatinases
e sao essenciais para a degradacao dos fragmentos de colageno fibrilar apés sua
degradacdo inicial pelas colagenases. A fung¢do primaria da MMP-3, uma
estromelisina, € a ativacdo de pro-MMP como as colagenases, gelatinases e
matrilisinas durante a renovacdo da MEC. (Gupta et al., 2014; Pittayapruek et al.,
2016).

Aumento na expressado de diversas MMPs tem sido relatado tanto na pele

envelhecida intrinsecamente quanto na envelhecida extrinsecamente (Fisher et al.,
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2002; Calleja-Agius et al., 2013; Gilchrest, 2013). Entender os mecanismos que
provocam este aumento € importante para identificar novos alvos para a prevencao

ou tratamento de doencas da pele e para manutencéo da saude de forma geral.

2.2. Mecanismos envolvidos no processo de envelhecimento cutaneo

Os mecanismos tedricos que tém sido propostos para explicar o
envelhecimento da pele, incluem a senescéncia celular, diminuicdo da capacidade
proliferativa de células da pele, reducéo da capacidade de reparar o DNA, perda dos
telomeros, mutacdes pontuais no DNA mitocondrial e aumento da frequéncia de
anormalidades cromossomicas (Bickers e Athar, 2006; Zouboulis e Makrantonaki,
2012). Além de estar envolvido em diversas desordens cutaneas inflamatérias e no
cancer de pele, o acumulo de espécies reativas do oxigénio (EROs) também tem sido
considerado importante no envelhecimento cutaneo intrinseco e extrinseco (Finkel e
Holbrook, 2000; Rhie et al., 2001; Sun et al., 2017).

A teoria da contribuicdo do estresse oxidativo para o envelhecimento cutaneo
vem recebendo atencdo particular devido ao fato da pele estar constantemente
produzindo EROs, seja por meio de sua exposi¢cao constante ao meio ambiente, ou
como parte do metabolismo celular, em que as EROs provém primariamente da cadeia
respiratoria da mitocéndria, que transfere elétrons para o oxigénio molecular e gera o

anion radical superéxido (Bickers e Athar, 2006; Sies et al., 2017).

EROs sdo capazes de provocar danos em macromoléculas como o DNA,
proteinas e lipideos, e estes danos aumentam na medida em que o individuo
envelhece (Rando et al., 2012; Brand et al., 2017). O estresse oxidativo exerce papel
central nas alteragdes da MEC dérmica ocorridas no envelhecimento cutaneo, dado
que as EROs sao capazes de ativar vias de transducdo de sinal citoplasméticas que
estdo relacionadas a degradacgéo do tecido conectivo (Nelson et al., 2003; Rai et al.,
2009; Sies et al., 2017).

Um dos principais fatores que provocam o aumento da formagcao de EROs na

pele é a exposicdo ao sol. A radiagdo UV promove a producédo de EROs por meio de
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reacoes fotoquimicas que ocorrem via excitacdo de elétrons e resultam na
transferéncia de energia ou em modificacbes quimicas de moléculas
fotossensitizadoras, como aminoacidos aromaticos, NADH, NADPH, flavinas,
quinonas, porfirinas, carotenoides, acido urocanico, e melanina (Fisher et al., 2002;
Natarajan et al., 2014; Premi et al., 2015; Gegotek et al., 2017).

A radiacdo UV é composta por um espectro de diferentes comprimentos de
onda e a fracdo que alcanca a superficie da terra € dividida em UVA (315 a 400 nm)
e UVB (280 a 315 nm). Os mecanismos pelos quais 0 UVA e o UVB exercem seus
efeitos no fotoenvelhecimento e na fotocarcinogénese ainda sdo objetos de estudo
(Runger, 2008; He et al., 2014; Kim et al., 2015; Zhang e Duan, 2018). Contudo, ja se
sabe que esses componentes da luz solar penetram na pele, interagem com
componentes celulares e induzem respostas biolégicas tanto na derme quanto na
epiderme (Gilchrest, 2013). A fotossensitizacdo mediada pela radiacdo UV ocorre por
meio de reacdes fotoquimicas do tipo | e do tipo I, a primeira envolve a transferéncia
ou a abstracdo de elétrons para gerar radicais livres, e a segunda envolve a
transferéncia de energia para o O2 resultando na formacdo do oxigénio singleto
(Natarajan et al., 2014; de Jager et al., 2017).

A radiacdo UVA penetra a epiderme chegando até a derme e esta envolvida
com a geracdo do oxigénio singleto (*O2), do anion radical superéxido (Oz), do
perdxido de hidrogénio (H202) e do radical hidroxila (OH). A radiacdo UVB afeta de
forma mais proeminente a camada basal da epiderme, mas também induz eventos
bioldgicos adversos de forma direta ou indireta nas células da derme (Kwon et al.,
2012; Gegotek et al., 2017).

Uma das vias de sinalizacdo que é ativada pelas EROs produzidas apés a
exposicdo a radiacdo UV é a cascata de sinalizacdo de proteinas quinases ativadas
por mitbgeno (MAPK) (Finkel e Holbrook, 2000; Bickers e Athar, 2006; Lu et al., 2016).
Esta via de sinalizacdo modula processos como a transcricdo génica, proliferacao e
diferenciagdo celular, e apoptose. A familia MAPK consiste de trés maiores sub-
familias, as quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK), quinases c-Jun N-
terminal (JNK) e p38. A ativacdo das MAPKs € dependente da fosforilagdo de residuos

de treonina e tirosina, sendo que a desfosforilagédo é critica para a regulagao negativa
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de sua atividade. As MAPK fosfatases (MKPs) sdo importantes para regular
negativamente a atividade das MAPK, sendo que ja foi demonstrado que em
fibroblastos a MKP7 exerce importante papel na regulacdo da desfosforilacdo de
componentes da via MAPK (Masuda et al., 2001; Roux e Blenis, 2004).

Essa via de sinalizacao inclui diversos fatores de transcricdo como o Elk-1, Ets,
CREB, c-Fos e c-Jun, sendo que estes dois ultimos formam um heterodimero
denominado complexo proteina ativadora-1 (AP-1), o qual desempenha funcbes
importantes na manutencdo da homeostase da MEC dérmica (Figura 3) (Shin et al.,

2005; Tigges et al., 2014).
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Figura 3. Ativacéo de vias de sinalizacao celular na pele mediada por EROs.
Como resultado da geracéo de EROs mediada pela radiagdo UV uma série de vias de sinalizagdo séao
ativadas. EROs promovem a ativacdo de MAPK, das quais as mais importantes sédo a ERK, JNK e
quinase p38. A ERK e a JNK sao importantes para o recrutamento do c-Fos e c-Jun para o nicleo onde
eles se dimerizam para formar o fator de transcricdo AP-1, enquanto a ativacdo do p38 e quinases
kappa inibitorias (IKK) sdo importantes para a ativacéo transcricional do NF-kB. Ambos os fatores de
transcricdo s&o importantes na regulacdo de diversos genes que desempenham papel importante na
manutencdo da homeostase da matriz extracelular dérmica. Extraido de Natarajan e colaboradores
(2014).
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Diversas MMPs séo reguladas positivamente pelo AP-1. Estas incluem a MMP-
1, que inicia a degradacao dos colagenos fibrilares do tipo | e Ill, MMP-2 e MMP-9,
que degradam os fragmentos de colageno gerados pela colagenases, e a MMP-3 que
degrada o coldgeno do tipo IV da membrana basal e ativa a pr6-MMP-1 (Fisher et al.,
2002; Shin et al., 2005).

Diversos fatores de remodelamento da cromatina e ativadores transcricionais
controlam a resposta do promotor da MMP-1 ao estado redox. Estudos mostraram
gue o recrutamento de c-Jun e c-Fos, e da histona acetiltransferase (P300/fator
associado ao CBP - PCAF), para o promotor da MMP-1 é dependente de H202. A
iniciacdo da transcricdo da MMP-1 é também aumentada por modificagfes redox-
dependentes da histona deacetilase-2 (HDAC?2). A alteracéo no estado de equilibrio
do H202 aumenta a sinalizacdo de quinases, que modificam componentes de iniciagdo
do complexo de transcricdo levando a uma producdo maxima de MMP-1 (Nelson et
al., 2006; Bartling et al., 2014).

As EROs também estdo envolvidas no comprometimento da sintese de
colageno (Fisher, 2002). O aumento da ativacdo do AP-1 reduz a biossintese de
coldgeno de forma indireta. O AP-1 diminui a expressao do receptor do fator de
crescimento transformador B (TGF-B) do tipo Il, comprometendo a sinalizagao do TGF-
B, maior regulador da biossintese de colageno, e como resultado ha diminuicdo da
fosforilacdo dos fatores de transcricdo Smad2 e Smad3, o que provoca reducédo da

expresséao do colageno do tipo | e do tipo Il (Quan et al., 2002; Quan e Fisher, 2015).

Além de provocar alteracbes importantes na expressdo de enzimas que
degradam componentes da MEC e na sintese de colageno, o estresse oxidativo esta
associado a deplecdo dos antioxidantes celulares, com a diminuicdo da eficiéncia do
sistema de defesa antioxidante e com o aumento da liberacdo de mediadores proé-
inflamatorios (Bicker e Athar 2006; Natarajan et al., 2014).

Algumas respostas biolégicas induzidas pelo aumento da concentracdo de
EROs estédo associadas com a ativagao do fator de transcricdo nuclear NF-kB. Este
fator regula a secrecao de citocinas pro-inflamatorias, do fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), da interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8), e assim

sdo capazes de instaurar um processo inflamatorio na pele, que, por sua vez, esta
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associado ao aumento da expressao da MMP-1. Além disso, ha aumento dos niveis
das proteinas responsivas ao NF-kB, como a 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS)
e ciclooxigenase-2 (COX-2), além da indugdo de producédo de 6xido nitrico (NO), que
desempenha papel central na regulacdo da apoptose das células da pele (Bicker e
Athar 2006; Oeckinghaus et al., 2011; Jeon et al., 2015).

As células da pele respondem aos danos produzidos pela inflamagéo e pelo
estresse oxidativo entrando em um estado de cessagéo do crescimento e alteracdes
de suas funcdes (Krtolica et al., 2001). Estas alteracbes sdo manifestadas pelo
aparecimento do fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP). O SASP inclui
diversos compostos que consistem em fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas
como a IL-6, a IL8 e o TNFa (de Magalhdes e Passos, 2018; Rahimi et al., 2018). De
forma conjunta, estes sdo o0s principais fatores envolvidos na etiologia do

envelhecimento cutaneo (Natarajan et al., 2014).

2.3. Sistema antioxidante cutaneo

A defesa cutanea contra EROs envolve a acdo cooperativa de sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos, que atuam neutralizando e minimizando
os efeitos deletérios dessas moléculas com o objetivo de manter a homeostase da
pele (Kohen e Gati, 2000; Furue et al., 2017). O sistema de defesa antioxidante celular
€ gradualmente comprometido com o envelhecimento, resultando na reducédo da
habilidade que as células apresentam em lidar com a geracdo de EROSs, pois 0
acumulo dessas substancias provoca o desequilibrio redox e sobrecarrega a
capacidade antioxidante natural da pele (Brand et al., 2017; Petruk et al., 2017).

Um dos principais reguladores da defesa antioxidante celular é o fator nuclear
eritroide 2 (Nrf2). Em condi¢gdes normais, este fator encontra-se ligado ao seu
repressor, a proteina 1 associada a ECH semelhante a Kelch (Keap 1), no citoplasma.
Mediante o estresse oxidativo, ha diminui¢cdo da afinidade do Nrf2 pelo Keapl, e como
consequéncia, o Nrf2 é liberado e pode regular a expresséo de enzimas antioxidantes,

como a catalase (CAT), a superéxido dismutase (SOD), de reguladores do
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metabolismo da glutationa e de peroxirredoxinas (PRX) (Rahimi et al., 2018; Zhang et
al., 2019).

O sistema antioxidante enzimatico inclui a glutationa peroxidase (GSH-px), a
glutationa redutase (GR), a superoxido dismutase, a catalase e as peroxirredoxinas.
Antioxidantes ndo enzimaticos presentes nas células sdo o a-tocoferol, ubiquinona, -
caroteno, ascorbato e glutationa (Briganti e Picardo, 2003; Bickers e Athar, 2006; Lei
et al., 2016).

O anion radical superoxido € o primeiro tipo de ERO formado nas diferentes
vias de producdo de espécies reativas e, por isso, a SOD é considerada como a
primeira linha de defesa contra EROs, pois é responsavel por converter o radical
superéxido em peroxido de hidrogénio. A atividade da SOD é dependente de co-
fatores como o cobre, zinco e manganés. Os mamiferos possuem trés isoformas de
SOD com distribuicdo distinta, a SOD1 (Cu, Zn-SOD) encontra-se no citoplasma e no
nacleo das células; a SOD2 (Mn-SOD) esté presente na mitocéndria, e a SOD3 (Cu,
Zn-SOD) esta presente na MEC (Choung et al., 2004; Hu et al., 2011; Birben et al.,
2012; Kwon et al., 2012).

As trés isoformas da SOD exercem influéncia significativa no envelhecimento.
Ja foi demonstrado que a utilizacdo de substancias capazes de mimetizar o efeito da
SOD pode aumentar a sobrevida de camundongos por diversas semanas. A
importancia da atividade desta enzima para manutencdo da homeostase da pele é
evidenciada pela observacdo de que a sua deficiéncia esta associada com o
aparecimento de sinais comumente encontrados na pele envelhecida. A deficiéncia
de SOD1 esté relacionada ao desenvolvimento de atrofia da pele acompanhada por
degradacdo do colageno e de fibras elasticas em camundongos (Murakami et al.,
2009; Shibuya et al., 2014). Além disso, a deficiéncia constitutiva da SOD2 resulta em
disfuncdo mitocondrial e aceleracdo do aparecimento do fenotipo de envelhecimento

e de senescéncia celular na pele de camundongos (Velarde et al., 2012).

As enzimas SOD representam a Unica familia de enzimas capazes de eliminar
o anion radical superoxido, porém diversas enzimas sao capazes de eliminar o H20:2
ou peréxidos organicos, como catalase, glutationa peroxidase e tioredoxina (Figura 4)

(Lei et al., 2016).
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A CAT é uma das enzimas responsaveis por converter o peréxido de hidrogénio
em agua e oxigénio (Weydert e Cullen, 2010). A CAT consiste de quatro cadeias
polipeptidicas idénticas, cada uma com um grupo heme. A conversédo do peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio ocorre em duas etapas. Na primeira etapa o peroxido
de hidrogénio reage com o grupo heme levando a formacé&o do céation radical oxoferril
porfirina e uma molécula de agua. O radical catibnico € muito ativo e reage
imediatamente com uma segunda molécula de peroxido de hidrogénio para produzir
agua e oxigénio molecular, regenerando o grupo prostético heme original (Kirkman e
Gaetani, 2007). O H202 também pode ser decomposto em agua e oxigénio molecular
pela acdo da glutationa peroxidase e da tioredoxina. A atividade da primeira é

dependente da glutationa e a da segunda é dependente do NADPH (Masaki, 2010).

A glutationa (GSH) é o principal antioxidante ndo enzimatico que contribui para
0 sistema antioxidante cutaneo (Birben et al., 2012). No processo de defesa contra
espécies reativas a GSH atua como co-fator da GSH-px que atua reduzindo o peréxido
de hidrogénio a agua e oxigénio molecular. Nesse processo, a GSH € oxidada e se
liga a outra GSH por meio de uma ligacao dissulfeto para formar o dimero denominado
glutationa oxidada (GSSG). A GSH pode ser recuperada por meio da reducao
catalisada pela enzima glutationa redutase (Rinnerthaler et al., 2015; Birben et al.,
2012).

Sol UVB/UVA

. Membrana plasmatica | ¥

Fotossensitizadores ‘ ‘soo

Figura 4. Defesa antioxidante enzimética da pele

A exposicao da pele a radiagdo UV estimula fotossensitizadores intracelulares que provocam a geragao
de espécies reativas. O sistema de defesa antioxidante da pele catalisa reacdes de inativacdo das
espécies reativas. A enzima SOD realiza a reacdo de dismutacao do Oz~ para formar H202, e este é
degradado a H20 e O2 por acdo das enzimas catalase e glutationa peroxidase. O GSH atua como co-
fator da glutationa peroxidase e € convertida a sua forma oxidada durante o processo de degradacao
do H202, e é reciclada por acdo da enzima glutationa redutase. Extraido e adaptado de Bickers e Athar,
2006.
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A capacidade de defesa antioxidante é diferente entre as camadas da pele
(Shindo et al., 1994; Rhie et al., 2001; Shin et al., 2005). A epiderme apresenta
capacidade antioxidante maior que a da derme humana (Shindo et al., 1994). Isso
ocorre devido & maior concentracdo de antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos
encontrados nesta camada. Ja foi demonstrado que a atividade da CAT, da glutationa
peroxidase e da glutationa redutase sdo maiores na epiderme, assim como a
concentracao de a-tocoferol, acido ascérbico e glutationa (Shindo et al., 1994; Godic
et al., 2014).

O envelhecimento cutaneo, tanto extrinseco como o intrinseco, provoca
alteracdes nas quantidades relativas de moléculas antioxidantes na epiderme e na
derme. A atividade da CAT é menor derme da pele envelhecida quando comparado
com sua atividade na pele jovem (Rhie et al., 2001; Shin et al., 2005). Ha& também
diminuicao dos niveis a-tocoferol, acido ascorbico e glutationa na pele envelhecida
(Rhie et al., 2001).

A acao conjunta dos diversos mecanismos de defesa antioxidante € importante
para manter o equilibrio redox nos diversos tipos de células, e 0 comprometimento
dos componentes deste sistema de defesa representa um dos fatores que contribuem
para o processo de envelhecimento cutaneo (Rhie et al., 2001; Soeur et al., 2015).
Considerando estes fatores, a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na regulacéo
da expressao e atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante pode fornecer
subsidio para a utilizagcdo de abordagens que auxiliem no combate aos danos
produzidos pelas EROs.

2.4. Receptores ativados por proliferadores peroxissomais

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) sdo uma
subfamilia dos receptores nucleares, e séo responsaveis por regular a expressao de
genes envolvidos em diversas fungdes celulares, incluindo o metabolismo de
carboidratos e lipideos, a proliferacdo celular, diferenciacdo e migracdo, o reparo
tecidual, e a resposta imune e inflamatoria. Trés isoformas, codificadas por genes
distintos, ja foram identificadas, PPARa (NR1C1), PPARB/® (NR1C2) e PPARy
(NR1C3) (Berger e Moller, 2002; Kuenzli e Saurat, 2003).
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Os PPARs séo fatores de transcricdo dependentes de ligante que regulam a
expressdo de genes alvo por meio da ligacdo aos elementos responsivos ao
proliferador de peroxissomas (Peroxisome Proliferator Response Element - PPRE).
Cada receptor se liga ao PPRE como um heterodimero formado pelo PPAR com o
receptor do acido 9-cis retinoico (RXRa, NR2B1). Quando um agonista se liga ao
receptor, a conformacdo do PPAR é alterada, estabilizada, moléculas co-repressoras
sao removidas e ativadores da transcri¢cao sao recrutados, o que resulta em aumento

da transcricdo génica (Berger e Moller, 2002; Kuenzli e Saurat, 2003).

Os PPARs sédo reguladores importantes de diversas funcdes da pele e, por isso,
tém sido considerados alvos terapéuticos potenciais para o tratamento de desordens
gue acometem esse 6rgdo (El-Jamal et al., 2013). A funcdo destes receptores
nucleares € importante para manutencdo da funcao de barreira cutanea e tem sido
relacionada a mecanismos moleculares que controlam o processo de inflamacéao,
cicatrizacédo e envelhecimento cutaneo (Ham et al., 2013; Jeon et al., 2015; Yin e
Smith, 2016).

As trés isoformas do PPAR s&o expressas na epiderme e na derme da pele
humana (Michalik e Whali, 2007; Sertznig et al., 2008; Ham et al., 2014). O PPARp/®
€ a isoforma predominante nos queratinécitos, enquanto o PPARa e PPARYy séo
Menos expressos e sua expressao é aumentada nos processos de diferenciacao de

queratinécitos (Kuenzli e Saurat, 2003).

A modulacao da atividade dos PPAR tem sido mostrada como importante na
manutenc¢do do equilibrio entre a atividade de MMPs e a expresséo de proteinas da
MEC (Ham et al., 2013; Jeon et al., 2016). Os ativadores de PPARa e de PPARy
podem proteger o tecido de danos induzidos pela radiagdo UV e eventualmente
proteger contra o envelhecimento precoce, por meio da redugdo da expresséo e
atividade de MMPs, diminuigdo da producdo de EROs, aumento da atividade de
enzimas do sistema de defesa antioxidante e supresséo de citocinas pré-inflamatorias
(Park et al., 2013; Briganti et al., 2014; Elewa et al., 2015; Jeon et al., 2015; Jeon et
al., 2016).

O PPARPB/® é o subtipo de PPAR mais abundante na epiderme humana e

muitos estudos mostram evidéncias interessantes para 0 seu envolvimento no
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processo de cicatrizacdo (Montagner et al., 2015). Este receptor esta envolvido com
0 aumento da expressao do colageno do tipo | e do tipo lll. Esse aumento esta
relacionado a sua ligacdo ao PPRE presente no promotor do COL3Al, gene
responsavel por codificar o colageno do tipo Ill, e ao aumento da expressdo do TGF-
B induzida por agonistas deste receptor (Ham et al., 2010; Kwok et al., 2012; Ham et
al., 2013). A ativacao do PPARB/® modula os niveis da MPK7, uma MAP fosfatase
responsavel por desfosforilar o JNK, e esta modulagdo estd envolvida com a
diminuicdo da ativacdo da via de sinalizacdo da MAPK (Ham et al., 2013). O PPARB/®
também medeia atividades anti-inflamatorias por meio da diminuicdo da sinalizacéo
do NF-kB, e atua como modulador do equilibrio redox por promover aumento da
expressao da CAT e glutationa peroxidase em fibroblastos da derme humana (Kilgore
e Bilin, 2008; Montagner et al., 2015).

A expressao do PPARa e do PPARYy diminui em diversos compartimentos da
pele envelhecida (Briganti et al., 2014; Elewa et al., 2015; Jeon et al.,, 2016). A
utilizacdo de agonistas do PPARy tem sido associada a restauracdo da estrutura
jovem e funcdo de mitocondrias que sao estruturalmente e funcionalmente
comprometidas pelo estresse oxidativo, e também esta associada com as vias de
diferenciacdo de melandcitos. (Grabacka et al., 2008; McCarty et al., 2009; Briganti et
al., 2014).

A utilizacdo de agonistas do PPARa e do PPARy em fibroblastos expostos a
radiacdo UV promove a diminuicdo da producdo de EROs, além de promover
diminuicdo da expressao da MMP-1 e aumento da expressao do colageno (Briaganti
et al.,, 2014; Jeon et al., 2015; Jeon et al.,, 2016; Shin et al., 2016). Essas duas
isoformas do PPAR também auxiliam na manutencdo do equilibrio redox, dado que
séo capazes de modular e aumentar a expressao e atividade da enzima CAT (Briganti
et al., 2014; Shin et al., 2016).
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2.5. Produtos naturais antienvelhecimento e fungos endofiticos

Os produtos naturais desempenham importante papel na descoberta de novos
farmacos e a sua investigacdo como fonte de novas terapias tem sido amplamente
explorada (Koehn e Carter, 2005). Newman e Cragg (2016) mostraram em sua revisédo
sobre a utilizacdo de produtos naturais como fonte de novos farmacos que estes
produtos representam boa parte do arsenal de farmacos aprovados por 6rgaos
regulatorios de diversos paises, sendo que, de todas as pequenas moléculas
aprovadas entre os anos de 1981 e 2014 (n = 1211), cerca de 34% sé&o produtos
naturais ou produtos semissintéticos derivados de produtos naturais (Newman e
Cragg, 2016).

Produtos naturais ricos em polifendis tém recebido atencdo devido ao seu
potencial de aplicagdo no tratamento de diversas desordens que apresentam o
estresse oxidativo ou a inflamagdo como mecanismos essenciais para sua iniciagcao e
progressao (Soobrattee et al., 2005; Lephart, 2016). Esses compostos sdo explorados
como possiveis agentes capazes de suprimir a evolu¢ao ou prevenir a ocorréncia de
eventos envolvidos na fisiopatologia do envelhecimento e de algumas doengas como

o cancer (F'guyer et al., 2003; Steward e Brown, 2013; Soeur et al., 2015).

Os polifendis representam um grupo de metabdlitos secundarios amplamente
produzidos por diversos tipos de plantas e sao caracterizados por apresentar
diversidade ampla de atividades biolégicas (Soobrattee et al., 2005; Pérez-Jiménez et
al., 2010; Ratz-Lyko et al., 2015). Os principais compostos polifendlicos encontrados
na natureza sdo os flavonoides, acidos fendlicos, quinonas, cumarinas, lignanas,

estilbenos e taninos (Ratz-Lyko et al., 2015).

Diversos estudos mostram que extratos de plantas ricos em compostos
polifendlicos sdo capazes de atuar em vias importantes para o envelhecimento
cutaneo. Estudos in vitro, que utilizaram queratinécitos humanos ou fibroblastos da
derme humana, mostraram que a utilizacdo de extratos provenientes de diferentes
tipos de plantas ou de insetos € capaz de proteger as células contra os efeitos
deletérios provocados por sua exposicéo a radiacdo UV (Chang et al., 2017; Park et

al., 2017; Petruk et al., 2017).
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Estudo que utilizou o extrato aquoso das partes aéreas da planta Siegesbeckia
glabrescens mostrou que este extrato aumentou a expressao do colageno do tipo | e
do tipo Il na pele de camundongos, diminuiu a expressdo da MMP-3, aumentou a
expressdo da CAT e diminuiu a fosforilagdo de componentes da via da MAPK (ERK,
JNK e p38) e a expressao do NF-kB (Kim et al., 2017). Outro estudo mostrou que o
extrato metandlico do fruto da planta Euterpe oleracea Martius (acai), apresentou
atividade protetora em fibroblastos expostos a radiacdo UVA por diminuir a formacéao
intracelular de EROs, a peroxidacao lipidica e a fosforilacdo de sinalizadores da via
da MAPK, além de aumentar os niveis de glutationa reduzida intracelular (Petruk et
al., 2017).

O extrato etandlico do rizoma de Kaempferia parviflora aumentou a expressao
do colageno do tipo | e do tipo lll, inibiu a ativacdo de c-Jun e c-Fos, aumentou a
expressao da CAT e suprimiu a resposta inflamatoria em camundongos expostos a
radiagcdo UV (Park et al., 2014). O extrato etandlico da raiz da planta Angelica acutiloba
aumentou a expresséao do pro-colageno do tipo | em fibroblastos dérmicos humanos,
assim como diminuiu a expressao de MMP-1 e MMP-2 em fibroblastos expostos ao
UVB (Park et al., 2017).

Outro estudo mostrou que o isdbmero trans da chalcona, um precursor de
flavonoides, é capaz de diminuir a atividade da MMP-9 na pele de camundongos
expostos ao UVB. Além disso, esse composto foi capaz de aumentar os niveis de
glutationa e aumentar a atividade das enzimas CAT, glutationa peroxidase e glutationa
redutase (Martinez et al., 2017).

Estudo que utilizou o extrato de Periostracum cicadae (cigarra) mostrou que,
em queratindcitos, esse extrato € capaz de diminuir a concentracdo de EROs
intracelular, diminuir a expressao das MMPs de matriz do tipo 2 e do tipo 9, diminuir a
atividade do NF-kB e do AP-1, e aumentar a expresséo do Nfr2, o qual esta envolvido

na expressao de enzimas do sistema de defesa antioxidante (Chang et al., 2017).

O estudo de Rahimi e colaboradores (2018) mostrou em modelo de
envelhecimento induzido pelo tratamento com a D-galactose em linhagem celular de
neuroblastoma humano, que o acido elagico, por meio da modulacdo da ativagédo do

PPARYy, possui efeitos antienvelhecimento por provocar a diminuicdo de ERO
20



intracelular, diminuicdo de produtos da peroxidacdo lipidica, aumento de GSH,
diminuicdo da atividade da enzima pB-Galactosidase associada a senescéncia e dos
niveis de TNF-a (Rahimi et al., 2018).

Estes estudos demonstram que os produtos naturais sao capazes de atuar em
vias que sao importantes para o desenvolvimento e progressédo do envelhecimento
cutaneo e podem ser exploradas na prevencao da progressao deste processo. E um
campo crescente de exploracédo de novas fontes de produtos naturais € o que estuda
os produtos naturais produzidos por micro-organismos endofiticos (Gunatilaka, 2006;
Newman e Cragg, 2016).

Um endofito € um micro-organismo que vive por toda a vida ou parte dela
colonizando o espaco intercelular ou intracelular dos tecidos de plantas, sem lhes
causar danos aparentes (Petrini, 1991). Os endodfitos que colonizam o tecido das
plantas sdo nutridos e protegidos pela planta hospedeira e, em contrapartida, eles
conferem vantagens para a planta hospedeira pela producdo de metabdlitos
funcionais capazes de proteger a planta contra agressfes bidticas (herbivoros e
patégenos) e abidticas (fatores ambientais) (Tan e Zou, 2001; Huang et al., 2015; Yan
et al., 2019).

Os mecanismos utilizados para a protecao das plantas pelos fungos endofiticos
envolvem a indugéo da resposta dos sistemas de defesa antioxidante da planta, da
producdo de metabdlitos pelos fungos endofiticos com atividade antimicrobiana, e
pela modulacdo de fito-hormbnios que estimulam o sistema imune da planta
hospedeira (Figura 5) (Yan et al., 2019).
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Figura 5. Interacdo entre o fungo endofitico e a planta hospedeira

A colonizacao por endéfitos modula os sistemas de defesa da planta contra o estresse biético e abiético,
induzindo a producdo de metabdlitos antimicrobianos e antioxidantes, e estimulando o sistema imune
da planta e de mecanismos de resisténcia ao estresse. Extraido e adaptado de Yan et al., 2019.
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A bioprospeccdo de fungos endofiticos apresenta-se como um campo
importante para a descoberta de novos compostos biologicamente ativos devido ao
fato desses micro-organismos possuirem a capacidade de produzir uma grande
variedade de metabdlitos secundarios que variam amplamente quanto a sua classe
quimica e quanto a sua complexidade, tendo sido demonstrada a producdo de
alcaloides, esteroides, terpenoides, peptideos e polifendis por estes micro-organismos
(Tan e Zou, 2001; Strobel, 2014).

A Bauhinia variegata é uma leguminosa amplamente utilizada pela medicina
popular por seus efeitos antidiabéticos, antitumoral, antibacteriano e no tratamento de
Ulceras (Dhale, 2011; Kumar et al., 2019). Além disso, Mohsin e Akhatar (2017)
mostraram em seu estudo que o extrato das folhas desta planta possui potencial
antioxidante para aplicacdo cosmética e farmacéutica. Ja foi demonstrado que fungos
endofiticos isolados das folhas de Bauhinia variegata sdo capazes de produzir
metabdlitos com consideravel atividade antioxidante e agonista das trés isoformas do
PPAR. (Mesquita, 2011; Mesquita, 2015).

Desta forma, os metabdlitos produzidos por fungo endofitico isolado das folhas
de Bauhinia variegata foram utilizados neste estudo devido a verificacdo em trabalhos
anteriores de que o extrato bruto produzido pelo fungo BvFII foi capaz de ativar as trés
isoformas do PPAR (Mesquita, 2015), de diminuir a expressdo da MMP-1 e a atividade
da MMP-2, e de aumentar a atividade da CAT (Araudjo, 2015), constituindo-se,
portanto, como metabdlitos com potencial de atuar contra o envelhecimento cutaneo

precoce.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de metabdlitos secundarios produzidos por fungo endofitico
isolado de folhas da Bauhinia variegata em cultura de fibroblastos dérmicos humanos.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o teor de polifendis e flavonoides das fracdes do extrato.

e Avaliar a atividade antioxidante das fracdes do extrato.

e Avaliar a citotoxicidade das fracdes do extrato em cultura de fibroblastos
dérmicos humanos e de células Hela.

e Avaliar a atividade agonista das fracdes do extrato frente as diferentes
isoformas dos receptores nucleares ativados por proliferadores
peroxissomais.

e Avaliacdo da atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase nas
culturas de fibroblastos tratados com as fragdes do extrato e submetidos ao
estresse oxidativo.

e Avaliar a influéncia do extrato bruto e suas frac6es nos niveis de glutationa
reduzida na cultura de fibroblastos induzidos ao estresse oxidativo.

e Quantificar os niveis intracelulares de espécies reativas do oxigénio e
guantificar produtos da peroxidacao lipidica em cultura de fibroblastos
induzidos ao estresse oxidativo e tratados com o extrato ou suas fragoes.

e Avaliar quantitativamente a influéncia do extrato bruto e da fracdo hexanica
na expressao génica de genes relacionados a manutencdo da homeostase
da matriz extracelular dérmica nos fibroblastos induzidos ao estresse
oxidativo.

e Avaliar quantitativamente a influéncia do extrato e da fragdo hexanica na
expressdo génica de MMP-1 e COL1A1, na presenca de agonistas ou
inibidores especificos de PPARa, PPARB/® e PPARy na cultura de
fibroblastos induzidos ao estresse oxidativo.

e Avaliar a influéncia do extrato bruto e da fragdo hexanica na sintese de

colageno em cultura de fibroblastos induzidos ao estresse oxidativo.
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e Avaliar a influéncia do extrato bruto e da fragcdo hexanica sobre a

senescéncia de fibroblastos dérmicos humanos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Manutencé&o dos fungos e cultivo em cultura liquida submersa

O fungo endofitico BvFIl, previamente isolado de folhas da planta Bauhinia
variegata (Mesquita, 2012), foi mantido em estoque por repiques periédicos em meio
agar Sabouraud dextrose e armazenado a 4°C, apés periodo de incubacéo de 7 dias
a 28°C. Para a producado do extrato, o fungo em estoque foi repicado em tubos de
ensaio contendo meio inclinado de agar Sabouraud dextrose (slants) e incubado por
7 dias a 28°C. Apos este periodo de incubacgéo, a massa micelial e esporos do fungo
de 5 slants foram inoculados em um Erlenmeyer de 250 mL de capacidade contendo
50 mL de meio pré-fermentativo descrito por Jackson e colaboradores (1993) e
incubado por 48 horas com agitacéo orbital de 150 rpm, a 28°C. ApGs este periodo de
incubacéo, a cultura resultante foi transferida para um Erlenmeyer de 2000 mL de
capacidade contendo 1000 mL de meio fermentativo (Jackson et al., 1993) e incubado

em condi¢cdes semelhantes de agitacdo e temperatura pelo periodo de 72 horas.

4.2. Producéo do extrato bruto e fracionamento

ApoOs o cultivo do fungo em cultura liquida submersa, o meio de cultura
resultante foi submetido a filtragéo sob vacuo para separar a massa micelial produzida
do fluido de cultura. A massa dos micélios foi pesada e o fluido de cultura foi submetido
a extracdo por particado liquido-liquido com acetato de etila. A fracdo organica obtida
foi submetida a evaporacdo sob vacuo em evaporador rotativo, a 40°C, para
eliminacao do solvente organico e obtencéo do extrato bruto seco. Este foi fracionado
por particdo liquido-liquido como descrito por Pereira e colaboradores (2015). Uma
solucdo do extrato em metanol:agua (1:3 v/v) foi fracionada sucessivamente com os
solventes hexano, diclorometano e acetato de etila (Figura 6). A secagem das fracdes
foi realizada de forma similar a realizada para o extrato bruto. O extrato bruto e as
fracOes utilizadas nos experimentos foram solubilizados em volume especifico de

metanol para obtencdo da concentracdo desejada.
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Figura 6. Esquema de fracionamento do extrato.

4.3. Avaliacao do teor de polifendis totais

A quantificacao de polifendis totais nas fracdes de acetato de etila (F. EtOACc),
diclorometano (F. DCM), hexanica (F. HEX) e hidroalcoodlica (F. HA) foi realizada
utilizando o método de Folin-Ciocalteu, como descrito previamente (Singleton e Rossi,
1965). Neste ensaio, 50 puL de solucdo metandlica das fracbes do extrato foram
adicionados a 250 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 250 pL de solucdo aquosa de
carbonato de sédio a 10%, e o volume final do meio reacional foi completado para 2,5
mL com agua destilada. O meio reacional foi agitado em vértex e incubado a
temperatura ambiente na auséncia de luz por 60 minutos. Apés o periodo de
incubacéo foi realizada a leitura da absorbéncia em espectrofotdémetro (SHIMADZU
UV 1800, Kyoto, Japédo) a 760 nm. O acido galico foi utilizado como padrdo e os
resultados foram expressos como equivalentes de acido galico por massa de extrato

(ug EAG/mg de extrato).
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4.4, Avaliacdo do teor de flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides foi realizada através do método do cloreto de
aluminio, de acordo com o descrito por Chang e colaboradores (2002). Neste ensaio,
50 L de solucdo metanolica das frac6es do extrato foram adicionadas a 500 pL de
solucdo metandlica de AlICI3 a 5%, e o volume final do meio de reacéo foi completado
para 2,5 mL com metanol. O meio reacional foi agitado em vértex e incubado a
temperatura ambiente na auséncia de luz por 30 minutos. Apés o periodo de
incubacéo, foi realizada a leitura da absorbéancia em espectrofotometro (SHIMADZU
UV 1800, Kyoto, Japao) a 425 nm. A quercetina foi utilizada como padrdo e os
resultados foram expressos como equivalentes de quercetina por massa de extrato

(ug EQ/mg de extrato).

4.5. Avaliacdo da atividade antioxidante das fracdes do extrato pelo
método do DPPH-

A atividade antioxidante das fracdes do extrato foi avaliada através do método
do sequestro do radical estavel DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo com o
método descrito por Chiang e colaboradores (2012). A solucao alcodlica do DPPH-
apresenta cor roxa e na presenca de antioxidante ha a reducao deste radical e a
solucéo alcodlica torna-se transparente, e a diminuicdo da absorbancia da solugéo é
proporcional a atividade antioxidante dos compostos em estudo (Garcia et al., 2012).
Neste ensaio foram utilizadas 12 diferentes concentracdes das fragcdes do extrato,
entre 20,00 pug/mL e 9,76 pg/mL. 100 uL de cada diluicdo da solugdo metandlica das
fracGes do extrato e 100 pL de solucdo metandlica do radical estavel DPPH- a 200 uM
foram adicionados em cada poco de uma placa de 96 pocos. A placa foi incubada a
temperatura ambiente por 30 minutos na auséncia de luz. A absorbancia foi medida
em leitor de microplacas (Beckman DTX 800, CA, EUA) ajustado no comprimento de
onda de 492 nm. O acido ascorbico, a quercetina e o butilhidroxitolueno (BHT) foram
utilizados como padrdes. O calculo da porcentagem de reducdo do DPPH- foi feito
considerando a absorbancia do controle negativo como 100%. Os resultados foram

expressos pelo valor do ICso, concentracdo necessaria para reduzir 50% do DPPH-..
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4.6. Cultura de fibroblastos dérmicos humanos e de células HelLa

Fibroblastos dérmicos humanos (Human Foreskin Fibroblasts, HFF)
provenientes de cultura primaria feita a partir do prepucio de paciente adulto
submetido a postectomia (de Souza, 2016) foram utilizadas, nas passagens de 5a 11,
para avaliar os efeitos do tratamento com o extrato bruto e suas fracdes sobre
parametros importantes para a manutencdo da homeostase da derme humana.
Células HelLa, linhagem derivada de tumor cervical uterino, foram utilizadas para o
ensaio de transfeccao transiente e ensaio do gene repérter. Ambos os tipos de células
foram cultivados no meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM),
acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. As placas com as células foram incubadas em atmosfera de 5% de
CO2, umidade relativa (UR) de 95% e temperatura de 37°C.

4.7. Avaliacdo indireta da viabilidade celular de fibroblastos dérmicos
humanos e de células HelLa tratadas com as fracGes do extrato de
fungos endofiticos

A viabilidade celular das células HFF e HelLa tratadas com as fragc6es do extrato
foi determinada pela andlise da atividade mitocondrial das células viaveis por meio de
ensaio colorimétrico que utiliza o reagente MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazélio]. Este reagente possui cor amarela e quando o anel de tetrazélio presente
em sua estrutura é clivado por desidrogenases mitocondriais de células
metabolicamente ativas ha a formacao de cristais de formazan que apresentam cor
azul. A formacéao dos cristais de formazan é proporcional ao niumero de células viaveis
0 que permite a quantificacédo da viabilidade celular por espectrofotometria (Mosmann,
1983).

Fibroblastos dérmicos humanos ou células HelLa foram inoculados na
concentracdo de 1x10%células em cada poco de uma placa de 96 pocos. O tratamento
das células HFF foi realizado com solu¢des das fracdes do extrato nas concentracdes
de 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL e as células HeLa foram
tratadas com as concentragoes de 0,625 pg/mL, 1,25 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5 pg/mL, e
10 pg/mL . ApGs incubacao por 48 horas (37°C / 5% CO2/ 95% UR), 0 meio com
tratamento foi removido e foram adicionados 100 uL de DMEM e 10 pL de solucédo de
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MTT (5 mg/mL) em cada poco. A placa foi incubada por 4 horas e, posteriormente,
foram adicionados 100 pL de solucéo acida de isopropanol (solucéo 0,04M de HCl em
isopropanol) para dissolugéo dos cristais de formazan produzidos. A absorbancia foi
medida a 570 nm em leitor de microplacas (Beckman DTX 800, CA, EUA). Cada

experimento foi realizado em triplicata técnica e bioldgica.

4.8. Ensaio de transfeccdo transiente e gene reporter

A influéncia do tratamento com as fragdes do extrato sobre a ativagao das trés
isoformas do PPAR foi avaliada por meio do ensaio do gene repérter, que permite
avaliar a atividade transcricional do gene de interesse ou a ativacdo de receptores
nucleares por meio da quantificacdo da atividade do produto de expressao do gene
repoOrter. Neste ensaio, 0 gene da luciferase, dirigido por um promotor contento do
elemento responsivo ao receptor nuclear de interesse, foi utilizado como gene reporter
e a ativacao dos receptores foi medida por meio da avaliacdo da atividade da enzima

luciferase.

O ensaio de transfeccao transiente foi realizado com a utilizacdo do reagente
lipofectamina como método quimico de transfeccdo génica. Células HelLa (3 x 104
células por poco) foram inoculadas em uma placa de 48 pocos com meio DMEM
contendo 10% de SFB, e incubadas por 24 horas (37°C/ 5% CO2/ 95% UR), para
adesdo celular. O reagente lipofectamina (Lipofectamine® 2000, Invitrogen, CA, USA)
foi diluido em DMEM, assim como os plasmideos contendo o DNA complementar
(cDNA) dos receptores nucleares PPARa, PPARB/d ou PPARy juntamente com o
plasmideo contendo seu elemento responsivo (PPRE) fusionado ao gene repoérter da
luciferase. Posteriormente, a solucdo contendo o DNA plasmidial correspondente a
um dos receptores nucleares em estudo e ao elemento responsivo foi adicionada a
solugéo contendo lipofectamina e a mistura resultante foi incubada por 20 minutos em
temperatura ambiente para formacdo dos complexos de lipideo-DNA plasmidial. A
cada poco da placa de 48 pocos foram adicionados 100 pL da solugdo contendo os
complexos de lipideo-DNA plasmidial de modo a obter 0,5 pL de lipofectamina por
poco, 60 ng e 240 ng do DNA plasmidial do receptor nuclear e do elemento responsivo,
respectivamente. As placas foram incubadas por 6 horas (37°C/ 5% CO2/ 95% UR),
para permitir a incorporacdo do DNA plasmidial pelas células HelLa. Ao término do

periodo de incubacgéo, o meio foi removido e foram acrescentados 250 yL de DMEM
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com 10 % de SFB, o qual continha os agonistas especificos para cada isoforma do
PPAR (PPARa: 10 M de bezafibrato; PPARB/S: 103 M de L-165041; PPARYy: 10° M
de rosiglitazona) ou concentracdes de 2,5 pg/mL, 6,25 pg/mL e 10 pg/mL para as
fracOes de acetato de etila, diclorometano, hexanica ou hidroalcodlica. As placas
foram incubadas por 24h (37°C/ 5% CO2/ 95% UR). Ao final do periodo de tratamento,
0 meio de cultura foi removido e as células foram lisadas com auxilio do tampéao de
lise Tris/HCI 100 mM pH 7,6, contendo 2% de Triton X-100 (Dalby et al., 2004).

A determinacdo da atividade da luciferase foi realizada utilizando 10 yL do
lisado celular e 20 uL de luciferina (Luciferase Assay System® - Promega). A emisséo
de luz resultante da reagéo de bioluminescéncia catalisada pela enzima luciferase foi
medida em aparelho luminémetro GloMax® 20/20. Os resultados foram expressos
como atividade relativa da luciferase das amostras tratadas com agonistas do PPAR
ou com as fracbes do extrato em relacdo ao veiculo (DMSO ou metanol). Cada
experimento foi realizado em triplicata técnica e com no minimo trés replicatas

bioldgicas.

4.9. Tratamento das culturas de fibroblastos dérmicos humanos para os
ensaios de avaliacdo da atividade das enzimas catalase e superdxido
dismutase, quantificacao da glutationareduzida e peroxidacao lipidica.

Os tratamentos das células HFF foi realizado pelo periodo de 48 horas, pois foi
demonstrado que o tratamento de células da pele por este periodo com extratos de
planta ricos em compostos polifendlicos, promoveu maior protecdo contra os danos
oxidativos promovidos pelo tratamento com o peréxido de hidrogénio (Alnugaydan et
al., 2014). Além disso, as células foram tratadas por 1 hora com perdxido de
hidrogénio e coletadas 48 horas ap6s a inducdo do estresse oxidativo, pois foi
demonstrado que alguns dos efeitos provocados pelo perdoxido de hidrogénio séo
progressivos e atingem seu 4pice 48 horas apoés a inducdo do estresse (Brenneisen
et al., 1997; Alge-Priglinger et al., 2009).

Para a realizacéo dos ensaios de avaliacao da atividade das enzimas catalase
(CAT) e superoéxido dismutase (SOD), quantificacdo da glutationa reduzida (GSH) e
avaliacdo da peroxidagéo lipidica, fibroblastos dérmicos humanos foram inoculados
na concentracdo de 2 x 10° células em cada poco de uma placa de 6 pocos e as
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células foram tratadas por 48 horas com as concentra¢des de 2,5 pg/mL, 6,25 pg/mL
e 10 pg/mL de cada fracdo do extrato ou com as concentracdes de 2,5 ug/mL, 5 pg/mL
e 10 pg/mL do extrato bruto para os ensaios de quantificagdo da glutationa reduzida
e peroxidacgdo lipidica. A inducdo do estresse oxidativo foi obtida por meio do
tratamento por 1 hora com H202 na concentragédo de 300 uM em meio DMEM sem
SFB (Araujo, 2015). Apos este periodo, o meio com H202 foi removido e 2 mL de meio
DMEM com 10% de SFB foram adicionados as placas e estas foram incubadas por
48 horas (37°C/ 5% CO2/ 95% UR). Ao término deste periodo, as células foram

recolhidas e submetidas aos procedimentos experimentais de cada um dos ensaios.

4.10. Quantificacdo de proteina

A gquantificacdo de proteinas das amostras foi realizada pelo ensaio de Lowry
(1951). A albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich, MO, EUA) foi utilizada como

padrao.

4.11. Avaliagdo da atividade da enzima superé6xido dismutase

A avaliacdo da atividade da enzima SOD, responsavel por converter 0 anion
radical superdxido (O2-) em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio molecular (O2),
foi realizada pelo método bioquimico que utiliza o sistema xantina/xantina oxidase
como fonte de O2". A reducdo do reagente Nitroblue Tetrazolium (NBT) (Sigma-
Aldrich, MO, EUA), com a consequente formacéo de cristais de formazan, € utilizada
para medir a formacéo do anion radical superéxido. A enzima SOD compete com o
NBT pelo Oz, desta forma, a quantidade de SOD presente na amostra € medida pela

porcentagem de inibicdo da reducao do NBT.

Fibroblastos dérmicos humanos tratados como descrito anteriormente, foram
recolhidos e submetidos a trés ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento

em temperatura ambiente (TA) para obtencao do lisado celular.

Uma solucdo de NBT na concentracao de 60 M e xantina na concentracao de
100 uM foi preparada em tampéo fostato de potassio 50 mM, pH 7,8, contendo 0,1
mM de EDTA. Aliquotas de 50 uL do lisado celular foram adicionadas a 900 pL da
solugéao de 60 uM de NBT e 100 pM de xantina. A enzima xantina oxidase (0,00375

U/mL) foi adicionada as amostras no momento imediatamente anterior a leitura da
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absorbancia em espectrofotbmetro (SHIMADZU UV 1800, Kyoto, Japao), que foi
realizada no modo cinético, por 5 minutos, no comprimento de onda de 560 nm. Os
resultados foram expressos como unidade de SOD por miligrama de proteina
(Weydert e Cullen, 2010). Cada experimento foi realizado em triplicata técnica e

bioldgica.

4.12. Avaliagéo da atividade da enzima catalase

A conversdo do peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio molecular pela
enzima CAT foi medida por acompanhamento da diminuicdo da absorbancia do H20:2

no comprimento de onda de 240 nm (Aebi, 1984).

Fibroblastos dérmicos humanos tratados como descrito anteriormente, foram
recolhidos e submetidos a trés ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento
em TA para obtencao do lisado celular. Uma solucdo 30 mM de H20: foi preparada
em tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7. O meio reacional foi composto por 650 uL
de tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7, 300 pL da solucao de H202a 30 mM e 50
ML do lisado celular, o qual foi adicionado a solucdo de H202 no momento
imediatamente anterior a leitura da absorbancia em espectrofotébmetro (SHIMADZU
UV 1800, Kyoto, Japao), que foi realizada no modo cinético, por 2 minutos, no
comprimento de onda de 240 nm. Os resultados foram expressos como unidade de
CAT por miligrama de proteina sendo considerada uma unidade internacional de CAT
como a quantidade de CAT necessaria para decompor 1 uM de H202 por minuto no
pH 7 e temperatura de 25°C (Weydert e Cullen, 2010). Cada experimento foi realizado
em triplicata técnica e biologica.

4.13. Quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida

A glutationa é um tiol intracelular ndo proteico que exerce papel importante no
sistema de defesa antioxidante das células por atuar diretamente na neutralizacao do
oxigénio singleto, radicais hidroxila e superoxido, além de atuar como co-fator de
enzimas antioxidantes e na regeneracdo da vitamina C e E (Pizzorno, 2014). A
quantificacdo da glutationa reduzida presente nas células HFF tratadas com as
fragcOes do extrato e com o extrato bruto foi avaliada por meio do ensaio fluorimétrico
gue mede a fluorescéncia emitida pelo complexo formado pelo grupo tiol da glutationa

e o reagente o-ftaldialdeido (Hissin e Hilf, 1976).
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Fibroblastos dérmicos humanos tratados como descrito anteriormente, foram
recolhidos em tampao fostato de sédio e potassio, 1M, pH 7,4, com 0,8% de NaCl e
0,02% de KCI (PBS) e centrifugados a 2684 xg por 5 minutos. O pellet foi
ressuspendido em agua gelada e submetido a trés ciclos de congelamento a -80°C e
descongelamento em TA para obtencdo do lisado celular. Para cada mililitro da
solucéo foram adicionados 200 uL de solucéo de acido tricloroacético (TCA) a 30%.
As soluctes foram submetidas a centrifugacéo a 2684 xg por 6 minutos a 4°C e depois
a 16770 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi utilizado para avaliar
0s niveis de glutationa reduzida (GSH). Em uma placa de 96 pocos foram adicionados
180 pL de tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 8, contendo 5 mM de EDTA, 10 uL de
amostra ou de GSH padréo e 10 yL de solugdo de o-ftalaldeido (OPA) (Sigma-Aldrich,
MO, EUA) 1 mg/mL. Apd6s 15 minutos de reacédo a fluorescéncia foi medida em leitor
de microplacas (Beckman DTX 800, CA, EUA) nos comprimentos de onda de
excitacdo 350 nm e emissdo de 420 nm. Para determinacdo dos niveis de GSH
presentes nas amostras foi utilizada a equacéo de regressao linear da curva de
calibragcéo obtida plotando-se as concentracdes (mM) de GSH padréo (Sigma-Aldrich,
MO, EUA) versus unidades de fluorescéncia (Hissin e Hilf, 1976). Foram realizados

trés experimentos independentes para este ensaio.

4.14. Avaliacao da peroxidacdao lipidica

A peroxidacao lipidica € um indicador do estresse oxidativo e esta envolvida
em diversos processos patologicos. Os lipideos sdo responsaveis pela manutencéo
da integridade das membranas celulares, e o processo de peroxida¢édo dos lipideos
altera a composicao, estrutura e a dindmica da membrana lipidica. Como compostos
altamente reativos, os peroxidos de lipideos sdo também capazes de promover maior
propagacéao da geracao de EROs além de causar danos a outras biomoléculas como
0 DNA e as proteinas (Gaschler e Stockwell, 2017).

O ensaio de avaliacdo das substancias reativas do acido tiobarbiturico
(TBARS) quantifica hidroperdxidos de lipideos e aldeidos, como o malondialdeido
(MDA), nos meios de cultura de células e no lisado celular. Este ensaio € baseado na
reagcdo do cromoégeno, &cido 2-tiobarbitdrico, com o MDA. Uma molécula de MDA
reage com duas moléculas do acido 2-tiobarbitirico, via condensacdo tipo

Knoevenagel para gerar cromoéforos com absorbéncia maxima em 532 nm. O
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cromoforo formado também pode ser identificado por fluorescéncia, que pode ser
medida em comprimento de excitacdo de 515 nm e de emissdo de 553 nm (Lima e
Abdalla, 2001).

A peroxidacao lipidica nos fibroblastos foi avaliada de acordo com o método
descrito por Ohkawa e colaboradores (1979). Fibroblastos dérmicos humanos,
tratados como descrito anteriormente, foram recolhidos em 500 pL de KCI 1,15% e
submetidos a ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento em TA para
obtencéo do lisado celular. O meio reacional foi composto por 25 pL de dodecil sulfato
de sodio (SDS), 187,5 uL de acido acético 20%, 187,5 pL de acido tiobarbitarico (TBA),
25 L do lisado celular e o volume de reacéo foi completado para 1 mL com agua
deionizada. O meio reacional foi incubado por 1 hora em estufa a 95°C e, apés este
periodo, a reacédo foi resfriada em banho de agua gelada. A fluorescéncia do meio
reacional foi medida em leitor de microplacas (PerkinElmer, EnSight Multimode Plate
Reader, MA, EUA) nos comprimentos de onda de excitacdo de 520 nm e emisséo de
550 nm. O 1,1,3,3-tetrahidroxipropano (MDA, Sigma-Aldrich) foi utilizado na
construcdo da curva padrdo e os resultados foram expressos como nmol de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) por mg de proteina. Foram

realizados trés experimentos independentes para este ensaio.

4.15. Quantificacdo dos niveis intracelulares de espécies reativas do
oxigénio

A quantificacdo dos niveis intracelulares de espécies reativas do oxigénio foi
realizada utilizando o reagente 2',7'- diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), uma
sonda estavel lipofilica ndo fluorescente capaz de atravessar a membrana das células.
No citosol das células, esterases desacetilam o DCFH-DA e formam a 2'.7'-
diclorofluoresceina (DCFH) que permanece no interior da célula devido a sua
polaridade. As espécies reativas de oxigénio oxidam o DCFH formando a 2',7'-
diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui fluorescéncia verde que pode ser
medida com comprimento de excitacdo de 510 nm e de emissédo de 530 nm. Desta
forma, os niveis intracelulares de espécies reativas podem ser medidos por meio da

fluorescéncia emitida pelo DCFoxi (Kalyanaraman et al., 2012).
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Fibroblastos dérmicos humanos foram inoculados na concentracédo de 1 x 104
células em cada poco de uma placa de 96 pocos e as células foram tratadas por 48h
com as concentragfes de 2,5 pg/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL do extrato bruto do fungo
ou com as concentracdes de 2,5 pg/mL, 6,25 pg/mL e 10 pg/mL das fragbes. Apos
este periodo, o meio com tratamento foi removido, os pocos foram lavados e foram
adicionados 100 pL de solugao de 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina (20 uM) e a
placa foi incubada por 30 minutos (37°C/ 5% CO2/ 95% UR). Posteriormente, a
solucado de 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina foi removida, os pocos foram lavados
e foram adicionados 100 pL de solugdo de H202 na concentracdo de 300 uM em meio
DMEM sem SFB e as células foram incubadas por 1 hora (37°C/ 5% CO2/ 95% UR)
(Katsuyama et al., 2016). Ao término deste periodo, 0 meio com peréxido de
hidrogénio foi removido, os pogos foram lavados e 50 uL de PBS foram adicionados
e a fluorescéncia produzida foi detectada em leitor de microplacas (Beckman DTX
800, CA, EUA) no comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e de emisséo de
530nm. Cada experimento foi realizado em triplicata técnica e com no minimo trés

replicatas biologicas.

4.16. Extracdo de RNA e ensaio de RT-gPCR

Os efeitos do tratamento das células HFF, com o extrato bruto e com a fracao
hexanica, sobre a expresséo de genes relacionados a manutencdo da homeostase da
pele (COL1A1, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 e TGF-8), genes
inflamatorios (IL-1A, IL-6, NF-kB e TNF-a), genes envolvidos na via das proteinas-
quinases ativadas por mitébgeno (FOS, JUN, MAPK1, p38, ERK, JNK e MKP7), e dos
PPARs (PPARa, PPARB/5, PPARy) foram analisados por meio do ensaio de
amplificacéo por reacéo em cadeia da polimerase em tempo real. Além disso, também
foi investigada a influéncia do tratamento de células HFF com o0s agonistas e
antagonistas das trés isoformas do PPAR sobre a expresséo génica do COL1Al e da
MMP-1.

O tratamento das células HFF foi realizado em placas de cultura de 100 x 20
mm com 80 a 90% de confluéncia. As células foram tratadas por 48 horas com os
seguintes compostos: bezafibrato (agonista PPARa, 20 uM), L-165041 (agonista
PPARp/S, 20 uM), rosiglitazona (agonista PPARy, 20 uM), extrato bruto (10 pg/mL),

fragdo hexanica (10 pg/mL), GW6471 (antagonista PPARa, 20 pM), GSKO0660
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(antagonista PPARPB/8, 20 uM), TO070907 (antagonista PPARYy, 20 yM). O tratamento
com o0s antagonistas das trés isoformas do PPAR foi realizado somente com o
antagonista ou com o antagonista com adi¢céo posterior de extrato bruto (10 pg/mL),
fracdo hexanica (10 pg/mL) ou dos agonistas das trés isoformas do PPAR, todos na
concentracdo de 20 uM. Os antagonistas foram adicionados 30 minutos antes do
extrato bruto, da fracdo hexanica ou dos agonistas. Apés o periodo de tratamento, o
meio foi removido e as placas foram lavadas com 5 mL de PBS. A indugéo do estresse
oxidativo foi realizada pelo tratamento das células com H202 na concentracéo de 300
UM em meio DMEM por 1 hora. Apos este periodo, o0 meio contendo H20:2 foi removido
e as placas foram lavadas com 5 mL de PBS. 10 mL de meio DMEM com 10% de SFB
foram adicionados as placas e estas foram incubadas por 48 horas (37°C/ 5% CO2/

95% UR). Foram realizados trés experimentos independentes.

A extracdo do RNA total das amostras de fibroblastos foi realizada utilizando o
reagente TRIzol® (Invitrogen, CA, EUA), de acordo com o protocolo estabelecido pelo
fabricante. A concentracéo e pureza do RNA total extraido foram avaliadas com auxilio
do espectrofotdometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare Life Sciences, UK). A
integridade do RNA extraido foi avaliada por meio do ensaio de eletroforese em gel
de agarose a 1%, para visualizacdo das bandas 18S e 28S do RNA ribossémico. As
amostras de RNA total foram tratadas com a enzima DNAse | (Sigma-Aldrich, MO,
EUA) com o objetivo de remover contaminacdo por DNA genbmico, seguindo

recomendacdes do fabricante.

A quantificacdo de expressao dos genes COL1Al, FOS, JUN, MAPK1, MMP-
1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, NFE2L2, TIMP-1, PPARa, PPARB/5, PPARy e TGF-£1
(Apéndice A), nas células HFF tratadas foi feita por PCR quantitativa em um Unico
passo com a utilizacdo do kit Power SYBR® Green RNA-to-CT™1-Step (Applied
Biosystems, CA, EUA). As reacdes foram realizadas com volume final de reacéo de
10 pL, sendo 5,5 pL de uma mistura composta por Power SYBR® Green, enzima
transcriptase reversa (RT), primers foward e reverse (5 pMol/uL), e 4,5 L da amostra
de RNA total, que continham 5 ng de amostra. As condi¢des de reacao utilizadas nos
experimentos foram: 30 minutos a 48°C para realizagdo da reagao de transcricao
reversa; 10 minutos a 95°C para ativagao da enzima Tag DNA polimerase; 40 ciclos

de 95°C por 15 segundos para desnaturacdo e 60°C por 1 minuto para anelamento
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do primer e extensdo. A curva de dissociacao foi construida, por meio de aumento
gradual da temperatura (acréscimos de 0,3°C) de 60°C para 95°C, para demonstrar a
especificidade de amplificacdo dos primers. O nivel de expressdo génica em cada
amostra foi quantificado por meio do método do 224¢t, utilizando a B—actina como

controle endogeno (Livak e Schimittgen, 2001).

A expressao dos genes IL-1A, IL-6, NF-xB e TNF-a, p38, ERK, JNK e MKP7
nas células HFF foi quantificada por meio do sistema de ensaio TagMan® Gene
Expression Assay (Applied Biosystems, CA, EUA). O RNA extraido das células HFF
tratadas foi extraido como descrito anteriormente e submetidos a transcri¢cao reversa
para producao do cDNA utilizando o kit High Capacity RNA-to-cDNA (Thermo Fisher,
CA, EUA), de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. Posteriormente, o
ensaio de gPCR foi realizado utilizando as placas TagMan® Array, as quais possuem
sondas especificas para os genes em estudo. As reacBes foram realizadas com
volume final de reacédo de 20 pL, sendo 10 pL da amostra de cDNA, que continham
10 ng de amostra, e 10 puL do Master Mix (TagMan™.Universal Master Mix I, com
uracil-DNA glicosilase). As condicdes de reacao utilizadas nos experimentos foram:
2 minutos a 50°C para atividade da enzima uracil-DNA glicosilase, seguida de 20
segundos a 95°C para ativacao da enzima Taq DNA polimerase; 40 ciclos a 95°C por
3 segundos para desnaturacéo e 60°C por 30 segundos para anelamento do primer e
extensdo. O nivel de expressao génica em cada amostra foi quantificado por meio do
método do 2-2Ct utilizando o 18S como controle enddgeno (Livak e Schimittgen,
2001).

As informacgdes sobre os primers e sondas TAQMAN utilizados encontram-se

no Apéndice A.

4.17. Quantificacdo da sintese de colageno na cultura de células.

A quantificacdo da sintese de colageno foi feita a partir de uma reacao
cromogénica entre o colageno e o corante Sirius Red, que cora especificamente as
moléculas de colageno, seguida da mensuracéo espectrofotométrica da biossintese
dessa proteina de acordo com o método descrito por Walsh e colaboradores (1992).
O tratamento das células foi realizado como descrito para o ensaio de PCR

quantitativo e, ao término do tratamento, o meio de cultura foi recolhido para a
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guantificacdo da sintese de colageno. Colageno de tendao equino (Helena
Laboratories, TX, EUA) foi utilizado para construcao da curva padréo. O volume de 50
pL do meio de cultura ou das diluices do coldgeno padrdo foram adicionados aos
pocos de uma placa de 96 pocgos e a placa foi incubada por 16 horas em incubadora
umida (37°C/ 5% CO2/ 95% UR) e por 24 horas em estufa seca a 37°C.
Posteriormente, os pocos foram lavados trés vezes com agua destilada pelo periodo
de 1 minuto por lavagem. Foram adicionados a cada po¢o 100 pL de solucéo de Direct
Red 80 (Sigma-Aldrich, MO, EUA) 0,1% em &cido picrico saturado (m/v) e as placas
foram incubadas por 1h em temperatura ambiente. Apds a incubacao, os poc¢os foram
lavados cinco vezes com 200 pL de solucdo de HCI 10 mM e foram adicionados 200
uL de solucdo de NaOH 0,1 M para dissolu¢éo do coldgeno corado. O contetdo dos
pocos foi transferido para nova placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em leitor de
microplacas (PerkinElmer, EnSight Multimode Plate Reader, MA, EUA) no

comprimento de onda de 540 nm.

4.18. Avaliacao de senescéncia celular.

A coloracdo associada a atividade da enzima p-Galactosidase tem sido
amplamente utilizada para avaliacdo da senescéncia celular. A senescéncia celular é
caracterizada pela cessacdo da proliferacao celular e por alteragcbes morfolégicas e
funcionais nas células. Células senescentes apresentam mudancas no perfil de
expressao génica e expressam a [(-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-
Gal), enzima responsavel por catalisar a hidrélise de [(-galactosideos em
monossacarideos (Chen et al., 2007). A atividade da SA-B-Gal pode ser visualizada
por meio da formacdo de um composto de coloracdo azul produzido a partir da
hidrélise do X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo). A enzima -
galactosidase hidrolisa X-GAL formando galactose e 5-bromo-4-cloro-3-hidroxi-indol,
este Ultimo na presenca de oxigénio € oxidado e convertido no corante azul 5,5'-
dibromo-4,4'-dicloro-indigo. Desta forma, as células senescentes apresentardo
coloragdo azul apos a exposi¢cdo ao X-GAL (Burn, 2012).

A avaliagéo da senescéncia nos fibroblastos foi realizada por meio do ensaio de
coloracdo associada a atividade da B-galactosidase com utilizagéo do kit Senescence

B-Galactosidase Staining (Cell Signaling Technology, MA, EUA). As células, na
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passagem 11, foram plaqueadas em placas de 6 pocgos (1,2 x 10* células por poco) e
foram tratadas 48 h com o extrato bruto (10 pg/mL) ou fracdo hexanica (10 pg/mL) e,
posteriormente, com H202 na concentracdo de 300 uM por 2 h para indugédo da
senescéncia celular por estresse (Chen e Ames, 1994). Apés o tratamento, as placas
foram lavadas com PBS e a fixacao e coloracédo das células foi realizada de acordo
com o protocolo estabelecido pelo fabricante do kit SA-B-Gal. As células HFF foram
fotomicrografadas em microscopio invertido (Zeiss, Primo Vert, Gottingen, Alemanha),
equipado com camera digital (Zeiss ERC 5s, Gottingen, Alemanha) com aumento de
50x, e a populacéo de células positivas para a B-Galactosidase foi determinada por
meio de contagem com auxilio do programa ImageJ (Rasband Wayne, National
Institute of Helth, EUA).

4.19. Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios foram avaliados estatisticamente no
programa GraphPad Prism (GraphPad Prism Software, versdo 5.01). Foram utilizados
o teste t ndo-pareado, a analise de variancia (one-way ANOVA) seguida do teste de
comparacdes mdultiplas de Tukey e pelo teste de comparacdo de médias Kruskal-
Walllis seguido pelo teste de comparagbes multiplas de Dunn’s. Os dados estédo
expressos como média * erro-padrdo da média e o nivel de significancia adotado foi
de p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Producado dos metabdlitos dos fungos em cultura liquida submersa
e avaliacdo do rendimento das fracdes do extrato.

O rendimento das fracdes foi calculado com relacdo a massa do extrato bruto

e estdo representados na Tabela 1. O maior rendimento foi observado para a fracao

extraida com diclorometano e o menor rendimento foi o da fracdo extraida com

hexano. Por se tratar de uma quantidade muito pequena de extrato, houve uma grande

perda de massa no processo de fracionamento de modo que o rendimento total de

todas as fracdes foi de apenas 68,1%.

Tabela 1. Rendimento das fracdes do extrato do fungo endofitico BvFII.

Fracées Massa do extrato bruto Massa da fracéo Rendimento
¢ (mg) (mg) (%, m/m)
Acetato de Etila 343,1 31,2 9,1
Diclorometano 343,1 132,9 38,7
Hexanica 343,1 15,6 45
Hidroalcodlica 343,1 54,1 15,8

5.2. Quantificacdo de polifendis totais

A quantidade de polifendis totais nas fragcbes do extrato foi proporcional a

polaridade dos solventes utilizados, de forma que a fracéo hidroalcodlica, a mais polar,

foi a que apresentou maior teor de polifendis totais, seguida das fracdes extraidas com

acetato de etila, diclorometano e hexano, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Quantificacdo de polifendis totais nas fragcfes do extrato.

Fracdes Polifendis totais (ug EAG/mg de extrato)
Acetato de Etila 10,06 + 0,81
Diclorometano 8,85+ 1,17

Hexanica 4,48 + 0,46
Hidroalcodlica 41,99 + 4,26
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5.3. Quantificacdo de flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides totais nas fracbes mostrou que apesar de a
fracdo hidroalcodlica ter apresentado o maior teor de polifendis totais, a quantidade
de flavonoides que compdem este total de polifendis representa apenas 6,88%. A
quantidade de flavonoides da fracdo extraida com acetato de etila representam
53,98% dos polifendis totais. As fracBes extraidas com hexano e diclorometano foram
as que apresentaram menor quantidade de flavonoides, sendo que esta quantidade
representa 42,63% e 20,11% da quantidade de polifendis totais, respectivamente
(Tabela 3).

Tabela 3. Quantificagdo de flavonoides totais nas fragdes do extrato.

Fracdes Flavonoides totais (ug EQ/mg de extrato)
Acetato de Etila 543+ 1,47
Diclorometano 1,78 £ 0,48

Hexanica 1,91 +£0,55
Hidroalcodlica 2,89 + 0,42

5.4. Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante das fracbes do extrato foi determinada por meio do
ensaio de sequestro do radical estavel DPPH-. O célculo da porcentagem de reducao
do DPPH- foi feito considerando a absorbancia do controle negativo como 100%. Os
resultados foram expressos pelo valor do ICso, concentracdo necessaria para reduzir
50% do DPPH-.

A fracdo extraida com acetato de etila foi a que apresentou maior atividade
antioxidante, seguida da fracdo extraida com diclorometano, da hidroalcodlica e da

fracdo extraida com hexano (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade antioxidante dos padrdes e fragcfes do extrato.

Controles e Frag6es ICso (Mg/mL)
Acido ascérbico 1,89 +0,31
BHT 8,87 £ 2,37
Quercetina 1,22 £ 0,33
Fracdo acetato de etila 498,30 + 37,33
Fracéo diclorometano 515,20 + 59,04
Fracdo hexanica 7.265,00 + 2.925,00
Fracao hidroalcodlica 836,60 + 61,15

5.5. Avaliacado da viabilidade celular de fibroblastos dérmicos humanos
e de células Hela tratados com as fragcf6es do extrato.

A influéncia que os metabdlitos do fungo endofitico exerciam sobre a viabilidade
celular de fibroblastos dérmicos humanos e de células HelLa foi avaliada através do
ensaio do MTT com o objetivo de determinar as concentragdes seguras para serem
utilizadas nos demais ensaios. A viabilidade celular de células HFF e Hela foi
expressa em porcentagem em relacao a viabilidade observada para o metanol, e o
tratamento foi considerado nao-citotoxico para viabilidade celular >70%, conforme
parametros estabelecidos na 1ISO 10993-5:2009(E).

As células HFF tratadas com 0,1% do veiculo metanol apresentaram viabilidade
celular de 94,98% + 7,89%. A viabilidade celular foi maior que 90% para todas as
concentracfes testadas da fracdo acetato de etila e da fracdo hexanica. As
concentracbes de 12,5 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL da fracdo hidroalcodlica
provocaram diminuicdo da viabilidade celular em relagcdo ao metanol 0,1%, porém
para todas as concentragcbes a viabilidade celular foi maior que 87%. As
concentragcbes de 25 pg/mL a 100 pg/mL da fracdo de diclorometano provocaram
diminuicdo da viabilidade celular em relacdo ao metanol 0,1%, porém para todas as
concentragdes a viabilidade celular foi maior que 85% (figura 7).
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Figura 7. Viabilidade celular de fibroblastos dérmicos humanos tratados com

fracbes do extrato.

A viabilidade celular de fibroblastos foi avaliada pelo ensaio do MTT apds 48h de tratamento com
diferentes concentracfes das fracdes do extrato: a) Controle x Metanol 0,1%; b) Fracao acetato de etila
(F. EtOAC); c) fracdo hexanica (F. HEX); d) fracdo hidroalcodlica (F. HA) e e) fracéo diclorometano (F.
DCM). Os resultados apresentados representam a média + erro médio da porcentagem de células
viaveis, n = 3. Resultados avaliados pela anélise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey (%, p < 0,05 vs metanol 0,1%).
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Células HelLa tratadas com 0,01% do veiculo metanol apresentaram viabilidade
celular de 96,58% + 4,48%. As células tratadas com as fracdes acetato de etila e
hexanica apresentaram viabilidade celular acima de 100% para todas as
concentragfes testadas. A viabilidade celular das células tratadas com a fracéo
hidroalcoolica foi maior que 99% para todas as concentracdes utilizadas. As células
tratadas com a fracdo de diclorometano apresentaram viabilidade celular acima de
92% para as concentragdes de 0,625 pg/mL a 2,5 pg/mL, e o tratamento com as
concentracOes de 5 pg/mL e 10 pg/mL apresentaram viabilidade celular de 80,28% =+
4,77% e de 81,98% =+ 4,71%, respectivamente (Figura 8).

O ensaio de avaliacdo da viabilidade celular das células HeLa também foi
realizado com concentracdes das fragBes que variaram até 100 pg/mL, porém houve
diminuicdo consideravel da viabilidade celular no tratamento com concentracdes a
partir de 12,5 pg/mL, motivo pelo qual concentra¢des acima de 10 pg/mL ndo foram

utilizadas neste estudo (dados ndo mostrados).

As concentracdes das fracdes do extrato escolhidas para realizacdo dos
demais ensaios tanto com fibroblastos dérmicos humanos como com células HelLa
foram: 2,5 pg/mL, 6,25 pg/mL e 10 pg/mL. Para os ensaios realizados com o extrato
bruto foram utilizadas as concentragdes de 2,5 pg/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL,

concentracfes nao-citotoxicas conforme Araujo (2015).
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Figura 8. Viabilidade celular de células HelLa tratadas com fragdes do extrato.

A viabilidade celular de células HelLa foi avaliada pelo ensaio do MTT apos 48h de tratamento com
diferentes concentragdes das fracBes do extrato: a) Controle x Metanol 0,1%; b) Fracdo acetato de etila
(F. EtOAC); c) fracdo hexanica (F. HEX); d) fracao hidroalcodlica (F. HA) e e) fragcéo diclorometano (F.
DCM). Os resultados apresentados representam a média + erro médio da porcentagem de células
viaveis, n = 3. Resultados avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey (%, p < 0,05 vs metanol 0,1%).
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5.6. Ensaio do gene reporter para os receptores PPARa, B/d ey

Os resultados obtidos para as células HelLa co-transfectadas com o PPARa e
0 elemento responsivo PPRE mostraram que os tratamentos com a concentragdo de
6,25 pg/mL da fracdo hexanica e com a concentracdo de 2,5 pg/mL da fracéo
diclorometano promoveram aumento estatisticamente significativo da atividade
relativa da luciferase quando comparado ao tratamento com o veiculo metanol, e estas
atividades representam 66,43% e 70,8% da atividade observada para o tratamento
com bezafibrato, respectivamente. O tratamento com as demais concentracdes da
fracdo hexanica e diclorometano, assim como com as demais fragdes, ndo modificou
a atividade relativa da luciferase quando comparadas com as células tratadas com

metanol (Figura 9).
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Figura 9. Avaliagao do efeito agonista das fragoes do extrato no PPARa — ensaio
do gene reporter.

Células HelLa foram transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do PPARa e com o plasmideo
contendo seu elemento responsivo (PPRE) fusionado ao gene repdrter da luciferase. O tratamento foi
realizado com os veiculos DMSO e metanol, Bezafibrato 10 M, e com as concentra¢des de 2,5 pg/mL;
6,25 pg/mL e 10 pg/mL para cada fracéo do extrato: a) Fracdo acetato de etila; b) fragdo hexanica; c)
fracdo hidroalcodlica e d) fragcdo diclorometano. Os resultados apresentados representam a média +
erro médio da atividade relativa da luciferase, n = 3. Resultados avaliados pela andlise de variancia
(one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparag¢des multiplas de Tukey (*, p < 0,05 vs metanol; #, p
< 0,05 vs DMSO).
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Nas células transfectadas com o PPARPB/3 e o elemento responsivo PPRE, o

tratamento com as quatro fracdes ndo promoveu alteracdo na atividade relativa da

luciferase quando comparado com o veiculo metanol (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo do efeito agonista das fracdes do extrato no PPARB/5 —

ensaio do gene reporter.

Células HelLa foram transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do PPARB/d e com o
plasmideo contendo seu elemento responsivo (PPRE) fusionado ao gene repérter da luciferase. O
tratamento foi realizado com os veiculos DMSO e metanol, L-165041 103 M, e com as concentracdes
de 2,5 pg/mL; 6,25 pg/mL e 10 pg/mL para cada frac@o do extrato: a) Fracéo acetato de etila; b) fracdo
hexanica; c) fragdo hidroalcodlica e d) fragcdo diclorometano. Os resultados apresentados representam
a média * erro médio da atividade relativa da luciferase, n = 3. Resultados avaliados pela analise de
variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparagGes multiplas de Tukey (#, p < 0,05 vs

DMSO).
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Nas células HelLa co-transfectadas com o plasmideo do PPARy e elemento
responsivo PPRE, o tratamento com as fracées acetato de etila, hidroalcodlica e de
diclorometano né&o alterou a atividade relativa da luciferase quando comparado com o
tratamento com veiculo metanol. Em relacdo as células tratadas com a fragcéo
hexéanica a atividade da luciferase produzida pelo tratamento com a concentracéo de
10 pg/mL da fracéo hexanica foi 40,87% da atividade apresentada nas células tratadas

com a rosiglitazona (Figuras 11).

50



£ =
o L]
£ 1000- £ 1000
a a
] # [ #
@ 800+ s 28004
o bt
(4] (4]
2 600+ 3 600+
L] L]
= b=}
s 4004 2 400+ .
= =
= ki
® 2007 S 2001
3 3
]
3 0- = 0
= o % o S ) % o
& G??P ,;:\& S QY £ (}1‘?’0 .g&‘& S0V o ~
< @ﬁ' A% I | < @ﬁ' 2 I i
&}G pgimL 6}("" ng/mL
& F.EtOAC ¢ F.HEX
c_ d_
E =
o L]
£ 1000 £ 1000,
a a
5 5 #
[ [ Bﬂ,l}.
a e
(4] (4]
3 = 600+
L] L]
k=] b =]
3 S 4007
= -
] n
& 2 2001
a i
k=] b =]
3 3 0-
& = L & £ ef"" $
o < & @é’rﬁ &#}’b
s pg/mL
Q.
F.DCM

Figura 11. Avaliacdo do efeito agonista das fracdes do extrato no PPARy —
ensaio do gene reporter.

Células Hela foram transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do PPARYy e com o plasmideo
contendo seu elemento responsivo (PPRE) fusionado ao gene repoérter da luciferase. O tratamento foi
realizado com os veiculos DMSO e metanol, Rosiglitazona 10 M, e com as concentracdes de 2,5
pg/mL; 6,25 pg/mL e 10 pg/mL para cada fragdo do extrato: a) Fracdo acetato de etila; b) fracédo
hexanica; c) fragdo hidroalcodlica e d) fragcdo diclorometano. Os resultados apresentados representam
a média * erro médio da atividade relativa da luciferase, n = 3. Resultados avaliados pela analise de
variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparagfes multiplas de Tukey (*, p < 0,05 vs
metanol; #, p < 0,05 vs DMSO).
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5.7. Ensaio de avaliacdo de atividade da enzima superdxido dismutase.

O ensaio de avaliacéo de atividade da enzima SOD mostrou que o tratamento
com peroxido de hidrogénio provocou diminuicdo da atividade desta enzima, com o
controle apresentando 23,28 + 10,39 U/mg de proteina e as amostras tratadas com
peroxido de hidrogénio apresentando 3,45 + 2,06 U/mg de proteina. O tratamento com
as fracOes acetato de etila, hexanica e diclorometano induziram aumento na atividade
da SOD quando comparado com as amostras expostas ao estresse oxidativo, sendo
que as células tratadas com a concentracdo de 6,25 pg/mL da fracdo de acetato de
etila apresentaram 62,20 + 16,02 U/mg de proteina. Nas células tratadas com a
concentracdo de 10 pg/mL da fracdo hexanica ou da fracdo diclorometano, a
quantidade de SOD foi de 49,92 + 8,96 e 219,40 £ 61,72 U/mg de proteina,
respectivamente. O tratamento com a fracdo hidroalcodlica ndo produziu aumento
estatisticamente significativo da atividade da SOD, porém, assim como as demais
concentracfes das outras fracfes, houve tendéncia de aumento da atividade da

enzima (Figura 12).
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Figura 12. Ensaio de avaliacdo da atividade da SOD em fibroblastos tratados

com fracBes do extrato de fungo endofitico.

Fibroblastos dérmicos foram tratados como descrito no item 4.9 e o lisado celular foi utilizado para
avaliar a atividade da enzima SOD. Os resultados apresentados representam média + erro médio, n =
3. Resultados avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey. (*, p < 0,05 vs amostras expostas a 300 uM de H20x>).

5.8. Ensaio de avaliacdo de atividade da enzima catalase.

O ensaio de avaliacdo de atividade da enzima CAT mostrou que o
tratamento com peroxido de hidrogénio provocou diminuicdo na atividade desta
enzima, sendo que o controle apresentou 5,04 £ 1,07 U/mg de proteina e as células
expostas ao peréxido de hidrogénio apresentaram 3,34 + 0,29 U/mg de proteina.
O tratamento prévio das células expostas ao estresse oxidativo com a fracéo
acetato de etila ndo alterou a atividade da CAT de forma estatisticamente

significativa. As células tratadas com as concentrac¢des de 2,5 pg/mL, 6,25 pg/mL
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e 10 pg/mL desta fracdo apresentaram 4,36 = 0,26 U/mg de proteina; 3,41 + 0,94

U/mg de proteina, e 5,06 = 1,79 U/mg de proteina, respectivamente (Figura 13a).

As células tratadas com as concentragfes de 2,5 ug/mL; 6,25 pg/mL e 10
pHg/mL da fracdo hexanica apresentaram 5,99 + 0,73 U/mg de proteina, 6,63 + 1,52
U/mg de proteina, e 5,97 + 1,24 U/mg de proteina, respectivamente, representando
um aumento de 2 a 3 unidades de CAT quando comparadas com as células
expostas ao estresse oxidativo (Figura 13b).

A fracao hidroalcodlica quando utilizada nas concentracdes de 6,25ug/mL e
10 pg/mL induziu o aumento na atividade da CAT quando comparada com as
células expostas ao estresse oxidativo, apresentando atividades especificas de
5,82 £ 1,62 U/mg de proteina, e 4,93 + 1,08 U/mg de proteina, respectivamente.
As células tratadas com a concentracao de 2,5 pg/mL desta fracdo apresentaram
atividade de 3,94 £ 0,38 U/mg de proteina (Figura 13c).

Somente o tratamento com a concentracdo de 10 pug/mL da fracdo de
diclorometano promoveu aumento na atividade da CAT quando comparada com
as células expostas ao estresse oxidativo, apresentando 4,49 + 0,38 U/mg de
proteina de atividade especifica. As células tratadas com as concentracdes de 2,5
pg/mL e 6,25 pg/mL desta fragdo apresentaram 3,78 + 0,22 U/mg de proteina e
4,06 + 0,57 U/mg de proteina, respectivamente (Figura 13d).
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Figura 13. Ensaio de avaliagdo de atividade da enzima catalase em fibroblastos

tratados com as fracdes do extrato.
Fibroblastos dérmicos foram tratados como descrito no item 4.9, e o lisado celular foi utilizado para
avaliar a atividade da enzima catalase através do monitoramento do consumo de H202 30 mM em
espectrofotdmetro. Os resultados apresentados representam a média + erro médio, n = 3. Resultados
avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparac¢des multiplas de
Tukey (*, p < 0,05 vs amostras expostas a 300 yuM de H202; #, p < 0,05 vs controle).
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5.9. Quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida.

O ensaio de quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida nas células HFF
identificou que ndo houve alteracdes significativas nos niveis de glutationa reduzida
nas células expostas ao estresse oxidativo e nas tratadas com as diferentes

concentracdes das fragOes do extrato ou com o extrato bruto (Figura 14).
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Figura 14. Quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida.

Os fibroblastos foram tratados com diferentes concentragdes do extrato bruto ou com sua fracdes e,
apoés a reacgdo com o o-ftaldeido, a leitura da fluorescéncia foi feita a 350 nm para excitagdo e 420 nm
para emissdo. Os resultados apresentados representam média + erro médio, n = 3. Resultados
avaliados pelo teste de comparacdo de médias Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunn’s.
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5.10. Peroxidacdo lipidica

Os resultados obtidos para peroxidagdo lipidica mostraram que houve
tendéncia de aumento na formacao de produtos da peroxidacgédo lipidica nas células
HFF tratadas com peréxido de hidrogénio quando comparadas com as nao tratadas.
Quando comparados com o tratamento somente com peroxido de hidrogénio, os
tratamentos com as concentracdes de 6,25 ug/mL e 10 pg/mL da F. EtOAc, 2,5 pg/mL,
6,25 pg/mL e 10 pg/mL da F.HA e F.DCM, e 5 pg/mL do extrato bruto promoveram
tendéncia de diminuicdo na formacéo dos produtos da peroxidacao lipidica, e houve
tendéncia de aumento na formacado desses produtos na células HFF tratadas com a

concentragéo 10 pg/mL da F.HEX (Figura 15).
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Figura 15. Avaliacdo da peroxidacao lipidica
Os fibroblastos foram tratados com diferentes concentraces das fragcdes do extrato e, apds a reagao
com o acido tiobarbitarico, a leitura da fluorescéncia foi feita a 520 nm para excitacdo e 550 nm para
emissdo. Os resultados apresentados representam média + erro médio, n = 3. Resultados avaliados
pelo teste de comparacdo de médias Kruskal-Wallis seguido pelo teste de compara¢des multiplas de
Dunn’s.
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5.11. Deteccdo da geracdo de espécies reativas do oxigénio por
fluorescéncia

O tratamento dos fibroblastos com H202 na concentra¢do de 300 uM promoveu
aumento de 13,75 vezes na intensidade de fluorescéncia indicando aumento da
concentracdo de espécies reativas de oxigénio intracelular. O tratamento das células
expostas ao estresse oxidativo com as fracdes de acetato de etila, diclorometano e
hidroalcoodlica, ndo promoveu alteracdes na intensidade da fluorescéncia, e o
tratamento das células com a fracdo hexanica promoveu tendéncia de diminuigdo na
intensidade de fluorescéncia para as concentracoes de 2,5 pg/mL, 6,25 pg/mL e 10
pg/mL. O tratamento com o extrato bruto promoveu diminuicdo de 1,56; 1,84 e 1,83
vezes na intensidade de fluorescéncia para as concentracdes de 2,5 pug/mL, 6,25

pHg/mL e 10 pg/mL, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Avaliacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio por

fluorescéncia

Os fibroblastos foram tratados com diferentes concentra¢cdes do extrato bruto e das suas fracdes e,
apos 48 h foram tratadas com DCFH que é oxidada pelas espécies reativas de oxigénio a DCFoxi. A
fluorescéncia deste composto foi detectada no comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e de
emissdo de 530 nm. Os resultados apresentados representam média + erro médio, n = 3. Resultados
avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparag¢des multiplas de
Tukey (*, p < 0,05 vs células ndo-tratadas; #, p < 0,05 vs células tratadas com H202 300 uM).

59



5.12. Quantificacao relativa da expressao génica

A expressao relativa de genes relacionados a manutencdo da homeostase da
matriz extracelular dérmica, a processos inflamatorios, a via de sinalizacdo das
proteinas-quinases ativadas por mitdbgenos e das trés isoformas dos receptores
ativados por proliferadores peroxissomais nas células HFF tratadas com 300 uM de
H20:2foi avaliada em relacéo a expressao destes genes nos fibroblastos que ndo foram
submetidos a nenhum tipo de tratamento, sendo cultivados somente em DMEM. A
expressao génica relativa do mRNA destes genes também foi quantificada em
fibroblastos expostos ao estresse oxidativo e tratados com o extrato, ou fracéo
hexéanica, ou ainda com agonistas ou antagonistas das trés isoformas do PPAR e foi
avaliada com relacao a expressao destes genes nos fibroblastos expostos ao estresse

oxidativo e nado tratados.

5.12.1. Quantificacao relativadaexpressédo génicade genes relacionados a
manutencdo da homeostase da matriz extracelular dérmica

O tratamento das células HFF com o peroxido de hidrogénio na concentracdo
de 300 yM provocou aumento na expressao do mRNA da MMP-1, MMP-3 e do TGF-
B, diminuicdo na expressdo do mRNA da MMP-2, COL1Al1 e TIMP-1, e houve
tendéncia de aumento na expressao da MMP-9, todos em comparagédo com o controle

(células HFF néo-tratadas) (Figura 17).

O tratamento das células HFF expostas ao estresse oxidativo com o extrato
bruto promoveu diminuicdo da expressdo da MMP-1 e ndo promoveu alteragbes
estatisticamente significativas para a expressdo dos demais genes analisados, porém
houve tendéncia de aumento na expressao génica da MMP-3. Nao houve expressao
da MMP-9 nas células tratadas com o extrato bruto e, por isso, ndo ha sua
representacao grafica. As células HFF expostas ao estresse oxidativo e tratadas com
a fracdo hexanica apresentaram diminuicdo na expressdo da MMP-1 e tendéncia de
diminuicdo na expressédo da MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 e TGF-B (Figura 18).
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Figura 17. Influéncia do tratamento de fibroblastos dérmicos humanos com
peroxido de hidrogénio na expressdo génica relativa do mRNA de genes

relacionados com a manutencdo da homeostase da matriz extracelular dérmica
Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e o RNA total extraido das
amostras foi submetido ao ensaio de RT-gPCR. A expressdao do mRNA dos genes MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-9, COL1A1, TGF-f e TIMP-1, foi normalizada pela expressdo do mRNA do gene da (3-
actina. A expressao génica relativa destes genes foi analisada nas amostras submetidas ao estresse
oxidativo por tratamento com H202 em compara¢cdo com a do controle néo tratado. Os resultados sdo
apresentados como: a) expresséo génica relativa do mRNA do gene do MMP-1; b) expressdo génica
relativa do mRNA do gene do MMP-2; ¢) expressao génica relativa do mRNA do gene do MMP-3; d)
expressdo génica relativa do mRNA do gene do MMP-9; e) expressao génica relativa do mRNA do
gene do TIMP-1; f) expresséo génica relativa do mRNA do gene do COL1Al e g) expressao génica
relativa do mRNA do gene do TGF-. Os dados representam a média + erro médio, n = 3. Resultados
avaliados pelo teste t ndo-pareado (*, p < 0,05 vs controle).
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Figura 18. Influéncia do tratamento de fibroblastos dérmicos humanos com o
extrato bruto ou fracdo hexanica na expressao génica relativa do mRNA de
genes relacionados com a manutencdo da homeostase da matriz extracelular
dérmica

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e o RNA total extraido das
amostras foi submetido ao ensaio de RT-gPCR. A expressdao do mRNA dos genes MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-9, COL1A1, TGF-f e TIMP-1, foi normalizada pela expressdo do mRNA do gene da (3-
actina. A expressdo génica relativa destes genes foi analisada nas amostras tratadas com o extrato
bruto ou fragdo hexanica em comparacao com as células expostas ao estresse oxidativo por tratamento
com H20: e néo-tratadas. Os resultados s&o apresentados como: a) expressdo génica relativa do
mRNA do gene do MMP-1; b) expressao génica relativa do mRNA do gene do MMP-2; ¢) expressao
génica relativa do mRNA do gene do MMP-3; d) expresséo génica relativa do mRNA do gene do MMP-
9; e) expressao génica relativa do mRNA do gene do TIMP-1; f) expresséo génica relativa do mRNA
do gene do COL1A1 e g) expressédo génica relativa do mRNA do gene do TGF-4. Os dados representam
a média * erro médio, n = 3. Resultados avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida
pelo teste de comparag®es multiplas de Tukey (*, p < 0, vs amostras expostas a 300 yM de H20x).
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A expressao da MMP-1 e do COL1A1 também foi investigada em células HFF
tratadas com agonistas ou antagonistas especificos de cada uma das trés isoformas
do PPAR, e em células tratadas com o extrato bruto ou fragdo hexanica na presenca
dos antagonistas deste receptor nuclear. Os resultados mostraram que o bezafibrato
(agonista PPARa), 0 L-165041 (agonista PPARp/®) e a rosiglitazona (agonista PPARY)
promoveram diminuicdo na expressdo da MMP-1. Apesar de o tratamento com o
GW6471 (antagonista PPARa), o GSK0660 (antagonista PPARpB/d) e o TO070907
(antagonista PPARY) terem apresentado tendéncia de diminuicdo da expressdo da
MMP-1, quando utilizados conjuntamente com o agonista especifico para cada
isoforma do PPAR, houve reversao dos efeitos produzidos pela utilizagcdo individual

dos agonistas (Figura 19).

Neste ensaio, houve apenas tendéncia de diminuicdo da expressdo de MMP-1
nas células HFF tratadas com o extrato bruto, porém o tratamento na presenca dos
antagonistas do PPARa e do PPARy promoveu tendéncia de reversao da diminuicédo
na expressdo de MMP-1 produzida pelo tratamento com o extrato bruto. Nas células
tratadas com a fracdo hexéanica, a presenca dos antagonistas especificos de cada
isoforma do PPAR nao alterou o efeito de diminuicdo da expressdao de MMP-1

promovido pelo tratamento com esta fracao (Figura 19).

Em relacdo a expressdo do COL1Al, o tratamento com o0s agonistas
especificos de cada isoforma do PPAR promoveu aumento na expressao deste gene.
O tratamento com os antagonistas do PPARB/® e do PPARy promoveu diminuicdo na
expresséo do COL1ALl e o tratamento com o0s agonistas de cada isoforma na presenca
dos antagonistas especificos reverteu os efeitos promovidos individualmente por cada
agonista de PPAR. N&o houve diferenca significativa na expressdo do COL1A1l nas
células tratadas com o extrato bruto ou fracdo hexanica na presenca dos antagonistas
especificos de cada isoforma do PPAR, porém houve tendéncia de diminuicdo na
expressao deste gene nas ceélulas tratadas na presenca do antagonista do PPARy
(Figura 20).
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Figura 19. Influéncia do tratamento de fibroblastos dérmicos humanos com
agonistas e antagonistas das trés isoformas do PPAR na presenc¢a ou auséncia
do extrato bruto ou fracdo hexéanica na expresséo génica relativa do mRNA da
MMP-1 em fibroblastos dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo.

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e o RNA total extraido das
amostras foi submetido ao ensaio de RT-gPCR. A expressdo do mRNA do gene da MMP-1 foi
normalizada pela expressdo do mRNA do gene da 3-actina. A expresséo génica relativa da MMP-1 foi
analisada nas amostras tratadas e comparada com a das células submetidas ao estresse oxidativo por
tratamento com H202. Os resultados séo apresentados como: a) expressdo génica relativa do mRNA
da MMP-1 em amostras tratadas com bezafibrato (agonista PPARa, 20 uM), L-165041 (agonista
PPARP/®, 20 uM), rosiglitazona (agonista PPARYy, 20 uM); b) expresséo génica relativa do mRNA da
MMP-1 em amostras tratadas com GW6471 (antagonista PPARa, 20 uM), GSK0660 (antagonista
PPARP/S, 20 uM), TO070907 (antagonista PPARYy, 20 uM); c) expressdo génica relativa do mRNA da
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MMP-1 em amostras tratadas com agonistas e antagonistas das trés isoformas do PPAR; d) expresséo
relativa do mRNA da MMP-1 em amostras tratadas com o extrato bruto na presenca ou auséncia de
antagonistas das trés isoformas do PPAR; e) expresséo relativa do mRNA da MMP-1 em amostras
tratadas com a fracdo hexanica na presenca ou auséncia dos antagonistas das trés isoformas do PPAR
Os dados representam a média + erro médio, n = 3. Resultados avaliados pela andlise de variancia
(one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparag8es multiplas de Tukey. (*, p < 0,05 vs amostras
expostas a 300 yM de H202; *** p < 0,0001 vs amostras expostas a 300 uM de H20x).
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Figura 20. Influéncia do tratamento de fibroblastos dérmicos humanos com
agonistas e antagonistas das trés isoformas do PPAR na presenca ou auséncia
do extrato bruto ou fracdo hexanica na expresséo génica relativa do mRNA do

COL1A1 em fibroblastos dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo.

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e o RNA total extraido das
amostras foi submetido ao ensaio de RT-gPCR. A expressdo do mRNA do gene do COL1A1 foi
normalizada pela expressdao do mRNA do gene da (B-actina. A expressdo génica relativa do COL1A1
foi analisada nas amostras tratadas e comparada com a das células submetidas ao estresse oxidativo
por tratamento com H202. Os resultados sdo apresentados como: a) expressdo génica relativa do
mMRNA do COL1Al1 em amostras tratadas com bezafibrato (agonista PPARa, 20 uM), L-165041
(agonista PPARRB/®, 20 uM), rosiglitazona (agonista PPARy, 20 uM); b) expressao génica relativa do
mMRNA do COL1Al1 em amostras tratadas com GW6471 (antagonista PPARa, 20 uM), GSK0660
(antagonista PPARR/3, 20 uM), T0070907 (antagonista PPARYy, 20 uM); c) expresséo génica relativa
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do mRNA do COL1Al1 em amostras tratadas com agonistas e antagonistas das trés isoformas do
PPAR; d) expresséo relativa do mRNA do COL1Al em amostras tratadas com o extrato bruto na
presenca ou ausénciaa de antagonistas das trés isoformas do PPAR; e) expresséo relativa do mRNA
do COL1A1 em amostras tratadas com a fracdo hexénica na presenca ou auséncia dos antagonistas
das trés isoformas do PPAR Os dados representam a média + erro médio, n = 3. Resultados avaliados
pela analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparag¢des miltiplas de Tukey.
(*, p < 0,05 vs amostras expostas a 300 uM de H202).

5.12.2. Quantificacao relativa da expresséo génica de genes relacionados
a inflamacéo

O tratamento das células HFF com o perdxido de hidrogénio promoveu
diminuicdo na expressao do NFkB e da IL6 e ndo promoveu alteracfes significativas
na expressdo do TNFa e da IL1A (Figura 21). O tratamento das células expostas ao
estresse oxidativo com o extrato bruto promoveu aumento na expressao do TNFa,
diminuicdo na expresséao de IL1A e de IL6 e tendéncia de diminuicdo na expresséo do
NFkB. Ja o tratamento com a fragdo hexanica promoveu diminuicdo na expressao da
IL1A e da IL6 e ndo alterou a expressédo do NFkB e do TNFa (Figura 22).
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Figura 21. Influéncia do tratamento com perdxido de hidrogénio na expresséo
génicarelativa do mRNA de genes relacionados a inflamacéao

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e cDNA das amostras foi
submetido ao ensaio gPCR. A expressdo do mRNA dos genes NF«B, TNFo, IL1A e IL6 foi normalizada
pela expressdo do mRNA do gene 18S. A expressdo génica relativa destes genes foi analisada nas
amostras submetidas ao estresse oxidativo por tratamento com H202 em comparagdo com a do controle
nao tratado. Os resultados s@o apresentados como: a) expressao génica relativa do mRNA do gene do
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NFxB; b) expressao génica relativa do mRNA do gene do TNFg; ¢) expressao génica relativa do mRNA
do gene do IL1A; d) expressao génica relativa do mRNA do gene do IL6. Os dados representam a
média £ erro médio, n = 3. Resultados avaliados pelo teste t ndo-pareado (***, p < 0,0001 vs controle;
*, p < 0,05 vs controle).
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Figura 22. Influéncia do tratamento de fibroblastos dérmicos humanos com o
extrato bruto ou fracdo hexanica na expressao génica relativa do mRNA de
genes relacionados a inflamacgéo.

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e o cDNA das amostras foi
submetido ao ensaio de qPCR. A expressdo do mRNA dos genes NFxkB, TNFqa, IL1A e IL6 foi
normalizada pela expressdo do mRNA do gene 18S. A expresséo génica relativa destes genes foi
analisada nas amostras tratadas com o extrato bruto ou com a fragdo hexanica em comparacdo com
as células HFF submetidas ao estresse oxidativo por tratamento com H202. Os resultados sao
apresentados como: a) expressdo génica relativa do mRNA do gene do NFxB; b) expressédo génica
relativa do mRNA do gene do TNFq; c) expressdo génica relativa do mRNA do gene do IL1A; d)
expressao génica relativa do mRNA do gene do IL6. Os dados representam a média + erro médio, n =
3. Resultados avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey. (*, p < 0,05 vs amostras expostas a 300 uM de H202).
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5.12.3. Quantificacao relativa da expresséo génica de genes relacionados
avia de sinalizacdo das proteinas-quinases ativadas por mitdogenos e
do NFE2L2

O tratamento das células HFF com o peroxido de hidrogénio na concentracéo
de 300 uM promoveu diminui¢do na expressao génica da ERK, do FOS, e da MKP7
e nado alterou a expressao génica de JNK, p38, JUN e da MAPK1 (Figura 23).
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Figura 23. Influéncia do tratamento com peroxido de hidrogénio na expressao

génicarelativa do mRNA de genes relacionados a via de sinalizagdo das MAPK.
Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e cDNA ou RNA total das
amostras foi submetido ao ensaio qPCR ou RT-gPCR. A expressao do mRNA dos genes ERK, JNK e
p38 foi normalizada pela expressao do mMRNA do gene 18S, e a expressdo do mRNA dos genes FOS,
JUN e MAPK1 foi normalizada pela expressdo do mRNA do gene da B-actina. A expressédo génica
relativa destes genes foi analisada nas amostras submetidas ao estresse oxidativo por tratamento com
H202 em comparagdo com a do controle ndo tratado. Os resultados séo apresentados como: a)
expressdo génica relativa do mRNA do gene do ERK; b) expressdo génica relativa do mRNA do gene
da JNK; c) expressao génica relativa do mRNA do gene da p38; d) expresséo génica relativa do mRNA
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do gene do FOS; e) expressao génica relativa do mRNA da JUN; f) expressao génica relativa do gene
da MAPK1 e g) expressao génica relativa do gene da MKP7. Os dados representam a média + erro
médio, n = 3. Resultados avaliados pelo teste t ndo-pareado (*, p < 0,05 vs controle).

O tratamento com o extrato bruto das células HFF submetidas ao estresse
oxidativo induziu aumento na expressao génica da p38, JUN e da MAPK1, tendéncia
de aumento na expressdo do FOS, nao alterou a expressao de ERK e de JNK, e
diminuiu a expressdo da MKP7. Em relagédo as células HFF expostas ao estresse
oxidativo e tratadas com a fracdo hexanica ndo houve alteracdo significativas na
expressao génica dos genes relacionados a via de sinalizacdo MAPK, porém houve
tendéncia de aumento na expressao de ERK, p38, FOS e JUN e de diminuicdo da

expresséo da MKP7 (Figura 24).
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Figura 24. Influéncia do tratamento com o extrato bruto ou fracdo hexanica na
expresséao génica relativa do mRNA de genes relacionados a via de sinalizagéo
das MAPK.

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e cDNA ou RNA total das
amostras foi submetido ao ensaio qPCR ou RT-gPCR. A expressao do mRNA dos genes ERK, JNK e
p38 foi normalizada pela expressao do mRNA do gene 18S, e a expressdo do mRNA dos genes FOS,
JUN e MAPK1 foi normalizada pela expressdo do mRNA do gene da B-actina. A expressédo génica
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relativa destes genes foi analisada nas amostras tratadas com o extrato bruto ou com a fracdo hexanica
em comparacao com as células HFF submetidas ao estresse oxidativo por tratamento com H202. Os
resultados sdo apresentados como: a) expressdo génica relativa do mRNA do gene da ERK; b)
expressdo génica relativa do mRNA do gene da JNK; c) expressao génica relativa do mRNA do gene
da p38; d) expressao génica relativa do mRNA do gene do FOS; e) expressao génica relativa do mRNA
da JUN; f) expressao génica relativa do gene da MAPK1 e g) expresséo génica relativa do gene da
MKP7. Os dados representam a média + erro médio, n = 3. Resultados avaliados pela andlise de
variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparac8es multiplas de Tukey. (*, p < 0,05 vs
amostras expostas a 300 yuM de H20z).

Os resultados obtidos para a expressdo de NFE2L2 mostraram que a
exposicao das células ao peroxido de hidrogénio promoveu tendéncia de diminuicéo
na expressao deste gene. Nas células tratadas com o extrato bruto ou com a fracéo

hexanica ndo houve alteragdo na expressao génica do NFE2L2 (Figura 25).
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Figura 25. Influéncia do tratamento com per6xido de hidrogénio, com o extrato

bruto e fracdo hexanica na expressao génica relativa do mRNA do gene NFE2L 2.
Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e o cDNA ou RNA total das
amostras foi submetido ao ensaio qPCR ou RT-gPCR. A expressdo do mRNA do gene NFE2L2 foi
normalizada pela expressdo do mRNA do gene da B-actina. A expressao génica relativa destes genes
foi analisada nas amostras expostas ao estresse oxidativo em comparacao as amostras de células néo-
tratadas e nas células tratadas com o extrato bruto ou com a fragdo hexanica em comparagéo com as
células HFF submetidas ao estresse oxidativo por tratamento com H202. Os resultados sao
apresentados como: a) expressao génica relativa do mRNA do gene do NFE2L2 em comparac¢éo ao
controle ndo-tratado; b) expresséo génica relativa do mRNA do gene do NFE2L2 nas células tratadas
em comparacdo as células expostas ao estresse oxidativo. Os dados representam a média * erro
meédio, n = 3. Resultados avaliados pelo teste t ndo-pareado ou pela analise de variancia (one-way
ANOVA) seguida pelo teste de comparacfes multiplas de Tukey. (*, p < 0,05 vs controle ou as amostras
expostas a 300 uM de H202).
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5.12.4. Quantificacao relativa da expresséo génica do PPARa, PPARB/5 e
PPARy

A exposicdo das células HFF ao tratamento com peroxido de hidrogénio
produziu tendéncia de diminuicdo na expressao génica do PPARa, PPARB/ e
PPARYy. Nas células submetidas ao estresse oxidativo e tratadas com o extrato bruto
houve aumento na expressdo do PPARa e PPARG/S, e tendéncia de diminuicdo na
expressdo do PPARYy. O tratamento com a fracdo hexanica ndo promoveu alteracdes
na expressdo génica nas trés isoformas do PPAR, porém houve tendéncia de
diminuicao na expresséo do PPARYy (Figura 26).
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Figura 26. Influéncia do tratamento com per6xido de hidrogénio, com o extrato

bruto e fracdo hexanica na expressdo génica relativa do mRNA do PPARaq,
PPAR/6 e PPARyY

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e o RNA total das amostras
foi submetido ao ensaio de RT-gPCR. A expressdo do mRNA dos genes PPARa, PPARB/S e PPARy
foi normalizada pela expressdo do mRNA do gene da B-actina. A expressdo génica relativa destes
genes foi analisada nas amostras expostas ao estresse oxidativo em comparacdo as amostras de
células ndo-tratadas e nas células tratadas com o extrato bruto ou com a fragdo hexénica em
comparacao com as células HFF submetidas ao estresse oxidativo por tratamento com H202. Os dados
representam a média + erro médio, n = 3. Resultados avaliados pelo teste t ndo-pareado ou pela anélise
de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de compara¢es multiplas de Tukey. (*, p < 0,05 vs
controle ou as amostras expostas a 300 uM de H203).
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5.13. Quantificacdo de colageno

Os resultados obtidos para a quantificacdo de colageno no meio de cultivo das
células HFF mostrou que a exposicdo destas células ao peréxido de hidrogénio
promoveu tendéncia de diminuicdo na producdo de colageno, e o tratamento tanto
com o extrato bruto quanto com a fracdo hexanica promoveu tendéncia de aumento
na producédo de coldgeno quando comparado com as células submetidas ao estresse
oxidativo e nao tratadas, porém nao foi observada diferenca significativa entre todos

os tratamentos (Figura 27).
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Figura 27. Quantificacdo de colageno no meio de cultivo de células HFF
expostas ao estresse oxidativo e tratadas com o extrato bruto ou com a fragéo
hexanica.

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.16 e o meio de cultivo foi
submetido a ensaio colorimétrico para quantificagdo de colageno. Os dados representam a média +
erro médio, n = 3. Resultados avaliados pela analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste
de comparag8es multiplas de Tukey.
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5.14. Avaliacdo da Senescéncia

Os resultados obtidos para o ensaio de avaliacdo da atividade da enzima [3-
galactosidase associada a senescéncia celular mostraram que as células nao
expostas ao tratamento com peroxido de hidrogénio, que foi utilizado neste
experimento com o intuito de induzir a senescéncia celular por estresse, ja
apresentavam perfil de senescéncia celular, porém o tratamento com peroxido
provocou aumento no numero de células positivas para a 3-galactosidase. Nas células
tratadas com o extrato bruto houve tendéncia de diminuicdo na quantidade de células
coradas pela atividade da [(-galactosidase e nas células tratadas com a fracdo
hexanica houve diminuicdo da colora¢do associada a atividade da B-galactosidase,
sendo que esta coloracdo ndo apresentou diferenca em relagdo a das células ndo

expostas ao estresse oxidativo (Figura 28).
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Figura 28. Avaliagdo da senescéncia celular associada a atividade da enzima 8-
galactosidase.

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 4.18 e as células foram fixadas
e expostas ao X-GAL para visualizagéo da senescéncia celular por meio da quantificacéo da coloracéo
azul associada a atividade da enzima B-galactosidase. Os dados representam a média + erro médio, n
= 3. Resultados avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey. (*, p < 0,05 vs células ndo-tratadas; #, p < 0,05 vs células tratadas
com 300 uM de H203).
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5.15. Sintese dos resultados

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o extrato bruto e suas
frag0es sdo capazes de modular a atividade das enzimas do sistema de defesa
antioxidante, com aumento da atividade da SOD nas células tratadas com a F.EtOAc,
F.HEX e F.DCM, e aumento da atividade da CAT nas células tratadas com F.HA,
F.HEX e F.DCM. Contudo, somente nas células tratadas com o extrato bruto houve
diminuicdo da concentragdo intracelular de EROs, e ndo houve alteragdo dos niveis
de glutationa reduzida e de produtos da peroxidacdo lipidica para nenhum dos

tratamentos testados.

Foi observado que a F.HEX e a F.DCM ativam parcialmente o PPARaq, e

somente a F.HEX ativa parcialmente o PPARYy.

Nos ensaios de avaliagdo da expressao génica, a expressao génica de diversos
genes foi comparada em células submetidas ao estresse oxidativo e tratadas com a
F.HEX e com o Ext. Bruto em relacdo as células submetidas ao estresse oxidativo e

nao-tratadas.

Na avaliacdo da expressao génica de genes relacionados a homeostase da
matriz extracelular dérmica, foi observado que o tratamento com a F.HEX e com o Ext.
bruto promoveu diminuicdo da expressao génica da MMP-1 e ndo alterou a expressao
dos demais genes estudados (MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1, COLIAL1 e TGF-41).
E o ensaio de quantificacdo da producdo de coldgeno mostrou que ambos 0s

tratamentos nédo alteraram a quantidade produzida desta proteina.

Na avaliacdo da expressdo génica de genes relacionados a via de sinalizacao
das MAPK, foi observado que o tratamento com o extrato bruto promoveu aumento
na expressao génica da MAPK1, p38 e JUN, e diminuiu a expressao génica da MKP?7.
E o tratamento com a F.HEX e com o Ext.bruto ndo alterou a expresséao génica do
ERK, JNK e FOS.

Em relacdo a expressao génica de genes relacionados a inflamacé&o, observou-
se gue nas células tratadas com a F.HEX e com o Ext.Bruto houve diminuicdo da
expressdo génica da IL1A e da IL6, e aumento da expressdo de TNFa nas células

tratadas com o Ext. Bruto. Ambos os tratamentos nao alteraram a expressao do NF«B.
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N&o houve alteracdo da expressdo génica do NFE2L2, importante fator de

transcricdo envolvido na transcricdo de componentes do sistema de defesa
antioxidante celular.

Na avaliacdo da atividade da enzima [3-galactosidase associada a senescéncia
celular, verificou-se que o tratamento com a F.HEX foi capaz de diminuir o nimero de
células coradas pela atividade desta enzima, atenuando o fenétipo senescente das
células tratadas com esta fracao.
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Figura 29. Sintese dos resultados

llustracdo dos resultados obtidos nos ensaios realizados neste trabalho e dos resultados obtidos com
o0 extrato bruto em trabalhos anteriores do mesmo grupo de estudo. Resultado em roxo: Araujo, 2015;
Resultados em vermelho: Mesquita, 2016.
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6. DISCUSSAO

A pele € o 6rgao que prové a protecao primaria para o organismo contra danos
causados por fatores externos e é essencial para a manutencdo da homeostase do
organismo de forma geral. Durante o envelhecimento, as células que constituem a
pele tornam-se senescentes e a matriz extracelular dérmica é progressivamente
danificada o que altera a organizacdo e a capacidade de reparo da pele. Diversos
mecanismos estdo envolvidos no envelhecimento cutaneo, sendo um deles, o
estresse oxidativo que desempenha papel importante nas modificacbes da pele
envelhecida (Finkel e Holbrook, 2000; Rittié e Fisher, 2002; Bonté et al., 2019).

Uma abordagem que tem sido explorada para prevenir ou retardar o
envelhecimento cutédneo € a utilizacdo de produtos naturais, que historicamente ja
vém sendo amplamente utilizados para o tratamento de diversas patologias (Koehn e
Carter, 2005; Newmann e Cragg, 2016). Uma das possiveis fontes de obtencdo de
produtos naturais séo os fungos endofiticos que sao capazes de produzir diversidade
ampla de metabdlitos secundarios que apresentam diferentes atividades biologicas
(Strobel e Daisy, 2003; Gunatilaka, 2006; Gutierrez et al., 2012).

Neste sentido, foi explorado neste trabalho a capacidade do fungo endofitico
BVvFIl produzir metabdlitos secundarios capazes de atuar em aspectos que Sao
importantes para o envelhecimento cutaneo. O primeiro passo deste estudo foi realizar
a quantificacdo de polifendis e flavonoides nas fragdes do extrato, considerando que
estes compostos sdo conhecidos por apresentarem atividade antioxidante que pode
ser explorada no tratamento de desordens cutaneas (Chiang et al., 2012; Petruk et al.,
2017).

Foi verificado que o teor de polifendis foi diferente entre as fragbes do extrato
(Tabela 2), porém para todas elas a quantidade de polifendis encontrada foi maior que
a encontrada no extrato metandlico do fruto da planta Euterpe oleracea Martius (1,92
+ 0,18 pg/mg de extrato) que é capaz de proteger fibroblastos da derme humana
contra os efeitos deletérios promovidos por sua exposi¢ao a radiacdo UV por diminuir
a concentracao intracelular de EROs e aumentar os niveis de glutationa (Petruk et al.,

2017). Quando comparado com o teor de polifendis encontrado no extrato etanolico
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da raiz da planta Angelica acutiloba (28,6 ug/mg de extrato), que promoveu aumento
da sintese de colageno do tipo | e diminuicdo da expressdo de MMPs (Park et al.,
2017), o teor de polifendis da F. HA foi maior que o da referida planta. A presenca de
compostos polifendlicos nas fragdes do extrato indicam que elas podem atuar em

variaveis importantes para o processo de envelhecimento cutaneo.

Tendo sido demonstrado que as fragdes do extrato apresentam compostos
polifendlicos em sua composi¢ao, o proximo passo foi avaliar a atividade antioxidante
das fracOes do extrato e os resultados obtidos mostraram que as fracdes diferem
guanto a sua capacidade antioxidante. A maior atividade antioxidante foi encontrada
para a F.EtOAc que foi a que apresentou o maior teor de flavonoides. A fracdo DCM
apresentou atividade antioxidante maior que a fragdo HA, mesmo tendo apresentado
menor teor de polifendis e flavonoides que essa fracdo, 0 que sugere que a presenca
de outros compostos com atividade antioxidante deve ser investigada na fracdo DCM.
A menor atividade antioxidante foi encontrada para a fracdo hexanica, que também foi
a que apresentou menor teor de polifendis totais.

A atividade antioxidante das frac6es F.EtOAc, F.HA e F.DCM foi maior que a
apresentada pelo extrato da planta Michelia alba (ICs: > 1000 pug/mL) que possui acéo
protetora em células expostas ao UVB, sendo capaz de diminuir a expressao de MMPs
e aumentar a producao de colageno (Chiang et al., 2012). Em relagéo ao extrato bruto,
os resultados foram obtidos em trabalho anterior (Aradjo, 2015) e este também
apresentou quantidade significativa de compostos polifenélicos e apresentou
atividade antioxidante maior que a apresentada por todas as fragdes obtidas (ICso:
288,6 ug/mL).

Com o intuito de investigar o efeito do tratamento com o extrato bruto ou com
suas fracbes em parametros importantes para o envelhecimento cutaneo foi utilizada
cultura de fibroblastos dérmicos humanos, por estes serem o principal tipo de célula
presente na derme e serem responsaveis por produzir os principais componentes da
MEC (Tracy et al., 2014; Quan e Fisher, 2015). Algumas das alteracdes apresentadas
na pele envelhecida refletem o comprometimento da funcdo destas células e

correspondente remodelamento anormal da MEC dérmica e, por isso, os fibroblastos
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sdo amplamente utilizados como modelo celular para o estudo do envelhecimento

cutaneo (Tigges et al., 2014).

A investigagdo dos efeitos do tratamento com as fragbes do extrato sobre a
viabilidade celular de fibroblastos dérmicos humanos mostrou que ndo houve estimulo
da proliferacdo destas células, mas houve diminuicdo de sua atividade metabdlica
(Figura 7). Contudo, para todas as concentragfOes utilizadas, a viabilidade celular
permaneceu acima de 80%, fato pelo qual o tratamento com as fragOes foi

considerado ndo-citotoxico.

Um dos parametros de atividade das fracdes que foi avaliado foi a sua funcéo
em relacdo a modulagdo da atividade dos PPAR, pois estes receptores estao
relacionados a diversos fatores importantes para o envelhecimento cutaneo, tendo
sido demonstrado que a ativacdo de suas trés isoformas esta associada a regulacéo
da expressao de componentes da MEC e de genes envolvidos com processos de
resposta ao estresse oxidativo (Kwok et al., 2012; Ham et al., 2013; Briganti et al.,
2014; Jeon et al., 2015; Shin et al., 2016). Considerando que em trabalho anterior foi
demonstrado que o extrato bruto do fungo Phomopsis sp. € capaz de ativar as trés
isoformas do PPAR (Mesquita, 2016), foi levantada a hip6tese de que as fracdes deste

extrato também apresentariam esta atividade.

Como demonstrado no ensaio do gene repérter, somente a fracdo hexéanica e
a fracao diclorometano ativaram o PPARa promovendo uma ativagéo correspondente
a 66,4% e 70,8% da atividade de luciferase obtida pelo tratamento das células com o
bezafibrato, respectivamente (Figura 9). Contudo, os efeitos observados nao
ocorreram de forma dose dependente. Estes resultados sugerem a presenca de
moléculas nestas fragcdes que atuam como agonistas parciais deste receptor. Essa
acao agonista de PPARa apresentada por estas fragcbes do extrato estimula a
avaliacdo quanto a sua acao protetora em modelos de envelhecimento cutaneo devido
ao fato da ativagao do PPARa jé& ter sido implicada na diminuicdo da ativacdo do AP-
1 e do NF-kB, fatores que regulam a expressao de MMPs, sendo que esta diminui¢ao
ocorre devido a um mecanismo de transrepressao, em que o PPARa se liga, via

interacdo proteina-proteina, com a c-Jun ou com a subunidade p65 do NF-kB
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(Delerive et al., 1999), impedindo a ligacdo destes fatores aos seus elementos

responsivos.

Além disso, ja foi demonstrado que a utilizagdo de agonista do PPARa protege
fibroblastos dérmicos humanos dos danos induzidos pela radiacdo UV, de modo que
sua utilizacéo é capaz de promover diminuicdo da concentracdo de EROs intracelular,
diminuir a expressao da MMP-1 e aumentar a expressdo do pré-colageno do tipo |
(Shin et al., 2016). Em outro estudo realizado em ratos que apresentavam mutacao
no DNA mitocondrial, modelo animal de envelhecimento, foi mostrado que o
tratamento desses animais por 8 meses com o bezafibrato foi capaz de retardar o
surgimento de algumas caracteristicas do envelhecimento, como a perda de pélos, e
promoveu melhora no fenétipo da pele desses animais (Dillon et al., 2012).

O PPARR/d também é importante em vias que modulam o remodelamento da
MEC dérmica no processo de envelhecimento cutaneo. A ativacdo do PPARB/® é
capaz de promover a diminuicdo da fosforilagcdo de sinalizadores da via da MAPK e,
por consequéncia, diminuir a expressdo de MMP-1 e de MMP-2, diminuir a
concentracdo intracelular de EROs e aumentar a sintese de colageno do tipo | e do
tipo Il e da elastina (Kwok et al., 2012; Ham et al., 2013; Ham et al., 2014). Contudo,
diferente dos resultados obtidos para o extrato bruto (Mesquita, 2016), o tratamento
com as frac6es ndo promoveu alteracdes na ativacao desta isoforma do PPAR (Figura
10).

A ativacdo do PPARy tem sido associada a restauracdo da atividade de
enzimas do sistema antioxidante de fibroblastos expostos ao UV e a diminuicdo da
expressdo de MMP-1 e, por isso, este receptor tem sido visto como potencial alvo
terapéutico para tratar os danos foto-oxidativos da pele (Briganti et al., 2014). Os
resultados do ensaio de gene reporter obtido para as diferentes fragcbes mostraram
que a fragcdo EtOAc, a fracdo HA e a fracdo DCM nao apresentam atividade
no PPARYy, ao passo que, em células tratatadas com a concentracdo de 10 pg/mL da
fracdo hexénica a atividade da luciferase correspondeu a 40,87% da atividade
apresentada nas células tratadas com a rosiglitazona, agonista total do PPARy
(Figura 11).
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Dessa forma, o tratamento com a fracdo DCM foi capaz de modular a
atividade do PPARa e a fragdo hexanica apresentou agonismo parcial duplo para as
isoformas PPARa e PPARYy. Esta atividade é interessante, pois ja foi demonstrado que
compostos que apresentam atividade em ambos o0s receptores apresentam
capacidade de prevenir o envelhecimento dérmico por meio da estimulacdo da
proliferacéo de fibroblastos e aumento da expressao do colageno do tipo | (Jeon et al.,
2016).

Outro aspecto avaliado foi a capacidade do tratamento com as fragdes modular
a atividade de enzimas e alterar a concentracdo de moléculas pertencentes ao
sistema de defesa antioxidante celular em células expostas ao estresse oxidativo,
considerando que a diminuicdo da capacidade de defesa antioxidante associada ao
envelhecimento tem sido amplamente relatada na literatura. Estudos indicam que com
0 aumento da idade os niveis de EROs aumentam devido a reducédo da capacidade
antioxidante da pele, representada pela diminuicdo da atividade de enzimas como
a CAT e a SOD e deplecao dos niveis de glutationa na derme e epiderme (Kohen e
Gati, 2000; Tigges et al., 2014).

Ja foi demonstrado que a deficiéncia de SOD2 esta relacionada ao surgimento
de disfuncdo mitocondrial e senescéncia celular nas células da epiderme, sendo que
a deficiéncia desta enzima provoca o aparecimento precoce do fendtipo do
envelhecimento na pele de camundongos (Velarde et al., 2012). Em relacdo a CAT ja
foi demonstrado que a atividade desta enzima € menor na pele envelhecida (Shin et
al., 2005), e que o aumento da expressdo dessa enzima € capaz de aumentar a
sobrevida de camundongos e diminuir a incidéncia de patologias relacionadas ao

envelhecimento como cardiopatias e a catarata (Schriner et al., 2005).

O modelo de inducéo do estresse oxidativo pelo tratamento das células com
300 uM de H:O: utilizado no presente estudo provocou tendéncia de aumento nos
niveis de produtos da peroxidacdo lipidica (Figura 15), aumento da concentracédo
intracelular de espécies reativas de oxigénio (Figura 16) e diminuicao da atividade das
enzimas SOD e CAT (Figuras 12 e 13), o que condiz com resultados que mostram

que o acumulo intracelular de EROs provoca a inativa¢do da maior parte das enzimas
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antioxidantes, como a CAT, glutationa peroxidase e SOD (Shin et al., 2006; Kim et al.,
2017).

O tratamento das células HFF expostas ao estresse oxidativo com as fragbes
EtOAc, HEX e DCM promoveu aumento da atividade da SOD e o tratamento com as
fracbes HEX, HA, DCM promoveu aumento na atividade da enzima CAT, porém nao
foi identificada diminuig&o dos niveis de EROs intracelulares nas células tratadas com
as diferentes fragbes, tendo ocorrido somente tendéncia de diminui¢cdo na
concentracéo intracelular de EROs nas células tratadas com a F.HEX e tendéncia de
diminuicdo da peroxidacdo lipidica nas células tratadas com a F.EtOAc, F.HA e
F.DCM.

Em relacdo ao tratamento com o extrato bruto, foi demonstrado em trabalho
anterior que este é capaz de promover aumento na atividade da CAT (Araujo, 2015)
e no presente estudo foi demonstrado que o tratamento com o extrato bruto promove
diminuicdo dos niveis intracelulares de EROs, mas ndo é capaz de diminuir a
formacdo de produtos da peroxidacdo lipidica. Quanto aos niveis de glutationa
reduzida ndo houve alteracdes de seus niveis tanto nos fibroblastos expostos ao
estresse oxidativo quanto nos tratados com o extrato bruto ou com suas fracdes
(Figura 14).

O sistema de defesa antioxidante da pele € regulado por uma rede intimamente
interligada, e tem se tornado claro que os antioxidantes interagem de forma complexa,
assim mudancas no estado redox ou na concentracdo de um componente pode afetar
diversos outros componentes do sistema (Finkel e Holbrook, 2000; Bickers e Athar,
2006). Apesar das fracOes terem sido capazes de modular de forma positiva a
atividade de enzimas do sistema antioxidante, esta acao parece nao ser mediada pela
modulacdo da transcricdo génica do Nrf2, uma vez que tanto o tratamento com a
fracdo hexanica quanto com o extrato bruto ndo alteraram a expressao deste fator de

transcrigédo (Figura 25).

Considerando que a fracdo hexanica apresentou atividade agonista parcial do
PPARa e PPARy e aumentou a atividade da SOD e CAT, e que o0 extrato bruto
apresentou atividade agonista dos PPARa, B/, e y (Mesquita, 2016), aumentou a

atividade da CAT (Araujo, 2015) e diminuiu os niveis de EROs intracelular, estes
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tratamentos foram escolhidos para avaliagdo de sua influéncia na expresséo
génica de genes relacionados a manutencdo da homeostase da matriz extracelular
dérmica, a via de sinalizacdo MAPK, a via pré-inflamatoria e das
trés isoformas do PPAR.

Como amanutencdo da homeostase da matriz extracelular dérmica
compreende a coordenacgédo entre a producdo e a degradacdo de seus diversos
componentes, neste trabalho foi avaliado o efeito exercido pela exposicao das células
HFF ao peroxido de hidrogénio e de seu tratamento com a fracdo hexanica ou com o
extrato bruto na expressdo génica dos principais genes relacionados a producéo e

degradacdo de compostos da MEC dérmica.

Ja tem sido bem demonstrado que as EROs modulam o equilibrio entre
a degradacéao e a producao de colageno, que € o maior componente da derme e cuja
expressao € dependente da via de sinalizacdo do TGF-B (Quan et al., 2002; Luo et
al., 2016). O tratamento das células HFF com o perdxido de hidrogénio produziu
aumento na expressao do TGF-B1 (Figura 17), que € uma citocina multifuncional que
desempenha papel importante na regulacdo do crescimento celular, diferenciacéo e
biossintese do tecido conectivo extracelular, além disso, estimula a proliferacdo de
fibroblastos na derme para melhorar a sintese de colageno (Quan et al.,
2002, lizuka et al., 2017).

A expressao do TGF-B1 pode ser aumentada pelo estresse oxidativo em varios
tecidos, incluindo as glandulas mamaéaria (Barcellos-Hoff, 1993) e células mesangiais
humanas (Cruz et al.,, 2001). Luo e colaboradores (2016) mostraram que em
fibroblastos da pele de camundongos o tratamento com peréxido induziu aumento na
expressdo do TGF- e consequente aumento na expressao dos colagenos do tipo | e
lll. Quan e colaboradores também demonstraram  que na pele  exposta ao
UVB h& aumento progressivo na expressao do TGF-B1 por até 72h apds a exposicao

a radiacao (Quan et al., 2002).

Apesar de aumentar a expressdo do TGF-B1, o tratamento com perdxido
diminuiu a expressao génicado COL1A1l (Figura 17) e produziu tendéncia
de diminuicdo na quantidade de colageno nas culturas de fibroblastos (Figura 27),

demonstrando que a inducdo do estresse oxidativo foi capaz de induzir uma das
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principais caracteristicas observada no processo de envelhecimento cutaneo.
Contudo, outros estudos sdo necessarios para avaliar se o resultado obtido para a
diminuicdo na expressdo génica e na producdo de coldgeno nas células submetidas
ao estresse oxidativo est4 relacionado com a diminuicdo da expresséao e atividade do
receptor Il do TGF-3 e com a via de sinalizacdo das SMADS, que sao outros pontos

gue regulam a producao celular de colageno (Bicker e Athar, 2006).

Na andlise de expressdo génica o tratamento com peroxido aumentou a
expressao de MMP-1 (Figura 17). O aumento da expressao deste gene é comumente
associado a elevacbes das concentracdes de H:0., que é uma espécie reativa
livremente difusivel capaz de agir como mensageiro secundario em eventos celulares.
A alteracéo no estado de equilibrio do H.O. aumenta a sinaliza¢do de quinases que
modificam componentes de iniciacdo do complexo de transcricdo da MMP-1 levando
a uma alta producao desta enzima (Nelson et al., 2006; Briganti et al., 2008; Bartling et
al., 2014). Aléem de modificar a expressao da MMP-1, a exposicao dos fibroblastos ao
perdoxido de hidrogénio também provocou aumento na expressao génica da MMP-3,
diminuicdo da expressdo génica da MMP-2 e TIMP-1 e ndo alterou a expressao da
MMP-9 (Figura 17).

Desta forma, a inducéo do estresse oxidativo foi capaz de induzir alteragdes no
perfil de expressédo génica dos fibroblastos dérmicos humanos que sao importantes
para o envelhecimento cutaneo, por ter aumentado a expressao génica de
metaloproteinases, diminuido a expresséo do inibidor tecidual da MMP-1 e diminuido
a expressado génica do COL1AL1.

Considerando que o aumento da expressdo de MMP-1 e a diminuicdo da
expressdo de COL1Al estdo relacionados com a acdo de espécies reativas do
oxigénio sobre a propagacdo da transducdo de sinal da via de sinalizacdo das
proteinas quinases e suas fosfatases inibitorias correspondentes e na producédo de
mediadores pro-inflamatorios (Bartling et al., 2014; Du et al., 2016), foram avaliados
neste trabalho a influéncia do tratamento com o peréxido de hidrogénio na expressao

de genes pertencentes a estas vias.

O tratamento com peroxido de hidrogénio promoveu diminuigdo da expressao

génica de ERK e FOS e né&o alterou a expressao génica de JNK, JUN, MAPK1 e de
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p38 (Figura 23). Desta forma, o aumento da expressdo da MMP-1 e a diminuicdo da
expressao génica do COL1A1 mediada pelo tratamento das células HFF com peréxido
de hidrogénio parece ndo ocorrer por meio da modulacéo da expressédo génica dos
principais mediadores envolvidos na via de sinalizacdo MAPK. Porém, é necessario
avaliar futuramente se na expressao em nivel pds-traducional houve aumento da
forma fosforilada desses componentes, pois o tratamento com peroxido de hidrogénio
diminuiu a expressdo da MKP7 (Figura 25), uma fosfatase que regula
negativamente da via de sinalizagdo da MAPK (Ham et al, 2013). E possivel que
apesar da auséncia de aumento na expressao génica dos componentes da via MAPK
tenha havido uma maior ativagdo desses mediadores por meio da diminuicdo de sua

desfosforilacédo por acdo da MKP7.

O tratamento com peréxido diminuiu a expressdo do NFxB e IL6 e produziu
tendéncia de aumento na expressao da IL1A e nao alterou a expressédo do TNFa
(Figura 21). Apesar da ativagao do NFkB ser regulada pelo estado redox, sua ativagao
direta pelo H.O. ndo ocorre em todos os tipos celulares, ja tendo sido demonstrado
que o H:O. é capaz de suprimir a ativacdo do NFkB em neutréfilos murinos e em
astrécitos (Zmijewski et al., 2007; Choi et al., 2007, Oliveira-Marques et al., 2009).

Os resultados obtidos para a expressdo de genes envolvidos na resposta
inflamatoria em células HFF expostas ao tratamento com peréxido de hidrogénio
indicam que ndo houve a indugéo de um estado pré-inflamatério nessas células. Desta
forma, néo foi possivel estabelecer associacao entre a modulacao da expressao de
genes da via de sinalizacdo da MAPK e da expresséo de genes pré-inflamatérios com
0 aumento observado na expressdo génica de MMP-1 e MMP-3 e diminuicdo da

expressdo do COL1A1 observado nas células expostas ao estresse oxidativo.

Na analise da expressdo génica dos genes relacionados a manutencdo da
homeostase da matriz extracelular dérmica, foi identificado que nas células HFF
tratadas com o extrato bruto houve diminuicdo da expressdo de MMP-1 e tendéncia
de aumento na expressdo de MMP-2, MMP-3, TIMP-1, COL1Al e na producao de
coldgeno, e ndo houve alteracdo da expressdo do TGF-B1, e o tratamento com a

fracdo hexéanica diminuiu a expressdo de MMP-1, produziu tendéncia de diminuicédo
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da expressao de MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 e TGF-1, e tendéncia de aumento

na expressdo do COL1A1 e na producao de colageno (Figura 18).

Desta forma, tanto o extrato bruto quanto a fragcdo hexénica apresentaram
efeitos similares na expressédo génica da MMP-1 e do COL1A1, e devido ao fato de
ambos os tratamentos terem apresentado atividade agonista parcial nas diferentes
isoformas do PPAR, foi investigado se esta ativacdo € importante para os efeitos
observados na expressao génica destes genes.

Estudos demonstram que a ativacédo das trés isoformas do PPAR é capaz de
promover a diminuicdo da expressdo da MMP-1 e aumentar a expressédo de COL1A1.
Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os dados da literatura ao
mostrar que 0s agonistas das trés isoformas do PPAR diminuiram a expressao de
MMP-1 e aumentaram a expressao génica do COL1Al. J4 o tratamento com 0s
antagonistas das trés isoformas do PPAR produziu tendéncia de diminuicdo na
expressdo de MMP-1 e os antagonistas do PPARBS e PPARYy diminuiram a expressao
do COL1Al. O tratamento conjunto dos agonistas com antagonistas das trés
isoformas do PPAR foi capaz de reverter os efeitos produzidos pelos agonistas da trés
isoformas do PPAR indicando a eficacia do antagonismo destes receptores (Figuras
19 e 20).

Na presenca do inibidor do PPARa e do PPARYy houve reversédo da diminuicao
da expressao de MMP-1 promovida pelo tratamento com o extrato bruto e o tratamento
das células HFF com o extrato bruto na presenca dos antagonistas das trés isoformas
nao promoveu alteracdes significativas na expressao do COL1Al. A presenca dos
antagonistas das trés isoformas do PPAR néo interferiu nos efeitos mediados pelo
tratamento com a fracdo hexanica na expressao de MMP-1 e do COL1Al. Estes
resultados sugerem que a ativacdo do PPARa e do PPARy é importante para a
atividade do extrato bruto sobre a expressdo génica da MMP-1. Além de atuar na
ativacdo das trés isoformas do PPAR o extrato bruto também promoveu aumento da
expressao génica do PPARa e do PPARB/D, reforcando que o extrato bruto é capaz

de modular tanto a atividade quanto a expressao génica dos PPARs.

O extrato bruto ndo alterou a expresséo de ERK e JNK, e promoveu aumento

na expressao de p38, de JUN e MAPK1 e tendéncia de aumento no FOS (Figura 24).
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Desta forma, a diminuicdo na expressao de MMP-1 observada nédo pode ser atribuida
a regulacdo da expressao de genes da via de sinalizagdo da MAPK, pois com o
aumento observado na expressao de p38, de JUN e MAPK1 o esperado seria que
houvesse aumento concomitante da expressdo da MMP-1. Estudos das proteinas da
via da MAPK e de sua fosforilagdo devem ser realizados para melhor elucidacao dos

efeitos do extrato bruto nesta via.

A fracdo hexanica nao alterou de forma significativa nenhum dos componentes
da via da MAPK (Figura 24), assim também nao foi possivel estabelecer relacéo entre
alteracdes na expressao de mediadores da via de sinalizacdo MAPK e a diminuicao

da expresséo de MMP-1 promovida pela fragdo hexanica.

Na avaliacdo da expressdo de genes pro-inflamatorios, foi mostrado que o
tratamento com o extrato bruto diminuiu a expressédo da IL1A e da IL6, produziu
tendéncia de diminuicéo da expresséo do NFkB e aumentou a expressao do TNFa. O
tratamento com a fracdo hexanica ndo alterou a expressédo de NFkB e de TNFa, e
diminuiu a expressao da IL1A e da IL6 (Figura 22). Estes resultados indicam que tanto
0 extrato bruto quanto a fragcdo hexanica podem apresentar atividade anti-inflamatoria
por diminuir a expressédo da IL1A e da IL6 que sdo citocinas que estimulam a
expressao de MMP-1 (Du et al., 2016; Inoue et al., 2017).

Por fim, foi avaliada a capacidade do tratamento com perdxido de hidrogénio
induzir o fenétipo de senescéncia celular nas células HFF. A senescéncia celular
induzida por estresse € caracterizada pela alteracdo do estado redox da célula que
induz a expressdo de marcadores do envelhecimento, mudancas morfoldgicas e
aumento na coloragdo associada a atividade da p-galactosidase, representando assim
uma ferramenta Util na analise do envelhecimento induzido pelo estresse oxidativo (de
Magalhées et al., 2018).

O ensaio de avaliacdo da coloracdo associada a atividade da p-galactosidase
mostrou que os fibroblastos utilizados no experimento ja se encontravam no estado
de senescéncia, porém quando essas células foram expostas ao peréxido de
hidrogénio houve exacerbacéo do fendtipo de senescéncia celular, e o tratamento com
a fragédo hexanica diminuiu a coloracdo associada a senescéncia e o extrato bruto

produziu somente tendéncia de diminuicédo (Figura 28).
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A compilacdo dos resultados obtidos neste trabalho sugerem que tanto a fracéao
hexanica quanto o extrato bruto podem ser explorados na prevencdo do
envelhecimento cutaneo precoce, porém os resultados obtidos na investigacdo da
atuacao dos extratos nas principais vias de sinalizacdo envolvidas na modulagéo da
producdo de componentes importantes da matriz extracelular dérmica foram
inconclusivos, indicando que sao necessarios mais estudos para melhor compreensao

dos mecanismos de protecao promovido por esses metabdlitos secundarios.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que as fracdes do extrato bruto sao
ricas em compostos polifenélicos, porém o processo de fracionamento provocou
diminuicao da atividade antioxidante das fracdes quando comparado com a atividade
antioxidante apresentada pelo extrato bruto (Araujo, 2015). A fragdo diclorometano do
extrato foi capaz de modular a ativagcdo do PPAR a e a fragdo hexanica foi capaz de
ativar parcialmente duas isoformas do PPAR, a e y, porém esta fracdo nao foi capaz
de promover alteracfes significativas na expressao génica das trés isoformas do
PPAR, ao passo que o extrato bruto além de ativar as trés isoformas do PPAR

(Mesquita, 2016), também aumentou a expressao génica do PPAR a e do p/d.

Além disso, foi demonstrado que as fracdes acetato de etila, diclorometano e
hexanica sdo capazes de modular positivamente a atividade da enzima SOD, e as
fracOes diclorometano, hidroalcodlica e hexanica modulam positivamente a atividade
da enzima CAT, e o extrato bruto, além de aumentar a atividade da CAT (Araujo,
2015), foi capaz de diminuir a concentracdo intracelular de EROs. Tanto a fracéo
hexanica quanto o extrato bruto diminuiram a expresséo génica da MMP-1, sendo que
a ativacdo dos PPAR a e y foi importante para mediar essa acdo no caso do
tratamento com o extrato bruto. Por fim, somente a fragcdo hexanica foi capaz de

promover diminuicao significativa no fenétipo associado a senescéncia celular.

Desta forma, os resultados deste trabalho sugerem que tanto a fracéo hexanica
guanto o extrato bruto podem atuar em aspectos importantes para prevenir ou retardar
o processo de envelhecimento cutaneo e podem ser explorados como potenciais
compostos ativos contra o envelhecimento precoce da pele. Contudo, novos estudos
Sao necessarios para elucidar se as atividades sobre a expressao génica encontradas
nesse trabalho também ocorrem em nivel proteico. Além disso, € necessario avaliar
se o tratamento com esses metabdlitos secundarios provoca altera¢cdes no padrédo de

fosforilagdo dos mediadores da via de sinalizagdo MAPK.
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APENDICE A — INFORMACOES SOBRE OS PRIMERS E SONDAS TAQMAN

Os primers utilizados neste estudo foram padronizados por meio de construcao
de curvas padrdes para cada par de primers, partindo-se de uma amostra de RNA de
30 ng ou 20 ng que foram diluidas sucessivamente com fator de diluicdo de 5 vezes
para obtencdo das concentracdes desejadas. Os resultados estdo representados
como as médias dos valores dos ciclos limiares (Ct) dos genes em funcao do log da
concentracdo de RNA correspondente. A curva de dissociacdo dos primers (Melt
Curve) foi construida com o intuito de demonstrar a especificidade de amplificacao
dos primers, sendo que a especificidade de amplificacdo € demonstrada pela

presenca de um uUnico pico na curva de dissociacao.

A inclinacdo angular da reta (slope), obtida por meio da equacéo de regresséo
linear, foi utilizada para calcular a eficiéncia dos primers, de acordo com a seguinte

equacao:
Eficiéncia = 10¢1/slore) -1 x 100

As eficiéncias de amplificacdo do gene alvo e de referéncia foram consideradas
semelhantes quando variaram de 90% a 110%.

A validacdo dos primers MMP-2, MMP-9 e PPARS/S foi previamente realizada
por de Lima 2017, o primer da pg-actina foi validado por Martini 2013, e o primer do

PPARu foi validado por Mariella Guimaraes Lacerda.
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COL1A1

COL1A1 (Foward) - 5 — CCCCGAGGCTCTGAAGGTC -3’
COL1A1 (Reverse) — 5 — GGAGCACCATTGGCACCTTT -3

Tamanho do produto de amplificacdo: 131 pares de bases

A COL 1A 1 B o Mueit Curve
34+
Slope= -3,322
- -
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. E= 09.99%
o
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26 r . : ,
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[ 1 RNA (log) B

Figura 1. A) Curva de padronizagdo do COL1A1; B) curva de dissociagdo do COL1A1.

FOS

FOS (Foward) — 5 — GATACACTCCAAGCGGAGACA - 3’
FOS (Reverse) — 5 — CAGGTTGGCAATCTCGGTCT - &
Tamanho do produto de amplificacdo: 72 pares de bases

A FOS B Maeit Curve
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Figura 2. A) Curva de padronizagdo do FOS; B) curva de dissociagéo do FOS.
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JUN
JUN (Foward) — 5 — ACGGCGGTAAAGACCAGAAG - 3’
JUN (Reverse) — 5 — CTCGCCCAAGTTCAACAACC -3

Tamanho do produto de amplificacdo: 94 pares de base

A JUN B Melt Curve
40+ ) i
Slope= -3.250 i
o 2 |
o R*= 0.9986 N
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Figura 3. A) Curva de padronizag&o do JUN; B) curva de dissociagdo do JUN.

MAPK1

c
MAPK1 (Reverse) — 5 — GGATAAGCCAAGACGGGCTG - 3
Tamanho do produto de amplificacédo: 107 pares de bases

>

MAPK1 B oo

Slope= -3,391

R?= 0.9926
E=97.19%

Ciclo limiar - Ct
8

[
o

Y N ° N Vv
[ 1 RNA (log)

Figura 4. A) Curva de padronizagdo do MAPKZ1; B) curva de dissociagdo do MAPK1.
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MMP-1

MMP-1 (Foward) — 5" - GGGGTATCCGTGTAGCACAT - 3’
MMP-1 (Reverse) — 5 — CAGAGATGAAGTCCGGTTTTTC -3

Tamanho do produto de amplificacdo: 76 pares de bases

MMP-1 2 TR

Slope= -3,491

R?= 0,0087
E= 93,39%

Ciclo limiar - Ct
b5

[1RNA (log)

Figura 5. A) Curva de padronizagdo do MMP-1; B) curva de dissociagdo do MMP-1.

MMP-3

MMP-3 (Foward) — 5 — TTCAGCTATTTGCTTGGGAA — 3’
MMP-3 (Reverse) — 5 — CAAAACATATTTCTTTGTAGAGGACAA - 3’
Tamanho do produto de amplificacdo: 91 pares de bases

A MMP_3 B ) Maelt Curve

Slope= -3,596
R*= 0,9994
E= 90,63%
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Figura 6. A) Curva de padronizag&o do MMP-3; B) curva de dissociagdo do MMP-3.
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NFE2L2

NFE2L2 (Foward) — 5' — AGGTTGCCCACATTCCCAAA — 3
NFE2L2 (Reverse) — 5' — ACGTAGCCGAAGAAACCTCA — 3’

Tamanho do produto de amplificacdo: 108 pares de bases

Melt Curve

A NFE2L2 B '
35- o
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B . |
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Figura 7. A) Curva de padronizag&o do NFE2L2; B) curva de dissociagdo do NFE2L2.

TGF-B

TGF-B (Foward) — 5 — TTGAGGGCTTTCGCCTTAGC - 3’
TGF-B (Reverse) — 5 — GTAGTGAACCCGTTGATGTCC - 3’

Tamanho do produto de amplificacéo: 82 pares de bases

B Moit Curve

A TGF-8

40+
- Slope= -3.421 —
o R*= 0,9028
o 35- E=96.02% £
E { -
E
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Figura 8. A) Curva de padronizagéo do TGF-g; B) curva de dissociagéo do TGF-B.
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TIMP-1

TIMP-1 (Foward) — 5 — GAATGCACAGTGTTTCCCTGTTT - 3’
TIMP-1 (Reverse) — 5 — GTCCGTCCACAAGCAATGAG - 3’
Tamanho do produto de amplificacéo: 72 pares de base

B Melt Curve

A TIMP-1 ; !

30-

Slope= -3,213

Dol -
o R?= 0,9982
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Figura 9. A) Curva de padronizagdo do TIMP-1; B) curva de dissociagéo do TIMP-1.

PPARy

PPARYy (Foward) - 5 — CTGTCAGCTAGCCAAGTAGCA -3
PPARYy (Reverse) — 5 — GCCCGATGTAGAATTTGCTGG -3

Tamanho do produto de amplificacdo: 263 pares de base

A PPAR y B .| i
40 i | “ ‘.

- Slope= -3,542 f ,{

O R*= 0,9995 _ ‘ ;/
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Figura 10. A) Curva de padronizagdo do PPARYy; B) curva de dissociacéo do PPARYy.
110



Tabela 1. Informacdes sobre os primers

Tamanho do o
o . Eficiéncia dos
Gene alvo Sequéncia do primer (5°-3’) Produto de )
N primers
Amplificagéo
B-actina (F) CGGCATCGTCACCAACTG
51 pb 97,48%
B-actina (R) AAGGTGTGGTGCCAGATTTTCT (Martini, 2012)
MMP-2 (F) GCTACGATGGAGGCGCTAATG
169 pb 9.6,06%
MMP-2 (R) TCAGGTATTGCACTGCCAACTC (de Lima, 2017)
MMP-9 (F) GAACCAATCTCACCGACAGG
67 pb 9.7,45%
MMP-9 (R) GCCACCCGAGTGTAACCATA (de Lima, 2017)
PPARa (F) TTCGCAATCCATCGGCGAG 103,00%
(Primers
146 pb padronizados
PPARa (R) CCACAGGATAAGTCACCGAGG pela aluna
Mariella
Guimaraes)
PPARB/5 (F) ACTGAGTTCGCCAAGAGCATC 77 pb 94,62%
(de Lima, 2017)
PPARB/S (R) ACGCCATACTTGAGAAGGGTAA

Legenda: F, primer foward; R, primer reverse; bp, pares de bases.

TABELA 2. Informacdes sobre as sondas TAQMAN

Gene Cédigo identificador
IL-1A Hs00899844 m1
IL-6 Hs00985639_m1
NF-kB Hs00765730_m1
TNF-a Hs00174128 m1l
p38 Hs01047704_m1
ERK Hs00385075_m1
JNK Hs01548508 m1
MKP7 Hs00411837_m1
18S Hs99999901 _s1
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