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APRESENTACAO

Este trabalho foi estruturado na forma de capitulos para uma melhor explanagao do seu
conteudo.

O capitulo I ¢ composto por uma fundamentagdo tedrica dos principais assuntos
abordados nos capitulos seguintes e os objetivos (geral e especificos) do presente estudo.

O capitulo II apresenta a purifica¢do da fragdo de polissacarideos (fracdo LBP) a partir
das principais moléculas bioativas extraidas do fruto de Lycium barbarum, baseado em
experimentos mono ¢ bidimensionais de ressondncia magnética nuclear. Esta fracdo sera
utilizada em todos os experimentos posteriores apresentados nos demais capitulos desta tese. O
capitulo apresenta também a determinagao dos resultados referentes ao potencial antioxidante
pelo método DPPH, a permeagdo em pele de orelha suina (in vitro) e a aplicagdo isolada e
associada da fracdo LBP e do laser vermelho na protecdo da pele de camundongos hairless
contra o fotodano gerado pela exposicdo artificial a radiagdo ultravioleta.

O capitulo I1II ¢ composto por um estudo dos efeitos da fotobiomodulagdo associada a
fragdo LBP no tratamento do fotodano induzido por radiagdo ultravioleta na pele do dorso de
camundongos hairless.

A metodologia aplicada neste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal de Sao Carlos - UFSCar (n°040/2014) (Anexos).



RESUMO

No processo de envelhecimento ocorre uma diminui¢ao funcional organica. A radiagdo
ultravioleta (RUV), proveniente do sol, € o seu principal agente etiologico. Alteracdes celulares
e estruturais surgem como consequéncia da associacdo entre RUV e envelhecimento
cronoldgico. As pesquisas experimentais sobre envelhecimento devem ser desenvolvidas a
partir de parametros que separem as caracteristicas do fotoenvelhecimento do envelhecimento
cronoldgico e da busca por modelos animais com estrutura tegumentar analoga a de humanos.
Diferentes estratégias sdo utilizadas para a prevencao e tratamento do fotoenvelhecimento. A
analise fitoquimica de muitas plantas utilizadas com esta finalidade tem demonstrado que estas
contém substancias que apresentam efeitos antioxidantes importantes na prevengdo € no
tratamento do fotoenvelhecimento. A fotobiomodulacio (PBM) ¢ amplamente indicada no
tratamento do fotoenvelhecimento e tem sido utilizada em diferentes intensidades para
estimular ou inibir processos celulares e facilitar a absor¢do de substancias utilizadas como
protetoras contra danos celulares. Os efeitos moleculares da terapia por fotobiomodulagio
celular ainda ndo sdo completamente demonstrados e ha necessidade de mais estudos que
venham esclarecer estes mecanismos no processo de fotoenvelhecimento. Desta forma, a
proposta deste estudo ¢ investigar e contribuir na elucidacdo da agdo isolada e associada do
laser vermelho e do extrato do fruto de Lycium barbarum na prevengdo e no tratamento do
fotoenvelhecimento induzido na pele do dorso de camundongos hairless, através da
identificacdo dos principais componentes de uma fracdo de polissacarideos isolada a partir do
extrato do fruto de Lycium barbarum (fragdo LBP) por ressonincia magnética nuclear e das
técnicas de histologia, imunohistoquimica e imunofluorescéncia para analises qualitativas e
quantitativas de componentes da pele. Os resultados revelaram que as moléculas bioativas da
fragdo LBP possuem um potencial antioxidante e de permeagdo na pele. Os tratamentos
realizados com a fragdo LBP e a fotobiomodulagdo, durante a inducdo do fotoenvelhecimento,
foram eficazes na protecdo da pele contra o espessamento epidérmico em todos os grupos
experimentais ¢ a degradagdo das fibras de coldgeno, com excecdo do grupo que foi tratado
primeiramente com a fragdo LBP e em seguida com o laser vermelho. Os tratamentos ndo foram
capazes de reduzir os niveis de MMPs na pele dos camundongos Aairless gerados pela RUV.
Por outro lado, os tratamentos realizados apos a inducdo do fotodano promoveram uma
diminuicdo do espessamento da epiderme, dos niveis de c-Fos e c-Jun (AP-1) e dos niveis de
expressao da MMP-1, 2 e 9 em todos os grupos experimentais. O grupo que foi tratado primeiro
com a fotobiomodula¢ao e em seguida com a fracdo LBP apresentou um aumento dos niveis de
colageno I, III e FGF2, sugerindo um sinergismo nesta ordem de aplicagdo. Os resultados
sugerem a possivel utilizacao da fragcdo LBP em formulac¢des cosméticas devido seu potencial
antioxidante e facilitador de permeacao e ainda seu uso em associa¢do com laser vermelho para
fim de tratamento fotorejuvenescedor em procedimentos estéticos.

Palavras-chave: Radiag¢do ultravioleta. Fotodano. Lycium barbarum. Fragao LBP.
Antioxidante. Fotoprote¢do. Fotobiomodulagao.



ABSTRACT

In the aging process an organic functional decrease occurs. Ultraviolet Radiation
(UVR), from the sun, is its main etiological agent. Cellular and structural changes arise as a
consequence of the association between UVR and chronological aging. Experimental research
on aging should be developed from parameters that separate the characteristics of photoaging
from chronological aging and the search for animal models with a tegument structure analogous
to that of humans. Different strategies are used for the prevention and treatment of photoaging.
The phytochemical analysis of many plants used for this purpose has been shown to contain
substances that have important antioxidant effects in the prevention and treatment of
photoaging. Photobiomodulation (PBM) is widely indicated in the treatment of photoaging and
has been used in different intensities to stimulate or inhibit cellular processes and to facilitate
the absorption of substances used as protectors against cell damage. The molecular effects of
cellular photobiomodulation therapy have not yet been fully demonstrated and there is a need
for further studies that elucidate these mechanisms and understand the beneficial effects of this
therapy, including the photoaging process. Thus, the purpose of this study is to investigate and
contribute to the elucidation of the isolated and associated action of red laser and Lycium
barbarum fruit extract in the prevention and treatment of induced photoaging in the dorsal skin
of hairless mice, by identifying the main components of a polysaccharide fraction isolated from
the extract of the fruit of Lycium barbarum (LBP fraction) by nuclear magnetic resonance and
the techniques of histology, immunohistochemistry and immunofluorescence for qualitative
and quantitative analysis of skin components. The results revealed that the bioactive molecules
of the LBP fraction have antioxidant and permeation potential in the skin. The treatments
performed with the LBP fraction and photobiomodulation during photoaging induction were
effective in protecting the skin from epidermal thickening in all experimental groups and
degradation of collagen fibers, except for the group that was first treated with LBP fraction and
then with the red laser. The treatments were not able to reduce the levels of MMPs in the skin
of hairless mice induced by UVR. On the other hand, treatments performed after UVR-induced
photodamage decreased epidermal thickening, c-Fos and c-Jun (AP-1) levels and MMP-1, 2
and 9 expression levels on the dorsal skin of the hairless mice of all experimental groups. The
group that was treated first with the photobiomodulation and then with the LBP fraction showed
an increase of the levels of collagen I, III and FGF2, suggesting a synergism in this order of
application. The results suggest the possible use of the LBP fraction in cosmetic formulations
due to its antioxidant and permeation potential and its use in association with red laser for the
purpose of skin photorejuvenation treatment in aesthetic procedures.

Keywords: Ultraviolet Radiation. Photodamage. Lycium barbarum. LBP fraction.
Antioxidant. Photoprotection. Photobiomodulation.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 A pele

1.1.1 Caracteristicas ¢ fungdes

A pele € o maior 6rgao do corpo humano, representando cerca de 15% do peso corporal
total em adultos. Exerce multiplas fungdes vitais de protecdo contra agressdes ambientais como
aradiagdo ultravioleta (RUV), infravermelha e luz visivel emitidos pelo espectro solar, polui¢ao
ambiental, produtos quimicos, lesdes mecanicas e perda interna de 4gua. Essas funcdes
garantem a prote¢do de todos os sistemas bioldgicos, gragas a uma estrutura elaborada,
associando tecidos de origem ectodérmica e mesodérmica, como tecido epitelial, conectivo,
vascular, muscular e nervoso. A pele ¢ disposta em trés camadas, incluindo (da regido externa
para a interna) a epiderme e seus apéndices (foliculos pilossebaceos e glandulas sudoriparas),
a derme e a hipoderme. A fina estrutura da pele apresenta variagdes regionais no que diz a sua
espessura (variando de 1 a 4 mm), distribuicdo de apéndices epidérmicos, densidade de
melanocitos, entre outras. A pele ¢ uma estrutura flexivel que permite 0 movimento e se torna
uma barreira que isola os 6rgdos internos do microbioma externo, desempenhando um papel
essencial na protecdo imunologica da pele por ser uma barreira fisica (Kanitakis 2002, Serre,

Busuttil ez al. 2018).

1.1.2 Envelhecimento intrinseco e extrinseco

O envelhecimento da pele ¢ um processo continuo, resultado de dois mecanismos
sinérgicos: intrinseco ou cronoldgico, um processo que ocorre em todos os tecidos biologicos,
decorrente da passagem do tempo; e o extrinseco ou fotoenvelhecimento, que ¢ causado pela
exposi¢do repetitiva da pele a agentes nocivos, especialmente da radiacdo proveniente do
espectro solar (QUADRO 1) (Naylor, Watson et al. 2011, Vierkotter e Krutmann 2012). Em

geral, a pele envelhecida apresenta um desequilibrio entre a perda adequada e o reabastecimento
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de seus componentes estruturais e funcionais. A estrutura das fibras cutdneas ¢ a mais
severamente afetada pelo envelhecimento, e sua degeneragdo leva a uma perda gradual do
suporte tecidual com um consequente impacto estético (Weihermann, Lorencini ef al. 2017).
Alteragdes provenientes desses mecanismos, como modificag¢des do tecido conjuntivo, acumulo
progressivo de fibrocitos senescentes, levando a uma reducdo subsequente da producdo e
conteudo de colageno na pele, sdo as principais vias relacionadas ao envelhecimento cutaneo.
Adicionalmente, uma excessiva geracao e acimulo de superoxidos, promove a superprodugdo
local de metaloproteinases de matriz como resultado de inflamag¢do ou RUV (Kruglikov e
Scherer 2016).

QUADRO 1: Mudangas histologicas e clinicas observadas no envelhecimento intrinseco e
extrinseco.

CARACTERISTICAS ENVELHECIMENTO ENVELHECIMENTO
INTRINSECO EXTRINSECO
HISTOLOGICAS Fibras colagenas delgadas, Elastose
curtas e desorganizadas
Atrofia epidérmica Fragmentacao de colageno
Achatamento da jungao Espessura epidérmica irregular
epidérmico-dérmica
Reducdo de melandcitos, ~ Aumento dos glicosaminoglicanos
mastdcitos e Langerhans e proteoglicanos
Aumento dos marcadores
inflamatorios (mastocitos,
eosindfilos e células
mononucleares)
Melanogénese
CLINICAS Pele fina Pele atrofica e coriacea
Rugas finas Rugas grosseiras
Xerose Lentigos
Frouxidao Telangiectasia
Angioma Alteragdes na pigmentagao
Queratoses seborréicas Dermatite induzida pelo sol

Fonte: Quadro extraido e adaptado de Poon, Kang et al. 2015.
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1.2 Fotoenvelhecimento

1.2.1 Patofisiologia

O fotoenvelhecimento ou dermoeliose € um processo pelo qual os raios ultravioleta de
luz solar ou outros tipos de luz artificial, como lampadas incandescentes e fluorescentes,
induzem gradualmente alteragdes clinicas e histologicas na pele (Romanhole, Ataide et al.
2015). Os efeitos negativos do fotoenvelhecimento sobre a pele humana sdo geralmente
associados a radiacdo UVA e UVB (Akhalaya, Maksimov et al. 2014). A radiacdo UVB ¢
caracterizada como um agente mutagénico e indutor de cancer, pois causa danos diretos ao
DNA. A radiagdo UVA tem um maior taxa de penetracdo, atinge as camadas mais internas da
pele e estd associada principalmente a inducdo do estresse oxidativo, embora estudos recentes
tenham indicado um papel no desenvolvimento do cancer (Amaro-Ortiz, Yan et al. 2014).

A radiagdo ultravioleta induz o fotoenvelhecimento da pele através de sua adsorgdo
repetitiva, danificando diretamente as biomoléculas cutdneas que sdo ricas em cromoforos. O
mecanismo que compreende este processo envolve a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) que em excesso sdo prejudiciais a pele e podem causar danos oxidativos as células e
aos componentes da matriz extracelular (MEC) (Naylor, Watson et al. 2011). Concentragdes
mais altas de EROs podem causar danos as moléculas de DNA, acidos graxos, carboidratos e
proteinas, incluindo coldgeno e elastina (Rinnerthaler, Bischof e al. 2015). Como
consequéncia, uma ativagao do fator nuclear kappa-B, por EROs, induz a expressao de citocinas
de superficie celular, como a interleucina 1 (IL1), fator de crescimento epidérmico (EGF) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em queratinocitos e células dermais (Senftleben e Karin
2002, Ruland e Mak 2003). Essa inducdo supracitada regula positivamente a via de transducao
de sinal das quinases ativadas por mitégeno (MAPK), gerando uma transducdo de sinal a
jusante, onde fatores de transcricdo c-Fos e c-Jun passam por heterodimerizacdo, com a

subsequente formag¢do de AP-1. Um aumento na expressdo de metaloproteinases de matriz
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ocorre, estimulando a degradacdo da MEC dérmica, especialmente de procolageno I e III
(Fisher, Kang et al. 2002). Concomitantemente, uma redu¢do na sintese de colageno ¢
observada devido a inibicdo do receptor de fator de crescimento de transformagdo beta II
(TGF B II) na pele fotoenvelhecida apds a exposi¢ao a RUV (FIGURA 1) (Quan, He et al.

2002).

FIGURA 1: Diagrama esquematico que ilustra os mecanismos moleculares do
Fotoenvelhecimento.
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Fonte: Figura extraida e adaptada de Poon, Kang et al. 2015.
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FIGURA 2: Expressao de AP-1 nas diferentes camadas da pele.
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Fonte: Figura extraida e adaptada de Angel, Szabowski et al. 2001.

Com o avanco da idade, ocorre um actimulo de danos oxidativos na pele, devido ao
aumento de EROs gerados pela RUV. Estudos relataram que niveis aumentados do fator nuclear
AP-1 (FIGURA 2) e da atividade das metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) sao
encontrados na pele envelhecida e esses mecanismos promovem uma regulacdo da producao e
degradacdo do colageno (Chung, Kang et al. 2000, Fisher, Kang et al. 2002). As MMPs sdo
endopeptidases contendo zinco que possuem uma ampla gama de especificidades de substrato.
As agdes combinadas de MMP-1 (colagenase), 3 (estromelisina) e 9 (gelatinase) t€ém a
capacidade de degradar a maioria das proteinas que compdem a matriz extracelular dérmica
(Quan, Qin et al. 2009, Kim, Lee et al. 2011). Sao secretadas por queratinocitos e fibroblastos
dérmicos em resposta a multiplos estimulos, como estresse oxidativo, radiacdo e citocinas
(Hwang, Choi et al. 2012, Ham, Yoo et al. 2014). Até o momento, pelo menos 28 tipos de
MMPs foram identificadas, as quais exercem influéncia em varios processos fisiopatologicos,

incluindo fotoenvelhecimento, cicatrizagdo de feridas, crescimento e remodelamento
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esquelético, artrite, inflamagdo, angiogénese e cancer (Quan, Qin et al. 2009, Jung, Lee et al.
2010, Sbardella, Fasciglione et al. 2012).

As alteragdes na pele da face e do pescogo sdo mais evidentes e uma das maiores
queixas dos pacientes na dermatologia. Essas alteracdes, como rugosidade, pigmentacao
irregular, telangiectasia, rugas profundas e neoplasia, sdo frutos de uma combinagdo de
envelhecimento intrinseco e extrinseco; entretanto, foi sugerido que 80% do envelhecimento da
pele facial seja devido a exposicdo solar (Gilchrest 1989). O envelhecimento prematuro da pele
¢ consequéncia de um processo cumulativo que afeta principalmente o fototipo de pele mais
clara (Fisher, Kang et al. 2002). As alteracdes associadas ao fotoenvelhecimento ocorrem tanto
na epiderme quanto na derme (Menter, Sayre et al. 1996, Scharffetter-Kochanek, Wlaschek et

al. 1997).

1.2.2 Fototipo de pele versus fotodano

Uma escala semi-quantitativa, denominada “Escala Fitzpatrick”, ¢ composta por seis
fototipos de pele (relacionados a pigmentagdo) e foi desenvolvida na década de 1970 pelo Dr.
Thomas B. Fitzpatrick. A escala descreve a relagdo da cor da pele (pigmentacdo) com a
sensibilidade a RUV. Um método quantitativo (dose minima eritematosa - DME) ¢ usado para
informar a quantidade de RUV, especialmente a RUVB, necesséria para induzir queimaduras
solares na pele de 24 a 48 horas ap6s a exposicao, usando o eritema e o edema como pontos de
extremidade. A figura 3 representa o fendtipo de pele segundo a “escala Fitzpatrick” e sua
correlacdo com a DME, com os riscos de surgimento de um melanoma ou outros tipos de cancer

da pele (Perez-Sanchez, Barrajon-Catalan ef al. 2018).
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FIGURA 3: Relagdo da pigmentagdo cutanea com a sensibilidade a RUV.
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Melanina Epidermal

Fonte: Figura extraida e adaptada de Perez-Sanchez, Barrajon-Catalan et al. 2018.

Alguns efeitos da RUV que diferem devido aos diferentes fototipos de pele sdo:
fotodano no DNA, infiltracdo de células inflamatdrias, indu¢do de enzimas proteoliticas
associadas ao fotoenvelhecimento, proliferacdo de queratindcitos e imunossupressao (Rijken,
Bruijnzeel et al. 2004) Um estudo descreveu as diferencas na distribui¢do de danos no DNA
induzidos pela RUV entre individuos com fototipo I e II e os de fototipo V e VI. No entanto,
fotoprodutos de DNA restringiram-se a células po6s-mitoticas na parte superior da epiderme
(Fisher, Kang et al. 2002). A pele negra possui uma maior protecdo contra o fotodano gerado
pela RUV, como as queimaduras solares (exposi¢cdo aguda), o fotoenvelhecimento e a
carcinogénese (exposi¢do cronica) do que a pele branca (Rijken, Bruijnzeel et al. 2004). O
pigmento da pele parece aumentar a dose limite da radiacdo, induzindo uma resposta

inflamatoria na pele. Isto ¢ confirmado pelos dados que mostram que a DME de individuos de
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pele negra € um fator 2-10 maior que o de individuos de pele branca (fototipo VI comparado

com o I-III) (Fitzpatrick 1988).

1.2.3 Fotoenvelhecimento - Modelos experimentais in vivo

Nao apenas os camundongos transgénicos sdo amplamente empregados nos estudos do
fotoenvelhecimento da pele, mas também uma variedade de outros modelos animais tem sido
empregada para imitar condi¢des da pele humana e patologias (Avci, Sadasivam et al. 2013).

Os camundongos C57BL/6J, SKH1 e BALB/c sdo as trés principais linhagens utilizadas
em estudo de fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese. Sharma et al. (2011) investigaram essas
trés linhagens de animais para um potencial uso como modelo experimental para estudos de
fotodano agudo induzido. Os autores testaram estas trés estirpes como um modelo experimental
para estudos de fotodano agudo. Os animais foram expostos a RUVB e avaliados logo apos 3 e
20 horas da fotoexposic¢ao. Os achados revelaram que a pele da linhagem C57BL/6J apresentou
caracteristicas semelhantes as do fotoenvelhecimento, como o espessamento epidérmico,
infiltragdo da derme com células inflamatorias, indu¢do de mRNA para TNF-a, acimulo de
glicosaminoglicanos e perda de coldgeno. A linhagem SKHI respondeu similarmente; no
entanto, ndo houve indu¢do de mRNA para TNF-a ou sulfato de condroitina. Por outro lado, a
linhagem BALB/c demonstrou menos semelhangas com a pele humana nas respostas a RUVB
(Sharma, Werth ef al. 2011).

Camundongos e cobaias sdo amplamente usados em ensaios para o desenvolvimento
de novos compostos com efeito fotoprotetor. Entre os modelos de camundongos, o hairless,
principalmente albino, ¢ preferido devido a algumas vantagens sobre outras linhagens de
camundongos e por possuir uma similaridade com a pele humana. Devido a incapacidade destes
animais de produzir pigmentos, eles se tornam altamente suscetiveis ao cancer de pele e
possibilitam mensuragdes diretas dos efeitos de filtros de protecdo solar (Kim, Ananthaswamy

et al. 2003).
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A linhagem HRS/J vem sendo usada como modelo experimental de indugao artificial
de fotodano. Um estudo avaliou os efeitos de uma formulagdo de protecdo solar sobre a pele de
camundongos HRS/J submetidos a simulacao da luz solar (Hossy, da Costa Leitao et al. 2013).
Outro estudo investigou o efeito fotoquimioprotetor de uma fragdo proveniente de um extrato
particionado de folhas de Byrsonima crassifolia em animais da linhagem HRS/J expostos a
RUVB (de Souza, de Assis Dias Alves ef al. 2018). Assim, o uso desta linhagem de animais
hairless em estudos de avaliagdo do fotodano e possiveis fotoprotetores ou fotorejuvenecedores

¢ crescente e eficaz.

1.3 Prevencao e tratamento do fotoenvelhecimento

A evolugdo do crescimento médico e populacional tem promovido uma correlagdo
direta com o aumento do niamero de pessoas de meia-idade e idosas. Medidas dermatoldgicas,
tanto preventivas quanto para a restauracdo da pele, também tém aumentado, levando a uma
significativa demanda por tratamentos antienvelhecimento. Assim, a busca pelo
desenvolvimento de alternativas terapéuticas que promovam esses efeitos e a elucidagdo dos
complexos mecanismos biologicos que participam do envelhecimento cutidneo representam
questdes atuais e significativas que podem impulsionar ainda mais o mercado cosmético

dermatoldgico, ja tdo promissor atualmente (Weihermann, Lorencini et al. 2017).

1.3.1 Prevencdo da penetragdo da RUV (Bloqueadores)

Uma estratégia preventiva e primaria contra os danos gerados pela RUV ¢ a
fotoprotecao. Boas medidas de prote¢ao incluem uma combinacao do uso de roupas de protecao
solar, aplica¢do de protetor solar e prevengdo de exposi¢do ao sol durante o periodo com os
maiores indices de RUV. Protetores solares sdo grandes componentes primarios para a

prevencao do fotoenvelhecimento. Estes produtos podem ser divididos em dois grandes grupos:
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organicos (ou agentes quimicos) que absorvem fotons especificos de RUV e inorganicos (ou
bloqueadores fisicos) que refletem e espalham a RUV (Poon, Kang ef al. 2015). Em 2012, a
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou um regulamento técnico que se
aplica aos produtos cosméticos destinados a protecdo solar da pele e aos produtos
multifuncionais. Tal regulamento tem o objetivo de estabelecer as defini¢des, os requisitos
técnicos, os critérios de rotulagem e os métodos de avaliagdo de eficacia relacionados a estes
produtos e também assegurar a sua eficacia garantindo um elevado nivel de prote¢ao da satde
publica. Por fim, o regulamento também visa estabelecer critérios de rotulagem simples e
compreensiveis para orientar o consumidor na escolha do produto adequado (ANVISA, 2012).
O regulamento também definiu o método de comprimento de onda critico, como aquele para o
qual a 4rea sob a curva de densidade Otica que comega em 290 nm ¢ igual a 90% da area
integrada entre 290 e 400 nm no espectro de UV. Para um protetor solar ser rotulado como de
“amplo espectro” o comprimento de onda critico tem que ser maior ou igual a 370 nm.
Independentemente do tipo de filtro solar, o mais importante fator para a eficacia do protetor ¢
a quantidade total de filtro solar aplicado na pele, seguido pela uniformidade da aplicacdo e do

espectro de absorcao especifico do agente usado (Lautenschlager, Wulf et al. 2007).

1.3.2 Antioxidantes e extratos naturais

A fotoprotecao quimica e bioldgica continua sendo um grande desafio para as industrias
farmacéutica e cosmética (Kostyuk, Potapovich et al. 2018). Extratos de plantas e compostos
naturais sdo tradicionalmente utilizados no tratamento de patologias da pele, bem como
formulagdes cosméticas rejuvenescedoras e fotoprotetoras. A crescente demanda no mercado
consumidor por cosméticos naturais justifica a busca por propriedades bioativas e a avaliagdo
da eficacia destes produtos para combater os efeitos prejudiciais gerados pela RUV (Cavinato,

Waltenberger et al. 2017).
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Suplementos botanicos tém sido estudados para fins de uso na prevencao do fotodano
na pele gerado pela RUV. Alguns se destacam em seus efeitos protetores, como a Galla
chinensis, bem conhecida por suprimir significativamente a expressao de EROs e MMP-1
induzida por RUVB em fibroblastos dérmicos humanos e os niveis de MMP-1 na pele de
camundongos hairless e por reduzir a espessura e formacdo de rugas, aumentando a
elasticidade da pele (Sun, Hwang et al. 2015). Membros da familia Rubiaceae, como Coffea
arabica, Ixora parviflora e Neonauclea reticulata, demonstraram efeitos anti-
fotoenvelhecimento, resultando na inibi¢ao dos niveis de expressdo de MMP-1, 3 e 9 (Chiang,
Lin et al. 2011, Wen, Fan et al. 2012, Chiang, Chen et al. 2013). Cavinato et al (2017)
resumiram as principais atividades de alguns extratos vegetais contra o fotodano induzido pela
RUVB em diferentes modelos experimentais (FIGURA 4).

FIGURA 4: Resumo das principais atividades descritas para extratos vegetais contra danos
induzidos por UVB em diferentes modelos.
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Fonte: Figura extraida e adaptada de Cavinato, Waltenberger et al. 2017.
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1.3.3 Fotorejuvenescimento

Existem duas abordagens principais no gerenciamento atual do fotoenvelhecimento, as
quais incluem estratégias de prevencao e tratamento do fotodano. Produtos que tentam reverter
os danos existentes na pele, como retinoides topicos, 5-fluorouracil e cosmecéuticos em geral,
tém sido amplamente investigados (Poon, Kang et al. 2015).

Um avango na variedade de técnicas e no desenvolvimento de produtos cosméticos tem
resultado em melhorias na aparéncia da pele e favorecido a manutencao de caracteristicas como
nutricdo, boa textura, hidratagdo e integridade da matriz dérmica envelhecida (Roy, Sahu ef al.
2013). Estudos crescentes sobre a fisiologia da pele como um sistema bioldgico ativo vém
trazendo um maior entendimento sobre o quanto pode ser influenciado por aplicagdes topicas,
concomitantemente com a descoberta de novos ingredientes ativos e veiculos de formulacao,
promovendo o desenvolvimento de produtos mais eficazes (Dreno, Araviiskaia et al. 2014).

Agentes fisicos também sdo empregados como coadjuvantes para melhorar aspectos
da pele fotodanificada. Nos ultimos 15 anos, a Terapia Fotodindmica (PDT) topica também
demonstrou ser um método possivel para o fotorejuvenescimento, a técnica parece mostrar
excelente eficacia e tolerancia da pele a curto prazo (Le Pillouer-Prost e Cartier 2016). Também
a terapia de fotobiomodulagdo, no comprimento de onda do vermelho e infravermelho,
geralmente ¢ usada a fim de modular a atividade biologica em diferentes tecidos (Tsai e

Hamblin 2017), como sera descrito em maior detalhe no item 5.

1.4 Lycium barbarum

1.4.1 Botanica e fitoquimica

Lycium barbarum L. é um arbusto da familia Solanaceae, amplamente distribuido nas

regides aridas e semidridas do nordeste da China, sudeste da Europa e as areas do Mediterraneo.

30



O fruto de L. barbarum, também chamado Goji berry ou Wolfberry, ¢ utilizado na medicina
tradicional chinesa ha mais de 2300 anos na Asia Oriental (Xin, Wan ez al. 2011).

As bagas do fruto sdo consumidas em sopas, com mingau, arroz ¢ também adicionadas
a numerosos pratos feitos com carnes e vegetais. Os frutos sdo colhidos de agosto a outubro e
geralmente sdo desidratados, mas também podem ser consumidos frescos, como as folhas
jovens que sdo muito valorizadas. Recentemente, também tem sido amplamente comercializado
como alimento de satide e remédio antienvelhecimento nos paises ocidentais e os produtos
vendidos fora da Asia contém, de acordo com os fornecedores, exclusivamente bagas de Lycium

barbarum (Potterat 2010).

1.4.2 Fragdo de polissacarideos do extrato bruto de Lycium barbarum (LBP)

Muitos estudos sobre farmacologia e fitoquimica do fruto desta planta demonstraram
que L. barbarum apresenta uma grande quantidade de polissacarideos, sendo estes um dos seus
principais ingredientes ativos com efeitos antioxidantes (Liang, Jin ef al. 2011, He, Yang et al.
2012), na imunomodulagdo (Zhang, Zhou et al. 2011) e antitumorais (Mao, Xiao et al. 2011).
A analise fitoquimica também demonstrou outros constituintes incluindo hidratos de carbono,
carotenoides, flavonoides, aminoacidos, vitaminas e outros componentes (Potterat 2010).
Zhang et al (2015) identificaram através de andlise por cromatografia gasosa dois tipos de
fragdes de polissacarideos isoladas do fruto de Lycium barbarum. A fragdo nomeada LBP-d era
composta por oito tipos de monossacarideos: fucose, ribose, ramnose, arabinose, xilose,
manose, galactose e glicose, enquanto que a nomeada LBP-e era composta por seis tipos de
monossacarideos: fucose, ramnose, arabinose, manose, galactose e glicose (Zhang, Lv et al.

2015).
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1.5 Fotobiomodulagao

1.5.1 Mecanismo de acao

A fotobiomodulag¢do (PBM) pode ser definida como a conversido de energia luminosa
para energia metabdlica com uma subsequente modulagdo do funcionamento bioldgico das
células e tecidos. O laser ¢ uma fonte de energia eletromagnética, visivel ou ndo, e que se
encontra no espectro de luz que varia do infravermelho ao ultravioleta, passando pelo espectro
visivel. Os lasers utilizados para promover a fotobiomodula¢ao possuem caracteristicas como
coeréncia, monocromaticidade e unidirecionalidade, que permitem a entrega de niveis
significativos de energia, tornando esse tipo de luz uma modalidade terapéutica importante,
diferenciada e ndo invasiva (Rojas e Gonzalez-Lima 2011).

Os mecanismos envolvidos na fotoestimulagdo celular com PBM ndo estdo
completamente esclarecidos, mas sabe-se que esta terapia apresenta muitos efeitos em nivel
molecular, celular e tecidual. Acredita-se que o mecanismo bioldgico bésico por tras dos efeitos
da PBM, através da absor¢do de luz vermelha e infravermelha por cromoforos, seja em
particular o citocromo c oxidase (CCO), que ¢ a unidade IV na cadeia respiratoria localizada
dentro da mitocondria, e talvez também cromoéforos na membrana plasmatica das células,
levando posteriormente a uma cascata de eventos nas mitocondrias, bioestimulando véarios
processos. Os espectros de absor¢do obtidos para CCO em diferentes estados de oxidacao foram
registrados e demonstraram muita similaridade aos espectros de acdo para respostas bioldgicas
a PBM (Karu e Kolyakov 2005). Isto significa que a absor¢ao de energia luminosa pode causar
fotodissociagdo de ¢xido nitrico inibitorio a partir de CCO, levando ao aumento da atividade
enzimatica, do transporte de elétrons, do consumo de oxigénio, da respira¢ao mitocondrial e da
produgdo de ATP. Por outro lado, a PBM altera o estado redox celular induzindo a ativacao de
numerosas vias de sinalizagdo intracelulares, modificando a afinidade de fatores de transcri¢ao

relacionados com a proliferagdo, sobrevivéncia celular e reparo tecidual. Depois que os fotons
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sdo absorvidos pelos cromoéforos na mitocondria, a respiracdo e o ATP aumentam, mas além
disso, moléculas sinalizadoras, como espécies reativas de oxigénio (EROs) e 6xido nitrico (ON)

também sdo produzidas (FIGURA 5) (Gupta, Avci et al. 2013, Gupta, Dai et al. 2014).

FIGURA 5: Representagdo esquematica das vias de sinaliza¢do celular desencadeadas pela
PBM.
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Fonte: Figura extraida e adaptada de Huang, Sharma et al. 2011.

A PBM promove mudancgas na expressao de varios fatores de crescimento no tecido
irradiado, tais como, a liberacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
de crescimento de transformacgao beta 1 (TGF-B1), fator de crescimento de fibroblastos (FGF),
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e de citocinas envolvidas no reparo de

lesdes (Chung, Dai et al. 2012). Citocinas pro-inflamatorias como interleucina 1B (IL-1 B) e
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fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) s3o secretadas nas feridas irradiadas contribuindo para a

sintese de colageno, enquanto que os niveis séricos de IL-6 diminuiram (Lee, Park et al. 2007).

1.5.2 Fotorejuvenescimento com PBM

Um numero de diferentes modalidades de tratamentos ¢ empregado para prevenir e tratar
o fotoenvelhecimento. O uso de lasers e outras fontes de luz estd integrado no tratamento do
processo de envelhecimento cutaneo (Dierickx e Anderson 2005). A PBM tém sido utilizada
no tratamento estético de rugas finas, pele fotoenvelhecida e cicatrizes no processo de
fotorejuvenescimento (Avci, Gupta ef al. 2013), em vérias intensidades para estimular ou inibir
processos celulares (Barolet, Roberge ef al. 2009). O objetivo principal ¢ induzir uma forma
controlada de reparo tecidual com o aumento da sintese de coldgeno e remodelagcdo da matriz
dermal. Entre estes efeitos podem-se observar alteracdes endoteliais reversiveis, recrutamento
de neutrofilos, mondcitos e liberagdo de citocinas e fatores de crescimento que estimulam
fibroblastos posteriormente levando a um aumento da sintese e organizacdo de coldgeno e
elastina (Zelickson, Kilmer et al. 1999, Omi, Kawana ef al. 2003). Além disso, a literatura relata
que a irradiagdo com PBM promove a angiogénese ¢ o aumento do numero de fibroblastos na
pele (Neves, Matheus et al. 2013). Estas propriedades se mostram promissoras em uma possivel
associacdo da PBM com extratos vegetais.

Para que se obtenha uma resposta bioldgica adequada ¢ necessario atingir a dose 6tima
de radiacdo, através da escolha dos pardmetros adequados que envolvem o comprimento de
onda, densidade de energia e poténcia, o tipo de regime de operacdo do laser e o numero de
aplicagoes (Woodruff, Bounkeo et al. 2004). A PBM ainda permanece controversa devido a
compreensdo incompleta dos mecanismos basicos e a selecdo de pardmetros dosimétricos
inadequados que levaram a estudos com respostas negativas. Os efeitos bifasicos de resposta a
dose ou a curva de Arndt-Schulz em PBM (FIGURA 6), como a estimulagdo e inibi¢do, foram
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mostrados tanto em estudos in vitro quanto in vivo (Huang, Chen et al. 2009, Huang, Sharma
etal . 2011).

FIGURA 6: Modelo tridimensional da curva de Arndt-Schulz ilustrando como o tempo de
irradiancia ou de iluminag¢ao (fluéncia) pode ter efeitos bifasicos de resposta a dose na PBM.

Curva de Arndt Schulz (Modelo 3D)

Excedida densidade de poténcia e / ou tempo pode levar a
inibigao

Fonte: Figura extraida e adaptada de Huang, Sharma et al. 2011.

Dessa forma, uma compreensdo adicional da extensdo em que o efeito de resposta
bifasica a dose se aplica na PBM se faz necessaria para revelar pardmetros biologicos eficazes,
auxiliando futuras investigacdes em diferentes modelos experimentais, otimizando também os

tratamentos clinicos com PBM.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da fotobiomodulacdo com laser vermelho e da fracdo de
polissacarideos, isolada do fruto de Lycium barbarum, na prevengdo e tratamento do

fotoenvelhecimento cutdneo em camundongos hairless.

2.2 Objetivos especificos

= Identificar as principais moléculas bioativas de uma fracdo de polissacarideos
extraida do fruto de Lycium barbarum (fragio LBP), baseado em experimentos
mono e bidimensionais de ressonancia magnética nuclear.

= Avaliar o potencial antioxidante da fracdo LBP através do método radical DPPH e
de permeacdo na pele por meio de ensaio in vitro.

= Avaliar as respostas celulares e estruturais mediante a aplicacdo isolada e associada
da fracdo LBP e do laser vermelho na protecdo da pele de camundongos hairless
contra o fotodano gerado pela exposicao artificial a radiagdo ultravioleta.

= Avaliar as respostas celulares e estruturais mediante a aplicacdo isolada e associada
da fragdo LBP e do laser vermelho no tratamento do fotodano na pele de
camundongos hairless induzido por exposi¢ao artificial a radiagdo ultravioleta.

= Investigar a relagdo entre a ordem de aplicacdo dos tratamentos e as respostas
obtidas, a fim de elucidar possiveis efeitos sinérgicos produzidos pelas associagdes

dos tratamentos.
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CAPITULO II - IDENTIFICACAO BASEADA EM RMN DAS
PRINCIPAIS MOLECULAS BIOATIVAS DA FRACAO LBP E
SEUS EFEITOS DE PERMEACAO IN VITRO E DE
PREVENCAO DO FOTODANO CUTANEA IN VIVO
ASSOCIADO A FOTOBIOMODULACAO
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1. INTRODUCAO

A pele ¢ o principal meio através do qual um organismo interage com o seu ambiente
e estd regularmente exposta a condi¢des de dano oxidativo direto, incluindo radiagdo
ultravioleta (RUV) (Pittayapruek, Meephansan et al. 2016). O fotodano induzido pela RUV
gera mudancas indesejaveis na aparéncia da pele que ao longo do tempo levam ao aumento ou
aceleracdo da perda de reserva fisioldgica e de prote¢do (Gilchrest 2013). Estudos se fazem
necessarios nessa area devido a enorme demanda do consumidor por agentes que possam
impedir ou reverter esses danos. Varios metabolitos vegetais secundarios sdo dotados de
atividade antioxidante e foram estudados para prevenir, retardar e controlar o desenvolvimento
de patologias relacionadas a idade (Saewan e Jimtaisong 2015). Portanto, o potencial de uso de
antioxidantes naturais contra a RUV por via oral (Hwang, Sun et al. 2013, Lee, Im et al. 2018)
e topica (Hwang, Lee et al. 2014, Jeon, Kim et al. 2016) tem sido investigado. Alguns
compostos naturais apresentam propriedades de absor¢cdo da RUV e agem como antioxidantes,
reduzindo os efeitos prejudiciais da fotoexposicao e aumentando a capacidade antioxidante das
células da pele (Petruk, Del Giudice et al. 2018). O uso de antioxidantes exdgenos pode ser
uma valiosa estratégia para prevenir danos na pele induzidos pela RUV.

Como ja descrito no capitulo 1, o fruto de Lycium barbarum L. (L. barbarum) é bem
conhecido como um produto herbal chinés, potente como tonico nutritivo e tem sido usado
historicamente como anti-senil por milhares de anos (Jin, Huang et al. 2013). Os polissacarideos
isolados dos extratos aquosos do Lycium barbarum (fracdo LBP) foram identificados como um
dos principais ingredientes ativos, responsaveis pelas atividades bioldgicas (Zhang, Chen et al.
2005). Corroborando com tais propriedades tradicionais, estudos indicam que a fragdo LBP
possui uma gama de atividades bioldgicas como antioxidante, imunomoduladora, antitumoral,
radioprotetora, entre outras (Amagase e Nance 2008, Jin, Huang et al. 2013). Sua composic¢ao

foi elucidada por andlises quimicas incluindo hidrélise enzimadtica régio-seletiva, alcalina e
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acida e métodos espectroscopicos envolvendo cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia
de massas, espectrometria de massas com ionizagdo por “electrospray” de alta resolugdo e
ressonancia magnética nuclear mono e bidimensional, respectivamente (Gao, Ali ef al. 2008).

A associacdo das atividades bioldgicas benéficas de extratos de plantas com métodos
fisicos, como a fotobiomodulagado, tem sido estudada com relagdo ao seu potencial de protegao
contra o fotodano gerado pela RUV. A terapia com laser de baixa intensidade, foi descoberta
no final dos anos 1960, mas s6 recentemente tem sido amplamente aplicada na dermatologia
(Avci, Gupta et al. 2013). Esta terapia tem provado ser uma ferramenta util para a modulacao
do metabolismo celular (Silva, Machado ef al. 2018) e sua associagdo com extratos naturais
antioxidantes parece ser uma estratégia util na prote¢do da pele contra os danos nocivos da
RUV.

Nao hé relatos sobre a associagdo dos efeitos antioxidantes da fracdo LBP e da
fotobiomodulagdo com laser vermelho contra o fotodano da pele gerado pela exposi¢ao a RUV.
Devido ao potencial de ambas as terapias, o presente estudo teve como objetivo identificar as
principais moléculas bioativas de uma fracao de polissacarideos extraidas do fruto de Lycium
barbarum (fragdo LBP), baseado em experimentos mono e bidimensionais de ressonancia
magnética nuclear, bem como determinar o potencial antioxidante e de permeagdo na pele da
fracdo LBP e ainda investigar a aplicacdo isolada e associada da fracdo LBP e do laser vermelho
na protecao da pele de camundongos hairless contra o fotodano gerado pela exposi¢do artificial

a radiacdo ultravioleta.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisicao do fruto de Lycium barbarum

Os frutos desidratados de Lycium barbarum, foram exportados por Qingdao Gufeng
International Trade CO. LTD., com origem da China e numero de lote de WZW14018. Os
mesmos foram adquiridos comercialmente em margo de 2014, na Casa Oriente Produtos
Naturais, situada no mercado municipal de Rio Claro/SP, onde eram vendidos prontos para

consumao.

2.2 Obtenciao do extrato de polissacarideos do fruto de Lycium barbarum

A extracdo e o isolamento da fragdo de polissacarideos foram realizados segundo
protocolo de (Ke, Zhang et al. 2011). Foram pesados 300 g do fruto de Lycium barbarum (seco
e triturado), adicionados a 2 L de etanol (95%) ¢ mantidos sob refluxo durante 5 horas a
temperatura de 75°C, para a remoc¢ao dos lipideos. Esse procedimento foi realizado trés vezes
e o sobrenadante das extracdes foi descartado apds filtracdo. Em seguida, um extrato aquoso
foi obtido através da adicdo de 1 L de 4dgua destilada ao material precipitado a cada 3 horas
durante quatro vezes a temperatura ambiente. O extrato final (4 L) foi filtrado (papel
qualitativo), liofilizado e o seu volume foi reduzido 10 vezes (400 mL). Logo apés o material
obtido foi precipitado em etanol 95% (4 L) por 12 horas a 4°C (FIGURA 7).

O extrato foi submetido a filtragdo a vacuo e o material precipitado foi lavado com
etanol absoluto, acetona e éter, sucessivamente. O precipitado lavado obteve um rendimento de
massa final de 26 g e 0 mesmo foi definido como fracdo de polissacarideos (Fracdo LBP) e

armazenado em freezer (£20°C).
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2.3 Espectro Ultravioleta da fracio LBP

Um espectro ultravioleta da fracdo de polissacarideos extraidos do fruto de Lycium
Barbarum foi realizado para a verificagdo da auséncia de proteina na fragdo. Para isso, 1 mg da
fragdo denominada LBP foi solubilizada em 10 mL de 4gua destilada e lida em
espectrofotometro (Modelo U-200, Hitachi, Japao). A auséncia do pico na faixa dos 280 nm foi
sugerida para determinar a auséncia de proteina na fracdo de polissacarideos (LBP).

FIGURA 7: Obtencdo da fragdo de polissacarideos (LBP). A: Processo de liofilizagdo. B:
Material precipitado em etanol 95%.

Fonte: Acervo do autor (2018).

2.4 Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e C da frag¢io LBP e
experimentos bidimensionais

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Bruker Avance III — 14,1
Tesla (600,23 MHz para frequéncia do hidrogénio) com magneto blindado (Ultrashield Plus®).
O espectrometro ¢ equipado com sonda criogénica TCI (Triple Resonance Cryoprobe Inverse)
de 5 mm, com bobinas de 'H e 3C e pré-amplificador refrigerados a uma temperatura de
aproximadamente 77K. A sonda possui bobina de gradiente de campo no eixo z (53G/cm) e

unidade de ajuste automatico de sintonia — ATMA® (Automatic Tunning e Matching). As
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amostras foram preparadas transferindo-se 200 mg da fracdo LBP para os tubos de RMN de 10
mm de diametro, seguido da adicdo de 2 mL do solvente Dimetilsulféoxido (DMSO). Os
experimentos foram feitos em uma temperatura de 25°C (TABELA 1). O processamento para
os espectros de RMN de 'H foi feito aplicando-se uma transformada de Fourier com 65.536
pontos (SI), a fase (apk) e as linhas de base foram corrigidas automaticamente. Para os espectros
bidimensionais, os dados foram processados aplicando-se uma transformada de Fourier com
2048 pontos em F2 (SIF2) e 512 em F1 (SIF1), utilizando a func¢do de apodiza¢do seno
quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 3, em ambos os eixos. A fase foi ajustada
manualmente.

TABELA 1: Parametros de aquisi¢do dos espectros de RMN.

Parimetros* H gCOSY gTOCSY gHSQC gHMBC
sequéncia de pulsos | Icpnf2  Cosygpprqf dipsi2gpphpr hsqcetgp  Hmbcgplpndgf
TD - TDF2 65.536 4.096 4.096 4.096 4.096
TDF1* - 256 256 256 256
SW - SW2 (ppm) 20,02 16,02 20.02 16,02 16,02
SW1*(ppm) - 16,02 20.02 238,82 238,82
AQ-AQF2 (s) 2,72 0,21 0,17 0,17 0,17
AQF1* (s) - 0,01 0,01 0,003 0,004
Ns 128 8 32 80 96
p1 H (us) 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
pl BC* (us) - - - 14,00 14,00
d1 (s) 24 1,0 1,0 1,0 1,0

A Nomenclatura Bruker. * somente para os experimentos bidimensionais. TDF2 - nimero de pontos do dominio
de tempo direto; TDF1 - nimero de pontos do dominio de tempo indireto; SW2 - janela espectral do dominio
direto; SW1 - janela espectral do dominio indireto; AQ-F2 - tempo de aquisi¢ao no dominio direto; AQ-F1 - tempo
de aquisi¢do no dominio indireto; ns - nimero de promediacdes; pl 'H - duragdo do pulso de 90° 'H; pl — 13C -
duracdo do pulso de 90° 13C; d1 - tempo de relaxagdo.
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Os espectros de 3C {!H} foram realizados com a sequéncia de pulso zgpg30, sem
girar a amostra e em temperatura de 80°C. A amostra foi dissolvida em D>0. O experimento foi
realizado em equipamento 9,4 Tesla (400,13 MHz para frequéncia do hidrogénio), operando
com uma sonda com ajuste automatico de sintonia (ATMA®) e temperatura variavel entre -120
a 150°C. Os parametros de aquisi¢ao foram: nimero de pontos do dominio de tempo (TD)
32.768; janela espectral (Kim, Ananthaswamy et al.) 240,0 ppm; tempo de aquisicdo (Afaq e
Mukhtar) 0,68 s; nimero de promediagdes (ns) 92.160; duragio do pulso de 30° (*C) 4,95 ps;
frequéncia central do pulso (O1P) 100,0 ppm; tempo de relaxagdo (d1) 0,2 s; programa de

desacoplamento (CPDPRG) waltz16; e duragdo do pulso de 90° para desacoplamento 90 ps.

2.5 Determinacio da atividade antioxidante da fracio LBP pelo método do

radical DPPH

Para a determinacdo da atividade antioxidante da fracdo LBP, 2 mg da amostra foi
pesada e solubilizada em 1 mL do solvente DMSO, chegando a concentra¢do de 2mg/mL. Uma
diluicdo seriada foi realizada a partir da concentracdo inicial de 2 mg/mL para 1 mg/mL, 500
pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,5 pg/mL, obtendo ao final sete concentracdes
diferentes. Foram preparados 7 tubos de ensaio contendo 150 pL de cada uma das
concentragdes obtidas da dilui¢do seriada. Uma solugdo foi preparada contendo 3,9 mg de
DPPH (Sigma-Aldrich) em 100 mL de metanol e ap6s completa solubilizagdo 2.850 pL da
mesma foi acrescentada em cada tubo de ensaio pré-preparado na diluigdo seriada, totalizando
3 mL (150uL de amostra e 2.850 pL de solugdo de DPPH em cada tubo), apresentando uma
variacdo de concentracdo final nos 7 tubos de 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 ng/mL,
6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL, 1,56 pg/mL. Os experimentos foram realizados em triplicata. Apds a
adicdo da solu¢do do DPPH nas amostras, foi aguardado o tempo de 30 minutos para a reagado

e o inicio das leituras em espectrofotometria, no comprimento de onda de 517 nm. Como
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controle negativo, foram consideradas as leituras realizadas da solu¢do de DPPH sem amostra
e como controle positivo, foi utilizado um antioxidante ja estabelecido na literatura, o acido
ascorbico. A leitura do branco (solvente utilizado) foi feita para a calibracdo do equipamento e
em seguida as leituras foram realizadas. As absorbancias foram computadas e o calculo da
porcentagem de inibi¢do da oxidagdo foi feito através da seguinte férmula:

(Controle — Amostra)
' X 100

% inibicao = Control
ontrole

2.6 Formulacao gel de LBP a 5%

Uma formulagdo em gel, contendo a fracdo LBP a 5% foi preparada para os ensaios de
permeacgdo cutanea in vitro € 0os experimentos in vivo. Para isso, 5 g dos polissacarideos isolados
do fruto de Lycium barbarum (LBP) e 2,5 g de hidroxietilcelulose foram adicionados e

homogeneizados a 95 mL de 4dgua ultrapura.

2.7 Andlise da permeaciio cutinea in vitro da fracio LBP por Fluorometria e
Microscopia Confocal de Fluorescéncia

Para os ensaios de permeag¢do da formulagdo em gel da fragdo LBP a 5%, um
fluoroforo denominado rodamina B foi usado como marcador de permeagdo para confirmar se
houve ou ndo a penetragdo da formulagdo em teste. Através da fluorometria foi possivel realizar
uma analise quantitativa da permeagdo em diferentes camadas da pele, e ainda uma anélise
qualitativa da distribuicdo da formula¢ao na pele por microscopia confocal de fluorescéncia.

As andlises de permeagdo foram realizadas em modelo de pele de orelha suina
(in vitro) baseado em metodologia anteriormente descrita (Praca, Bentley et al. 2011). O
aparato utilizado para avaliar a permeag¢ao cutinea foi composto por células de difusdo vertical

tipo Franz com um compartimento receptor de 15 mL e uma area de difusdo de 1,1 cm? As
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amostras de pele dermatomizadas (espessura =~ 500 um) foram pingadas entre as duas cadmaras
verticais das células de difusdo, com o estrato corneo voltado para o compartimento doador e a
derme voltada para o compartimento receptor (FIGURA 8). O compartimento receptor foi
mantido a temperatura de 25°C (temperatura ambiente) com homogeneiza¢do constante em
500 rpm.

FIGURA 8: Amostras de pele dermatomizadas pingadas entre as duas cdmaras verticais de
células de difusdo (Tipo Franz).

meio doador

Pele suina >

meio receptor

Fonte: Imagem extraida e adaptada de https://goo.gl/images/cVJTP2.

Foi aplicado no compartimento doador, 0,9 g das seguintes formula¢des: HEC (0,1 g de
hidroxietilcelulose em 4 mL de 4agua ultrapura, usado como controle interno,
HEC+RODAMINA (0,1 g de hidroxietilcelulose e 0,4 g de rodamina em 4 mL de agua
ultrapura) e HEC+RODAMINA+LBP5% (0,1 g de hidroxietilcelulose e 0,4 g de rodamina em
4 mL da fragdo de LBP a 5%), com n=2 para a fluorometria e n=2 para microscopia confocal
de fluorescéncia, para cada formulacdo supracitada. Em seguida, o compartimento foi vedado
com plastico filme e mantido ao abrigo da luz. O compartimento receptor foi preenchido com
solugdo tampao fosfato (30 mM, pH 7.2) e o experimento foi conduzido por 18 horas. Em
seguida, as peles foram retiradas do aparato e o excesso de formulacdo foi removido

cuidadosamente com papel absorvente. Todo o volume do compartimento receptor foi coletado
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para quantificar a rodamina (fluoréforo) que permeou através da pele. Para avaliar a quantidade
de rodamina retida na pele, foi realizado o procedimento de extracdo por fita adesiva, para
separar o estrato corneo (EC) das camadas restantes, epiderme mais derme (EP+D). O EC foi
obtido por tiragem (tape-stripping) de 15 fitas adesivas de celofane (3M, Scotch Book Tape,
MN, EUA), sendo que a primeira fita foi descartada (FIGURA 9). O tecido restante contendo
a epiderme mais derme (EP+D), sem o EC foi cortado em pedagos pequenos e triturado com o
auxilio de um triturador de tecidos (Politron). Tanto as fitas obtidas por tiragem contendo EC,
quanto o tecido restante triturado contendo a EP+D foram colocados em tubos plasticos
contendo 5 mL de metanol-dgua (3:1), no qual foi usado como solvente de extragdo para
amostras EC e EP + D. Apos 15 minutos de extragdo da rodamina, as amostras foram
centrifugadas por 3 min a 2500 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo plastico e
em seguida foram realizadas leituras das absorbancias das amostras (duplicata) em Fluorimetro
(RFPC-PRO) com éarea de integracao de 530 — 690 nm (fenda de 1.5). Amostras da solugdo
receptora, coletadas do aparato apds o ensaio de penetracdo das formulagdes no modelo de
células verticais, também foram submetidas a leitura juntamente com as amostras das diferentes
camadas da pele (EC e EP+D).

FIGURA 9: Amostras de pele fixadas para a remog¢ao do estrato corneo através da técnica de
tape-stripping com fitas adesivas de celofane.

Fonte: Acervo do autor (2018).
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Ap6s a remocao das peles do aparato das células verticais, duas amostras de cada
formulag¢do foram processadas para a técnica de microscopia confocal de fluorescéncia. Ao
término do experimento de permeacao das formulacdes, as amostras de pele foram congeladas
com auxilio de nitrogénio liquido e um gel crioprotetor (TissueTek-Sigma). Em seguida, as
mesmas foram cortadas em criostato (50 um de espessura) e fixadas em laminas para posterior
analise da distribuicdo da rodamina nas diferentes camadas da pele. As laminas foram
analisadas e as imagens foram capturadas em microscopio confocal de fluorescéncia — excitagao

em verde (TCS SPS, Leica).

2.8 Animais e divisdo dos grupos experimentais

Para a composi¢do do grupo experimental, 48 camundongos fémeas hairless da
linhagem HRS/J, com idade aproximada de 6 semanas foram adquiridas do Biotério Central —
UT/CCBS da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul. Apos a chegada dos animais no
Biotério do Departamento de Fisioterapia — Dfisio/UFSCar, os mesmos passaram por um
processo de duas semanas de adaptagdo ao novo ambiente, atingindo assim a idade necessaria
para o inicio dos experimentos (8 semanas). Durante o periodo experimental, todos os animais
foram agrupados (cada grupo experimental/caixa) em gaiolas de polipropileno
(30 x 32 x 18 cm), forradas com serragem e com livre acesso a dgua e alimento. Os animais
foram mantidos em um gabinete biotério (Insight) com programa de iluminagao artificial (ciclo
claro/escuro 12h x 12h), com inicio do periodo claro as 6:00 horas e de exaustdo que mantinha
sua temperatura interna igual a do ambiente em que estava alocado, o biotério do
DFisio/UFSCar com temperatura controlada a 23°C + 1°C. Os animais foram divididos

aleatoriamente em 6 subgrupos (n=8), conforme a figura 10.
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FIGURA 10: Divisao dos grupos experimentais.
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Fonte: Imagem (camundongo) extraida de: https://www.criver.com/sites/default/files/resource-files/sho-mice-us-
pricing.pdf.

CS (n=8) - animais que ndo foram fotoenvelhecidos, CFE (n=8)* - animais que foram fotoenvelhecidos, LBP
(n=8) - animais que foram fotoenvelhecidos e tratados com a fracdo LBP, LASER (n=8) - animais que foram
fotoenvelhecidos e tratados com laser vermelho, LBP+L (n=8) - animais que foram fotoenvelhecidos e tratados
com a fracdo LBP ¢ em seguida com laser vermelho ¢ L+LBP (n=8) - animais que foram fotoenvelhecidos e
tratados com laser vermelho e em seguida com a fragdo LBP). *1 animal morreu durante o experimento.

2.9 Inducio do fotoenvelhecimento

O procedimento para fotoenvelhecer a pele dos animais foi realizado através da
administracdo de doses sub-eritematosas de luz ultravioleta (Brandwilliams, Cuvelier et al.)
com regime de exposi¢do cronico e cumulativo, sem ocasionar lesdes carcinogénicas. Durante
o procedimento os animais permaneceram dentro de um recipiente plastico, sem qualquer
restri¢do de movimento, conscientes e sem necessidade de anestesia, visto que tal procedimento
ndo causou dor ou sofrimento aos mesmos. O fotoenvelhecimento dos grupos experimentais
foi induzido por uma lampada incandescente - Ultra-Vitalux 300 W (OSRAM, Augsburg,

Alemanha) - que ¢ semelhante, no seu espectro de emissdo, ao perfil espectral da luz solar
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(FIGURA 11). A irradiancia da lampada incandescente foi mensurada com o auxilio de um

radidmetro de pesquisa, através do software SpectraSuite (Ocean Optics, Dunedin, FL, USA),

equipado com um sensor de fibra optica (FIGURA 12). Nesse estudo foi padronizado uma
irradiancia de 0,1 mW/cm? de UVB (280 a 315 nm), 0,8 mW/cm? de UVA (315 a 480 nm) e

3,89 mW/cm? de irradiancia total da lampada (280 a 886 nm) a uma distancia de 70 cm entre a

lampada e o dorso dos animais durante as sessdes de irradiagao.

FIGURA 11: A: Lampada incandescente - Ultra-Vitalux 300 W (OSRAM, Augsburg,
dos animais a ldmpada incandescente (inducdo do

Alemanha), B: Exposi¢do
fotoenvelhecimento).
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Fonte: Acervo do autor (2018).
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FIGURA 12: Espectro de irradidncia da lampada incandescente Ultra-Vitalux 300 W
(OSRAM, Augsburg, Alemanha), obtido a 70 cm de distancia do sensor de fibra Optica.

400 T | e i

300

[N
o
S

Absolute Irradiance (W cm2jnm)

Q
k=)

J U 4 JL_)L o

400 500 600 700 800
Wavelength (nm)
i

-100

Todos os subgrupos experimentais, exceto os subgrupos CS, foram expostos a
100 mJ/cm? (1 dose minima eritematosa = 100 mJ/cm?) sete vezes por semana, durante a
primeira semana, por 16 minutos/sessdo; e depois a 200 mJ/cm? trés vezes por semana, durante
5 semanas, por 33 minutos/sessao, totalizando 6 semanas de foto exposicao, segundo protocolo

adaptado de Hwang, Sun et al. 2013 e Hwang, Park et al. 2014.

2.10 Realizac¢ao dos tratamentos
Os tratamentos foram realizados durante a indugdo do fotoenvelhecimento (a partir da
terceira semana até a sexta). Todos os tratamentos foram realizados trés vezes por semana

(seg/qua/sex), totalizando quatro semanas de tratamento divididos em 12 sessoes.
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Para cada dia de tratamento, uma dose de 50 mg da fracdo LBP 5% foi aplicada com
o auxilio de uma espatula e espalhada gentilmente, sem esfregar, com a ponta do dedo
indicador, até sua total absor¢ao, em uma area de 3 cm x 2 cm no dorso dos animais dos grupos
LBP, LBP+L e apos a aplicagdo do laser nos grupos L+LBP. Cada sessdo de tratamento com
laser vermelho foi realizada na mesma area e horario de aplicagdo nos grupos L, L+LBP e apos
a aplicacdo da fragdo LBP 5% no grupo LBP+L, nos seguintes pardmetros: Aparelho Photon
Lase III (DMC, Sao Carlos/SP, Brasil) com comprimento de onda 660 nm (FIGURA 13), area
de feixe de 0.028 cm?, 40 mW de poténcia e fluéncia de 40 J/cm?, com tempo de aplicagdo de
28 segundos e 1.12 J/ponto (6 pontos). Dois dias apos o término dos tratamentos, os animais
foram eutanasiados e a regido da pele tratada e ndo tratada (grupo controle) do dorso de cada
animal foi coletada, dividida em quadrantes e distribuida nos grupos de modo padronizado,
sendo devidamente armazenada conforme protocolo exigido para cada analise a ser realizada.

FIGURA 13: Equipamento de laser vermelho — 660 nm, utilizado para o tratamento dos
animais e molde de EVA utilizado para a padronizagao da aplicagdo do laser (6 pontos).

Fonte: Acervo do autor (2018).
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2.11 Processamento Histologico

As peles coletadas dos animais de todos os grupos experimentais foram fixadas em
formalina tamponada a 10% por 24 horas e lavadas em 4gua corrente por 1 hora. Em seguida,
as mesmas foram submetidas a processamento histoldgico, no qual passaram pelo processo de
desidratacdo (1 hora em cada um dos seguintes banhos: alcool 70%, alcool 80%, alcool 95%,
alcool absoluto I, alcool absoluto II, alcool absoluto III), clarificacao (1 hora em cada um dos
seguintes banhos: xilol I e xilol IT) e impregnag¢do (1 hora em banho de parafina I e 2 horas em
parafina II). Logo em seguida, utilizando uma central de inclusdo, as peles previamente
infiltradas em parafina foram incluidas, com o auxilio de uma pinga, no interior de um molde
de aluminio contendo parafina liquida, com a superficie a ser seccionada para baixo. Cada bloco
de parafina com a pele incluida foi devidamente identificado.

Os blocos de parafina foram cortados longitudinalmente, em relacdo a pele, por meio de
um microtomo rotativo (LEICA), obtendo cortes semi-seriados com espessura de 5 pm. Os
mesmos foram tratados com as técnicas de: hematoxilina-eosina (HE) para analise estrutural e
da espessura da epiderme e picro-sirius para observacdao da organizacao das fibras colagenas,

através de microscopia com o emprego de luz polarizada.

2.12 Analise Histoldgica
As imagens das seccdes foram capturadas e digitalizadas em fotomicroscopio
(SC30, Olympus). A andlise estrutural das imagens foi realizada através da descricao
morfoldgica da pele do dorso dos animais de todos os grupos experimentais. As mensuragdes
da espessura do epitélio foram padronizadas através da obtencdo de medidas na regido central
de todas as secgdes analisadas, através do sofiware Cellsens Standard® e a andlise quantitativa
da porcentagem de area de fibras coldgenas birrefringentes foi realizada em trés campos

diferentes por secc¢do de cada 1amina através do sofiware Image J®.
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2.13 Imunofluorescéncia

Para as andlises de imunofluorescéncia, cortes parafinizados com espessura de 5 pm
contidos em laminas silanizadas foram mantidos em estufa (60°C) por 15 minutos para
derretimento do excesso de parafina. Em seguida, as laminas passaram pelos processos de
desparafinizagdo e hidratagdo através dos seguintes banhos: xilol I (20 min), xilol IT (20 min),
xilol IIT (20 min), 4lcool absoluto (5 min), alcool 90% (3 min), alcool 80% (2 min), alcool 70%
(2 min), dgua corrente fraca (2 min), dgua destilada (2 min). A recuperacdo antigénica foi
realizada através da incubagdo das ldminas em tampao citrato (pH 6.0) com o auxilio de uma
panela a vapor por 40 min. Apos isso, as laminas foram resfriadas e lavadas trés vezes em
tampao PBS (5 min/vez). As laminas foram secas e incubadas com BSA 0,5% e soro de burro
10% em PBS durante 2 horas para bloqueio dos sitios de ligagdes inespecificas. Em seguida, as
laminas foram lavadas trés vezes em tampao PBS (5 min/vez) e imediatamente ap6s procedeu-
se a incubacdo dos anticorpos primarios, diluidos em 0,5% BSA (PBS) em camara umida a 4°C
(18 horas), conforme informagdes na TABELA 2. Apos as trés lavagens das laminas em tampao
PBS (5 min/vez), as mesmas foram incubadas em anticorpos secundarios, diluidos em
0,5% BSA (PBS) em cadmara imida com protec¢ao contra a luz, por periodo de uma hora em
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas trés vezes em tampao PBS
(5 min/vez) e montadas com laminulas e solugdo de montagem contendo DAPI
(Ab104139, Abcam) para marcacao nuclear.

TABELA 2: Informagdes sobre os anticorpos utilizados na técnica de imunofluorescéncia e
sua metodologia de incubagao.

Anticorpo Codigo Marca Titulacdo Incubacao
Anti-MMP1 Abl137332 Abcam 1:100 18 horas, temperatura a 4°C
Anti-MMP2 Ab37150 Abcam 1:100 18 horas, temperatura a 4°C
Anti-MMP9 Ab38898 Abcam 1:100 18 horas, temperatura a 4°C

Alexa Fluor 488 A11034 Life 1:500 1 hora, temperatura ambiente
Alexa Fluor 568 A11011 Life 1:500 1 hora, temperatura ambiente
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2.14 Quantificacao dos marcadores da técnica de Imunofluorescéncia

As imagens para a quantificagdo dos marcadores por imunofluorescéncia foram
capturadas através de um Microscopio de fluorescéncia (BX61, Olympus) e do software
Cellsens Dimension®. A exposi¢do de luz na captura das imagens foi padronizada e as
mensuracdes foram realizadas em trés campos diferentes por seccdo em cada lamina através do

software Image J®.

2.15 Analise estatistica

Todas as variaveis tiveram a sua distribuicao verificada através do teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. Os valores foram inseridos em planilhas e analisados por One-way (ANOVA)
e pos-teste de Tukey (dados paramétricos) e Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn (dados
ndo-paramétricos) para comparagdo entre grupos usando o software Graph Pad Prism® 7.0. Os

valores de p<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 Espectro Ultravioleta da fracio LBP

Foi registrado o espectro ultravioleta da fracdo LBP para verificar a auséncia do pico na
faixa dos 280 nm, que indica a auséncia de proteinas na fracao de polissacarideos (LBP). O
espectro apresentou uma absorbancia muito baixa, na faixa dos 280 nm, sugerindo a auséncia
de proteina na fracdo LBP (FIGURA 14).

FIGURA 14: Espectro Ultravioleta da fracao de LBP, apresentando baixa absorbancia na faixa
dos 280 nm, sugerindo a auséncia de proteina na fracao de interesse (LBP).

3.2 Determinac¢io da estrutura do polissacarideo extraido do fruto de Lycium
barbarum (fracao LBP)
A analise dos espectros de RMN 'H (FIGURA 15) e *C (FIGURA 16) indica que este
polissacarideo ¢ constituido predominantemente por glicosideos, neste caso polissacarideos.
Os principais sinais de deslocamento quimico que caracterizam esta classe de substancia

sdo os sinais de hidrogénios anoméricos das unidades de glicosil, dubletos em 6 5,40, 5,14 e
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4.51 e seus respectivos sinais de carbonos em & 102,0, 99,0, 97,5 e 92, assim como diversos
sinais de hidrogénios carbindlicos entre 6 3.2 a 4.2 e seus respectivos sinais de carbonos entre
d 60,0 a 83,0, assim como dubleto em & 0,90 caracteristico de metilas de ramnoses. Aparecem
sinais no espectro de RMN de '*C com deslocamentos caracteristicos de acidos carboxilicos ou
¢ésteres na regido de & 170-180.

FIGURA 15: Espectro de RMN de 'H da fragdo de LBP (D20 com aquecimento).

Lia_LBP_21mai15_600

0.15 020 [rel]

e e e b b b o Loy a1

0.10

0.05

0.00

FIGURA 16: Espectro de RMN de *C da fra¢do de LBP. (D,O com aquecimento).
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Através da andlise dos dados obtidos nos experimentos de RMN bidimensionais,
realizados com a amostra da fragdo de polissacarideos extraidas do fruto de Lycium barbarum,
pode-se verificar que o polissacarideo tem constitui¢ao de diferentes mondmeros, assim como
a interligacdo dos mesmos (TABELA 3). Os dados de RMN indicados a seguir, obtidos pela
analise dos mapas de contornos, COSY e TOCSY, HMBC e HSQC (FIGURA 17 - 20)
demonstram se tratar de um polissacarideo composto por:

Carbonos/Hidrogénios (ppm) anoméricos:

109.0/4.78; 109.1/4.77; 108.5/4.90; 107.0/4.30; 104.0/4.10; 103.5/4.20; 103.0/4.30;
101.0/4.79; 100.0/4.60; 99.0/4.70; 96.0/4.85; 93.0/4.80; 91.0/4.91; 90.0/5.2

Carbonos/Hidrogénios (ppm) glicosideos:

85.20; 83.81; 81.51; 81.15; 79.82; 77.36; 76.31; 74.38; 73.34; 72.06; 71.35; 71.10;
69.93; 63.88; 65.66; 47.98/3.50-4.10m

Carbono/Hidrogénio (ppm) metilico e carbono carboxilico:

19.0/1.10; 173.5; 173.4

Aparecem ainda sinais caracteristicos de acidos graxos de cadeia longa e possuindo
insaturagdes esterificando os sacarideos:

Carbonos/Hidrogénios (ppm):
184.0; 183.5; 181.1; 177.8; 177.49; 119.0/6.51; 117.0/7.00; 116.0/6.53; 29.0/1.20;

20.0/2.40; 14.0/0.88
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TABELA 3: Determinagao das principais unidades glicosidicas e acidos graxos de cadeia longa
que compdem a fragdo LBP.

1H/ppm 13C/ppm CcosY Possfveis Unidades

glicosfdicas

5.18 d(3.35 Hz) 91.7 3.18 «o-glucose
491 broad 91.3 3.13 a-galactose
4.89 broad 93.6 - B-arabinose
4.27 d(7.50 Hz) 96.9 2.89 a-arabinose
4.77 broad 107.9 3.82; 3.03 B-galactose

459 broad 102.6 3.27 B-glucose
6.66 broad 115.8 - Acido graxo
6.99 broad 1171 6.56 Acido graxo
6.56 broad 1188 6.99 Acido graxo

FIGURA 17: Espectro de RMN 2D da fragcao de LBP em DO, COSY.
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FIGURA 18: Espectro de RMN 2D da fracdo de LBP em DO, TOCSY.
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FIGURA 19: Mapa de contorno de RMN 2D da fragcdo de LBP em D>O, HMBC.
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FIGURA 20: Mapa de contorno de RMN 2D da fragdo de LBP em D,0O, HSQC.
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3.3 Ensaios antioxidantes da fracio LBP pelo método do radical DPPH

Foi realizado um ensaio para verificar a atividade antioxidante da fracdo isolada de
polissacarideos (LBP), extraida do fruto de L. barbarum (FIGURA 21), obtido a temperatura
de 75°C durante 5 horas sob refluxo. O método consiste em determinar a capacidade de captura
do radical livre DPPH (2,2-difenil- 1-picrilhidrazina). Ap6s a adi¢do do antioxidante em teste,
uma diminui¢@o da absorbancia ¢ observada proporcionalmente a concentragao e a atividade da
amostra (Brandwilliams, Cuvelier e Berset, 1995). O acido ascorbico foi usado como controle
positivo, devido a sua eficicia como antioxidante estar bem estabelecida na literatura
(Mukherjee et al., 2011; Shekhar e Anju, 2014). A figura 21 demonstra os padrdes de atividade
antioxidante da fracdo de LBP em diferentes concentragdes, sugerindo um potencial
antioxidante em todas as concentracdes testadas, com diferenga significativa entre as

concentragoes de 1,56 pg/mL e 100 pg/mL (p<0,01).
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FIGURA 21: Ensaio antioxidante da fracdo LBP através do método DPPH.
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As concentragodes testadas foram 1,56 pg/mL, 3,12 pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL
100 pg/mL. As absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro e os experimentos foram realizados em triplicatas.
Os valores estdo representados como médias + DPs. ** indicam diferenga significativa entre as concentragdes de
1,56 pg/mL e 100 pg/mL (p<0,01). Os dados ndo apresentaram distribuigdo normal e, portanto, foram analisados
por Kruskall-Wallis e pos-teste de Dunn para comparagao entre grupos, usando o software Graph Pad Prism® 7.0.

3.4 Analise da penetracio da rodamina em modelos de células de difusao (in vitro)

O ensaio de permeacgao in vitro realizado em pele de orelha de porco, através do modelo
de células verticais (tipo Franz), demonstrou que a fracdo LBP, presente em uma das
formulagdes testadas, atua como um agente facilitador da penetragdo da formulacdo. Esta
conclusao foi possivel gragas a presenca do marcador rodamina na solugdo receptora das células
que foram ensaiadas com a formulagio HEC+ROD+LBP (FIGURA 22), indicando que a
permeagdo foi completa, chegando até a fase receptora. Houve ainda a permeacdo das duas
formulagdes testadas, pois as absorbancias encontradas demostraram que com ou sem a fracao
LBP, o marcador rodamina presente nas formulagdes pdde ser quantificado tanto no EC quanto
na EP+D. Baseado em nossos achados, podemos também sugerir um potencial facilitador de
permeagdo, com propriedade de retengdo da fragdo LBP, provavelmente contribuindo para os
efeitos bioldgicos encontrados neste estudo.
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FIGURA 22: Ensaio in vitro de permeagao das formulacdes HEC+ROD e HEC+ROD+LBP
em diferentes camadas como: estrato corneo (EC), epiderme mais derme (EP+D) e solucao
receptora de amostras de pele de orelha suina por células de difusdo (Tipo Franz).
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3.5 Distribuicdo da rodamina na pele por Microscopia Confocal de Fluorescéncia

Através de microscopia confocal de fluorescéncia foi possivel observar a distribuigao
do fluor6éforo rodamina, incorporado nas formulacdes em teste (HEC+ROD e
HEC+ROD+LBP). Uma melhor distribuicdo da formulagio HEC+ROD+LBP foi observada
quando comparada com a formulagdo HEC+ROD. A presenca da fracdo LBP parece promover
uma distribuicdo mais homogénea nas diferentes camadas da pele e ainda resulta no alcance de
uma maior profundidade tanto na epiderme quanto na derme. Por outro lado, a distribui¢ao da
formulagdo sem a fragdo HEC+ROD se restringe ao estrato corneo e apresenta uma menor
homogeneidade na derme (FIGURA 23). Assim, ¢ possivel afirmar que a presencga da fragdo
LBP na composi¢do de uma formulagdo pode promover uma melhor distribuigdo e

homogeneidade da formulacdo nas diferentes camadas da pele.
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FIGURA 23: Distribui¢ao do fluoréforo rodamina B nas camadas da pele de orelha suina em
experimento in vitro.

HEC+ROD HEC+ROD+LBP

As formulagdes HEC+ROD e HEC+ROD+LBP foram aplicadas em modelo de células de difusdo (tipo Franz) e
as amostras foram coletadas apds 18 horas da aplicagdo. Epiderme (EP), derme (D). Bar =20 um.

3.6 Analise histologica

Ap0s os tratamentos, amostras de pele dos animais foram coletadas e submetidas a
processamento histoldgico. Secgdes representativas de pele da regido dorsal dos camundongos
hairless foram fotografadas e analisadas por microscopia optica. Na analise de coloragdo com
hematoxilina eosina foi possivel observar que o grupo controle saudavel (CS) ndo apresentou
alteracdes histologicas na epiderme e na derme, enquanto que no grupo no qual os animais
foram expostos a radia¢do ultravioleta (CFE) observou-se alteragdes estruturais, como a
fragmentacdo discreta das fibras na regido da derme e o espessamento da epiderme, quando
comparado aos grupos tratados e ao grupo CS. Os resultados indicam diferencas significativas
(p<0,0001) na espessura da epiderme entre o controle fotoenvelhecido (CFE) e os grupos

tratados (LBP, LASER, LBP + L, L + LBP) (FIGURA 24).
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FIGURA 24: Espessura da epiderme apos tratamentos realizados durante a indu¢do do
fotoenvelhecimento.
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Os animais foram fotoenvelhecidos e tratados durante este processo com fracdo LBP e laser vermelho; ambos
isolados e associados (LBP+L e L+LBP). As imagens das sec¢des foram capturadas e digitalizadas através de um
fotomicroscopio. Os valores estdo representados como médias = DPs. **** indica diferenca significativa
(p<0,0001) entre o controle fotoenvelhecido (CFE) e os grupos tratados ¢ grupo CS. Os resultados foram
analisados por One-way ANOVA e pos-teste de Tukey para comparagao entre grupos, usando o software Graph
Pad Prism® 7.0.

Os tratamentos aplicados, tanto isolados (LBP e LASER) quanto associados (LBP+L e
L+LBP), apresentaram um potencial protetor contra o aumento da espessura do epitélio, um
tipo de dano causado pela exposi¢do cronica a RUV. Os resultados obtidos apds os tratamentos
foram semelhantes ao grupo controle (CS), que ndo foi exposto ao fotoenvelhecimento. O grupo
tratado com fracao LBP (LBP) apresentou um adelgacamento da epiderme e fibras de colageno
mais organizadas na derme reticular, com feixes paralelos a epiderme e fibras mais longas e
fragmentadas. No grupo tratado com o laser vermelho (LASER) observou-se um espessamento
e aumento da densidade das fibras de coldgeno na derme, com uma maior quantidade de fibras
maduras, apresentando um tipo de reticulagdo caracteristico desse estagio. Nos grupos que
receberam associacdo de tratamentos (LBP+L e L+LBP), a derme assumiu caracteristicas de

cada tratamento isolado (LBP e LASER), representando uma fase intermedidria entre eles
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quanto a formagdo de colageno e densidade (FIGURA 25). Em geral, todos os tratamentos
parecem melhorar a derme e as caracteristicas da epiderme quando os tratamentos sao

realizados durante o fotoenvelhecimento induzido pela RUV.

FIGURA 25: Potencial fotoprotetor da fracdo LBP e do laser vermelho.

Fotomicrografias de sec¢des coradas com hematoxilina eosina. Os camundongos Aairless foram fotoenvelhecidos
através da administragdo de doses sub-eritematosas de luz ultravioleta durante 6 semanas. Os tratamentos com a
fracdo LBP, LASER, LBP+L ¢ L+LBP ocorreram a partir da terceira semana de irradia¢do e terminaram na sexta
semana. Bar = 20 pm.

A andlise histologica das secgdes da regido dérmica total coradas com picro-sirius,

mostrou diferenca significativa na quantificagdo de fibras colagenas birrefringentes por
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porcentagem de drea. Uma menor quantidade de fibras de colageno foi observada no grupo CFE
quando comparado com o grupo CS (p<0,05), confirmando um dos efeitos deletérios do RUV
no aumento da degradacdo e na diminui¢do da quantidade de fibras colagenas no grupo
irradiado e sem tratamento (FIGURAS 26 e 27). Os tratamentos aplicados durante o processo
de fotoenvelhecimento apresentaram um potencial protetor contra a degradacdo das fibras de
colageno, com exce¢do do grupo LBP+L, que apresentou menor quantidade de fibras de
coladgeno birrefringentes quando comparadas aos grupos tratados e controles (CS e CFE). Os
resultados sugerem um efeito inibitério da sintese de coladgeno ou um aumento da sua
degradacao devido a aplicacdo da fracao LBP antes do laser.

FIGURA 26: Fotomicrografias de sec¢des coradas com picro-sirius.

LASER LBP +L

Todos os grupos experimentais, exceto o grupo CS, foram fotoenvelhecidos durante 6 semanas e receberam os
tratamentos a partir da terceira semana até a sexta semana (durante a fotoexposi¢@o). As secgdes foram coradas
com picro-sirius para a quantificacdo das fibras colagenas birrefringentes (vermelho/verde), sob microscopia de
luz polarizada. Bar = 10 um.
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FIGURA 27: Porcentagem de fibras coldgenas birrefringentes (%) na pele dorsal de
camundongos hairless.
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Grupos experimentais: controle sadio (CS), controle fotoenvelhecido (CFE), grupos tratados com LBP, LASER,
LBP+ L e L+LBP. As imagens das sec¢des foram capturadas e digitalizadas através de um fotomicroscopio
(Olympus SC30) e a analise quantitativa da porcentagem de area de fibras de colageno birrefringentes foi realizada
usando o software Image J®. Os valores estdo representados como médias + DPs. * indicam diferengas
significativas entre os grupos CS e o grupo CFE (p<0,05). Os dados ndo apresentaram distribui¢do normal e,
portanto, foram analisados por Kruskall-Wallis e pds-teste de Dunn para comparagido entre grupos, usando o
software Graph Pad Prism® 7.0.

3.7 Imunofluorescéncia das enzimas MMP-1, 2 ¢ 9

Os achados encontrados na analise das expressdes da metaloproteinase 1 (MMP-1)
demonstraram um aumento de 19,79% no grupo CFE com relagdo ao grupo de animais que nao
foram fotoenvelhecidos (CS). Dentre os grupos tratados, os grupos LBP e LBP+L apresentaram
uma diminuicdo na expressdo de MMP-1 quando esses tratamentos foram realizados durante a
inducdo do fotoenvelhecimento, promovendo uma protecdo contra esse fotodano gerado pela
RUV, diferentemente do grupo LASER que apresentou a expressdo igual ao grupo CFE
(FIGURA 28). No grupo L+LBP foi possivel observar um aumento significativo da expressao
de MMP-1 (p<0,05), quando comparado com os tratamentos LBP e LBP+L (FIGURA 29). Essa
diferen¢a indica que a associagdo dos tratamentos realizados provavelmente induziu um

aumento na expressao da enzima MMP-1 devido a ordem da aplicagdo dos tratamentos, uma
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vez que os mesmos tratamentos aplicados de maneira inversa mantiveram os niveis de
expressao proximo aos do grupo CS.

FIGURA 28: Fotomicrografias da técnica de imunofluorescéncia para a marcacdo da enzima
MMP-1.
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As secgdes foram marcadas com o anticorpo Anti-MMP-1 (marcado em rosa) para quantificagdo dos niveis de
expressdo da enzima, sob microscopio de imunofluorescéncia. Bar = 50 um.

FIGURA 29: Anilise quantitativa da expressdo da enzima MMP-1.
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Os valores estdo representados como médias + DPs. * indica diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos
LBP e LBP+L com o L+LBP. Os resultados foram analisados por One-way ANOVA e pos-teste de Tukey para
comparagdo entre grupos, usando o sofiware Graph Pad Prism® 7.0.
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Os niveis de expressdo da enzima MMP-2 do grupo CFE aumentaram em 20,53% com
relacdo ao grupo CS (FIGURA 30). Os grupos tratados mantiveram os niveis proximos aos do
grupo CFE (animais fotoenvelhecidos que ndo receberam tratamento), com exce¢do do grupo
de animais tratados com laser vermelho e em seguida com a fragio LBP (L+LBP) que
apresentou um aumento significativo (p<0,0001) na expressdo de MMP-2 quando comparado
aos outros tratamentos (LBP, LASER e LBP+L) e o grupo CFE (FIGURA 31). Similarmente
aos achados encontrados na andlise de expressdo da enzima MMP-1, os tratamentos aplicados
durante a indu¢do do fotoenvelhecimento no dorso dos camundongos hairless induziu um

aumento na expressao dos niveis da enzima MMP-2.

FIGURA 30: Fotomicrografias da técnica de imunofluorescéncia para a marcacdo da enzima
MMP-2.

LBP+L

As secgdes foram marcadas com o anticorpo Anti-MMP-2 (marcado em amarelo) para quantificagio dos niveis de
expressdo da enzima, sob microscopio de imunofluorescéncia. Bar = 50 um.
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FIGURA 31: Analise quantitativa da expressdo da enzima MMP-2.
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Os valores estao representados como médias + DPs. **** indica diferenga significativa (p<0,0001) entre os grupos
CFE e os grupos tratados com LBP, LASER e LBP+L com o grupo tratado com L+LBP. Os resultados foram
analisados por One-way ANOVA e pos-teste de Tukey para comparagao entre grupos, usando o software Graph
Pad Prism® 7.0.

Diferencas significativas entre os grupos CS e CFE foram encontradas também nos
niveis de expressdo da enzima MMP-9 (p<0,0001). Os achados indicam que a indugao artificial
do fotoenvelhecimento nos camundongos hairless promoveu um aumento na expressao desta
enzima (FIGURA 32 e 33). Como visto anteriormente, na analise dos niveis das enzimas
MMP- 2 através da técnica de imunofluorescéncia, o tratamento com laser vermelho e em
seguida com a fragdo LBP durante a indugdo do fotoenvelhecimento dos animais também
promoveu um aumento significativo na expressdo da enzima MMP-9 (p<0,0001), quando
comparado ao grupo de animais que foram fotoenvelhecidos e ndo tratados (CFE). De acordo
com o0s nossos achados a associa¢ao dos tratamentos aplicados nesta ordem citada foi capaz de
produzir um aumento nos niveis de expressdo das enzimas MMP-1, 2 e 9. Tais resultados
sugerem que a aplicagdo do laser vermelho juntamente com a fracdo LBP em seguida da
exposicao dos animais a radiacdo ultravioleta pode ter gerado um efeito de sobreposicdo de
energia sobre a pele dos animais fotoexpostos, induzindo uma exacerbada expressdo das

metaloproteinases de matriz atuantes no processo de degradacdo das fibras de coldgeno na
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derme, conhecido como um mecanismo de resposta frente a demasiada exposicao a radiacao
ultravioleta proveniente do espectro solar.

FIGURA 32: Fotomicrografias da técnica de imunofluorescéncia para a marcacdo da enzima
MMP-9.

LBP+L

As seccdes foram marcadas com o anticorpo Anti-MMP-9 (marcado em verde) para quantificacdo dos niveis de
expressdo da enzima, sob microscopio de imunofluorescéncia. Bar = 50 um.

FIGURA 33: Analise quantitativa da expressdo da enzima MMP-9.
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Os valores estao representados como médias + DPs. **** indica diferenca significativa (p<0,0001) entre os grupos
CS e CFE e entre o grupo CFE e grupo tratado com L+LBP. Os resultados foram analisados por One-way ANOVA
e pos-teste de Tukey para comparagdo entre grupos, usando o software Graph Pad Prism® 7.0.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo fornece um perfil fitoquimico baseado em experimentos de RMN
mono e bidimensionais das principais moléculas bioativas presentes na fracdo de
polissacarideos extraidas do fruto de Lycium barbarum (Agrawal 1992). As moléculas foram
identificadas como possiveis unidades glicosidicas de arabinose, glucose, galactose e ainda
foram identificados tragos de dacidos graxos de cadeia longa possuindo insaturagdes
esterificando os sacarideos. Pode-se verificar que o polissacarideo tem constituicdo de
diferentes mondmeros, assim como a interligagdo dos mesmos, corroborando com os achados
de (Zhou, Jiang et al. 2018), que identificaram um isolamento de polissacarideos do fruto de
Lycium barbarum com similar composi¢do, apresentando trés unidades a mais, além da
presenca de arabinose, glucose e galactose, também a ramnose, xilose e manose. (Yuan, Wang
et al. 2016) também isolaram e caracterizaram um polissacarideo do fruto de L. barbarum. A
proposta da composi¢ao foi apresentada como LBPA, através de RMN mono e bidimensional,
assim como por espectrometria de massas e determinagdo da faixa de massa molecular por
cromatografia de alta performance com permeacdo em gel.

Muitos estudos sobre farmacologia e fitoquimica do fruto de L. barbarum
demonstraram que seus principais ingredientes ativos, com efeitos antioxidantes, seriam os
polissacarideos (LBP) nele presentes (Liang, Jin et al. 2011). O potencial antioxidante da
composi¢do proposta (fracdo LBP) neste estudo foi verificado e apresentou significativo efeito
na inibi¢do da oxidagdo testada pelo método radical DPPH. O efeito antioxidante dos
polissacarideos extraidos do fruto de Lycium barbarum ¢ bem conhecido na literatura (Wu, Ng
et al. 2004, Lin, Wang et al. 2009). O mecanismo antioxidante ¢ um componente importante na
prevencdo e tratamento do envelhecimento. Experimentos mostrando os efeitos
antienvelhecimento de Lycium barbarum frequentemente usam radicais livres como

biomarcadores toxicos experimentais (Gao, Wei et al. 2017). Um estudo investigou a atividade
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antioxidante in vitro dos polissacarideos de Lycium barbarum (LBP) e demonstrou, por
espectrofotometria no ultravioleta, que a fragdo LBP possui eficiente atividade sequestradora
de anions superdxido, radicais hidroxila e radicais livres de DPPH. A taxa de depuracao
aumentou gradualmente com o aumento da concentrag¢do da fracdo, e quando a concentragdo
atingiu um certo valor, a taxa se estabilizou (Zhang, Gu et al. 2013). Outro estudo demonstrou
que o potencial antioxidante de LBP poderia proteger parcialmente queratindcitos humanos
imortalizados (células HaCaT) contra fotodano induzido por radiagdo ultravioleta B (RUVB)
através da ativagdo da via Nrf2/ARE, capturando assim EROs, reduzindo danos no DNA e
subsequentemente suprimindo a via MAP p38 induzida por RUVB (Li, Li ef al. 2017). Desse
modo, o potencial antioxidante da fragdo LBP pode ser uma nova via a ser amplamente
explorada pela industria de cosmecéuticos no cuidado da pele contra danos oxidativos causados
pela radiacdo ultravioleta.

Me¢étodos alternativos sdo utilizados para avaliar o desempenho de diferentes tipos de
formulagdes. Os modelos mais utilizados para realizar estudos de permeagdo sdo os de pele
animal e humana ex vivo. Através da padronizagdo de protocolos e técnicas, os modelos de pele
disponiveis podem ser uteis em substituicdo da pele humana in vivo, a fim de avaliar a
bioequivaléncia de produtos topicos (Abd, Yousef et al. 2016). Realizamos um estudo de
permeagdo in vitro, utilizando orelha suina como modelo de pele animal para ensaiar a
penetracgdo de duas formulagdes topicas, uma contendo a fragdo LBP e a outra na auséncia desta,
com o objetivo de realizar andlises quantitativas e qualitativas da penetracdo das duas
formulagdes usando o fluoréforo rodamina B como marcador de permeagdo. Nossos achados
demonstraram que a formulacdo contendo a fragdo LBP promoveu uma melhor distribui¢cdo da
formulagdo em todas as camadas da pele, quando comparado com a mesma formulacdo sem a
fracdo LBP. Assim, ¢ possivel afirmar que a fracdo LBP atuou como um facilitador de
permeacdo cutdnea nos camundongos hairless, sendo capaz de promover uma distribuicao
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homogénea da formulagdo na epiderme e derme. Apesar da constitui¢do da pele do dorso de
camundongos e de orelha suina serem distintos, acreditamos que tal diferenga ndo seja
suficiente para alterar a permeacdo cutdnea da fracdo nos experimentos in vivo. Contudo,
somente experimentos de permeacgdo utilizando a pele dorsal de camundongos poderiam
responder em definitivo esta questdo.

Ensaios utilizando o mesmo modelo experimental foram realizados com formulag¢des
contendo curcumina. A penetracdo do composto se apresentou baixa, mas a sua reten¢do na
pele ocorreu de forma prolongada. Os autores sugeriram um potencial uso da curcumina em
formulagdes antienvelhecimento devido a essa propriedade encontrada no composto
(Gongalves 2014). Desta forma, propomos que a fragdo LBP, isolada neste presente trabalho,
também possa ser usada em formulagdes antienvelhecimento devido a sua propriedade
antioxidante, além de atuar como agente facilitador de permeacao e distribui¢do homogénea da
formulagdo nas camadas da epiderme e derme.

Atualmente, a procura por compostos que possam ser usados como agentes
fotoprotetores tem crescido exponencialmente (OyetakinWhite, Tribout ef al. 2012, Yuan, Liu
et al. 2012, Farris, Yatskayer et al. 2014). Nossos achados sobre os efeitos da fracdo LBP e do
laser vermelho, aplicados tanto isolados quanto associados, na protecao contra os danos gerados
pela radiagdo ultravioleta mostraram que os tratamentos foram capazes de promover protecao
contra o espessamento epidérmico e a fragmentagdo de fibras colagenas na derme. (Hwang,
Sun et al. 2013) observaram um efeito semelhante do extrato de ginseng (EG) na protecao
contra o aumento da espessura do epitélio e alteracdes na densidade de coldgeno. A epiderme
de camundongos hairless que foram expostos a radiagdo ultravioleta e tratados com EG,
apresentou uma menor espessura. A derme, por sua vez, apresentou fibras coldgenas regulares

e mais densas quando comparadas com os animais fotoenvelhecidos e nao tratados.
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Em nosso estudo, a analise quantitativa das fibras colagenas birrefringentes revelou
resultados promissores nos grupos tratados com a fragio LBP, LASER e L+LBP em
comparagdo com o grupo CFE, porém ndo houve diferenca significativa. Atribuimos esses
achados a uma provéavel baixa concentragdo da fragdo LBP e/ou a necessidade de ajuste na dose
de aplicacdo da fotobiomodulacdo. No caso do grupo LBP+L, além dos pressupostos descritos
acima, a ordem de aplicacdo dos tratamentos pode ter influenciado nos resultados obtidos.
(Serafini, Detoni et al. 2014) também investigaram os efeitos fotoprotetores de formulagdes
topicas contendo extrato vegetal (Morinda citrifolia) e observaram que formulagdes a base de
10% e 15% de extrato apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes ao grupo de
animais ndo irradiados. Essa seria uma boa referéncia para novos ensaios com concentragdes
mais altas da fracdo LBP.

E conhecido que as metaloproteinases de matriz (MMPs) desempenham papéis
importantes como enzimas de degradacdo e estdo estruturalmente relacionadas a varios
processos, incluindo a inflamagdo, a invasdo de células tumorais e o envelhecimento da pele.
As MMPs participam do processo de fotoenvelhecimento da pele e a regulagdo de suas
atividades pode ser uma estratégia para a prevencao e tratamento dos danos na pele induzidos
pela radiagdo ultravioleta (Pyun, Kim et al. 2012). Em nossos achados a analise dos niveis de
expressdao das metaloproteinases de matriz 1, 2 € 9 demonstrou que os tratamentos parecem
produzir diferentes respostas dependendo da ordem da aplicagdo e da forma isolada ou
associada. Todos os tratamentos realizados mantiveram os niveis de expressdo das enzimas
MMP-1, 2 e 9 proximos ao grupo CFE, ndo demonstrando assim eficdcia na redugdo da
expressdo dessas metaloproteinases de matriz, com excecdo do grupo L+LBP, na qual a
aplicagdo do laser vermelho foi feita antes da aplicacao da fragdo LBP. Este grupo apresentou
altos niveis de expressdo destas enzimas e possivelmente a ordem de aplicagdo pode ter
influenciado na resposta ao tratamento do grupo L+LBP.
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E sabido que a RUV pode danificar diretamente as biomoléculas cutineas que sdo ricas
em cromoéforos, induzindo a producdo de EROs, atuando nas células e componentes da MEC
(Naylor, Watson et al. 2011). Supostamente, a aplicagdo da fotobiomodulagdo em seguida da
sessao de irradiagdo ultravioleta pode ter provocado uma resposta oxidante devido a quantidade
de energia depositada no tecido em um curto prazo de tempo, sendo ainda potencializada por
um provavel sinergismo da fragdo LBP com a fotobiomodula¢ao, uma vez que os tratamentos
aplicados de maneira inversa e isolados ndo produziram a mesma resposta. Estudos geralmente
realizados em células da pele in vitro ou em modelos animais sugerem que micronutrientes €
fitoquimicos podem fornecer fotoprotecao da pele humana (Poljsak, Dahmane et al. 2013). No
entanto, a fotoprotecdo s6 pode ser alcangada se um intervalo ideal de dose farmacoldgica for
alcancado na pele humana devido a reagdes pro-oxidantes bem conhecidas de antioxidantes,
como por exemplo, no caso de concentracdes excessivas de carotenoides (Pandel, Poljsak et al.
2013). (Silva, Machado et al. 2018) investigaram a associacdo de antioxidantes e
fotobiomodulagdo com o objetivo de promover o rejuvenescimento da pele. Foram testados os
efeitos dos extratos de camomila, alecrim, mirtilo, cha verde, figo, roma e nozes, associados a
uma dose de 1 J/cm? do laser vermelho (640 nm) em queratindcitos expostos a radiagdo
ultravioleta A. Os dados mostraram que a fotobiomodulagdo ¢ uma terapia promissora para
restaurar os queratinocitos apds o dano UV A, mas que o mecanismo detalhado e os efeitos das
associacdes exigem maior exploragdo. Embora a combinacdo da fotobiomodulagdo com
extratos naturais possa ser uma estratégia til, a escolha de um extrato natural ¢ um desafio,
uma vez que a concentracdo de trabalho e outras propriedades podem trazer resultados
indesejados (Silva, Machado et al. 2018). Contudo, a atividade das MMP-1, 2 e 9 parece nao
ter sido aumentada no grupo L+LBP, uma vez que a porcentagem de area das fibras colagenas
birrefringentes se apresentou 5,85% maior que a do grupo CFE. Por sua vez, o grupo LBP+L
apresentou niveis de expressdo das enzimas préximos ao grupo CFE, mas com um possivel

76



aumento da atividade, j& que houve uma diminui¢cdo da porcentagem de area de 8,51% das
fibras colagenas birrefringentes. Alguns autores atribuiram a supressao da atividade de MMP-
2 ¢ 9 auma inibi¢do da degradagdo do coldgeno e a reducdo da formagdo de rugas. Os autores
trataram os animais com uma solucdo oral de um tripeptideo de colageno (CTP) em diferentes
concentragcdes durante a exposicdo a radiacio UVB e observaram que o CTP inibiu as
expressoes de MMP-3 e 13, a atividade das enzimas MMP-2 e 9 e ainda reduziu a espessura da
pele nos animais que foram submetidos a sessdes de radiagdo UVB (Pyun, Kim et al. 2012).
Ensaios de atividade de MMPs por zimografia poderiam auxiliar no entendimento destes
resultados. Apesar destes ensaios terem sido realizados neste estudo, a grande variacao entre a
atividade das MMPs nos animais em cada grupo impediu uma conclusdo definitiva neste
sentido.

Tomados em conjunto, os resultados deste capitulo indicam que a fracdo LBP isolada
do fruto de Lycium barbarum possui um potencial antioxidante e de permeagdo na pele suina
(in vitro). Os achados também revelaram que os tratamentos com a fracdo LBP e a
fotobiomodulagdo, aplicados isolados e associados, durante o processo de inducdo do
fotoenvelhecimento parecem ser eficazes na prote¢do da pele de camundongos hairless contra
efeitos deletérios da RUV, como o espessamento da epiderme e a degradagdo das fibras
coladgenas. Contudo, os tratamentos produziram diferentes respostas quando aplicados de forma
isolada ou associada, tendo ainda como interferéncia a ordem da aplicacdo dos mesmos.
Algumas limitagdes foram encontradas neste estudo com relagdo a necessidade de ensaios
pilotos com o objetivo de investigar quais eram as ideais concentragdes da fragdo LBP e os
melhores pardmetros dosimétricos do laser vermelho a serem posteriormente testados no
periodo experimental de tratamento dos animais neste modelo de fotodano induzido por RUV.
No entanto, a dificuldade de reprodu¢do da linhagem HRS/J, limitou o nimero de animais para
o periodo experimental, sendo assim inviavel o uso de animais para ensaios pilotos. Assim, ha
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a necessidade de estudos adicionais no mesmo modelo experimental para investigar os efeitos
da fracdo LBP em diferentes concentracdes e do laser vermelho em diferentes doses, com o
objetivo de encontrar uma dose ideal para a prevencdo do fotodano produzido pela radiacao
ultravioleta na pele de camundongos hairless. Essas investigagdes complementariam o estudo
dos efeitos isolados e associados de terapias ndo invasivas e preventivas como a fitoterapia e a

fotobiomodulagao.
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CAPITULO III - APLICACAO DA FOTOBIOMODULACAO
ASSOCIADA A FRACAO LBP NO TRATAMENTO DO
FOTODANO INDUZIDO POR RADIACAO ULTRAVIOLETA
NA PELE DO DORSO DE CAMUNDONGOS HAIRLESS
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1. INTRODUCAO

O fotoenvelhecimento ¢ um processo cumulativo e muitos fatores contribuem para sua
inducdo, como o grau de exposi¢ao ao sol e o tipo pigmentacao da pele (Petruk, Del Giudice et
al. 2018). As células da pele ativamente respondem a esses sinais, alterando seu repertorio de
expressao génica para prevenir danos induzidos pela RUV (Angel, Szabowski ef al. 2001).

A exposi¢do cronica a RUV induz uma excessiva producdo de EROs, que ativam
receptores de superficie e iniciam uma cascata de sinalizagdo, promovendo oxidagdo proteica,
dano mitocondrial € no DNA. As EROs ainda desencadeiam a liberagdo de citocinas pro-
inflamatoérias e fatores de crescimento (Yaar ¢ Gilchrest 2007, Gilchrest, Eller et al. 2009,
Gilchrest 2013). Uma série de proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKs) induzem o
fator de transcri¢ao da proteina ativadora 1 (AP-1) para iniciar a transcricdo dos genes c-Jun e
c-Fos apods a exposicao a RUV (Gillardon, Eschenfelder et al. 1994, Fisher, Talwar et al. 1999,
Soriani, Hejmadi et al. 2000, Sjerobabski Masnec e Poduje 2008). Ha trés familias de MAPKs
em células de mamiferos conhecidas como quinase regulada por sinal extracelular (ERK),
quinase amino-terminal c-Jun (JNK) e p38, cada uma das quais forma uma via de sinalizagao.
Cada via ¢ acoplada a receptores de superficie celular através de membros da pequena familia
de proteinas de ligagdo a GTP, incluindo Ras, Rac e Cdc42 (Coso, Chiariello et al. 1995,
Minden, Lin et al. 1995). Embora haja um “cross talk” entre os caminhos, a via ERK ¢ mais
associada a ativacao dos receptores de fatores de crescimento, enquanto que as vias JNK e p38
estdo mais intimamente associadas a ativagao de receptores de citocinas e com estresse celular,
incluindo a exposicdo a RUV. A ativagdo da MAPKSs induz a expressdo tanto c-Jun como c-
Fos, que compreendem, juntamente com fatores proteicos, o fator de transcri¢do da proteina
ativadora AP-1 (Karin e Hunter 1995, Claret, Hibi et al. 1996, Whitmarsh e Davis 1996). AP-
1 exerce controle na atividade da transcri¢do basal e induzivel de varios genes contendo regides

de ligagdo AP-1 (sequéncia de consenso 5'-TGAG / CTCA-3'), também conhecido como
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elemento responsivo ao TPA (Angel e Karin 1991). O complexo proteico de AP-1 é composto
por um grupo de membros estrutural e funcionalmente relacionados a familia da proteina Jun
(originalmente descrita como c-Jun), JunB e JunD e a familia da proteina Fos (originalmente
descrita como cFos), FosB, Fra-1 e Fra-2. (Hess, Angel et al. 2004). A expressdo constitutiva
de c-Fos pode refletir seu papel na proliferacao e diferencia¢do de células normais da pele, que
ocorrem continuamente. No entanto, c-Fos deve heterodimerizar com um membro da familia
Jun para formar um complexo AP-1 ativo (Fisher, Talwar et al. 1998). Isso resulta na indugao
positiva da sintese de metaloproteinases de matriz (MMPs) como a MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-8 e MMP-9. Em conjunto, essas enzimas degradam fibras de coldgeno e elastina da MEC
na pele (Varani, Spearman et al. 2001). Adicionalmente, uma diminui¢ao na expressao do fator
de crescimento tumoral B (TGF-f) inibe a producdo de colageno e aumenta a de elastina,
comprometendo consequentemente a integridade estrutural da pele (Yaar e Gilchrest 2007,
Gilchrest, Eller et al. 2009, Gilchrest 2013).

A fotoexposi¢cdo prolongada da pele induz um envelhecimento prematuro tanto na
epiderme quanto na derme (Menter, Sayre et al. 1996, Scharffetter-Kochanek, Wlaschek ef al.
1997). Essas alteragdes estdo associadas clinicamente a rugosidade, pigmentagdo irregular,
telangiectasia, rugas profundas e neoplasia (Gilchrest 1989, Oikarinen 1990, Chung, Seo ef al.
2001). O desenvolvimento de novas terapias para o tratamento do fotoenvelhecimento vem
ganhando importancia devido aos procedimentos cirurgicos estéticos, na maioria dos casos,
serem de alto custo, muito invasivos e que poderiam levar a complicacdes (Petruk, Del Giudice
et al. 2018).

A fototerapia ou fotobiomodulacdo refere-se ao uso de fétons, em uma irradidncia nao-
térmica, para alterar a atividade biologica de células e tecidos. O mecanismo da
fotobiomodulagdo no nivel celular foi atribuido a absor¢ao da radiagdo monocromatica visivel
e infravermelha préxima por componentes da cadeia respiratoria celular (Karu 1989).
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Nas ultimas décadas, terapias a laser ndo-ablativas tém sido cada vez mais utilizadas no
tratamento estético de rugas finas, da pele fotoenvelhecida e em cicatrizes, um processo
conhecido como fotorejuvenescimento (Avci, Gupta et al. 2013). Tratamentos da pele com
fotobiomodulagdo visam melhorar a pele fotoenvelhecida e envelhecida sem destruir a
epiderme (Hardaway e Ross 2002). Estudos relataram um aumento na produgdo de
procoldgeno, colageno, e fatores basicos de crescimento de fibroblastos (bFGF), bem como
proliferacdo de fibroblastos ap6s exposi¢ado a irradiacdo com laser em modelos in vitro e in vivo
(Abergel, Lyons ef al. 1987, Yu, Naim et al. 1994).

Extratos de plantas e compostos naturais tém sido historicamente utilizados via oral e
topica, mas o efeito da maioria destes compostos ainda precisa ser estudado em mais detalhes.
O mercado de cosméticos para o produtos antienvelhecimento e fotoprotetores, baseados em
compostos naturais, esta crescendo continuamente, ¢ ha uma necessidade de expansdo da
pesquisa neste campo (Cavinato, Waltenberger et al. 2017). Estudos indicam que os
polissacarideos do fruto de Lycium barbarum (Fragdo LBP) possuem uma gama de atividades,
incluindo propriedades antioxidantes (Amagase ¢ Nance 2008, Chang e So 2008), aumentando
os antioxidantes enddgenos, como SOD e GSH-Px, reduzindo o nivel de malondialdeido
(MDA) e protegendo a pele dos danos mediados por radicais de oxigénio (Liang, Jin et al.
2011). H4, no entanto, poucos relatos sobre a aplicacdo topica dos extratos ou suas fracdes,
gerando assim uma necessidade de maiores investigagdes do uso da fracio LBP como um
potencial tratamento da pele danificada pela RUV. Uma possivel associacdo entre a fracdo LBP
e a fotobiomodulagdo parece ser uma estratégia promissora no fotorejuvenescimento da pele.
Assim, este capitulo descreve os efeitos da fotobiomodulagdo associada a fracdo de
polissacarideos extraidos do fruto de Lycium barbarum no tratamento do fotodano induzido por

radiagdo ultravioleta na pele do dorso de camundongos hairless.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e divisdo dos grupos

Uma coldnia da linhagem HRS/J foi doada a nossa instituicao pelo Biotério de Produgao
e Experimentagdo de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Instituto de Quimica
da USP/SP. A mesma foi expandida e mantida no biotério localizado no Departamento de
Fisioterapia - DFisio/UFSCar. Foram utilizados 47 camundongos fémeas /airless da linhagem
HRS/J, com idade aproximada de 8 semanas provenientes dessa colonia. Todos os animais
foram agrupados (cada grupo experimental/caixa) em gaiolas de polipropileno
(30 x 32 x 18 cm), forradas com serragem e com livre acesso a dgua e alimento. Os animais
foram mantidos nas mesmas condi¢des supracitadas no capitulo II e divididos aleatoriamente
em 6 grupos experimentais conforme figura 34.

FIGURA 34: Divisao dos grupos experimentais.

PCS

PCFE
PL+LBP

PLBP

PLBP+L

Fonte: Imagem (camundongo) extraida de: https://www.criver.com/sites/default/files/resource-files/sho-mice-us-
pricing.pdf.

PCS (n=7) - animais que ndo foram fotoenvelhecidos, PCFE (n=8) - animais que foram fotoenvelhecidos, PLBP
(n=8) - animais que foram fotoenvelhecidos e tratados com a fragdo LBP, PLASER (n=8) - animais que foram
fotoenvelhecidos e tratados com laser vermelho, PLBP+L (n=8) - animais que foram fotoenvelhecidos e tratados
com a fracdo LBP e em seguida com laser vermelho ¢ PL+LBP - animais que foram tratados com laser vermelho
e em seguida com a fracdo LBP).
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2.2 Inducio do fotoenvelhecimento

Todos os grupos experimentais, exceto os subgrupos PCS, foram expostos a
100 mJ/cm? (1 dose minima eritematosa = 100 mJ/cm?) sete vezes por semana, durante a
primeira semana, por 16 minutos/sessdo; e depois a 200 mJ/cm? trés vezes por semana, durante
5 semanas, por 33 minutos/sessao, totalizando 6 semanas de fotoexposi¢do, segundo protocolo

de Hwang, Sun et al. 2013 e Hwang, Park et al. 2014.

2.3 Tratamentos

Os tratamentos isolados (PLBP e PLASER) e associados (PLBP+L e PL+LBP) foram
realizados apds a induc¢do do fotoenvelhecimento (6 semanas), sendo iniciados na semana
seguinte ao término do processo. Os animais foram tratados por trés vezes durante a semana
(seg/qua/sex), totalizando trés semanas de tratamento (9 sessdes).

A pele da regido dorsal (3 cm x 2 cm) dos animais dos grupos PLBP, PLBP+L e, apos
a aplicagdo do laser vermelho, do grupo PL+LBP, foi tratada com 50 mg da formulagdo em gel
de LBP a 5% a cada sessdo de tratamento, na qual foi espalhada gentilmente com a ponta do
dedo indicador, até sua completa absor¢do. Cada sessao de tratamento com laser vermelho foi
realizada na mesma regido e horario de aplicagdo nos grupos PL, PL+LBP e, ap6s a aplicagdo
da formula¢do em gel de LBP a 5%, no grupo PLBP+L, nos parametros apresentados na

tabela 4.
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TABELA 4: Parametros utilizados para o tratamento dos animais com fotobiomodulagao.
Equipamento de Laser — Photon Lase III (DMC, Sao Carlos/SP, Brasil). InGaAlIP = Indio,
Galio, Aluminio e Fosforo.

PARAMETROS - LASER VERMELHO (InGaAIP)

Comprimento de onda 660 nm
Frequéncia Continuo
Poténcia 40 mW
Densidade de poténcia 1.42 W/em?
Area do feixe 0.028 cm?
Densidade de energia 40 J/em?
Modo de aplicacao Contato direto
Tempo por ponto 28 segundos
Energia por ponto (6 pontos) 1.12]

Dois dias apds o término dos tratamentos, os animais foram eutanasiados e a pele do
dorso de cada animal foi coletada e devidamente armazenada conforme protocolo exigido para

cada anélise a ser realizada.

2.4 Histologia
O processamento histologico, a técnica de hematoxilina-eosina (HE) e a andlise

estrutural e morfométrica (espessura do epitélio) foram realizados conforme descrito no item

2.11 do capitulo II.

2.5 Imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada conforme descrito no item 2.13 do
capitulo II. Os anticorpos primarios e secundarios usados nesta etapa e suas respectivas

titulagcdes estdo descritos na tabela 5.
&5



TABELA 5: Informagdes sobre os anticorpos utilizados na técnica de imunofluorescéncia e
sua metodologia de incubagao.

Anticorpo Codigo Marca Titulacdo Incubacao
Anti-MMP1 Abl137332 Abcam 1:100 18 horas, geladeira (4°C)
Anti-MMP2 Ab37150 Abcam 1:100 18 horas, geladeira (4°C)
Anti-MMP9 Ab38898 Abcam 1:100 18 horas, geladeira (4°C)

Phospho-c-Fos D82C12 Cell Signal 1:100 18 horas, geladeira (4°C)

Phospho-c-Jun D47G9 Cell Signal 1:100 18 horas, geladeira (4°C)

Alexa Fluor 488 Ab150077 Abcam 1:500 1 hora, temperatura ambiente

Alexa Fluor 568  A11011 Life 1:500 1 hora, temperatura ambiente

As imagens para a quantificagdo dos marcadores por imunofluorescéncia foram
capturadas através de um Microscopio de fluorescéncia (BX61, Olympus) e do software
Cellsens Dimension®. A exposi¢do de luz na captura das imagens foi padronizada e as
quantificagdes foram realizadas em campos ndo coincidentes e escolhidos aleatoriamente,
sendo trés campos por sec¢do para as metaloproteinases e seis para os fatores nucleares, usando

o software Image J®.

2.6 Imunohistoquimica

Para a analise imunohistoquimica foi utilizado um kit de detec¢ao (Novo Link Polymer
RE7280-K, Leica) para quantificacdo da expressao de colageno I, Il e FGF2. As instrug¢des do
fabricante foram seguidas. Assim, os cortes contidos nas laminas foram desparafinizados,
hidratados e lavados em &gua corrente. Em seguida, a recuperagdo antigénica foi realizada
através da incubacdo das laminas em tampao citrato (pH 6.0), com o auxilio de uma panela a

vapor por 40 min. Apoés isso, as laminas foram resfriadas e lavadas trés vezes em agua ultrapura.
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As solugdes do kit foram utilizadas para todas as etapas seguintes. A peroxidase endogena foi
neutralizada com a solu¢do Peroxidase Block (5 min) e as laminas foram lavadas duas vezes
em TBS (5 min/vez). As sec¢des foram incubadas com a solugdo Protein Block (5 min) e em
seguida lavadas duas vezes em TBS (5 min/vez). Os anticorpos primdrios foram diluidos em
0,5% BSA (PBS) ¢ incubados em camara umida, conforme informacdes na tabela 6.

TABELA 6: Informagdes sobre os anticorpos utilizados na técnica de imunohistoquimica e sua
metodologia de incubagao.

Anticorpo Codigo Marca Titulagdo Incubagado
Anti-Collagen I  Ab34710 Abcam 1:100 1 hora, temperatura ambiente
Anti-Collagen II  Ab7778 Abcam 1:100 1 hora, temperatura ambiente
Anti-FGF2 Ab8880 Abcam 1:200 1 hora, temperatura ambiente

Ap6s a incubacdo dos anticorpos primarios as laminas foram lavadas duas vezes em
TBS (5 min/vez) e incubadas com a soluc¢ao Post Primary (30 min). Novamente, laminas foram
lavadas duas vezes em TBS (5 min/vez) e entdo incubadas com a solu¢do NovoLink TM
Polymer (30 min). Em seguida, as ldminas foram lavadas duas vezes em TBS (5 min/vez), sob
leve agitacdo e coradas com solucdo DAB (5 min). Logo apds as laminas foram enxaguadas em
agua, contra coradas com hematoxilina (5 min) e novamente enxaguadas em agua durante
5 min. Por ultimo, os cortes foram desidratados e as laminas foram montadas com laminulas e
meio de montagem. Para o controle negativo os anticorpos primarios foram omitidos.

As imagens para a quantificacdo das imunomarcagdes de colageno I, III e FGF2 foram
capturadas através de um microscopio de luz (BX61, Olympus) e do software Cellsens
Dimension®. A quantifica¢do foi realizada em cinco campos ndo coincidentes, escolhidos
aleatoriamente, usando o software Image J®, segundo protocolo de (Mata, Tefe-Silva et al.

2015).
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2.7 Analise estatistica
Todas as variaveis tiveram a sua distribuicao verificada através do teste de normalidade
de D’Agostine Peason. Os valores foram inseridos em planilhas e analisados por One-way
(ANOVA) e pos-teste de Tukey (dados paramétricos) e Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn
(dados ndo-paramétricos) para comparagdo entre grupos usando o software Graph Pad

Prism® 7.0. Os valores de p<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 Analise histologica

Amostras de pele dos animais foram coletadas e submetidas a processamento
histolégico. A analise estrutural da coloragdo com hematoxilina-eosina por microscopia optica
das seccdes representativas de pele da regido dorsal dos camundongos hairless demonstrou
alteracdes histologicas na epiderme e derme do grupo controle fotoenvelhecido que nio recebeu
tratamento. Um aumento na fragmentagdo e desorganizacio das fibras na regido da derme e o
espessamento da epiderme foram observados no grupo PCFE quando comparado aos grupos
tratados ap6s a indugdo do fotoenvelhecimento e ao grupo PCS. O grupo PLBP apresentou as
fibras de coldgeno mais curtas e levemente desorganizadas na derme reticular. No grupo
PLASER observou-se uma maior quantidade de células na derme papilar, um espessamento e
aumento da densidade das fibras coldgenas na derme reticular, com maior presenca de fibras
maduras. O grupo PLBP+L, no qual os tratamentos foram associados e a fracdo de LBP foi
aplicada antes do laser vermelho, apresentou caracteristicas do grupo PLBP e as fibras de
coladgeno se apresentaram levemente fragmentadas e desorganizadas, diferentemente do grupo
PL+LBP que apresentou um aumento no tamanho e densidade das fibras, com feixes paralelos
a epiderme (FIGURA 35). Na andlise quantitativa da espessura da epiderme os resultados
indicaram diferencas significativas (p<0,01) entre o controle fotoenvelhecido (PCFE) e os
grupos PLBP e PLBP + L, sugerindo um efeito benéfico na recuperagao deste tipo de fotodano
induzido pela radiacdo ultravioleta, tanto na aplicacdo da fracdo de LBP isolada, quanto na
associacdo com o laser vermelho aplicado apos a fracdo de LBP (FIGURA 36). Os grupos
PLASER e PL+LBP também apresentaram resultados promissores na recuperagao da espessura
do epitélio, mas ndo significativos. De maneira geral, os tratamentos realizados apds a inducao
do fotoenvelhecimento parecem promover efeitos positivos na recuperagdo do fotodano gerado

pela RUV.
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FIGURA 35: Fotomicrografias para andlise estrutural (HE) da pele fotoenvelhecida de
camundongos hairless dos grupos experimentais PCS, PCFE, PLBP, PLBP+L ¢ PL+LBP.

PLASER PLBP+L PL+LBP

Os tratamentos foram realizados apos a indugdo do fotoenvelhecimento. Colorag@o de hematoxilina-eosina (HE).
Bar =20 pm.

90



FIGURA 36: Espessura da epiderme apds os tratamentos realizados na pele fotodanificada.
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Os animais foram fotoenvelhecidos e tratados apds este processo com a fragdo LBP (PLBP) e o laser vermelho
(PLASER); ambos isolados e associados (PLBP+L e PL+LBP). Os valores estdo representados como
médias + DPs. ** indica diferenga significativa (p<0,01) entre o controle fotoenvelhecido (PCFE) e os grupos
PLBP, PLBP+L e PCS. Os dados apresentaram distribuicdo nido normal e, portanto, foram analisados por
Kuskal- Wallis e pds-teste de Dunn para comparagio entre grupos, usando o sofiware Graph Pad Prism® 7.0.

3.2 Imunofluorescéncia das p (c-Fos) e p (c-Jun)

A andlise quantitativa da expressdo dos fatores nucleares p (c-Fos) e p (c-Jun), através
da técnica de imunofluorescéncia, demonstrou que a inducao do fotoenvelhecimento promoveu
um aumento significativo (p<0,001) da expressdo dos dois fatores nucleares na pele dos
camundongos hairless que nao receberam tratamento (PCFE) com relagdo ao grupo de animais
que ndo foram fotoenvelhecidos e ndo receberam nenhum tratamento (PCS). Todos os
tratamentos realizados apds a inducdo do fotoenvelhecimento foram capazes de diminuir
significativamente (p<0,001) a expressdo desses fatores quando comparados com o grupo
PCFE (FIGURAS 37-39). Os achados revelam que os tratamentos realizados tanto isolados
quanto associados promovem uma biomodulagdo da expressdo dos fatores nucleares p (c-Fos)

e p (c-Jun), levando os niveis de expressao a valores préximos da normalidade (PCS).
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FIGURA 37: Fotomicrografias da técnica de imunofluorescéncia para analise da expressao dos
niveis de p (c-Fos) (marcado em verde) nas amostras de pele dos camundongos hairless dos
grupos experimentais PCS, PCFE, PLBP, PLBP+L e PL+LBP. Bar = 20 um.

PLASER PLBP+L PL+LBP

FIGURA 38: Fotomicrografias da técnica de imunofluorescéncia para analise da expressao dos
niveis de p (c-Jun) (marcado em verde) nas amostras de pele dos camundongos hairless dos
grupos experimentais PCS, PCFE, PLBP, PLBP+L e PL+LBP. Bar = 20 um.

PLBP

PLASER PLEBP+L PL+LBP
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FIGURA 39: Analise quantitativa dos niveis de expressao do fator nuclear p (c-Fos) e p (c- Jun)
apos a indugdo do fotoenvelhecimento e aplicacdo dos tratamentos.
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Os valores estio representados como médias + DPs. *** indica diferenca significativa (p<0,001) entre os grupos
de animais que foram fotoenvelhecidos (PCFE) e o grupo de animais ndo foram fotoenvelhecidos (PCS) e entre o
grupo PCFE e grupos PLBP, PLASER, PLBP+L e¢ PL+LBP. Os resultados foram analisados por One-way
(ANOVA) e pos-teste de Tukey para comparagdo entre grupos, usando o sofiware Graph Pad Prism® 7.0.

3.3 Imunofluorescéncia das enzimas MMP-1, 2 e 9
A andlise de imunofluorescéncia demonstrou que os niveis de MMP-1 aumentaram apds
a indu¢do do fotoenvelhecimento, apresentando diferenca significativa (p<0,01) quando se
comparou os grupos controles PCS e PCFE. Todos os tratamentos realizados apds o
fotoenvelhecimento foram capazes de diminuir os niveis da enzima MMP-1 na pele dos
camundongos hairless. O grupo PLBP apresentou niveis significativamente reduzidos de
MMP-1 (p<0,01), comparado com o grupo PCFE, da mesma forma que os grupos PLASER,

PLBP+L e PL+LBP (p<0,05) (FIGURAS 40 ¢ 41).

93



FIGURA 40: Fotomicrografias da técnica de imunofluorescéncia para analise dos niveis de
expressdo da enzima MMP-1 (marcado em rosa) nas amostras de pele dos camundongos
hairless dos grupos experimentais PCS, PCFE, PLBP, PLBP+L e PL+LBP. Bar = 20 um.

PCS PCFE PLBP
PLASER PLBP+L PL+LBP

FIGURA 41: Analise quantitativa dos niveis de expressdo da enzima MMP-1 ap6s a indugao
do fotoenvelhecimento e aplica¢do dos tratamentos.
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Os valores estdo representados como médias = DPs. * (p<0,05) e ** (p<0,01) indicam diferengas significativas
entre os grupos de animais que foram fotoenvelhecidos (PCFE) e o grupo de animais ndo foram fotoenvelhecidos
(PCS) e entre o grupo PCFE e os grupos PLBP, PLASER, PLBP+L e PL+LBP. Os resultados foram analisados
por One-way (ANOVA) e pds-teste de Tukey para comparagdo entre grupos, usando o software Graph Pad Prism®
7.0.
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Os niveis da expressio de MMP-2 também se apresentaram significativamente
reduzidos (FIGURA 42 e 43) apds os tratamentos aplicados tanto isolados quanto associados,
com uma maior diferenga entre os grupos PL+LBP e PCFE (p<0,0001). Os achados
demonstram que todos os tratamentos promoveram resultados efetivos no controle do aumento
da expressdo da enzima MMP-2, -caracteristica essa, encontrada no processo de
fotoenvelhecimento. Os achados da analise de expressdo dos niveis da enzima MMP-9 por
imunofluorescéncia revelaram diferenca significativa entre os grupos controles PCS e PCFE
(p<0,0001) e entre os grupos PCFE e PLBP, PLASER, PLBP+L e PL+LBP (P<0,0001),
conforme demonstram as figuras 44 e 45. Essas diferencas se mostraram relevantes, uma vez
que a diminuicdo significativa dos niveis de expressdo dessa enzima, apos a indugdo do
processo de fotoenvelhecimento, pode promover uma menor degradacao das fibras de colageno
da matriz extracelular.

FIGURA 42: Fotomicrografias da técnica de imunofluorescéncia para analise dos niveis de

expressdo da enzima MMP-2 (marcado em amarelo) nas amostras de pele dos camundongos
hairless dos grupos experimentais PCS, PCFE, PLBP, PLBP+L e PL+LBP. Bar = 20 um.

PL+LBP
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FIGURA 43: Analise quantitativa dos niveis de expressdo da enzima MMP-2 ap6s a indugao
do fotoenvelhecimento e aplica¢do dos tratamentos.
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ph Os valores estdo representados como médias £ DPs. ** (p<0,01), *** (p<0,001) e ****
(p<0,0001) indicam diferencas significativas entre os grupos de animais que foram
fotoenvelhecidos (PCFE) e o grupo de animais ndo foram fotoenvelhecidos (PCS) e entre o
grupo PCFE e os grupos PLBP, PLASER, PLBP+L ¢ PL+LBP. Os resultados foram analisados por One-way
(ANOVA) e pos-teste de Tukey para comparagdo entre grupos, usando o sofiware Gra Pad Prism® 7.0.

FIGURA 44: Fotomicrografias da técnica de imunofluorescéncia para analise dos niveis de
expressdo da enzima MMP-9 (marcado em verde) nas amostras de pele dos camundongos
hairless dos grupos experimentais PCS, PCFE, PLBP, PLBP+L e PL+LBP. Bar = 20 um.
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FIGURA 45: Analise quantitativa dos niveis de expressao da enzima MMP-9 ap6s a inducao
do fotoenvelhecimento e aplicagdo dos tratamentos.
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Andlise quantitativa dos niveis de expressdo da enzima MMP-9 apo6s a indugdo do fotoenvelhecimento e aplicagao
dos tratamentos. Os valores estdo representados como médias + DPs. **** (p<0,0001) indica diferenca
significativa entre os grupos de animais que foram fotoenvelhecidos (PCFE) e o grupo de animais ndo foram
fotoenvelhecidos (PCS) e entre o grupo PCFE e os grupos PLBP, PLASER, PLBP+L e PL+LBP. Os resultados
foram analisados por One-way (ANOVA) e pos-teste de Tukey para comparagao entre grupos, usando o software
Graph Pad Prism® 7.0.

3.4 Imunohistoquimica do Colageno I, I1I e FGF2

A expressdo das proteinas estruturais mais abundantes da matriz extracelular, os
colagenos I e III, foi encontrada reduzida apds a indugdo do fotoenvelhecimento. O colageno I
apresentou valor de p<0,01 e o colageno III com valor de p<0,05 na comparagao realizada entre
os grupos controles (PCS e PCFE). O grupo de animais tratado com a fragdo de LBP
isoladamente (PLBP) apresentou valores similares as grupo de animais que foram
fotoenvelhecidos e ndo foram tratados (PCFE) demonstrando que a fragdo LBP isolada ndo
promove uma biomodulagdo da expressdo desses dois tipos de colageno. O grupo de animais
que recebeu tratamento isolado com laser vermelho apresentou uma quantidade
significativamente menor de expressdo dos colagenos I (p<0,05) e III (p<0,01) quando
comparados com o grupo PCFE, revelando que a fotobiomodulagdo promoveu um aumento na

degradacdo desses dois tipos de colageno. O grupo PLBP+L manteve seus niveis de expressao
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dos colagenos I e III similares aos do grupo PCFE, ndo apresentando diferenca significativa.
Diferentemente do grupo PL+LBP, no qual os tratamentos foram realizados de maneira inversa.
A aplicacdo do laser vermelho antes da fragdo LBP promoveu um aumento da expressdo de
colageno I (p<0,05) e III (p<0,01) quando comparados com o grupo PCFE. Esses achados
sugerem que um possivel sinergismo pode ter ocorrido nessa ordem de aplicacdo, onde a
fotobiomodulagdo pode ter potencializado os efeitos protetores e antioxidantes da fragdo LBP
e/ou aumentado o potencial de permeacdo da fracdo, aplicada apos a irradiagdo do laser
(FIGURA 46 — 48).

A expressdo de FGF2 foi significativamente menor no grupo PCFE quando comparado
com o grupo PCS (p<0,05). Os tratamentos realizados promoveram diferentes respostas. O
grupo PLBP apresentou um aumento na expressdo de FGF2 de 10,8%, mas sem diferenca
significativa em relagdo ao grupo PCFE. O grupo PLASER apresentou valores similares ao
grupo PCFE, ndo apresentando efeito sobre a expressao deste fator de crescimento. Os grupos
tratados associadamente promoveram uma biomodulacdo da expressdo de FGF2. Os niveis se
encontraram significativamente aumentados nos grupos PLBP+L (p<0,05) e PL+PLBP
(p<0,0001) quando foram comparados ao grupo de animais fotoenvelhecidos que nao
receberam tratamento (PCFE). Novamente, a associa¢do de tratamentos do grupo PL+LBP se
apresentou efetiva na recuperacao do fotodano induzido pela radiagdo ultravioleta (FIGURAS

46 ¢ 49).
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FIGURA 46: Fotomicrografias da técnica de imunohistoquimica para andlise dos niveis de
expressdo de Colageno I (COL I), III (COL III) e FGF2 (marcados em marrom) em amostras
de pele dos camundongos hairless dos grupos experimentais PCS, PCFE, PLBP, PLBP+L e
PL+LBP. Bar = 20 um.
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FIGURA 47: Andlise quantitativa dos niveis de expressdo de colageno I (COL I), apos a
inducdo do fotoenvelhecimento e subsequente aplicacdo dos tratamentos.
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Os valores estéo representados como médias + DPs. * (p<0,05) e ** (p<0,01) indicam diferengas significativas entre os grupos
de animais que foram fotoenvelhecidos (PCFE) e o grupo de animais ndo foram fotoenvelhecidos (PCS) e entre o grupo PCFE
e os grupos PLASER e PL+LBP. Os resultados foram analisados por One-way (ANOVA) e pos-teste de Tukey para
comparagdo entre grupos, usando o sofiware Graph Pad Prism® 7.0.

FIGURA 48: Analise quantitativa dos niveis de expressdo de colageno III (COL III), apos a
inducdo do fotoenvelhecimento e subsequente aplicacdo dos tratamentos.
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Os valores estdo representados como médias + DPs. * (p<0,05) e ** (p<0,01) indicam diferengas significativas
entre os grupos de animais que foram fotoenvelhecidos (PCFE) e o grupo de animais ndo foram fotoenvelhecidos
(PCS) e entre o grupo PCFE e os grupos PLASER e PL+LBP. Os resultados foram analisados por One-way
(ANOVA) e pos-teste de Tukey para comparagao entre grupos, usando o software Graph Pad Prism® 7.0.
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FIGURA 49: Anilise quantitativa dos niveis de expressdo de FGF2, apds a indugdo do
fotoenvelhecimento e subsequente aplicagdo dos tratamentos.
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Os valores estdo representados como médias + DPs. * (p<0,05) e **** (p<0,0001) indicam diferencas
significativas entre os grupos de animais que foram fotoenvelhecidos (PCFE) e o grupo de animais ndo foram
fotoenvelhecidos (PCS) e entre o grupo PCFE e os grupos PLBP+L e PL+LBP. Os dados apresentaram distribui¢do
ndo normal e, portanto, foram analisados por Kuskal-Wallis e pos-teste de Dunn para comparagdo entre grupos,
usando o software Graph Pad Prism® 7.0.
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho investigou a aplicacdo isolada e associada de dois métodos de
tratamento da pele fotodanificada pela radiacdo ultravioleta, a fitoterapia e a fotobiomodulagao.
A fracdo de polissacarideos (LBP) e o laser vermelho promoveram uma expressiva redu¢ao na
espessura da epiderme ap6s todos os tratamentos aplicados de modo isolado e associado, com
diferenca significativa entre os grupos PLBP e PLBP+L e o grupo PCFE, apresentando medidas
da espessura da epiderme dos animais pertencentes a esses grupos proximas ao grupo de
animais que nao foram fotoenvelhecidos (PCS). A similaridade da resposta aos dois tratamentos
se dd devido ao uso da fragdo LBP isolada e a aplicagdo da mesma seguida da
fotobiomodulag¢do, na qual o sinergismo da associagao parece ter sido benéfico.

Uma variedade de novos métodos para o tratamento do fotoenvelhecimento foi
recentemente introduzida. Um crescente interesse em comparar a eficacia relativa de multiplos
métodos para o tratamento do fotoenvelhecimento tem ocorrido (Lee, Park ef al. 2008). A
pesquisa vem continuamente demonstrando que varios fitofarmacos oferecem protecao
significativa contra diferentes patologias e o envelhecimento da pele. O tratamento primario do
fotoenvelhecimento ¢ a fotoprotecdo, sendo o secundario o tratamento que pode ser alcangado
com o uso de antioxidantes e alguns compostos novos como polifendis (Pandel, Poljsak et al.
2013) e também o uso de fotobiomodulagdo. (Ye, Wang et al. 2012) testaram trés dosagens
diferentes (0,6; 1,5 e 2,5 J/cm?) de laser infravermelho (1064 nm) na pele dorsal de ratos
Sprague-Dawley e observaram um aumento na quantidade de colageno, bem como a regulacao
positiva da expressdo génica de coldgenos tipo I e III, TIMP-1 e 2, e uma diminuigdo
significativa na expressdo das enzimas MMP-2 e 3, concluindo que a irradiagdo com laser
infravermelho poderia aumentar significativamente a produgdo de colageno e evitar a

degradacdo das fibras.
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Antioxidantes exodgenos tém sido investigados quanto aos seus efeitos e achados que
corroboram com os nossos resultados revelaram que a espessura epidérmica, que mostrou
maiores valores em camundongos /airless irradiados, foi revertida apos tratamento com uma
formulagdo contendo peptideos e outra com uma combinacao de 4cido ascorbico, a-tocoferol e
acido fertlico (Bhattacharyya, Pathria ef al. 2014). Alguns autores estudaram o mecanismo
antirrugas da melatonina em queratinocitos HaCaT e em camundongos Aairless, ambos tratados
com UVB. A melatonina suprimiu a expressdo de proteinas inflamatorias tais como COX-2,
ERK ¢ MMP-1 em queratindcitos tratados com UVB e protegeu a pele de camundongos
hairless irradiados com RUVB por 8 semanas, da formacao de rugas através da inibi¢ao de
EROs e da perda de agua transdermal. Notavelmente, a melatonina protegeu a pele dos
camundongos contra o aumento da espessura da epiderme e a degradagdo do colageno dérmico
(Park, Lee et al. 2018).

As radiagdes ultravioletas dos tipos A e B induzem ativacdo de uma ampla gama de
fatores de transcri¢do em células da pele, incluindo a proteina ativadora de fator-1 (AP-1)
(Halliwell e Gutteridge 2015). A proteina AP-1 ¢ um termo coletivo que se refere a fatores de
transcri¢do diméricos, compostos de subunidades c-Jun, c-Fos ou ATF (fator ativador de
transcri¢do) que se ligam a um sitio de DNA comum, o sitio de ligagdo AP-1 (Karin, Liu ef al.
1997). A RUV gera um fotodano na pele como resultado da indug@o da expressdo genes que
codificam para metaloproteinases de matriz, as quais podem degradar o colageno e outros
componentes do tecido conjuntivo. Tal indugao ¢é regulada por AP-1 (Fisher, Wang et al. 1997),
conforme demonstrado na figura 50. Em nossos achados a expressao das subunidades c-Fos e
c-Jun, que compdem o fator de transcricio AP-1, foi suprimida significativamente apos
aplicagdo dos tratamentos isolados e associados. Os niveis de expressdo se aproximaram dos
niveis encontrados no grupo de animais que ndo foram fotoenvelhecidos (PCS), produzindo
consequentemente o mesmo efeito sobre os niveis de expressao das enzimas MMP-1, 2 ¢ 9 em

103



todos os tratamentos realizados. Esses resultados revelam que os tratamentos, tanto isolados
quanto associados com a fragdo LBP e a fotobiomodulagdo, poderiam estar interferindo na via
que gera o fotodano (FIGURA 50), evidenciando efeitos positivos na recuperagdo da
integridade da pele fotodanificada de camundongos hairless, uma vez que o grupo PCFE
aumentou significativamente os niveis de expressao apds o fotodano induzido.

FIGURA 50: Esquema de indugdo do fotodano gerado pela radiagdo ultravioleta (RUV).
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d
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|
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cFos/cJun
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Fonte: Figura adaptada de Kang, Chung et al. 2003.

Os sinais circulares em vermelho e cinza indicam os provaveis pontos de atuagdo dos tratamentos na interrup¢ao
da via que gera o fotodano.

Um estudo sobre a expressdo das MMPs na epiderme da pele de camundongos hairless,
apos um longo periodo de irradiagdio UV demonstrou que os niveis de MMP-2 e 9, também
foram encontrados significativamente maiores na pele de camundongos submetidos a irradiacao
UVB do que na pele de camundongos nao expostos (Inomata, Matsunaga et al. 2003),
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corroborando com o0s nossos achados. Estudos in vifro demonstraram que a expressdo das
metaloproteinases de matriz 2 e 9 foi significativamente reduzida quando células de linhagem
tumoral BIU87 foram tratadas com diferentes concentragdes da fragdo LBP, os autores
correlacionaram positivamente a redu¢do da expressao com um efeito dose-dependente (Zhang,
Yu et al.2017). Outros autores investigaram o efeito protetor do extrato etandlico de Eucalyptus
globulus a 50%, sobre o fotoenvelhecimento induzido por RUV in vitro e in vivo. Fibroblastos
dérmicos humanos normais foram tratados com Eucalyptus globulus apds irradiagdo com
RUVB. Os achados in vitro revelaram uma supressdo na expressdo de MMPs e IL-6, um
aumento na expressao de TGF-B1 e procolageno tipo 1 e ainda a inibi¢ao da ativacdo do fator
de transcri¢do AP-1, um indutor de MMPs. Por fim, estudos in vivo mostraram que a aplicagao
topica de Eucalyptus globulus regulou negativamente a expressio de MMP-1 e regulou
positivamente a expressao de elastina, TGF-B1 e procolageno tipo 1 (Park, Hwang et al. 2018).

Além dos efeitos benéficos dos fitofarmacos no tratamento do dano gerado pela RUV,
a fotobiomodulagdo também tem sido amplamente usada com este proposito. Em um estudo
in vitro, relatou-se que um aumento da secrecdo de procolageno por fibroblastos, promoveu
uma redugdo da expressdo de metaloproteinases de matriz apos tratamentos com fototerapia
usando LED (660 nm) (Barolet, Roberge et al. 2009). Outro estudo demonstrou que o laser
modulou a expressao génica e a atividade de metaloproteinases de matriz em células de mtsculo
liso aortico suino (Gavish, Perez et al. 2006). Esses achados podem justificar a reducao
significativa dos niveis de expressdo das enzimas MMP-1, 2 e 9 nos grupos de animais
fotoenvelhecidos e tratados com fotobiomodulacdo. (Migliario, Rizzi et al. 2013), observaram
uma diminuicdo da expressio de MMP-9 em queratindcitos normais tratados com laser
vermelho (635 nm). Devido as MMPs desempenharem um papel importante na degradagao da
matriz extracelular (MEC) e na remodelacio de tecidos, € possivel considerar a
fotobiomodulagdo produzida pelo laser vermelho em nossos achados como uma nova medida
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terapéutica para restaurar significativamente o equilibrio entre a MEC e as enzimas de
degradacao.

As MMPs sdo responsaveis pela degradacdo das proteinas da MEC, como coldgeno,
fibronectina, elastina e proteoglicanos, contribuindo para o fotoenvelhecimento (Quan, Qin et
al. 2009, Kim, Lee ef al. 2011). A andlise das imunomarcacdes de coldgeno I e III demonstrou
que os tratamentos realizados nos grupos PLBP e PLBP+L ndo produziram efeito sobre a
expressdo dessas fibras estruturais. Diferentemente do grupo PL+LBP, no qual a expressdo de
coldgeno I e III aumentou significativamente quando comparado com o grupo PCFE.
Atribuimos esse aumento de expressdo a um provavel sinergismo ocorrido na ordem de
aplicagdo dos tratamentos. E conhecido que a fotobiomodulagdo promove angiogénese e
aumenta a sintese de colageno, promovendo o reparo de feridas agudas (Hopkins, McLoda et
al. 2004) e cronicas (Yu, Naim et al. 1997). O laser vermelho aplicado antes da fracdo LBP
pode ter produzido, além dos seus efeitos supracitados, um sinergismo com o potencial
antioxidante da fracdo LBP, uma vez que (Li, Li et al. 2017) propuseram seu potencial uso para
cuidados da pele, contra danos oxidativos gerados por insultos ambientais. O grupo de animais
que recebeu tratamento com a fotobiomodulacdo isolada (PLASER) apresentou uma reducao
significativa da expressdo de colageno I e I11. A diminuigdo da espessura do epitélio apresentada
neste grupo pode ter influenciado no processo de sintese e degradacdo desses dois tipos de
coldgeno. O efeito inibitorio da neocolagénese também foi observado em um estudo com
camundongos hairless fotoenvelhecidos que foram tratados com retindides (tretinoina e
adapaleno) e lasers (585 nm e COy) isolados e associados, onde os lasers de 585 nm e o CO»
aplicados de maneira isolada ndo induziram neocolagénese. Além disso, nenhum efeito
sinérgico foi observado com os tratamentos combinados, a zona de reparagdo observada foi
principalmente atribuida ao adapaleno (Lee, Park ez a/. 2008). Um modelo de reparo de lesdes
demonstrou que a fotobiomodulagdo proporcionou aceleracdo da cicatrizagdo de feridas
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cutdneas em ratos com uma dose/resposta bifasica, favorecendo doses mais baixas (Corazza,
Jorge et al. 2007). A hipotese que levantamos para os niveis de expressao de colageno I e III
terem sido menores do que o PCFE, foi de que a dose aplicada do laser possa ter promovido
um efeito inibitorio que culminou em uma resposta bifésica neste grupo experimental (Huang,
Sharma et al. 2011). O mesmo ocorreu com a expressdo do fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF2) no grupo PLASER, uma vez que os niveis de expressao se apresentaram
abaixo do grupo PCFE.

Em nossos achados somente os tratamentos realizados em associagdo, em ambas as
ordens de aplicagdo, promoveram um aumento significativo na expressao de FGF2, um fator
de crescimento que estimula a proliferagdo e migragao de fibroblastos e queratinocitos, atraindo
células inflamatdrias e circundantes para a da regido em reparo, induzindo varias citocinas
(Huang, Kong et al. 2017). O aumento deste fator de crescimento sugere um efeito sinérgico
produzido pela associagdo dos tratamentos sobre a expressdo desta proteina, uma vez que os
tratamentos isolados ndo promoveram o mesmo efeito. Provavelmente, um estimulo a migragao
e proliferacdo das células mais abundantes na pele, como fibroblastos e queratindcitos pode ter
ocorrido, aumentando assim a capacidade de reparo e reorganizagdo da matriz extracelular do
tecido fotodanificado. Um estudo que corrobora com os nossos achados investigou os efeitos
da fotobiomodulagdo na cicatrizagdo de feridas cutdneas em um modelo animal de diabetes
tipo Il e concluiu que o laser vermelho melhorou significativamente as caracteristicas
histolégicas e o fechamento de feridas no grupo diabético em comparagdo com o grupo
diabético ndo irradiado. A analise quantitativa da expressdo de FGF2 revelou um aumento de
trés vezes nos animais diabéticos e ndo-diabéticos apos fotobiomodulagdo (Byrnes, Barna et al.
2004). Os efeitos protetores da antioxidina-RL, um peptideo antioxidante purificado das
secrecoes da rd Odorrana livida na resposta induzida por UVB foram examinados in vitro e in
vivo. Nos estudos in vitro, células HaCaT e HSF tratadas com antioxidina-RL produziram uma
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regulacdo positiva na expressdo de FGF, procoldgeno tipo I e TGF-B1. Ja nos estudos in vivo,
a antioxidina-RL preveniu eficazmente o eritema induzido por UVB na pele de camundongos,
inibindo assim o espessamento e a inflamag¢do da pele induzidos por UVB e aumentando a
deposicao de colageno (Qin, Lee ef al. 2018). Esses estudos demonstram que a aplicagdo de
fotobiomodulagao e compostos antioxidantes tem efeito reparador da pele danificada, e que em
nosso estudo, a associacdo dos tratamentos potencializou os efeitos benéficos de ambos,
produzindo um efeito sinérgico.

Baseados nos achados que corroboram com os nossos resultados, ¢ possivel concluir
que tanto a associa¢do quanto a forma de aplicagdo dos tratamentos produziram diferentes
efeitos biomodulatérios utilizando o modelo de indugdo do fotoenvelhecimento em pele de
camundongos hairless. Estudos futuros se fazem necessarios, testando diferentes concentragdes
da fracdo LBP, variando também os parametros da fotobiomodula¢do, elucidando os
mecanismos que produzem uma resposta bifasica, a fim de buscar uma dose 6tima para o

tratamento da pele fotodanificada.
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CONSIDERACOES FINAIS/ CONCLUSOES

Através dos nossos achados ¢ possivel concluir que a fragdo LBP isolada do fruto de
Lycium barbarum no presente trabalho ¢ predominantemente composta por moléculas bioativas
de polissacarideos que foram identificados como possiveis unidades glicosidicas de arabinose,
glucose, galactose, contendo ainda tragos de acidos graxos de cadeia longa.

Este estudo mostrou que a fragdo LBP possui um potencial antioxidante e de 6tima
permeagdo na pele de orelha suina, podendo assim ser futuramente incorporado em formulagdes
cosméticas.

O presente estudo também mostrou que os tratamentos com a fracdo LBP e a
fotobiomodulag¢ao (isolados e associados), realizados durante a indu¢do do fotodano na pele de
camundongos hairless, promoveram uma prote¢cao como o espessamento da epiderme em todos
os grupos ¢ a degradacdo das fibras coldgenas, com excecdo do grupo LBP+L. Contudo, os
tratamentos ndo foram capazes de reduzir a expressao das MMP-1, 2 e 9, quando aplicados de
forma isolada ou associada.

Este estudo ainda mostrou que, tanto a associacdo dos tratamentos com a fracdo LBP e
a fotobiomodulacdo quanto a forma de aplicacdo, produziram a diminui¢do do espessamento
da epiderme, dos niveis de expressdo de p (c-Fos) e p (c-Jun) (AP-1) e dos niveis de expressao
das MMP-1, 2 e 9, na pele fotodanificada de camundongos hairless. Os tratamentos ainda
promoveram um aumento dos niveis de colageno I, III e FGF2 no grupo onde o laser vermelho
foi aplicado antes da fracio LBP (PL+LBP), sugerindo um sinergismo nesta ordem de
aplicacdo.

Estudos adicionais se fazem necessarios para complementar a elucidacao dos efeitos

isolados e associados dessas terapias ndo invasivas na fotoprotecdo e no tratamento da pele

fotodanificada.

109



Os resultados obtidos nos levam a propor uma possivel utilizagdo da fracio LBP em
formulagdes cosméticas devido ao seu potencial antioxidante e facilitador de permeacdo e ainda
seu uso em associacdo com laser vermelho para fim de tratamento fotorejuvenescedor em

procedimentos estéticos.
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1 | INTRODUCTION

The use of dermal substitutes to treat skin phototiomedulition
defects such as ulcers has shown promising ) 3
results, suggesting a potential role for skin
substitutes for treating acute and chronic
wounds. One of the main drawbacks with the
use of dermal substitutes is the length of time 5O00SC
from engraftment to graft take, plus the risk PVttt
of contamination and failure due to this pro-
longed integration. Therefore, the use of
adjuvant energy-based therapeutic modalities
to augment and accelerate the rate of bicintegration by dermal substitute engrafi-
ments is a desirable outcome. The photobiomodulation (PBM) therapy modulates
the repair process, by stimulating cellular proliferation and angiogenesis. Here, we
evaluated the effect of PBM on a collagen-glycosaminoglycan flowable wound
matrix (FWM) in an ex vivo human skin wound model. PBEM resulted in acceler-
ated rate of re-epithelialization and organization of matrix as seen by structural
amangement of collagen fibers, and a subsequent increased expression of alpha-
smooth muscle actin (-SMA) and vascular endothelial growth factor A (VEGF-A)
leading © an overall improved healing process. The use of PEM promoted a bene-
ficial effect on the rate of integration and healing of FWM. We therefore propose
that the adjuvant use of PBM may have utility in enhancing engraftment and tissue
repair and be of value in clinical practice.

dormal substitine -

thn aamplex

(o vivo) tasue cuture

KEYWORDS
flowable matrix, low-level laser therapy, photobiomodulation therapy, skin
substitute, tissue remodeling, wound repair

Complete understanding of the role of cellular and molecu-
lar mechanisms that orchestrate skin repair remain poory

Tissue repair following injury is a well-orchestrated yet com-
plkex bioclogical process involving many local and sysiemic
factors. For this to occur, dynamic interactions between differ-
ent cell types and intra- and extracellular pathways are acti-
vated to restore integrity and functionality of the tissue [1, 2].
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understood and thus, current targeted therapies are imited. The
imperfect wound repair process that oocurs following chronic
wounds formation is a clinical and therapeutic challenge [3, 4].
Therefore, identifying the relevant therapeutic modalities to
improve cutancous repair, are a clinical necessity.

Skin tissue engineering through the use of dermal substi-
tues is an attractive approach to rebuild lost and damaged tis-
sue [4]. A variety of dermal substitutes are utilized in the
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"b", da Lei Estadual n® 5018, de 18 de outubro de 1880, concede aos OUTORGADO(S), a seguir
qualificado(s). Bolsa para a realizag3o de Projeto de Pesquisa a seguir especificado, em Instituigdo no Exterior,
cumoapobdalNSﬂ“Jl(}iOSEDE.demcbcomasapedﬁcagﬁes.dél.ﬁdasecondiqﬁesdesuitasa
seguir e nos Anexos, que passa a ser parte integrante deste Termo.

2.2 ORIENTADOR/SUPERVISOR:

1. OUTORGADOS

1.1 BOLSISTA: Lia Mara Grosso Neves

1.2 ORIENTADOR/SUPERVISOR:  Marcia Regina Cominetti

2 Comespondéncia

2 1 BOLSISTA: AJC Lia Mara Grosso Neves,

liamarabiologia@hotmail.com

mcominetti@ufscar br

3instituigio Sede:

Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude/CCBS
Universidade Federal de S3o Carlos/UFSCAR

4 Instituig3o no Exterior:

The University of Manchester
Manchester
Inglaterra

5 Projeto de Pesquisa:

Efeitos da fotobiomodulagSo e do modelo dermal Integra® suplementado
com frag3o de polissacarideos de Lycium barbarum em um modelo de
cicatrizag3o de ferida ex vivo

6.Linha de Fomento:

Programas Regulares / Bolsas / No Exterior / Bolsa Estagio de Pesquisa
no Exterior / BEPE - Doutorado

7 Area/Subarea:

Medicina
Outra Subarea Medicina

8.Coordenag3o:

Saiide |

9 Periodo da vigéncia:

010372017 a 31/0&/2017
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ANEXOS

f UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
' O PRO-REITQRIA DE PESQUISA
Comissao de Etica no Uso de Animais
Jeo Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
f : Fones: (016) 3351.8025 / 3351.9679
/ Fax: (016) 3351.8025
CEP 13560-970 - Sao Carlos - SP - Brasil
ceua@ufscar.br - www.propg.ufscar.br

Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais
n° 040/2014

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos -
CEUA/UFSCar APROVOU o projeto de pesquisa Efeitos do extrato do fruto de Lycium barbarum
L. e do laser vermelho na prevengdo do fotoenvelhecimento cutdneo em camundongos sem
pelos SKH:hr-1, submetido pelo pesquisador Lia Mara Grosso Neves.

Séo Carlos, 27 de outubro de 2014

Aga«‘:w ém,w-z. Qf’(«j;) Ho Mc& 51«4}\_

Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza

Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais
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