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RESUMO

Araujo, Laiza Magalhdes de. Avaliagdo da expressdo génica de colageno em
fibroblastos tratados com extratos de fungos endofiticos [dissertacdo]. 2015.
Faculdade de Ciéncias da Saude. Universidade de Brasilia.

O processo de envelhecimento da pele é bastante complexo e pode ser classificado
como envelhecimento intrinseco, determinado primordialmente por fatores
genéticos, e envelhecimento extrinseco, induzido por fatores como exposicao
cronica a radiacdo ultravioleta, consumo excessivo de alcool, tabagismo e fatores
nutricionais. A pele envelhecida é caracterizada por alteragcbes morfolégicas e
funcionais que podem provocar 0 enrugamento, descamacgdo, ressecamento,
anormalidade de pigmentacdo e céncer de pele. Algumas das desordens que
acometem a pele envelhecida se devem principalmente ao estresse oxidativo
promovido por espécies reativas de oxigénio, que sao capazes de alterar o equilibrio
entre sintese e degradacdo de componentes da matriz extracelular dérmica,
favorecendo o segundo em detrimento do primeiro. Produtos naturais protegem a
pele de danos induzidos pelo estresse oxidativo e podem atuar em vias importantes
no processo de envelhecimento cutaneo. Dentre as possiveis fontes para obtencéo
de produtos naturais pode-se destacar os fungos endofiticos que sdo capazes de
produzir uma grande diversidade de compostos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia do tratamento com metabdlitos de dois fungos endofiticos isolados de
folhas de Bauhinia variegata na expressdo génica do colageno do tipo |,
metaloproteinase do tipo 1 e inibidor de metaloproteinase do tipo 1 em fibroblastos
dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo. Os resultados obtidos mostraram
gue ambos os fungos foram capazes de produzir compostos polifendlicos e, mais
especificamente, flavondides. O tratamento dos fibroblastos com o extrato produzido
por um dos fungos endofiticos induziu o0 aumento da expresséo génica do colageno
do tipo I, diminuiu a expressdo génica da metaloproteinase do tipo 1 e inibiu a
atividade da metaloproteinase do tipo 2, sugerindo que os metabdlitos produzidos

por este fungo podem ser benéficos na prevencgéo do envelhecimento cutaneo.

Palavras-chave: envelhecimento; pele; colageno; polifendis; metaloproteinase;

fungos endofiticos.



ABSTRACT

Araujo, Laiza Magalhdes de. Assessment of collagen gene expression in fibroblasts
treated with endophytic fungi extracts [dissertation]. 2015. Faculty of Health
Sciences. University of Brasilia.

Skin aging process is very complex and can be classified as intrinsic aging, primarily
determined by genetic factors, and extrinsic aging, induced by nutritional and
behavioral factors, such as chronic exposure to ultraviolet radiation, excessive
alcohol consumption, smoking and nutritional disorders. Skin aging is characterized
by morphological and functional changes, which can cause wrinkling, scaling,
dryness, pigmentation abnormalities and skin cancer. Some of the disorders that
affect the skin aging are mainly due to oxidative stress promoted by reactive oxygen
species that are able to change the balance between synthesis and degradation of
the dermal extracellular matrix components, favoring degradation rather than the
synthesis process. Natural products protect skin from damage induced by oxidative
stress and may act in important pathways in the skin aging. Among the possible
sources for obtaining natural products it is possible to highlight the endophytic fungi,
which are able to produce a great diversity of natural compounds. The objective of
this study was to evaluate the influence of treatment with metabolites produced by
two endophytic fungi isolated from Bauhinia variegate leaves on genic expression of
collagen type |, metalloproteinase type 1 and tissue inhibitor of metalloproteinase
type 1 in human dermal fibroblasts exposed to oxidative stress. The results show that
both fungi were able to produce polyphenolic compounds and, more specifically,
flavonoids. Treatment of fibroblasts with the extract produced by one of the
endophytic fungi increased the expression of collagen type | gene, reduced the
expression of metalloproteinase type 1 gene and inhibited metalloproteinase type 2
activity, suggesting that metabolites produced by this fungus can be benefic in
prevent skin aging.

Keywords: aging; skin; collagen; polyphenols; metalloproteinase; endophytic fungi.
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1. INTRODUCAO

1.1. Envelhecimento Cutaneo

A pele € um érgado complexo composto por diferentes camadas, que possuem
estruturas especializadas denominadas de apéndices (foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas, apécrinas e écrinas, e glandulas sebaceas) e consiste de tipos
heterogéneos de células e componentes extracelulares. Este 6rgdo funciona como
uma barreira efetiva ao atuar na protecdo do organismo contra os efeitos deletérios
do meio ambiente, sejam eles fisicos, quimicos ou microbiolégicos, e é essencial
para a manutencao da temperatura e da homeostase dos fluidos e eletrolitos (Haake
et al., 2001; Nichols e Katiyar, 2010; Zouboulis e Makrantonaki, 2011).

As camadas que compdem a pele sdo a epiderme, a derme e o tecido
subcutéaneo. A epiderme, camada superficial da pele, é avascular e depende
exclusivamente da derme para sua nutricdo. Possui como funcédo principal a
protecdo do corpo contra estimulos ambientais danosos e diminuicdo da perda de
fluidos. A epiderme é primariamente formada por queratinécitos organizados em um
epitélio pavimentoso estratificado, que € constantemente renovado para manutencéo
da homeostase desta camada da pele. Também fazem parte da constituicdo da
epiderme os melandcitos, as células de Langerhans e células de Merkel. Os
queratinécitos com alta taxa de proliferacao residem na camada basal, que se apoia
na membrana basal da juncdo dermo-epidérmica. A maturacdo dos queratinécitos
envolve a perda da capacidade proliferativa e sua diferenciagdo em cornedcitos. A
diferenciacéo ocorre na medida em que 0s queratinécitos migram até a superficie da
pele através do estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato cérneo. O estrato
cérneo, camada externa da epiderme, € constituido por cornedcitos ricos em
proteina que sdo imersos em matriz extracelular rica em lipideos (Haake et al., 2001,
Hwang et al., 2011; Mancini et al., 2014; Rittié e Fisher, 2015; Yadav et al., 2015).

A derme, unida a epiderme por meio da juncdo dermo-epidérmica, é formada
pela matriz extracelular do tecido conjuntivo, que é composta por colageno, fibras
elasticas, fibronectina, glicosaminoglicanos e proteoglicanos (Hwang et al., 2011).0
colageno é a proteina mais abundante da matriz extracelular, correspondendo a

cerca de 80% do peso seco da pele, e apresenta uma configuracao caracteristica de
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tripla-hélice. Os complexos da tripla hélice se associam com pequenos
proteoglicanos para formar estruturas fibrilares arranjadas de forma regular
chamadas de feixes, que sado responsaveis por conferir forca e suporte a pele
humana. As fibras elasticas, que constituem de 2 a 4% da matriz extracelular,
formam uma rede de interconexao que prové elasticidade e resiliéncia para a pele
normal. As macromoléculas de glicosaminoglicanos e proteoglicanos correspondem
a 0,1-0,3% do peso seco da pele, e atuam na promocao da hidratacdo da pele,
principalmente através da capacidade do acido hialurdnico de se ligar a agua (Uitto e
Bernstein, 1998; Hwang et al., 2011).

Processos que alteram as propor¢des relativas dos componentes da matriz
extracelular da derme contribuem para mudancas estruturais na pele e
manifestacbes clinicas do envelhecimento cutdaneo. O envelhecimento esta
associado a mudancas que ocorrem em nivel celular e que levam a perda
progressiva da funcdo dos tecidos, além da diminuicdo da resisténcia ao estresse,
da eficiéncia metabdlica e do potencial de adaptacédo. Estas mudancas prejudicam a
funcdo basal e a resposta a estimulos ambientais, resultando na diminuicdo da
capacidade de reparar danos, predisposicdo do organismo a doencas e disfuncao
permanente (Yaar e Gilchrest, 1998; Tigges et al., 2014).

Fatores intrinsecos e extrinsecos atuam na modificacdo de propriedades da
pele no processo de envelhecimento cutaneo, podendo este ser, assim, classificado
como envelhecimento intrinseco ou extrinseco (Gilchrest, 1989; Uitto e Bernstein,
1998).

O envelhecimento cutaneo intrinseco ocorre como consequéncia natural de
mudancas fisioldgicas ao longo do tempo, que sao relacionadas a fatores genéticos
que desencadeiam a senescéncia celular, diminuicdo da capacidade de reparo do
DNA, perda dos telémeros, mutacdes pontuais do DNA mitocondrial e aumento da
frequéncia de anormalidades cromossomicas. Neste tipo de envelhecimento ha a
deterioragdo progressiva da funcéo tecidual, com modificacbes que tendem a
diminuir a capacidade de resposta adaptativa do tecido, culminando no aumento da
suscetibilidade para desordens, que incluem diminuicdo da capacidade proliferativa
das células da pele, diminuicdo da sintese de matriz extracelular na derme e
aumento da expressado de enzimas que degradam a matriz extracelular (Jenkins,
2002; Mine et al., 2008; Zouboulis e Makrantonaki, 2011; Raut et al., 2012).



O envelhecimento cutédneo extrinseco esta relacionado a fatores que estédo
intimamente associados com a qualidade de vida, com a capacidade do individuo de
se adaptar aos desafios impostos pelas condicdes ambientais e aos mecanismos de
resposta ao estresse. Os principais fatores extrinsecos envolvidos no
envelhecimento cutdaneo sdo a exposicdo cronica ao sol, consumo excessivo de
alcool, tabagismo e fatores nutricionais. Dentre tais fatores a exposi¢do ao sol é o
que apresenta efeito deletério mais proeminente, sendo que a maior parte do
envelhecimento extrinseco da pele ocorre devido a exposicado solar crbnica e este
tipo de envelhecimento é denominado de fotoenvelhecimento (Baumann, 2007;
Tigges et al., 2014; Zeng et al., 2014).

Alteracbes na pele envelhecida, tanto intrinsecamente quanto
extrinsecamente, sdo resultado de mudancas morfolégicas que comprometem a
estrutura e funcdo deste 6rgdo, de modo que as alteracdes clinicas, fisiologicas e
histolégicas que ocorrem na pele afetam a taxa de renovacdo da epiderme,
depuracdo de substancias quimicas da derme, espessura e densidade celular da
derme, termorregulacdo, taxa de re-epitelizacdo apOs cicatrizacdo, protecao
mecanica, resposta imune, percepcao sensorial, e h4 um declinio progressivo na
resposta dos queratinécitos e fibroblastos a fatores de crescimento com diminuicao
da sua capacidade proliferativa (Gilchrest, 1996; Bailey et al., 1998).

A pele envelhecida intrinsecamente é caracterizada principalmente por rugas
finas, clareamento da pele, flacidez, ressecamento, afinamento da epiderme,
achatamento da juncdo dermo-epidérmica, diminuicdo da atividade mitética, reducdo
da espessura da derme e diminuicdo dos fibroblastos; atrofia da matriz extracelular;
reducdo e desintegracdo do colageno e de fibras elasticas; deposicdo de
substancias exogenas; reducdo da microvasculatura cutanea; reducdo das
terminacbes nervosas; e diminuicAo do numero de glandulas sebaceas e
sudoriparas (Gilchrest, 1996; Zouboulis e Makrantonaki, 2011).

As alteragcbes observadas na pele envelhecida extrinsecamente resultam da
sobreposicdo dos danos causados por fatores ambientais ao envelhecimento
intrinseco. As principais caracteristicas deste tipo de envelhecimento consistem em
manchas, pele aspera, telangiectasia, rugas finas, elastose solar, ceratose actinica,
distribuicdo esparsa das fibras de colageno, aumento da degradacdo de colageno,
aumento dos niveis de disfuncdo de glicosaminoglicanos e proteoglicanos, reducdo



das fibrilas de ancoragem, diminuicao da proliferacdo, diferenciagcdo, descamacéao e
apoptose de gqueratindcitos e espessamento da epiderme (Yaar e Gilchrest, 1998;
Zouboulis e Makrantonaki, 2011; Raut et al.; 2012).
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Figura 1. Caracteristicas morfologicas da pele jovem, da pele envelhecida

intrinsecamente e da pele envelhecida extrinsecamente.
Extraido de Mancini e colaboradores (2014).

Mudancas qualitativas e quantitativas em proteinas estruturais da derme
apresentam-se como um mecanismo de acao central em ambos os tipos de
envelhecimento cutaneo. Os fibroblastos da derme envelhecida apresentam redugéo
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em sua capacidade biossintética, e ha evidéncias de degradagdo dos componentes
fibrosos da matriz extracelular, que incluem a elastina, fibras oxitalanicas e coldgeno
do tipo I, lll e IV. Além disso, ha perda da fracdo de oligossacarideos que exerce
impacto sobre a capacidade de retencdo hidrica da pele (EI-Domyati et al., 2002;
Jenkins, 2002; Naylor et al., 2011).

A quantidade de coldgeno do tipo |, o principal tipo de colageno da matriz e
um marcador para a sintese de colageno, é 68% menor na pele de idosos do que na
pele de jovens, e esta diminuicdo é acompanhada por alteracées na organizacao e
estrutura desta proteina. Alteracdes também s&do observadas na morfologia e na
quantidade de fibras elasticas da pele de individuos de idades diferentes. A alta
longevidade dessas moléculas, quando comparadas com proteinas intracelulares,
expde suas estruturas a um dano cumulativo que, por sua vez, exerce um impacto
na sua habilidade de conferir tanto propriedades mecanicas quanto de mediar a
homeostase tecidual (Gilchrest, 1996; Bailey et al., 1998; Uitto e Bernstein, 1998; El-
Domyati et al., 2002; Varani et al., 2006; Mine et al., 2008; Hwang et al., 2011; Rittié
e Fisher, 2015).

Ha um desequilibrio entre a sintese e degradacao dos componentes da matriz
extracelular (MEC) na pele envelhecida. A fragmentacdo do colageno da MEC na
derme altera a homeostase do colageno por influenciar na funcéo de fibroblastos
dérmicos, células de meia-vida longa que estdo submetidas ao acumulo de danos
promovidos por fatores relacionados ao envelhecimento. Na pele de jovens (20 a 30
anos), as fibras de colageno intactas sdo abundantes e organizadas. Em contraste,
na pele envelhecida (> 80 anos), as fibras de colageno sdo fragmentadas e
desorganizadas (Uitto e Bernstein, 1998; Quan et al., 2013; Tigges et al., 2014).
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Figura 2. Diferenca do conteudo de colageno na pele jovem, na pele
envelhecida intrinsecamente e na pele envelhecida extrinsecamente.
Extraido de Naylor e colaboradores (2011).

Os danos observados nas proteinas estruturais da derme resultam
principalmente da acado de metaloproteinases de matriz (MMP), que sdo produzidas
em maior quantidade por fibroblastos de pessoas idosas do que por fibroblastos de
pessoas jovens (Mine et al., 2008; Fisher et al., 2009). As MMP estédo envolvidas em
diversos processos fisiol6gicos da pele como apoptose, angiogénese, cicatrizacao e
inativacao de citocinas (Sardy, 2009). Estas enzimas sdo subdivididas em grupos de
acordo com a sua especificidade para determinado substrato, sendo classificadas
como colagenases, gelatinases, estromelisinas e metaloproteinases de membrana
(Clark et al., 2008). Na pele humana, a MMP-1 (colagenase) é a principal protease
capaz de iniciar a fragmentacéo das fibras de colageno fibrilar, predominantemente
o tipo | e lll, sua acdo aliada a acdo das gelatinases, MMP-2 e MMP-9, e da
estromelisina, MMP-3, é capaz de degradar completamente o colageno e fibras
elasticas. O acumulo de colageno fragmentado induzido pela acgédo das
metaloproteinases contribui de forma significativa para o fenoétipo da pele humana
envelhecida (Jenkins, 2002; Fisher et al., 2009).

Em condigbes fisiologicas, a expressdo das metaloproteinases é baixa e
regulada para manter a homeostase da matriz extracelular, porém o aumento da
atividade destas enzimas € responsavel por provocar a desorganizacao estrutural da
matriz extracelular na pele envelhecida (Sardy, 2009; Bartling et al., 2014; Quan e
Fisher, 2015). Aliado ao aumento da atividade das MMP est4d a diminuicdo da

producdo de seus inibidores, os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP), o
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que contribui para a desregulacao cronica da sintese e degradacdo de componentes
da matriz extracelular, que se constitui como a maior -caracteristica do

envelhecimento cutaneo (Fisher et al., 2009; Sardy, 2009).

1.2. Estresse oxidativo e envelhecimento cutaneo

O estresse oxidativo, definido como o desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e sua eliminagdo, atua como elemento chave
no processo de envelhecimento. Os processos quimicos e bioldgicos basicos
envolvidos no envelhecimento podem ser explicados, em parte, pela teoria do
estresse oxidativo, que propde que a reacdo de espécies reativas de oxigénio,
geradas tanto fisiologicamente quanto pela exposicdo a agentes exdgenos, com
constituintes celulares inicia as mudancas associadas ao envelhecimento e €
determinante para a longevidade maxima dos individuos (Harman, 1955; Pamplona,
2008).

ERO possuem meia-vida curta e sdo constantemente geradas em baixos
niveis pelo metabolismo aerébico. Os aumentos dos niveis de ERO associados a
idade estdo relacionados ao aumento da sua producdo devido a disfuncdo
mitocondrial, inativacdo de sistemas antioxidantes e exposicao a radiacao ionizante,
radiacdo ultravioleta (UV) e a xenobidticos (Bickers e Athar, 2006). ERO de
importancia para 0os organismos vivos sao o radical hidroxila (OH’), o anion radical
superéxido (0Oz+), o 6xido nitrico (NO’), o peroxil (RO2), o peroxinitrito (ONOO), o
acido hipocloroso (HOCI), o peroxido de hidrogénio (H.O,) e o oxigénio singleto
(*0,). Os processos de degeneracdo promovidos por esses agentes na derme s&o
associados com a diminuicdo da capacidade de fibroblastos dérmicos responderem
ao estresse, que em conjunto com as interagbes com a matriz extracelular
contribuem de forma significativa para o fendmeno do envelhecimento cutaneo
(Aruoma, 1998; Fisher et al., 2002; Tigges et al., 2014).

O estresse foto-oxidativo, ocasionado pela exposicdo a radiacdo UV, é um
dos principais determinantes exdgenos do envelhecimento da pele humana, atuando
na iniciagcdo e direcionamento de eventos de sinalizacdo que levam a respostas

celulares apos a exposicao (Fisher et al., 2002; Tigges et al., 2014). Na superficie da
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pele irradiada, a energia da luz UV é absorvida por cromoforos endégenos, como o
NADP/NADPH, triptofano, riboflavina e &cido urocéanico. A energia absorvida por
estes cromoforos é transferida para o oxigénio molecular, que € convertido em anion
radical superoxido, que por sua vez pode ser convertido pela enzima superoxido
dismutase a H,O, que, na presenca de metais de transicdo como o ferro e o cobre, é
convertido ao radical hidroxila,altamente reativo, sendo este o mecanismo de
producao de diversos produtos de oxidacéo e espécies reativas de oxigénio (Masaki,
2010; Rittié e Fisher, 2015).

O aumento dos niveis intracelulares de espécies reativas possui dois efeitos
potencialmente importantes, os danos a varios componentes celulares e o
desencadeamento e ativacdo de vias de sinalizacdo especificas. Ambos os efeitos
podem influenciar diversos processos celulares relacionados ao envelhecimento e
ao desenvolvimento de doencas relacionadas a idade (Finkel e Holbrook, 2000).

Espécies reativas do oxigénio ativam vias de transducdo de sinal
citoplasmaticas nos fibroblastos que estdo relacionadas ao crescimento,
diferenciacéo, senescéncia e degradacdo do tecido conectivo (Fisher et al., 2002).
As ERO geradas fotoquimicamente oxidam e inibem fosfatases especificas da
tirosina-quinase, aumentando o nivel de fosforilacdo de receptores. Entre as
principais vias de sinalizacdo ativadas em resposta ao desequilibrio redox estdo a da
quinase regulada por sinais extracelulares (ERK), quinase c-Jun amino terminal
(JNK) e a cascata de sinalizacdo de proteinas quinases ativadas por mitégeno
(MAPK). Um efeito comum da ativacdo dessas vias é a mudanca no padrdo de
expressao génica mediado pela modulacéo da atividade de fatores de transcricdo. A
ativacdo de quinases induz a expressdo e ativacdo do complexo de transcricdo
nuclear AP-1, composto pelas proteinas c-Jun e c-Fos. A transcricdo do AP-1 pode
ser induzida mesmo por pequenas doses, sub-eritematosas, de UVB (Finkel e
Holbrook, 2000; Rittié e Fisher, 2015).

AP-1 regula a expressdo de diversos genes envolvidos na regulagédo do
crescimento e diferenciacdo celular. A transcricdo de diversos membros da familia
das metaloproteinases de matriz (MMP) é fortemente regulada pelo AP-1. As MMP
sdo uma ampla familia de endoproteases dependentes de zinco, cujos substratos
sdo componentes da matriz extracelular. Estas enzimas sao produzidas pelas

células como zimogénios inativos (pré-enzimas) e a clivagem proteolitica do seu proé-



dominio resulta na expressdo da sua atividade catalitica. A atividade das MMP pode
ser regulada em trés niveis distintos, na sintese (transcricdo), na ativacdo do
zimogénio e na inibicdo da atividade proteolitica por proteinas inibitérias especificas
denominadas de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP). Diversas MMP
sao reguladas positivamente pelo AP-1, incluindo a MMP-1 (colagenase), que inicia
a degradacdo dos colagenos fibrilares do tipo | e lll, MMP-9 (gelatinase), que
degradam os fragmentos de colageno gerados pelas colagenases, e MMP-3
(estromelisina), que degrada o colageno do tipo IV da membrana basal e ativa a pro-
MMP-1 (Fisher et al., 2002).

Um aumento do fator de transcricdo AP-1 é observado na pele de idosos
guando comparado com a pele de individuos jovens, com consequente aumento da
expressdo das metaloproteinases. Em paralelo, é observada a reducdo da
expressédo de inibidores das MMP. Aumento da transcricdo do AP-1 e da sua
atividade também interfere na sintese dos principais tipos de colageno da derme, os
colagenos do tipo | e lll, por bloqueio dos efeitos do TGF-B, citocina que esta
envolvida em  processos celulares como  proliferacdo, diferenciacéo,
desenvolvimento, homeostase e reparo de diversos tecidos. O TGF-f aumenta a
transcricdo génica de componentes da matriz extracelular e regula negativamente a
expressdo de enzimas que degradam esta matriz. Os efeitos do TGF-B sé&o
mediados pela ativacdo das proteinas de sinalizacdo intracelular SMAD2 e SMADS,
e sdo antagonizados pela sinalizacao intracelular da proteina SMAD7. A radiacéo
UV induz a expressao de SMAD7 na pele humana, interferindo com a sinalizacéo do
TGF-B/SMAD2-3, o0 que desencadeia a proliferacdo de queratindcitos, com
consequente hiperplasia epidermal, e diminui a produgédo do pré-colageno do tipo I,
levando, assim, a perda de colageno. O AP-1 também diminui o nivel de receptores
do TGF-B, inibindo ainda mais a transcricdo de colageno (Massagué, 1998;
Verrecchia et al., 2001; Fisher et al., 2002; Yaar e Gilchrest, 2007).
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Figura 3. Mecanismos bioquimicos envolvidos no fotoenvelhecimento da pele.
A interacdo da luz ultravioleta com fotossensitizadores na pele, como as porfirinas, melanina,
nicotinamida e flavinas, resultam no acimulo de ERO. Estas, por sua vez, modulam cascatas de
sinalizacao, levando a diminuigdo da sintese de colageno e aumento da producao de enzimas que
degradam esta proteina. Extraido de Natarajan e colaboradores (2014).

A pele é equipada com seu proprio arsenal de moléculas de defesa contra o
estresse oxidativo. As moléculas antioxidantes da pele interagem com as ERO ou
seus subprodutos para elimina-los ou minimizar seus efeitos deletérios (Kohen e
Gati, 2000). O sistema antioxidante da pele consiste de antioxidantes enzimaticos e
nao-enzimaticos. Entre o0s antioxidantes enzimaticos, as enzimas glutationa
peroxidase, catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD) desempenham um papel
fundamental. Antioxidantes nao-enzimaticos presentes nas células sao o a-tocoferol,
a ubiquinona, o B-caroteno, o ascorbato e a glutationa (Finkel e Holbrook, 2000;
Briganti e Picardo, 2003; Bickers e Athar, 2006).

As espécies reativas de oxigénio geradas nos fibroblastos sao rapidamente
removidas pelos antioxidantes enzimaticos e ndo-enziméticos para manutengcdo do
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equilibrio redox intracelular, resultando assim na homeostase da célula e do tecido.
Contudo, a exposicdo da pele a fatores que aumentam o estresse oxidativo, e
provocam danos a proteinas, ao DNA e a outras macromoléculas, faz com que estes
se acumulem durante toda a vida dos organismos aerébios e seja capaz de exceder
a capacidade antioxidante da pele (Svobodova et al., 2003; Bickers e Athar, 2006).
Assim, faz-se necesséria a utilizacdo de abordagens que auxiliem a pele no combate

aos danos provocados pelas espécies reativas do oxigénio.

1.3. Produtos naturais antienvelhecimento

Produtos naturais representam uma fonte rica de compostos biologicamente
ativos que apresentam diversidade molecular com potencial reconhecido para o
desenvolvimento de cosméticos e cosmecéuticos (Barroso et al., 2014). A aplicacéo
destes compostos no desenvolvimento de produtos antienvelhecimento tem sido
amplamente estudada, com destaque para os produtos que apresentam atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, indutora da sintese de colageno ou inibitéria das MMP
(Chiang et al., 2012).

Atividades biologicas diversas ja foram atribuidas a produtos naturais isolados
de plantas, e estes sdo explorados como agentes capazes de atuar contra o
envelhecimento extrinseco (Bae et al.,, 2008; Chiang et al.,, 2011). Estudos em
animais mostraram a eficacia dos antioxidantes como o a-tocoferol, ascorbato e -
caroteno na inibicdo de reacfes induzidas na pele pela radiacdo UV ou outros
estimulos que desencadeiam a apoptose, peroxidacdo lipidica, formacdo de
produtos de oxidacdo do DNA e imunossupressao (Briganti e Picardo, 2003).

Ensaios in vitro que avaliaram a acao de produtos naturais sobre fibroblastos
dérmicos humanos expostos a radiagdo UVB mostraram que estes sdo capazes de
inibir de forma significativa a expressao e atividade de metaloproteinases de matriz,
como a MMP-1, MMP-3 e MMP-9, e de inibir a fosforilagdo de mensageiros
secundarios que participam de vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na
producdo dessas enzimas. Outras atividades atribuidas aos produtos naturais neste
tipo de célula sdo a diminuicdo do estresse oxidativo, a diminuicdo da producéo de
mediadores da inflamag&o, o aumento na producdo de pré-colageno do tipo | e o
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aumento da viabilidade celular (Bae et al., 2008; Choi et al., 2010; Wen et al., 2010;
Chiang et al., 2011).

Parte dos efeitos apresentados por produtos naturais em cultura de células é
atribuida a sua acdo antioxidante, e € este tipo de atividade bioldégica que é
encontrada na maioria dos produtos naturais utilizados em formulagdes cosméticas
(Singh e Agarwal, 2009; Cronin e Draelos, 2010).

Os polifendis constituem-se como um grupo de substancias que podem atuar
como agentes quimiopreventivos em diversas desordens da pele, pois apresentam
atividade anti-inflamatoria, imunomodulatéria e propriedades antioxidantes (Nichols e
Katiyar, 2010).

Uma das caracteristicas quimicas dos polifendis, que contribui para a sua
atividade antioxidante, é a habilidade que estes compostos tém de quelar ions
metalicos como o Fe?", Fe* Cu®, zn** e Mn?'. Esta habilidade é relevante no
sentido de limitar a atividade de enzimas cujas reacdes dependem de ions metalicos
como co-fatores, especialmente as metaloproteinases de matriz, enzimas cuja
atividade € dependente de zinco. Compostos fendlicos tém mostrado papel
significativo na atividade destas enzimas, seja pelo sequestro de ions metéalicos ou
pelo seu efeito na expressdo de inibidores teciduais endogenos de
metaloproteinases (TIMP), especialmente TIMP-1 e TIMP-2. Os polifendis séo
capazes de inibir a acdo das enzimas colagenase e elastase e, assim, podem
contribuir para a reducdo de modificagbes na pele provocadas por enzimas
envolvidas na remodelacdo do tecido conjuntivo (Aslam et al., 2006; Thring et al.,
2009; Chiang et al., 2012; Ratz-Lyko et al., 2015).

Héa diversos estudos que mostram que compostos naturais protegem a pele
de danos induzidos por radiagcdo UV e podem aumentar a biossintese de colageno
através da modificagdo de sinais relacionados a sintese desta proteina, além de
atuar nas vias envolvidas na producao de MMP e inibir o fotoenvelhecimento através
da prevencao da produgéo destas enzimas (Baumann, 2007; Choi et al., 2007).

Em modelos animais, a aplicagdo tOpica ou a suplementacdo oral com
polifendis diminuiram a rugosidade e flacidez induzida pela radiagdo UVA,
atenuaram o eritema induzido pela radiacdo UVB e inibiram a oxidacdo de proteinas

da derme induzidas por esta radiacdo (Kohl et al.,, 2011). Além disso, Vayalil e
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colaboradores (2004) mostraram que os polifendis diminuem a expressdo de
metaloproteinases in vitro e in vivo.

Assim, a busca de novos compostos que apresentam atividade antioxidante
pode levar a descoberta de substancias Uteis no tratamento ou prevencdo do
fotoenvelhecimento (Barroso et al., 2014). Entre as fontes de produtos naturais, 0s
microrganismos endofiticos representam uma importante alternativa para producao
de metabdlitos biologicamente ativos, e dentre tais microrganismos os fungos
apresentam-se como 0s produtores mais prolificos de metabdlitos secundarios
(Gunatilaka, 2006).

Os fungos endofiticos sdo um grupo diverso de microrganismos que podem
se desenvolver de forma assintomatica nos espacos intercelular ou intracelular dos
tecidos de plantas, e estabelecem uma associacdo simbidtica em que a planta
hospedeira protege e nutre o enddfito e este, em contrapartida, produz metabdlitos
bioativos para melhorar o crescimento e proteger a planta hospedeira do ataque de
patdgenos (Tan e Zou, 2001; Gunatilaka, 2006; Kusari et al., 2012).

Neste contexto, a bioprospeccdo de fungos endofiticos apresenta-se
promissora devido a capacidade que estes possuem de produzir uma grande
variedade de metabdlitos secundarios que variam amplamente quanto a sua classe
quimica e quanto a sua complexidade, tendo sido demonstrada a producdo de
alcaldides, esteroides, terpendides, flavondides, peptideos e polifendis por estes
microrganismos (Tan e Zou, 2001; Strobel, 2014).

Estudos mostram que fungos endofiticos sdo capazes de produzir compostos
que apresentam atividade antioxidante e anti-inflamatoria (Huang et al., 2007,
Tianpanich et al., 2010; de Barros et al., 2011). A avaliacdo de extratos produzidos
por fungos endofiticos isolados de 29 espécies de plantas medicinais da China
mostrou que estes apresentam atividade antioxidante pronunciada, que foi atribuida
a presenca de polifendis e de compostos como o acido clorogénico, quercetina-3-
rutonosideo, quercetina-3-ramnosideo e antraquinona (Huang et al., 2007). O extrato
metandlico do fungo endofitico Rhizoctonia sp., isolado da semente de Schinus
terebinthi folius, apresentou atividade anti-inflamatéria e analgésica em modelos
animais (de Barros et al., 2011).

O fungo endofitico Fusarium oxysporum, isolado do rizoma de Curcuma

amada, mostrou-se capaz de produzir o metabdlito 2,3-pentanodiol, o qual apresenta

13



atividade antioxidante e € capaz de reduzir a concentragdo intracelular de espécies
reativas do oxigénio em Caenorhabditis elegans, além de aumentar o tempo de vida
destes nematoides, que sdo utilizados como modelos experimentais em estudos
sobre o envelhecimento (Klass, 1977; Tiwari et al., 2014).

A producgdo do acido cajaninstilbeno, um estilbeno que apresenta atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e analgésica, foi demonstrada em estudo realizado
com um fungo endofitico isolado de Cajanus cajan (L.) Millsp. (Zhao et al., 2012). A
capacidade de producdo de compostos com atividade antioxidante também foi
demonstrada em estudos realizados com fungos endofiticos isolados da planta
Emblica officinalis; com o fungo endofitico Xylaria sp., isolado de Ginko biloba; e
com o fungo endofitico A. fumigates, isolado da raiz de Pigeon pea, sendo que o
extrato deste ultimo foi capaz de estimular a atividade de enzimas como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) (Liu et al., 2009; Nath
et al., 2012; Zhao et al., 2014).

C. globosum, fungo endofitico extraido de Ginko biloba, foi capaz de produzir
a flavipina, que é capaz de aumentar a expressdo da SOD e da glutationa
peroxidase (GSH-Px) e de diminuir a concentracdo de malondialdeido no plasma e
no figado de camundongos envelhecidos. Além disso, o ensaio do DDPH- mostrou
que flavipina produzida por fungos endofiticos apresentava atividade antioxidante
pronunciada quando comparada com os controles butilhidroxitolueno (BHT) e Trolox
(Ye etal., 2013).

Estes estudos demonstram que os fungos endofiticos podem ser explorados
como fonte de compostos com atividade antioxidante, e a vantagem da utilizagéo de
tais microrganismos consiste na possibilidade de cultiva-los em cultura liquida
submersa, onde mudancas diretas nas condicdes de cultura podem ser exploradas
como um meétodo de otimizagdo de varias vias biossintéticas que levam a producéo
de derivados e analogos de compostos biologicamente ativos novos (Strobel et al.,
2004; Kaul et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia exercida por extratos
produzidos por dois fungos endofiticos na expressao génica do colageno do tipo I,
MMP-1 e TIMP-1, e sua acdo sobre a atividade de enzimas do sistema de defesa

antioxidante e de metaloproteinases em fibroblastos dérmicos humanos.

2.2. Objetivos Especificos

e Obtencao dos extratos por cultivo dos fungos em cultura liquida submersa.

e Avaliacdo do teor de polifendis e flavondides dos extratos produzidos.

e Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos.

¢ Avaliacao da viabilidade celular dos fibroblastos tratados com os extratos.

e Avaliacdo da atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase das
culturas de fibroblastos tratados com os extratos e submetidos ao estresse
oxidativo.

¢ Quantificacdo da expressao génica da metaloproteinase de matriz 1, TIMP-1
e colageno do tipo | em fibroblastos submetidos ao estresse oxidativo,
tratados ou ndo com os extratos,por RT-qPCR.

e Avaliacdo da atividade de metaloproteinases das culturas de fibroblastos

submetidos ao estresse oxidativo, tratados ou ndo com 0s extratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Manutencéo dos fungos e cultivo em cultura liquida submersa

Foram utilizados neste estudo dois fungos endofiticos, ambos do género
Phomopsis sp., previamente isolados de folhas da planta Bauhinia variegata
(Mesquita, 2012). Os fungos foram mantidos em estoque por repiques peridédicos
dos mesmos em &gar Sabouraud dextrose e armazenamento a 4°C, ap0s periodo
de incubacéo de 7 dias a 28°C. Para a producdo de extratos, os fungos em estoque
foram repicados em tubos de ensaio contendo meio inclinado de agar Sabouraud
dextrose (slants) e incubados por 7 dias a 28°C. Apdés este periodo de incubacéo, a
massa micelial e esporos dos fungos produzidos em 5slants foram inoculados em
um Erlenmeyer de 250 mL de capacidade contendo 50 mL de meio pré-fermentativo
descrito por Jackson e colaboradores (1993) e incubado por 48 h com agitacéo
orbital de 150 rpm, a 28°C. Apés este periodo de incubacao, a cultura resultante foi
transferida para um Erlenmeyer de 2000 mL de capacidade contendo 1000 mL de
meio fermentativo (Jackson et al., 1993) e incubado em condi¢cbes semelhantes de

agitacao e temperatura pelo periodo de 72 h.

3.2. Producéao dos extratos brutos

Apés o cultivo dos fungos em cultura liquida submersa, o meio de cultura
resultante foi submetido a filtracdo sob vacuo para separara massa micelial
produzida do fluido de cultura. A massa dos micélios foi pesada em balanga de
precisdo e o fluido de cultura foi submetido a extracdo por particdo liquido-liquido
com acetato de etila. A fracdo orgéanica obtida foi submetida a evaporacéo sob vacuo
em evaporador rotativo, a 40°C, para eliminacdo do solvente organico e obtencdo
dos extratos brutos secos, os quais foram solubilizados em um volume especifico de

metanol e utilizados nos experimentos seguintes.
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3.3. Avaliagao do teor de polifendis totais nos extratos

A quantificacdo de polifendis totais nos extratos produzidos foi realizada
utilizando o método de Folin-Ciocalteu, como descrito previamente (Singleton e
Rossi, 1965). Neste ensaio, 100 pL de solucdo metandlica de extrato (1 mg.mL™)
foram adicionados a 250 yL do reagente de Folin-Ciocalteu e 250 pL de solucéo
aquosa de carbonato de sédio a 10%, e o volume final do meio reacional foi
completado para 2,5 mL com agua destilada. O meio reacional foi agitado em vortex
e incubado a temperatura ambiente por 60 minutos. Apos o periodo de incubacéo foi
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 760 nm. O &cido galico foi
utilizado como padrao e os resultados foram expressos como equivalentes de acido

gélico por massa de extrato (ug EAG.mg de extrato™).

3.4. Avaliacéo do teor de flavonodides totais nos extratos

A quantificacdo de flavonoides foi realizada através do método do cloreto de
aluminio, de acordo com o descrito por Chang e colaboradores (2002). Neste
ensaio, 300 pL de solucdo metandlica de extrato (4 mg.mL™) foram adicionadas a
500 pL de solucdo metandlica de AlICI; a 5%, e o volume final do meio de reacéo foi
completado para 2,5 mL com metanol. O meio reacional foi agitado em vortex e
incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. Apos o periodo de incubacao foi
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 425 nm. A quercetina foi
utilizada como padrédo e os resultados foram expressos como equivalentes de

quercetina por massa de extrato (ug EQ.mg de extrato™).

3.5. Avaliagao da atividade antioxidante dos extratos pelo método do DPPH-

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada através do meétodo do
sequestro do radical estavel DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo com o
meétodo descrito por Chiang e colaboradores (2012). Neste ensaio foram utilizadas

12 diferentes concentraces dos extratos, entre 20.000 ug.mL™ e 9,76 ug.mL™. 100
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UL de cada diluicAo da solucdo metanodlica dos extratos e 100 pL de solucéo
metandlica do radical estavel DPPH- a 200 uM foram adicionados em cada poco de
uma placa de 96 pocos. A placa foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos
na auséncia de luz. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas (Beckman
DTX 800)ajustado no comprimento de onda de 492 nm. O acido ascoérbico, a
qguercetina e o butilhidroxitolueno (BHT) foram utilizados como padrdoes. A
porcentagem de reducédo do radical estavel DPPH- foi calculada e os resultados

foram expressos pelo valor do ICs.

3.6. Avaliacdo da viabilidade celular de fibroblastos tratados com extratos
de fungos endofiticos

A viabilidade celular de fibroblastos tratados com extratos foi avaliada atraves
do ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio], descrito por
Mosmann (1993). Fibroblastos dérmicos humanos foram inoculados na
concentracdo de 1x10° células em cada poco de uma placa de 96 pocos. O
tratamento dos fibroblastos foi realizado com solu¢gBes dos extratos de dois fungos
endofiticos em diferentes concentracées, variando de 6,25 pg.mL™ a 100 pg.mL™.
Apoés incubacdo por 72 h em atmosfera de 5% de CO,, umidade de 95% e
temperatura de 37°C, o meio com tratamento foi removido e foram adicionados 100
uL de DMEM e 10 pL de solucdo de MTT (5 mg.mL™) em cada poco. A placa foi
incubada por 4 horas e, posteriormente, foram adicionados 100 uL de soluc¢do acida
de isopropanol (HCI 0,04M em isopropanol) e a placa foi mantida em agitacao
circular por 15 minutos para dissolugcdo dos cristais de formazan produzidos. A

absorbancia foi medida a 570 nm em leitor de microplacas (Beckman DTX 800).
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3.7. Cultura de fibroblastos dérmicos humanos

Fibroblastos dérmicos humanos foram cultivados em placas para cultura de
células (Corning®) de 100 x 20 mm, com meio de cultura Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U.mL™
de penicilina e 100 pg.mL™ de estreptomicina. As placas com as células foram

incubadas em atmosfera de 5% de CO,, umidade de 95% e temperatura de 37°C.

3.8. Ensaio de avaliacdo da peroxidacdao lipidica

A capacidade do peroxido de hidrogénio (H,O,) induzir a peroxidacéo
lipidica nos fibroblastos foi avaliada de acordo com o método descrito por Ohkawa e
colaboradores (1979). Fibroblastos foram inoculados na concentracéo de 3 x 10°
células em cada poco de uma placa de 6 pocos, que foi incubada por 24 h para
permitir a adesédo celular. Posteriormente, foi realizado tratamento com H,O; por 1h
nas concentracdes de 300 uM, 500 pM ou 1000 uM. Ao término do periodo de
tratamento o meio de cultura contendo H,O, foi removido e os pocos foram lavados
com PBS. A seguir, 1 mL de KCI 1,15% foi adicionado aos pocos, as células foram
recolhidas e submetidas a ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento a
0°C para obtencdo do lisado celular. O lisado foi submetido ao ensaio de
quantificacdo de proteinas e o volume necessario para obtencéo do equivalente a 40
ug de proteinas foi adicionado a 100 pL de dodecil sulfato de sédio (SDS), 750 uL de
acido acético 20%, 750 pL de éacido tiobarbitarico (TBA), e o volume de reacéo foi
completado para 4mL com agua deionizada. O meio reacional foi incubado por 1h
em estufa a 95°C e, ap0s este periodo, a reacao foi resfriada em banho de agua
gelada. As amostras foram entdo submetidas a extracéo por particdo liquido-liquido
com o solvente 1-butanol e centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm. A fluorescéncia
do sobrenadante foi medida em espectrofluorimetro nos comprimentos de onda de
excitagdo de 520 nm e emissdo de 550 nm. O 1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-
Aldrich) foi utilizado na construcéo da curva padrdo e os resultados foram expressos
como nmol de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) por mg de
proteina.
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3.9. Tratamento das culturas de fibroblastos com metabdlitos dos fungos
endofiticos

Os fibroblastos cultivados foram tratados com diferentes concentracdes dos
extratos dos fungos endofiticos | e I, ou com 0,1% de metanol, veiculo de diluicdo
dos extratos, e foram submetidos ao estresse oxidativo promovido pelo tratamento
com H,O; na concentracdo de 300 uM, para os diferentes ensaios como descrito a

seqguir.

3.9.1. Tratamento das culturas de fibroblastos expostos ao estresse
oxidativo para o ensaio de avaliacéo de atividade da enzima catalase

Fibroblastos foram inoculados na concentracdo de 3 x 10° células em cada
poco de uma placa de 6 pocos, que foi incubada por 24 h para permitir a adesao
celular. As células foram tratadas por 48h com extrato. As concentracdes dos
extratos do fungo | utilizadas no tratamento foram 2,5 pg.mL™; 5 pg.mL™ e 10 pg.mL"
! e as concentracdes do extrato do fungo Il foram 25 pg.mL™; 50 pg.mL™ e 100
ng.mL™. A inducéo do estresse oxidativo foi obtida através do tratamento por 1 hora
com H,Ozna concentracdo de 300 uM em meio DMEM sem SFB. Apés este periodo,
o meio com H,O, foi removido e as placas foram lavadas com PBS; 2 mL de meio
DMEM com SFB foram adicionados as placas e estas foram incubadas por 48 h em
atmosfera de 5% de CO,, umidade de 95% e temperatura de 37°C. Ao término deste
periodo, as células foram recolhidas para o ensaio de avaliacdo da atividade da

enzima catalase.

3.9.2. Tratamento das culturas de fibroblastos expostos ao estresse

oxidativo para o ensaio de RT-qPCR

O tratamento das células com os extratos dos fungos foi realizado em placas
de cultura de 100 x 20 mm com 80 a 90% de confluéncia. As células foram tratadas
por 48h com um dos extratos. As concentragdes dos extratos do fungo | utilizadas no
tratamento foram 2,5 pg.mL™; 5 pg.mL™ e 10 ug.mL™, e as concentracdes do extrato
do fungo Il foram 25 pg.mL™; 50 pg.mL™* e 100 pg.mL™. Apés 48 h, o meio com
tratamento foi removido e as placas foram lavadas com 5 mL de PBS. A inducéao do
estresse oxidativo foi realizada pelo tratamento das células com H,;O, na

20



concentracéo de 300 uM em meio DMEM sem SFB por 1 hora. Apés este periodo, o
meio contendo H,O, foi removido e as placas foram lavadas com 5 mL de PBS. 10
mL de meio DMEM com SFB foram adicionados as placas e estas foram incubadas
por 48 h em atmosfera de 5% de CO,, umidade de 95% e temperatura de 37°C. Ao
término deste periodo, as células foram recolhidas para extracdo do RNA total.

3.9.3. Tratamento das culturas de fibroblastos expostos ao estresse
oxidativo para avaliacdo da atividade de metaloproteinase e

superoéxido dismutase.

O tratamento das células com os extratos dos fungos foi realizado em placas
de cultura de 100 x 20 mm com 80 a 90% de confluéncia. As células foram tratadas
por 48h com um dos extratos. As concentracfes dos extratos utilizadas no
tratamento foram 2,5 ug.mL™; 5 pg.mL™ e 10 pg.mL™ para o fungo I, e 25 pg.mL™;
50 pg.mL™* e 100 pg.mL™? para o fungo Il. O controle consistiu de células tratadas
com 0,1% de metanol, veiculo de diluicdo dos extratos. Posteriormente, 0 meio com
tratamento foi removido e as placas foram lavadas com 5 mL de PBS. A inducéo do
estresse oxidativo foi conseguida por tratamento das células com H;0, na
concentracdo de 300 uM em meio DMEM sem SFB por 1 hora. Apos este periodo, 0
meio com H,O, foi removido e as placas foram lavadas com 5 mL de PBS. 10 mL de
meio DMEM sem SFB foram adicionados as placas e estas foram incubadas por 48h
em atmosfera de 5% de CO,, umidade de 95% e temperatura de 37°C. Ao término
deste periodo, o meio de cultura foi recolhido para avaliagdo da atividade de
metaloproteinases de matriz pelo ensaio de zimografia, e as células foram recolhidas

para o ensaio de atividade da enzima superéxido dismutase.

3.10. Avaliacéo da atividade da enzima superoxido dismutase

A avaliacao da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), responsavel
por converter o anion radical superoxido (O,") em peroxido de hidrogénio (H20,) e
oxigénio molecular (O,), foi realizada pelo método bioquimico que utiliza o sistema
xantina/xantina oxidase como fonte de O,". A reducdo do reagente Nitroblue

Tetrazolium (NBT), com a consequente formacdo de cristais de formazan, foi
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utilizada para medir a formacdo do anion radical superoxido. A enzima SOD
compete com o NBT pelo O,", desta forma, a quantidade de SOD presente na
amostra é medida pela porcentagem de inibicdo da reducdo do NBT.

Fibroblastos dérmicos humanos tratados como descrito anteriormente, foram
recolhidos e submetidos a trés ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento
a 0°C para obtencdo do lisado celular. A concentracao de proteinas das amostras foi
medida pelo ensaio descrito por Lowry e colaboradores (1951).

Uma solucdo de NBT na concentracdo de 60 uM e xantina na concentracao
de 100 uM foi preparada em tampéao fostato de potassio 50 mM, pH 7,8, contendo
0,1 mM de EDTA. Quantidade de amostra do lisado celular correspondente a 100 pg
de proteina foi adicionada a 700 uL da solucdo de NBT 60 uM e xantina 100 uM. O
volume foi completado para 950 uL com tampédo fosfato de potassio. A enzima
xantina oxidase (0,075 U.mL™Y) foi adicionada &s amostras no momento
imediatamente anterior a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro, que foi

realizada no modo cinético, por 5 minutos, no comprimento de onda de 560 nm.

3.11. Avaliacao da atividade da enzima catalase

A conversado do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular pela
enzima catalase foi medida por acompanhamento da diminuicdo da absorbancia do
H,0O, no comprimento de onda de 240 nm (Aebi, 1984).

Fibroblastos dérmicos humanos tratados como descrito anteriormente, foram
recolhidos e submetidos a trés ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento
a 0°C para obtencéo do lisado celular. A concentracédo de proteinas das amostras foi
medida pelo ensaio descrito por Lowry e colaboradores (1951). Uma solucédo 10 mM
de H,0, foi preparada em tampao fosfato de so6dio 50 mM, pH 7. Quantidade de
amostra correspondente a 100 pg de proteina foi adicionada a solugédo de H,O, no
momento imediatamente anterior a leitura da absorbancia em espectrofotémetro,
gue foi realizada no modo cinético, por 2 minutos, no comprimento de onda de 240

nm.
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3.12. Quantificacdo da expressdo génica de colageno, metaloproteinase de
matriz e inibidor tecidual de metaloproteinase nos fibroblastos tratados
com extratos por RT-qPCR.

3.12.1. Extracdo de RNA

A extracao do RNA total das amostras de fibroblastos foi realizada utilizando o
reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com o protocolo estabelecido pelo
fabricante. Apos o tratamento das culturas de fibroblastos com os extratos, 0 meio
de cultura foi removido das placas, estas foram lavadas duas vezes com 5 mL de
PBS e transferidas para um banho de gelo. Foram adicionados 2 mL do reagente
TRIzol® em cada placa e as células foram recolhidas com auxilio de um raspador de
células em um microtubo. As células recolhidas, foram acrescentados 200 pL de
cloroférmio, a mistura foi agitada em vortex e foi mantida por 3 minutos em
temperatura ambiente (TA). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
14000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apds este processo, a mistura foi separada em
trés fases: a fase fendlica (inferior), uma interface proteica e uma fase aguosa
superior, onde se encontrava 0 RNA. A fase superior foi transferida para um
microtubo, onde foram adicionados 500 pL de isopropanol para promover a
precipitacdo do RNA. As amostras foram agitadas em voértex e mantidas por 10
minutos em TA. Apos este periodo foi realizada uma centrifugacdo a 14000 rpm por
10 minutos a 4°C e o isopropanol foi descartado. 1mL de alcool etilico a 75% gelado
foi adicionado,para lavagem do pellet, e as amostras foram novamente centrifugadas
a 9000 rpm por 5 minutos a 4°C. O alcool etilico 75% foi descartado e os microtubos
foram mais uma vez centrifugados a 9000 rpm por 1 minuto a 4°C para a retirada do
restante de alcool etilico 75%.0 RNA extraido foi dissolvido em agua tratada com
inibidor de RNAse, dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1%.

A concentracdo e pureza do RNA total extraido foram avaliadas com auxilio
do espectrofotdmetro NanoVue™Plus (GE Healthcare Life Sciences, UK). A
quantificacdo foi realizada por medida das absorbancias das amostras obtidas nos
comprimentos de onda de 260 nm, especifico para quantificacdo de acidos
ribonucleicos, e 280 nm, especifico para quantificacdo de proteinas, e a

contaminacdo das amostras por proteina foi avaliada através da razdo das
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absorbancias a 260 nm e 280 nm (Azs0/A280). As amostras foram consideradas
apropriadas quando o valor obtido para a raz&o A,so/Azgo €Stava entre 1,7 e 2,2.

A integridade do RNA extraido foi avaliada através do ensaio de eletroforese
em gel de agarose a 1%, para visualizacdo das bandas 18S e 28S do RNA
ribossdmico. O tampéo Tris/Borato/EDTA (TBE) 0,1 M, pH 8, foi utilizado na corrida
e a tensao aplicada foi de 90 V. Ao término da eletroforese, as bandas do gel foram

visualizadas em transiluminador sob luz UV.

3.12.2. Tratamento do RNA total com a enzima desoxirribonuclease |
(DNAse 1)

As amostras de RNA total foram tratadas com a enzima DNAse | (Sigma-
Aldrich) com o objetivo de remover contaminagdo por DNA gendmico. Aliquotas das
amostras de RNAt, contendo 0,09 pg de RNA, foram diluidas em um volume final de
8 uL de agua deionizada tratada com DEPC, ao qual foram adicionados 1 pyL de
tampéo de reacédo (Tris/HCI 200 mM, pH 8,3, contendo 20 mM de MgCl,) e 1 pL de
DNAse I. As amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente. A
enzima DNAse | foi inativada através da adicdo de 1 puL de tampédo de inativacao
(50 mM de acido etilenodiaminotetracético - EDTA) e por aquecimento a 70°C por

10 minutos.

3.12.3. Desenho e teste dos primers

As sequéncias dos primers, forward(F) e reverse (R), dos genes do colageno
tipo I, alfa-1 (COL1A1), metaloproteinase de matriz tipo 1 (MMP-1) e inibidor tecidual
de metaloproteinase de matriz tipo 1 (TIMP-1) foram obtidas a partir do banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o
programa BLAST. Os seguintes critérios foram adotados para a escolha das
sequéncias dos primers: i) tamanho em torno de 20 nucleotideos, ii) conteddo de
guanina e citosina (GC) entre 50 e 60%, iii) temperatura de anelamento dos pares
proxima e em torno de 60°C, e iv) tamanho do produto de amplificagdo menor que
200 pares de base (bp). A especificidade dos primers foi avaliada por simulacdo

computacional no site do UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/)
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usando o programa In-Silico PCR. Os primers foram produzidos pela Integrated DNA
Technologies (IDT, USA).

Tabela 1. Primers utilizados para a avaliacdo da expressao génica por RT-
gPCR dos genes COL1Al1, MMP-1 e TIMP-1

Tamanho do

e ) Temperatura de
Gene alvo Sequéncia do primer (5°-3’) produto de

anelamento (°C) - N
amplificacéo

COL1A1 (F) CCCCGAGGCTCTGAAGGTC 61,73
COL1A1 (R) GGAGCACCATTGGCACCTTT 61,19 .
MMP-1 (F) GGGGTATCCGTGTAGCACAT 56,7

MMP-1 (R) CAGAGATGAAGTCCGGTTTTTC 53,7 "
TIMP-1 (F) GAATGCACAGTGTTTCCCTGTTT 60,18

TIMP-1 (R) GTCCGTCCACAAGCAATGAG 59,20 &

3.12.4. Validagao dos primers

A curva de eficiéncia relativa dos primers foi construida com o objetivo de
validar a eficiéncia de cada par de primers para a reacdo de RT-gPCR (Real Time
guantitative Polymerase Chain Reaction), e estabelecer a concentracdo adequada
de RNA total a ser utilizada nas reacfes. A quantidade inicial de RNA total utilizada
foi de 20 ng para os primers dos genes de MMP-1 e TIMP-1, e de 10 ng para 0s
primers do gene de COL1Al. As amostras foram diluidas com fator de diluicdo 5
para construcdo da curva dos primers dos genes de MPP-1 e TIMP-1; 4,5 uL das
diluicdes foram utilizados nas reacdes, 0 que correspondeu a quantidades de RNA
de 20 ng; 4 ng; 0,8 ng; 0,16 ng e 0,032 ng. As diluicbes para construcao da curva
dos primers do COL1Al foram realizadas com fator de diluicdo 2; 4,5 uL das
diluicdes foram utilizados nas reacdes, 0 que correspondeu a quantidades de RNA
de 10 ng; 5 ng; 2,5 ng; 1,25 ng e 0,625ng. As amostras foram submetidas ao ensaio
de transcricao reversa e amplificacdo por PCR quantitativa no equipamento Applied
Biosystems StepOne Plus™ Real-Time PCR Systems.
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As eficiéncias dos primers dos genes de COL1Al, MMP-1 e TIMP-1 foram
comparadas com a eficiéncia dos primers do gene constitutivo, B-actina, a fim de
estabelecer o método adequado de quantificacdo da expressao génica. A inclinacéo
angular da reta (slope), obtida através da equacédo de regressao linear, foi utilizada

para calcular a eficiéncia dos primers, de acordo com a seguinte equacao:

Eficiéncia = 10°Y/5°P®_1 x100

A avaliacdo da especificidade dos primers foi feita através da curva de

dissociacao dos produtos de amplificacdo de cada par de primers.

3.12.5. Transcricao reversa e amplificacdo por PCR quantitativa

O ensaio de transcricdo reversa e amplificacdo por PCR quantitativa foi
realizado em um Unico passo com a utilizacdo do kit Power SYBR®Green RNA-to-
Cr™1-Step (Applied Biosystems, EUA), com o objetivo de quantificar a expresséo
dos genes COL1Al, MMP-1,TIMP-1 e [-actina nas amostras submetidas ao
estresse oxidativo e tratadas ou ndo com o0s extratos produzidos pelos fungos
endofiticos.

As reacOes foram realizadas com volume final de reacdo de 20 pL, sendo
15,5 pL de uma mistura composta por Power SYBR®Green, enzima transcriptase
reversa (RT), primers foward e reverse (5 pMol.uL™?), e 4,5 uL da amostra de RNAt,
que continham 5 ng de amostra. As condicbes de reacdo utilizadas nos
experimentos foram: 30 minutos a 48°C para realizagdo da reagao de transcricao
reversa; 10 minutos a 95°C para ativagao da enzima DNA polimerase; 40 ciclos de
95°C por 15 segundos para desnaturacdo e 60°C porl minuto para anelamento do
primer e extensdo. A curva de dissociacdo foi construida através de ciclos de
dissociacao, 15 segundos a 95°C; anelamento, 15 segundos a 60°C; e dissociacao,
15 segundos a 95°C.

Os valores de C; (threshold cycle), ciclo no qual o sinal de fluorescéncia
ultrapassa a linha de base, obtidos ao final da RT-gPCR, foram utilizados no calculo

da quantificacao relativa da expressao génica, utilizando a seguinte férmula:

QR - Z-AACt

490



Onde:
AACt = ACtamostra - ACtcontrole
ACtamostra = Ctagene alvo ~ CtaB-Actina

Athontrole :thgene alvo ~ th[3-Actina

Ctamostra: @mostra de RNAt extraida de fibroblastos tratados com extratos
produzidos por fungos.
Cteontrole:. @amostra de RNAt extraida de fibroblatos tratados com 0,1% de

metanol.

As amostras de RNAt utilizadas nos ensaio de RT-gPCR foram também
submetidas a este ensaio sem utilizagdo da enzima transcriptase reversa com 0

objetivo de identificar contaminag&o das amostras por DNA gendmico.

3.13. Avaliacdo da atividade proteolitica de metaloproteinases

A avaliagdo da atividade proteolitica das metaloproteinases foi realizada
através do ensaio de zimografia. O meio de cultivo das células tratadas com os
extratos foi recolhido e centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm para remocao de
restos celulares. A concentracdo de proteinas no meio de cultivo foi determinada
pelo método de quantificacdo de proteinas descrito por Lowry e colaboradores
(1951). Quantidades de amostra correspondentes a 4ug de proteina foram utilizadas
no ensaio.

O gel de eletroforese consistiu de um gel de concentragéo (5%) e um gel de

separacao (10%) cujas composi¢cdes sao descritas na Tabela 2.

27



Tabela 2. Composicao do gel de poliacrilamida.

Gel de concentracéo Gel de Separacéao

Agua destilada Agua destilada

Acrilamilamida 30% :Bisacrilamida 0,8% - 5% Acrilamilamida 30% :Bisacrilamida 0,8% - 10%

Tampéo Tris/HCI 0,5 M, pH 6,8, contendo 0,4% Tampéo Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8, contendo 0,4%

de SDS de SDS
Solugéo de persulfato de amdnio a 10% Solugéo de persulfato de amdnio a 10%
TEMED
TEMED

Gelatina 1%

A eletroforese foi realizada com tampéo de corrida Tris/Glicina 25 mM, pH 8,3,
contendo 0,1% de SDS. O gel foi submetido a uma pré-corrida de 15 minutos com
tensdo de 100 V antes da aplicacdo das amostras. Estas foram diluidas na razédo de
1:1 em tampéao Tris/HCI 0,1M, pH 6,8, glicerol 20%, SDS 4%, e 0,001% de azul de
bromofenol e foram aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada com tensao de 100
V até as amostras ultrapassarem o gel de concentracdo, a tenséo foi entdo alterada
para 150 V.

Apos a corrida o gel foi lavado com agua destilada e incubado com solucédo
de Triton X100 a 2% por 1 hora. Posteriormente, a solugdo de Triton X100 foi
removida, o gel foi lavado com agua destilada e incubado com tampao Tris/HCI 50
mM, pH 7,4, contendo CaCl, 10 mM, a 37°C por 24 horas. No término do periodo de
incubacgéo, o gel foi corado com o corante Comassie Blue R350 diluido em &cido
acético 20% na proporcao de 1:1. O excesso de corante foi removido por lavagem
do gel com acido acético 20%. O marcador de proteinas de massa molecular
conhecidas SeeBlue® Pre-Stained Protein Standard (LifeTechnologies) foi utilizado

no ensaio como padrao.
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3.14. Quantificacdo de proteina

A gquantificacdo de proteinas das amostras foi realizada pelo ensaio de Lowry

(1951). A albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich) foi utilizada como padrao.

3.15. Analise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios foram avaliados estatisticamente. Para
verificar se testes paramétricos ou nao-paramétricos deveriam ser empregados,
foram realizados testes preliminares de normalidade da distribuicAo amostral e,
quando pertinentes, o teste t de Student ou a andlise de variancia (one-way ANOVA)

seguida por um teste de multiplas comparacdes foram utilizados.

29



4. RESULTADOS

4.1. Producédo dos metabdlitos dos fungos em cultura liquida submersa e
avaliacéo do rendimento dos extratos brutos.

Fungos endofiticos extraidos de folhas da planta Bauhinia variegata foram
submetidos a um processo de cultivo em cultura liquida submersa. A massa micelial
produzida foi separada do fluido de cultura através de filtracdo a vacuo. O fluido de
cultura foi submetido a extracao por particéo liquido-liquido com acetato de etila para
obtencdo dos metabdlitos de interesse produzidos pelos fungos. O rendimento dos
extratos foi calculado com relacdo a massa micelial e estdo representados na Tabela
3.

Tabela 3.Rendimento dos extratos dos metabdlitos dos fungos endofiticos

Massa micelial (peso | Massa do extrato obtido do )
Fungos o ) Rendimento (%, p/p)
umido, g) fluido de cultura (mg)
I 40, 4 93,5 0,231
Il 37,9 51,6 0,136

4.2. Quantificacdo de polifendis totais

A quantidade de polifendis totais dos extratos dos fluidos de cultura foi medida
através do ensaio de Folin-Ciocalteu, com utilizacdo do acido galico como padréao
para a construcado da curva de calibragcdo. Os resultados obtidos foram expressos

como pg EAG.mg de extrato™ e estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Quantificacdo de polifendis totais nos extratos.

Extratos Polifendis totais (ug EAG.mg de extrato™)

84,24 + 6,20

92,69 +5,31

4.3. Quantificacdo de flavonodides totais

A quantidade de flavondides totais dos extratos dos fluidos de cultura foi
medida através do ensaio do cloreto de aluminio, com utilizacdo da quercetina como
padrdo para a construcdo da curva de calibracdo. Os resultados obtidos foram

expressos como pg EQ.mg de extrato™ e estéo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Quantificacdo de flavondides totais nos extratos.

Extratos Flavonoides totais (ug EQ.mg de extrato™)

I 4,83 + 0,22

2,46 + 0,30

Pode-se observar que, apesar do extrato do fungo Il apresentar cerca de 10%
a mais de polifendis, o extrato do fungo | apresentou um teor de flavondides cerca

de 96% maior que o do extrato do fungo Il.

4.4. Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada através do ensaio de

sequestro do radical estavel DPPH-.
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O calculo da porcentagem de reducdo do DPPH- foi feito considerando a
absorbancia do controle negativo como 100%. Os resultados foram expressos pelo

valor do ICsp, concentracéo necessaria para reduzir 50% do DPPH-.
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Figura 4.Atividade antioxidante dos padrdes e extratos dos metabdlitos dos
fungos endofiticos submetidos ao ensaio de reducédo do radical estavel DPPH'.

4.5. Avaliacdo da viabilidade celular de fibroblastos tratados com
extratos de fungos endofiticos.

A influéncia que os metabdlitos dos fungos endofiticos exerciam sobre a
viabilidade celular de fibroblastos humanos foi avaliada através do ensaio do MTT.
Neste ensaio, a viabilidade das células é determinada pela medida da formacéo de
cristais de formazan, produzidos através da clivagem do anel tetrazélio presente no
sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT) pela acédo de
enzimas desidrogenases presentes na mitocondria. A viabilidade celular dos
fibroblastos tratados foi expressa em porcentagem, sendo a viabilidade do controle
considerada 100%.

O tratamento dos fibroblastos com o extrato produzido pelo fungo | provocou
diminuicdo da viabilidade celular de forma dose dependente. As células tratadas
com metanol 0,1% e as concentracées de 6,25 pg.mL™, 12,5 pg.mL™ e 25 pg.mL™,

apresentaram viabilidade celular maior que 80%. As células tratadas com as
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concentracdes de 50 ug.mL™ e de 100 pg.mL™" apresentaram viabilidade celular de
74,63% e 64,33%, respectivamente. Apesar do tratamento com a concentracédo de
25 pg.mL™ do extrato do fungo | ndo ter diminuido a viabilidade celular quando
comparado com concentragcdes menores, houve alteracbes na morfologia celular
qgue indicavam a toxicidade deste extrato a partir desta concentracdo. Assim as
concentracbes escolhidas para realizacdo dos demais ensaios com 0 extrato do
fungo | foram: 10 ug.mL™, 5 ug.mL™ e 2,5 ug.mL™.As células tratadas com o extrato
do fungo Il apresentaram viabilidade celular maior de 80% para todas as
concentracfes testadas (Figura 5). Assim as concentracfes para realizacdo dos

demais ensaios com o extrato do fungo Il foram: 100 pg.mL™?, 50 pg.mL™ e 25

ng.mL™,
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Figura 5.Viabilidade celular de fibroblastos dérmicos humanos tratados com

os extratos produzidos pelos fungos endofiticos | e ll.

A viabilidade celular de fibroblastos foi avaliada pelo ensaio do MTT apés 72h de tratamento com
diferentes concentragBes dos extratos produzidos pelos fungos | e Il. Os resultados apresentados
representam a média + desvio padrdo da porcentagem de células vidveis. Resultados avaliados pela
analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey (*, p <
0,5).
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4.6. Ensaio de peroxidacéo lipidica

A avaliagdo da peroxidacgéo lipidica foi realizada com o intuito de estabelecer
a dose de H,O, adequada para inducdo do estresse oxidativo nas células. Os
fibroblastos foram tratados por 1 h com as concentracbes de 300 uM, 500 uM ou
1000 uM de H,0,. A formacédo de produtos da peroxidacgéo lipidica foi avaliada pela
reacdo dos mesmos com o0 acido tiobarbitirico e quantificada pela medida da
fluorescéncia emitida pelo complexo formado em comparagdo com os valores
obtidos para a curva padrédo construida com o 1,1,3,3-tetrahidroxipropano. O ensaio
de avaliacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) quantifica
hidroperoxidos de lipideos e aldeidos, como o malondialdeido (MDA), nos meios de
cultura de células e no lisado celular. Este ensaio € baseado na reacdo do
cromoégeno, &cido 2-tiobarbitarico, com o MDA. Uma molécula de MDA reage com
duas moléculas do acido 2-tiobarbiturico, via condensacéo tipo Knoevenagel para
gerar cromoforos, que podem ser medidos por leitura de absorbancia ou

fluorescéncia.

O tratamento dos fibroblastos com H,O, foi capaz de induzir a peroxidacao
lipidica (Figura 6) e, consequentemente, instalar o estresse oxidativo nas células
para todas as concentracdes avaliadas. O aumento dos produtos indicadores da
peroxidacao lipidica nas células tratadas, quando comparadas ao controle cultivado
com DMEM, foi estatisticamente significativo, porém a comparacdo entre a
peroxidacdo lipidica induzida pelas diferentes concentracdes de H,O, nao foi
estatisticamente significativa. Devido a isto, a concentracdo de peroxido de
hidrogénio escolhida para inducdo do estresse oxidativo nas células nos demais

ensaios foi a de 300 uM.
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Figura 6. Ensaio de avaliacdo da peroxidacao lipidica.

Fibroblastos foram tratados com trés concentracdes diferentes de H,0O, (300 uM, 500 uM e 1000 uM)
e a quantidade de produtos da peroxidacéo lipidica capaz de se complexar com o acido tiobarbitarico
(TBARS) foi medida em espectrofluorimetro. Os resultados representam a média + desvio padrdo dos
resultados obtidos. Resultados avaliados pela analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo
teste de comparacgdes multiplas de Newman-Keuls (*, p < 0,05).

4.7. Ensaio de avaliagcdo de atividade da enzima superoxido dismutase.

A atividade da enzima superoxido dismutase foi avaliada pela medida da
inibicdo da reducéo do NBT. Os resultados estao representados como porcentagem
de atividade da SOD das amostras tratadas em relacdo ao controle, sendo a
atividade da SOD no controle considerada 100%. O tratamento com o peroxido de
hidrogénio diminuiu a atividade da SOD para 91,16% * 0,83%. As células tratadas
com extrato do fungo | nas concentracdes de 2,5 pg.mL™, 5 pg.mL™* e 10 pg.mL™
deste extrato apresentaram 58,24% + 3,13%, 82,60% + 1,07, e 83,82% * 0,45% de
atividade de SOD, respectivamente. Assim, o tratamento com o extrato do fungo |
em todas as concentragdes provocou mudancas significativas da atividade da SOD
nas células quando comparadas ao controle ou as células submetidas ao estresse

oxidativo, sem tratamento.
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A atividade da SOD para as células tratadas com o extrato do fungo 1l foi de
35,90% = 1,68; 45,32% * 0,41%, e 53,78% * 0,57%, para as concentracdes de 25
png.mL?, 50 ug.mL? e 100 pg.mL?, respectivamente. Da mesma forma que no
tratamento com o extrato do fungo I, houve diminuicdo significativa nos valores

quando comparados ao controle ou as células induzidas ao estresse oxidativo, sem

tratamento.
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Figura 7. Ensaio de avaliacdo da atividade da superéxido dismutase em

fibroblastos tratados com os extratos produzidos pelos fungos | e ll.

Fibroblastos dérmicos foram tratados como descrito no item 3.9.3 e o lisado celular foi utilizado para
avaliar a atividade da enzima superoxido dismutase. Os resultados apresentados representam média
+ erro médio de trés experimentos. Resultados avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA)
seguida pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey (*,#, p < 0,0001). *, diferenca em relacdo ao
controle; #, diferenca em relacdo ao H,0..

4.8. Ensaio de avaliacéo de atividade da enzima catalase.

A influéncia do tratamento com os extratos sobre atividade da enzima
catalase, responsavel por catalisar a conversao do H,O, em oxigénio molecular e
moléculas de 4&gua, foi determinada através do monitoramento por
espectrofotometria da taxa de decomposicdo do H,O, no comprimento de onda

de 240 nm, sendo considerada uma unidade internacional de catalase como a
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guantidade de catalase necessaria para decompor 1 uM de H,O, por minuto no
pH 7 e temperatura de 25°C (Weydert e Cullen, 2010). Os resultados estao
representados como porcentagem de atividade da catalase, sendo a atividade de
100% atribuida ao controle. O tratamento com o perdxido de hidrogénio diminuiu
a atividade da catalase para 55,39% + 6,33%. O tratamento com o extrato do
fungo | provocou aumento na atividade da catalase quando comparado com as
células expostas ao estresse oxidativo e ndo tratadas com extrato. As células
tratadas com as concentracdes de 2,5 pg.mL?, 5 ug.mL™* e 10 pg.mL™ deste
extrato apresentaram 71,52% + 4,83%, 68,41% * 12,56, e 81,68% + 7,13% da
atividade da enzima, respectivamente.
A atividade da catalase para as células tratadas com o extrato do fungo I,
foram 73,16% + 10,64, 59,16% + 5,67%, e 63,59% + 8,72%, para as concentracdes
de 25 ug.mL™, 50 pg.mL™ e 100 pg.mL™?, respectivamente.
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Figura 8. Ensaio de avaliacao de atividade da enzima catalase em fibroblastos

tratados com extratos produzidos pelos fungos | e ll.

Fibroblastos dérmicos foram tratados como descrito no item 3.9.1, e o lisado celular foi utilizado para
avaliar a atividade da enzima catalase através do monitoramento do consumo de H,O, 10 mM em
espectrofotdmetro. Os resultados apresentados representam a média + erro médio (n=3). Resultados
avaliados pela analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de comparac¢des mdltiplas
de Tukey (*, p <0,5).
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4.9. Extracdo de RNA

A quantificacdo do RNA extraido dos fibroblastos dérmicos humanos foi
realizada em espectrofotdmetro através da medida das absorbancias das amostras
obtidas nos comprimentos de onda de 260 nm, especifico para quantificacdo de
acidos ribonucleicos, e 280 nm, especifico para quantificacdo de proteinas, e a
contaminacdo das amostras por proteina foi avaliada através da razdo das leituras
de absorbancia em 260 nm e 280 nm (Azso/Azg0). AS amostras foram consideradas
apropriadas quando o valor obtido para a razdo Azs/Azgo €Stava entre 1,7 e 2,2
(Tabela 6).

Tabela 6. Avaliacdo do teor de pureza e concentracdo do RNA total extraido
dos fibroblastos expostos ao estresse oxidativo e tratados ou ndo com
extratos.

Amostras Absorbéancia | Absorbancia Razao dos Concentracéo
(260nm) (280nm) valores de final (ug.puL™)
absorbéancias
AZGO/AZSO
Controle 2322+277 | 1301+168 | 1,842+0021 | 0893+0.115
H20, 13,07+1,81 | 732+1,25 1,839+0,017 | 0502+ 0,072
T
1 (10 pg.mL™) 9,38+ 1,22 5,42 + 0,88 1,791 +0,043 | 0,368 + 0,039
T
1 (5 pg.mL™) 833+017 | 5124028 | 177020043 | 0295+ 0,018
T
1(2.5pg.mL™) 894+027 | 523+021 | 1,787+0001 | 0,337 +0,004
T
11 (100 pg.mL.") 1491+133 | 886+076 | 1,772+0038 | 0,556 0,042
T
I (50 ug.mL") 1456+049 | 880+063 | 1,752+0,049 | 0537 +0,009
T
I1(25 pg.mL™) 1440+2,00 | 844+0092 | 1,818+0,003 | 05290094

A integridade do RNA total extraido dos fibroblastos tratados ou ndo com o0s
extratos e expostos ao estresse oxidativo foi avaliada através do ensaio de
eletroforese em gel de agarose e visualizacdo das bandas 18S e 28S do RNA
ribossémico (Figura 9). As amostras de RNA total que apresentaram ambas as
bandas no gel foram utilizadas nos demais ensaios, sendo excluida somente a
amostra 8a (fibroblastos tratados com 25 pug.mL™ do extrato produzido pelo fungo 1),

pois nao apresentou integridade satisfatoria.
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Figura 9. Avaliacdo da integridade do RNA total extraido dos fibroblastos
tratados com extratos e expostos ao estresse oxidativo.

As amostras de RNA total extraidas da cultura de fibroblastos tratados ou ndo com os extratos e
expostos ao estresse oxidativo foram aplicadas em gel de agarose 1% em quantidade equivalente a 1
Hg de RNA. A eletroforese foi realizada com tampé&o de corrida TBE 0,1 M, pH 8, com tensao aplicada
de 90 V. As bandas 18S e 28S foram visualizadas em transiluminador sob luz UV. As amostras
correspondem as amostras de RNA tratadas de acordo com o descrito no item 3.8.2. Na figura, a
numeragdo das colunas indica as amostras: 1a, 1b e 1c: controle; 2a, 2b e 2c: tratamento com
H,0,;3a, 3b e 3c:tratamento com extrato do fungo | (10 pg.mL™); 4a, 4b e 4c: tratamento com extrato
do fungo | (5 pg.mL™); 5a, 5b: tratamento com extrato do fungo | (2,5 pg.mL™); 6a, 6b e 6¢: tratamento
com extrato do fungo Il (100 pg.mL™); 7a, 7b e 7c: tratamento com extrato do fungo Il (50 pg.mL™);
8a, 8b e 8c: tratamento com extrato do fungo Il (25 ug.mL"l).

4.10. Andlise e validacdo dos primers COL1Al, MMP-1, TIMP-1 e B-actina.

A validacao dos primers de COL1A1, MMP-1 e TIMP-1foi realizada através da
construgdo da curva de eficiéncia relativa com diferentes concentragdes do RNA
total extraido de fibroblastos dérmicos humanos. O primer da B-actina foi validado
por outro grupo do Laboratério de Farmacologia Molecular (Martini, 2013), Figura 10.

As curvas obtidas estéo representadas nas Figuras 11, 12 e 13.
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Figura 10. Curva padrao do gene B-actina (Martini, 2013).
Curva padrdo do gene B-actina construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNAt de
células mesangiais humanas imortalizadas.
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Figura 11. Curva padréao do gene COL1A1l.
Curva padrdo do gene COL1A1 construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNAt de
fibroblastos dérmicos humanos.
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Figura 12. Curva padréao do gene MMP-1.
Curva padrdo do gene MMP-1 construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNAt de
fibroblastos dérmicos humanos.
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Figura 13. Curva padréao do gene TIMP-1.
Curva padrdo do gene TIMP-1 construida a partir da diluicdo em série de um pool de RNAt de
fibroblastos dérmicos humanos.

Os valores obtidos para a inclinacédo angular da reta (slope), para o ponto de
interseccdo do eixo y (y-intercept), que reflete o limite de deteccéo tedrica da reacao,
para o coeficiente de correlagéo linear (r) e a eficiéncia estdo representados na
Tabela 7. O valor do slope foi utilizado para calcular a eficiéncia dos primers. Os
primers em estudo apresentaram eficiéncia entre 90 e 110%, adequando-se aos
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critérios estabelecidos para a qualidade da reacdo. As eficiéncias dos primers
COL1Al1l, MMP-1 e TIMP-1 foram comparadas com a eficiéncia do primer da [-
actina e, como a variagao obtida entre as eficiéncias dos primers dos genes alvo e
do gene constitutivo foi menor que 10%, o método de quantificacdo relativa pelo
célculo do 2*°! foi escolhido para realizar a analise da expressao relativa dos genes

em estudo.

Tabela 7. Parametros de validacdo obtidos no teste de eficiéncia
dosprimersCOL1A1, MMP-1 e TIMP-1.

Parametros
analisados

B-actina

(y = ax + b) (Martini, COL1A1 MMP-1 TIMP-1
2013)
Inclinacdo da reta - 3,384 - 3,330 - 3,377 - 3,212
(slope, x)
: 28,227 30,68 30,60 22,55
y —intercept (b)
Coeficiente de
correlacdo linear (r) 0,997 0,993 0,996 0,998
97,48 99,66 97,75 104,80

Eficiéncia (%)

A especificidade da formacdo do produto de amplificacdo de cada um dos
primers foi avaliada através da curva de dissociacdo destes produtos (Figura 14). A
curva de dissociagcdo dos produtos de amplificacédo reflete a mudanca na
fluorescéncia quando ha dissociacdo da dupla fita de DNA devido ao aumento na
temperatura. A partir desta curva € determinada a temperatura de melting (Tm), que
€ a temperatura na qual 50% do produto de amplificacdo apresentam-se como fita
dupla e os outros 50% apresentam-se como fita simples. Cada produto de
amplificacdo apresenta uma Tm especifica, desta forma, a especificidade dos
primers para os produtos de amplificacdo dos genes em estudo é indicada pela
formacdo de um unico pico na curva de dissociacdo, o que pode ser observado para

todos os primers testados.

42



Melt Curve Melt Curve
A

B) B-ACTINA

Derivative Reporter (-Rn)
Derivative Reporter (-Rn?)

el
85.0 700 750 80.0 85.0 20.0 950
5.0 70 750 00 85.0 @00 85.0 Tm: 86.58
Tm: 94.67 o
Temperature ("C) = Temperature (°C)
...... T
MA Ws Mic WD ME M- Mc EH A e Wc MWD Me HF Hc WH
Melt Curve
Melt Curve
24
19

19
= -
g &
& &
5 14 £
g 2
o« &
o o
2
B H 14
z Z
& &

\

e

™ 65.0 00 750 800 85.0 900 95.0
85.0 70.0 750 80.0 85.0 90.0 5.0 Tm: 78.25
Tm: 76.48 Temperature (°C)
Temperature (°C) Lager
Lagend A e c WD ME HrF Hc WH
A e Bc WD We Hr Hc HWH

Figura 14. Verificacao da especificidade dos pares de primersa partir da curva

de dissociacéo (curva de melting) dos produtos de amplificagao.
Ao final da reacdo em cadeia da polimerase, os produtos da amplificacdo foram submetidos a um
aumento gradativo da temperatura, de 60°C a 95°C, a fim de verificar a Tm.A) pares de primers da B-

actina; B) pares de primers do COL1A1; C) pares de primers da MMP-1 e D) pares de primers
doTIMP-1.
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4.11. Quantificacao relativa da expressao génica

A expressao génica do coldgeno do tipo |, da metaloproteinase do tipo | e do
inibidor tecidual da metaloproteinase do tipo | foi avaliada em fibroblastos dérmicos
humanos expostos ao estresse oxidativo e tratados com extratos produzidos por
fungos endofiticos.

A expressao relativa do COL1A1, MMP-1 e TIMP-1 nos fibroblastos tratados
com 300 uM de H,O.foi avaliada com relacdo a expressdo destes genes nos
fibroblastos que ndo foram submetidos a nenhum tipo de tratamento, sendo
cultivados somente em DMEM. Apdés o tratamento com perdoxido de hidrogénio a
expressao relativa do RNA mensageiro do gene do colageno do tipo | diminuiu em
88,04%, houve aumento de 233,5% na expressdao do mRNA do gene da MMP-1le
nao houve diferenca significativa na expressao do mRNA do gene do TIMP-1, sendo
observada uma tendéncia de aumento de 6,8% (Figura 15).
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Figura 15. Expresséo génica relativa do mRNA do COL1A1, da MMP-1 e TIMP-1

em fibroblastos dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo.

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados com H,O, na concentracdo de 300 uM e o RNAt
extraido das amostras foi submetido ao ensaio de RT-gPCR. A expressdo do mRNA dos genes
doCOL1Al, da MMP-1 e do TIMP-1, foram normalizadas pela expressdo do mRNA do gene da B-
actina. Os resultados foram apresentados como expressdo génica relativa do mRNA dos genes do
COL1Al, da MMP-1 e do TIMP-1 das amostras tratadas comparados com o controle. Os dados
representam a média + erro médio de trés experimentos. Os resultados foram avaliados pelo teste t
pareado (*, p < 0,0001; #, p< 0,05).
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A expressao génica relativa do mRNA dos genes de COL1Al, MMP-1 e
TIMP-1 nos fibroblastos expostos ao estresse oxidativo e tratados com 0s extratos
foi avaliada com relacdo a expressdo destes genes nos fibroblastos expostos ao
estresse oxidativo e ndo tratados com os extratos.

Os resultados obtidos para a expressdo génica relativa do COL1A1l
mostraram que houve tendéncia de aumento na expressdo do COL1Al tanto nos
fibroblastos tratados com o extrato do fungo | quanto com os tratados com o extrato
do fungo Il, porém os resultados obtidos ndo apresentaram diferenca significativa. O
tratamento com a concentracdo de 2,5 ug.mL™ do extrato do fungo | levou a um
aumento médio de 123% na expressdo do COL1A1 e as concentracdes de 5 pg.mL™
e de 10 pg.mL™* do mesmo extrato promoveram um aumento na expressdo do
COL1Al de 59,3% e 103,4%, respectivamente. Em relacdo ao tratamento com o
extrato do fungo I, para as concentracdes de 25 pg.mL™, 50 pg.mL™ e 100 pg.mL™,
houve aumento de 58,80%, 147,00% e 70,10%, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Expressdo génica relativa do mRNA do COL1Al em fibroblastos
dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo e tratados com o0s extratos
dos fungos I e Il

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 3.9.2. e o RNAt extraido das
amostras foi submetido ao ensaio de RT-qgPCR. A expressdo do mRNA do gene do COL1A1 foi
normalizada pela expressdo do mRNA do gene da B-actina. Os resultados sdo apresentados como
expressdo génica relativa do mRNA do COL1A1 das amostras tratadas comparada com a do controle
tratado somente com H,0,. Os dados representam a média + erro médio de trés experimentos.
Resultados avaliados pela analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey.
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Diminuigao na expresséo génica relativa do mRNA da MMP-1 foi observada
nos fibroblastos que foram tratados com as concentragdes de 5 pg.mL™ e 10 pg.mL’
'do extrato do fungo I; a primeira ocasionou diminuicdo média de 65,87% e a Gltima
levou a uma diminuicdo média de 78,8% da expressdo génica. A expressao génica
relativa do mRNA da MMP-1 nos fibroblastos tratados com a concentragdo de 2,5
ng.mL™ do mesmo extrato apresentou tendéncia de diminuicdo média de 29,24%,
porém nao houve diferenca significativa com relacdo ao controle para este resultado.
Em relacéo ao tratamento com o extrato do fungo II, houve tendéncia de aumento na
expressdo génica relativa do mRNA da MMP-1 para todas as concentragdes
utilizadas. As concentracdes de 25 ug.mL™, 50 pg.mL™ e 100 pg.mL™ provocaram

aumento médio de 18,8%, 35,2% e 24,3%, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Expressdo génica relativa do mRNA do MMP-1 em fibroblastos
dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo e tratados com o0s extratos
dos fungos I e Il

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 3.9.2. e o RNAt extraido das
amostras foi submetido ao ensaio de RT-gPCR. A expressdo do mRNA do gene da MMP-1 foi
normalizada pela expressdo do mRNA do gene da B-actina. Os resultados sdo apresentados como
expresséo génica relativa do mRNA da MMP-1 das amostras tratadas comparada com a do controle,
tratado somente com H,O,. Os dados representam a média + erro médio de trés experimentos.
Resultados avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey (*, p < 0,0001).
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As alteragbes observadas na expressao relativa do mRNA do TIMP-1 néo
apresentaram diferenca significativa tanto para os fibroblastos que foram tratados
com o extrato do fungo | quanto para os que foram tratados com extrato do fungo Il.
O tratamento com as concentracdes de 2,5 pg.mL™,5 ug.mL™ e de 10 pg.mL™ do
extrato do fungo | ocasionou uma tendéncia de decréscimo médio na expressao
deste gene de 4,91%, 52,59% e 25,63%, respectivamente. O tratamento com as
concentracdes de 25 pg.mL™, 50 pg.mL™* e de 100 pg.mL™ do extrato do fungo II,
ocasionou uma tendéncia de aumento médio na expressdo do mRNA do TIMP-1 de
4,9%, 12,2% e 69,7%, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Expressao génica relativa do mRNA do TIMP-1 em fibroblastos
dérmicos humanos expostos ao estresse oxidativo e tratados com extratos
dos fungos I e Il

Fibroblastos dérmicos humanos foram tratados como descrito no item 3.9.2. e o RNAt extraido das
amostras foi submetido ao ensaio de RT-gPCR. A expressdo do mRNA do gene do TIMP-1 foi
normalizada pela expressdo do mRNA do gene da B-actina. Os resultados sdo apresentados como
expresséo génica relativa do mRNA do TIMP-1 das amostras tratadas comparada com a do controle,
tratado somente comH,0,. Os dados representam a média + erro médio de trés experimentos.
Resultados avaliados pela andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey.
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4.12. Avaliagdo da atividade de metaloproteinases

A avaliacdo da atividade de metaloproteinases foi realizada através da
visualizacdo da atividade proteolitica destas no gel de poliacrilamida contendo 1%
de gelatina. O ensaio de zimografia que utiliza a gelatina como substrato € utilizado
para avaliacdo da atividade das gelatinases MMP-2 e MMP-9. No zimograma
apresentado na Figura 19 é possivel observar bandas de atividade proteolitica com
massas moleculares de 70 kDa e 66 kDa, que correspondem, respectivamente, a
forma proé-ativa da metaloproteinase do tipo 2 (MMP-2) e a forma ativa desta mesma
enzima. Bandas correspondentes & MMP-9 ndo foram visualizadas nas amostras.

E possivel notar que o tratamento com o perdxido de hidrogénio causou um
aumento na atividade da MMP-2 e que o tratamento com os extratos dos fungos | e
Il promoveram uma diminuicdo desta atividade proteolitica. Os tratamentos com 0s
extratos do fungo | nas concentracées de 5 e 10 ug.mL™, assim como o tratamento
com 50 pg.mL™* do fungo Il, provocaram as maiores diminuicdes na atividade desta

enzima.

H02 - + + + O+ o+ + +
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Figura 19. Avaliacdo da atividade de metaloproteinases.

Os meios de cultivo das células expostas ao estresse oxidativo e tratadas com os extratos dos fungos

I e Il foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida com 1% de gelatina.
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5. DISCUSSAO

O envelhecimento provoca diversos efeitos deletérios no organismo em todas
as espeécies animais, causando diminuicdo da capacidade funcional méxima e
aumento na probabilidade de ocorréncia de processos degenerativos (Pamplona,
2008). O envelhecimento cutaneo € um processo biolégico complexo, progressivo e
inevitavel. Apesar de ser primariamente um processo fisiolégico (envelhecimento
intrinseco), dependente das caracteristicas genéticas do individuo, este também
pode ser um processo patoldgico (envelhecimento extrinseco). Ambos 0S processos
atuam de forma sinérgica na promocao de alteracdes morfoldgicas e funcionais que
se manifestam pela inducdo acelerada da formacdo de rugas, descamacéo,
aspereza, ressecamento, flacidez, bem como anormalidades de pigmentagéo (Naval
et al., 2014).

A exposicdo da pele a fatores ambientais e comportamentais, como a
exposicdo a radiacdo ultravioleta, a poluicdo, o tabagismo, o etilismo e a ma
nutricdo, estdo entre os principais responsaveis pelo envelhecimento cutaneo
extrinseco. Apesar de serem diferentes, os fatores ambientais envolvidos no
envelhecimento extrinseco apresentam mecanismo de acdo predominantemente
similar, pois atuam principalmente através do estimulo da producdo de espécies
reativas de oxigénio, que sdo responsaveis por desencadear respostas moleculares
que favorecem a producdo de enzimas que degradam componentes da matriz
extracelular e ainda interferem em vias fundamentais para a producdo desses
componentes (Fisher et al., 2002; Sardy, 2009).

Uma proposta estabelecida para se contrapor aos efeitos das espécies
reativas de oxigénio consiste na utilizacdo de substancias capazes de combater o
estresse oxidativo e auxiliar no restabelecimento do estado redox normal das
células. Com este intuito, 0s compostos que apresentam atividade antioxidante sao
amplamente estudados para avaliar sua possivel aplicacdo em formulagbes
cosmeéticas (Singh e Agarwal, 2009; Barroso et al., 2014).

Os compostos polifendlicos estdo entre 0s compostos mais estudados para
esta finalidade, por apresentarem uma consideravel atividade antioxidante
decorrente de suas estruturas quimicas. As principais fontes de polifendis utilizadas

nos diversos estudos sdo as plantas, porém a descoberta de que microrganismos
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sdo capazes de produzir compostos similares aos da planta hospedeira (Stierle et
al., 1993) enseja a pesquisa dos compostos produzidos por estes microrganismos,
gue sao fonte potencial de metabdlitos secundarios ativos similares aos das plantas,
e ainda com grande possibilidade de descoberta de novos compostos.

Neste estudo, foram produzidos extratos brutos de metabdlitos de dois fungos
endofiticos isolados das folhas da planta Bauhinia variegata, sendo ambos
pertencentes ao género Phomopsis sp. Fungos endofiticos pertencentes a este
género sdo comumente encontrados em diversos tipos de plantas e sdo capazes de
produzir uma ampla diversidade de metabdlitos secundérios, aos quais ja foram
atribuidas atividade antimicrobiana, antifingica, antioxidante e anti-inflamatoria
(Weber et al., 2004; Huang et al., 2008; Rukachaisirikul et al., 2008; Adelin et al.,
2011; Huang et al., 2014).

Os fungos endofiticos foram cultivados em cultura liquida submersa feita em
duas etapas para a producdo de metabdlitos secundarios. O rendimento obtido para
0s extratos brutos em relagdo a massa micelial produzida foi de 0,231% para o
fungo I, e de 0,136% para o fungo lI(Tabela 3). Apesar da obtencdo de baixo
rendimento, a versatilidade apresentada pelos processos de cultivo dos fungos
permitem a exploracao de alteracbes nas condicdes em que este é realizado, com
alteracbes em parametros como a composi¢ao e o tipo de meio utilizado, aeracgéo,
pO,, pCO,, pH e temperatura, com possibilidade de otimizacdo da producdo de
compostos biologicamente ativos (Kusari et al., 2012).

Os extratos brutos produzidos foram submetidos a avaliacdo para
determinacao do teor de compostos polifendlicos e, especificamente, de flavondides.
O teor de polifendis dos extratos produzidos pelo fungo | foi menor que o encontrado
para o fungo Il. O teor obtido para o primeiro fungo foi de 84,24 + 6,20 ug EAG.mg
de extrato™ e de 92,69 + 5,31 ug EAG.mg de extrato™ para o segundo (Tabela 4).
Contudo, no que se refere ao teor de flavonodides, o extrato produzido pelo fungo |
apresentou teor cerca de 2 vezes maior que o extrato produzido pelo fungo Il
(Tabela 5).

Os resultados obtidos mostram que os fungos endofiticos do género
Phomopsis sp. isolados das folhas de Bauhinia variegata sdo capazes de produzir
compostos polifendlicos e flavonoides, que sdo uma classe de compostos que ja foi
descrita como capaz de induzir a reducdo da producdo de MMP-1 levando a

50



diminuicdo da degradacao do colageno fibrilar (Leu et al., 2006). Quando comparado
com o teor de polifenéis do extrato da planta Calendula officinalis (28 pg EAG.mL™),
capaz de proteger queratinécitos humanos do dano oxidativo promovido pelo
tratamento com peroxido de hidrogénio (Alnugaydan et al.,, 2015), o teor de
polifendis encontrado nos extratos de ambos os fungos foi cerca de 3 vezes maior
gue a do extrato da planta. Além disso, o teor de polifendis dos extratos dos fungos
foi maior que o apresentado pelos extratos das plantas Coffea arabica (26,7 pg
EAG.mL™) e Michelia alba (2,7 pg EAG.mL™), que apresentaram atividade protetora
em fibroblastos dérmicos humanos expostos a radiacdo ultravioleta, promovendo
recuperacao da sintese de colageno (Chiang et al., 2011; Chiang et al. 2012). O teor
de polifendis encontrado nos extratos avaliados neste estudo também foi maior que
0 apresentado pelo extrato etandlico produzido pelo fungo endofitico Phomopsis sp.
isolado da planta Emblica officinalis, que apresentou teor de polifendis totais de 9,53
ug EAG.mL™ (Nath et al., 2012).

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo ensaio de sequestro do
radical estavel DPPH-, e os resultados obtidos mostram que os extratos produzidos
pelos fungos em estudo diferem quanto a sua capacidade antioxidante, sendo a
atividade antioxidante apresentada pelo fungo | maior que a apresentada pelo
extrato do fungo Il. O extrato do primeiro fungo apresentou ICso de 288,6 ug.mL™,
enquanto o ICsp do segundo fungo foi de 1632 ug.mL™ (Figura 4). O fato destes
extratos apresentarem atividade antioxidante torna-os candidatos plausiveis para
avaliacdo de sua possivel acdo protetora em células expostas ao estresse oxidativo.

O valor de ICso obtido para o extrato produzido pelo fungo | foi menor que o
apresentado pelo extrato da planta Michelia alba(ICso: > 1000 pg.mL™) e pelo extrato
da planta Eclipta prostrata L. (ICsode 750 pg.mL™), os quais apresentaram ac&o
protetora em células expostas ao UVB, sendo o primeiro capaz de diminuir a
expressao de metaloproteinases e aumentar a producao de colageno, e o segundo
de diminuir a toxicidade induzida pelo UVB em queratindcitos e fibroblastos (Chiang
et al.,, 2012; Chan et al., 2014). Contudo, o valor de ICs, obtido para o extrato
produzido pelo fungo Il foi maior que o apresentado por estas plantas, assim a
atividade antioxidante apresentada por um dos fungos em estudo, o fungo I, foi
maior que o0 apresentado por extratos de plantas capazes de atuar em variaveis
importantes para o envelhecimento cutaneo.
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Os fibroblastos sé@o o principal tipo de célula da derme humana e constituem
uma populacao de células de longa-vida que esta submetida ao acumulo de danos
continuos e perda da capacidade de proliferacdo ao longo do tempo. Estes séo
processos tipicos associados ao envelhecimento cutaneo, sendo a disfuncdo dos
fibroblastos dérmicos determinante para as mudancas fenotipicas apresentadas na
pele envelhecida (Uitto e Bernstein, 1998; Jenkins, 2002; Tigges et al., 2014).

O impacto exercido pelo tratamento com o0s extratos sobre a viabilidade
celular dos fibroblastos foi avaliado pelo ensaio do MTT. Este ensaio demonstrou
que o tratamento com 0s extratos ndo foi capaz de aumentar a viabilidade celular
dos fibroblastos e, que para todas as concentracdes utilizadas, houve diminuicdo da
viabilidade celular. Apesar da diminuicdo, a viabilidade celular dos fibroblastos
permaneceu acima de 80% para as concentracdes de 6,25 ug.mL™; 12,5 pg.mL™ e
25 pg.mL™? do extrato do fungo | e para todas as concentracbes testadas para o
extrato do fungo Il (Figura 5). Somente o tratamento com as concentragdes de 50
ng.mL? e 100 pg.mL™? do fungo | diminuiram a viabilidade celular para valores
menores que 80%. Por se tratar de extratos brutos, ha a possibilidade dos mesmos
reunirem tanto substancias toxicas quanto substéncias capazes de aumentar a
viabilidade celular dos fibroblastos. Assim, o fracionamento desses extratos seguido
de uma nova avaliagdo de citotoxicidade com as fracdes obtidas poderia revelar
fracbes que ndo apresentem atividade toxica significativa ou mesmo a presenca de
alguma substancia com capacidade de aumentar a viabilidade celular.

A hip6tese do estresse oxidativo € uma das teorias mais aceitas para explicar
0 processo de envelhecimento. A producdo de espécies reativas de oxigénio é
inerente a funcdo normal das células aerobias, porém o aumento intracelular de
moléculas oxidantes é responsavel por causar danos a diversos componentes da
célula e por desencadear vias de sinalizacdo especificas que, ao longo do tempo,
podem provocar disfuncao celular e tecidual (Finkel e Holbrook, 2000; Giorgio et al.,
2007).Tem sido demonstrado que no envelhecimento hd aumento do estresse
oxidativo intracelular, que se deve principalmente ao fato da capacidade de defesa
contra ERO ser progressivamente diminuida durante o periodo de vida do individuo
(Giorgio et al., 2007). Para minimizar os possiveis danos promovidos pelo estresse
oxidativo, as células aerdbias possuem sistemas de defesa antioxidante que incluem

compostos enzimaticos e ndo-enzimaticos. A defesa enzimatica contra ERO envolve
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a acao cooperativa da acdo de diversas enzimas, incluindo a SOD e a catalase. A
primeira catalisa a conversdo do radical superoxido em peréxido de hidrogénio,
engquanto a segunda esta envolvida na decomposicao do peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. A modulacdo da atividade dessas enzimas antioxidantes pode
conferir protecao contra o estresse oxidativo (Hu et al., 2011).

Neste estudo, o peroxido de hidrogénio foi utilizado para induzir o estresse
oxidativo nas células. A determinacdo da concentracdo adequada de peroxido de
hidrogénio a ser utilizada para esta finalidade foi obtida apos realizacdo do ensaio de
avaliacdo da peroxidacao lipidica, que mostrou que o tratamento com qualquer das
trés concentracdes de H,0, testadas, 300 uM, 500 puM ou 1000 uM, foi capaz de
induzir o estresse oxidativo, demonstrado pelo aumento na formacéo de produtos da
peroxidacgéo lipidica (Figura 6). Partindo-se da premissa que o estresse oxidativo é
um fator que influencia a capacidade de resposta adaptativa do organismo, estudos
foram feitos para avaliar a capacidade de defesa dessas células frente ao estresse
oxidativo e o papel do tratamento com 0s extratos nesse processo.

As atividades da SOD e da catalase foram alteradas pelo tratamento das
células com o peroxido de hidrogénio, havendo diminui¢do significativa da atividade
da SOD (Figura 7) e da catalase (Figura 8), esta ultima com uma diminuicdo de
cerca de 45% da atividade, evidenciando que o tratamento com H,O, foi capaz de
interferir na capacidade de defesa antioxidante das células, tornando-as mais
suscetiveis aos danos promovidos pelo estresse oxidativo, dado que a diminui¢cao da
atividade da enzima catalase esté relacionada ao acumulo de ERO envolvidas com
mudanc¢as em vias de sinalizacao intracelular, que apresentam papel importante nos
processos que desencadeiam o envelhecimento cutaneo (Tigges et al., 2014).

O tratamento dos fibroblastos com os metabolitos produzidos pelos fungos
influenciou de forma diferente a atividade de ambas as enzimas. Os resultados
obtidos para a atividade da SOD mostraram que o tratamento com o peroxido de
hidrogénio aliado ao tratamento com o0s extratos levou a uma diminuicdo
consideravel da atividade desta enzima, principalmente para os tratamentos com o
extrato do fungo II. Contudo, o tratamento com os extratos foi capaz de reverter
parcialmente a diminui¢cdo na atividade da enzima catalase induzida pelo tratamento
com o Hy;O,, com observacdo de aumento na atividade desta enzima para o

tratamento com o extrato de ambos os fungos.
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Tem sido demonstrado que na derme de individuos idosos a atividade da
enzima catalase € menor quando comparada com a derme de individuos jovens, e
gue também é menor na pele envelhecida extrinsecamente quando comparada com
a envelhecida intrinsecamente, enquanto que nao ha alteracédo na atividade da SOD
nessas condigdes (Rhie et al., 2001; Shin et al., 2005).Pelos resultados observados
na Figura 8, o ensaio de inducé&o do estresse oxidativo nos fibroblastos conseguiu
simular a situacdo de envelhecimento extrinseco, uma vez que conseguiu reduzir a
atividade da catalase significativamente. Apesar do tratamento com o extrato do
fungo | ndo ter conseguido restabelecer a atividade da CAT no mesmo nivel das
células ndo submetidas ao estresse oxidativo, foi possivel observar uma clara
tendéncia de aumento da atividade da CAT quando comparada a das células
estressadas. Isso sugere que, no caso de células envelhecidas extrinsecamente, 0
tratamento com o extrato poderia iniciar um restabelecimento, a0 menos em parte,
do equilibrio redox das células.

O fato do aumento da expressao da catalase conseguir prolongar o tempo de
vida de camundongos, e do desequilibrio das enzimas antioxidantes ser
determinante da senescéncia celular, faz com que a utilizacdo de compostos
capazes de aumentar a atividade da catalase seja benéfica no tratamento do
envelhecimento, pois o decréscimo do perdxido de hidrogénio esta associado a
reversdo do aumento da fosforilacdo de JNK e p38 e, consequentemente, no
decréscimo da expressao basal da MMP-1 (Schriner et al., 2005; Shin et al., 2005;
Briganti et al., 2008).

O aumento da atividade da SOD sem aumento concomitante das enzimas
gue degradam o peroxido de hidrogénio foi observada em fibroblastos senescentes
guando comparados com fibroblastos jovens, que mostram um perfeito balanco de
enzimas antioxidantes (Briganti et al., 2008). Tem sido mostrado que
superexpressao de SOD em células modificadas por engenharia genética provoca
aumento na expressdo da MMP-1, através do aumento da concentracdo de peroxido
de hidrogénio. O aumento das concentragdes intracelulares desta espécie reativa do
oxigénio promove o recrutamento de ambos os membros do AP-1, c-Jun e c-Fos,
para a regido proximal e distal do promotor da MMP-1. Este aumento da ligacao dos
fatores de transcricdo no promotor da MMP-1 em modelos que superexpressam a
SOD é parcialmente revertida com a co-expressao da catalase (Nelson et al., 2006;
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Bartling et al.,, 2014). Os resultados obtidos para a atividade de SOD e CAT nas
células tratadas com os extratos sugerem que este tratamento pode ter provocado
diminuicdo da concentracao intracelular de peroxido de hidrogénio, dado que houve
diminuicdo da atividade da enzima responsavel pela formacdo do H,O, e aumento
parcial da atividade da enzima responsavel por degrada-lo, e isto pode ter exercido
influéncia em vias de sinalizacdo intracelular, nas quais o H,O, apresenta papel
relevante.

O tratamento dos fibroblastos com o peroxido de hidrogénio exerceu impacto
na expressao génica da metaloproteinase do tipo I, aumentando em mais de 2 vezes
sua expressdo em relacdo aos fibroblastos ndo expostos ao estresse oxidativo
(Figura 15). O aumento no nivel de expressdo da MMP-1 é comumente associado a
elevacbes das concentracdes de H,O,, que € uma espécie reativa livremente
difusivel capaz de agir como mensageiro secundario em eventos celulares.
Alteracdo no estado de equilibrio do H,O, aumenta a sinaliza¢do de quinases, que
modificam componentes de iniciacdo do complexo de transcri¢do levando a uma alta
producdo de MMP-1. Aumento da expressdo da MMP-1 também esta relacionado a
peroxidacdo da membrana celular, com a formacédo de hidroperéxidos lipidicos, o
gue ativa as cascatas de sinalizacdo dependentes de AP-1 e leva ao aumento da
expressao dessa enzima (Nelson et al., 2006; Briganti et al., 2008; Bartling et al.,
2014).

A alteracédo do estado de equilibrio do H,O2nos fibroblastos utilizados neste
estudo pode ter sido promovida pelo tratamento com 300 uM de H,0,. Aliado a isso,
observa-se também que nos fibroblastos tratados somente com H,O, a atividade da
SOD permaneceu acima de 90%, enquanto a atividade da catalase diminuiu para
55,39%, o0 que pode ter contribuido para um aumento ainda maior das
concentracoes intracelulares de H,0..

O tratamento dos fibroblastos com o extrato do fungo | conseguiu promover
diminuicdo da expressdo da MMP-1 de forma dose dependente, porém nos
fibroblastos tratados com o extrato do fungo Il houve tendéncia de aumento da
expressao desta enzima (Figura 17). As diferencas apresentadas na acdo de ambos
0s extratos pode ser atribuida a diferenca apresentada em suas atividades
antioxidantes. O extrato do fungo I, além de apresentar atividade antioxidante maior

que o extrato do fungo Il quando avaliado pelo ensaio do sequestro do DPPH.,
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também conseguiu induzir aumento maior na atividade da catalase do que o
observado para as células tratadas com o extrato do fungo I, estas a¢gées podem ter
auxiliado as células a diminuirem o estresse provocado pelo tratamento com o
peréxido de hidrogénio.

A derme é responsavel por conferir elasticidade, resiliéncia, resisténcia e
forca a pele. A matriz extracelular dérmica € composta majoritariamente por fibras de
colageno do tipo | e a fragmentacdo progressiva desta matriz tem importantes
consequéncias, que incluem a diminui¢ao da forca geral da pele, o favorecimento da
formacao de rugas e criagdo de um ambiente propicio para a formacao de tumores,
além de sua progressao (Fisher et al., 2009; Mancini et al., 2014; Rittié e Fisher,
2015).

A diminuicdo da quantidade de colageno do tipo | e do tipo Ill é observada
com o avanc¢o da idade, sendo que esta diminuicdo é mais proeminente na pele
exposta ao sol que na pele ndo exposta. Estudo que avaliou alteracbes nos
componentes estruturais da pele do rosto e do abdémen de 38 pacientes, cuja idade
variava de 6 a 84 anos, mostrou que ha alteracdo significativa na quantidade de
colageno do tipo | e do tipo Il nas peles de jovens e idosos, sendo a diminui¢do da
concentracdo destes tipos de colageno mais proeminente na pele de idosos, com
destaque para a pele exposta ao sol (Chung et al., 2001; EI-Domyati et al., 2002).

Estudos tém mostrado que o estresse oxidativo atua nas vias de sintese do
colageno alterando principalmente a sinalizacdo do TGF- e SMAD, esta acao aliada
as observadas para a expressdo das metaloproteinases atuam de forma
sincronizada para diminuicdo do conteudo de colageno da derme (Choi et al., 2007;
Natarajan et al., 2014). Como demonstrado na Figura 15, o tratamento dos
fibroblastos com peroxido de hidrogénio provocou diminuicdo da expressdo do
colageno do tipo I, evidenciando que esta espécie reativa de oxigénio € capaz de
interferir nas vias de sinalizacéo envolvidas na sintese do colageno do tipo I.

Nas células tratadas com ambos os extratos houve tendéncia de aumento da
expressdo do colageno do tipo | (Figura 16), o que demonstra que ambos o0s
extratos podem atuar de forma benéfica na producéo desta proteina essencial para
as funcdes da pele.

Os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP) sdo uma familia de
proteinas capazes de se ligar diretamente as MMP e inibir sua atividade catalitica. A
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expressdo das MMP e TIMP é regulada de forma coordenada para evitar a atividade
excessiva das MMP (Fisher et al., 2009). As espécies reativas de oxigénio levam a
um desequilibrio entre a producdo e a degradacdo dos componentes da matriz
extracelular. Elas provocam diminuicdo da sintese de colageno e aumento da
producdo de enzimas que degradam esta proteina, assim a acdo do TIMP é
importante para inibir as MMP e ajudar a restaurar o equilibrio. O tratamento dos
fibroblastos com o H,O, levou a um desequilibrio no balanco de expressao entre
MMP-1 e TIMP-1, pois houve aumento na expressdo do MMP-1 sem aumento
concomitante da expressdo do TIMP-1 (Figura 15). Este resultado foi similar ao
resultado encontrado para a expressdao de metaloproteinase e TIMP na pele
envelhecida extrinsecamente, onde houve aumento na expressao de
metaloproteinases, enquanto ndo houve alteracdo na expressdo do TIMP (Quan et
al., 2013).

Os niveis de expressdo do TIMP-1 nas células tratadas com o0s extratos
variaram para ambos os extratos testados, de modo que as células tratadas com o
extrato do fungo | apresentaram tendéncia de diminuicdo da expressédo de TIMP-1
para as duas maiores concentracdes testadas, enquanto o tratamento com o extrato
do fungo Il provocou uma tendéncia de aumento da expresséo deste gene na maior
concentracéo testada (Figura 18). Considerando que o tratamento com o extrato do
fungo Il também apresentou tendéncia de aumento na expressdo da MMP-1, ha a
possibilidade da tendéncia de aumento do TIMP-1 ser importante na promocéo do
balanco de ambos.

A atividade das MMP ¢é regulada em diversos niveis, incluindo regulacao da
transcricdo, conversdo da pré-enzima para a forma ativa e inibicdo pelos inibidores
teciduais de MMP (Arakaki et al., 2009; Sardy, 2009). Analises da expressao e
atividade de metaloproteinases na pele de individuos jovens e idosos mostraram que
h&4 maior expressdo e atividade destas em individuos idosos. Além disso, a
comparacao entre a producao de metaloproteinases na pele exposta ao sol e na
pele ndo exposta também demonstra que a produgdo destas enzimas é maior no
segundo caso (Chung et al., 2001).

Aléem da MMP-1, outras metaloproteinases que Sao importantes no processo
de envelhecimento cutaneo sdo as gelatinases, MMP-2 e MMP-9. A pele de

idosos,além de apresentar maiores niveis de MMP-1 quando comparada com a pele
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de jovens, também apresenta maior atividade da MMP-2 e MMP-9 (Chung et al.,
2001).

Para avaliar a influéncia dos tratamentos com os extratos sobre a atividade
dessas foi realizado o ensaio de zimografia. Neste ensaio ndo foi observada
atividade para a MMP-9, mas os resultados sugerem uma influéncia do tratamento
com os extratos dos fungos sobre a atividade da MMP-2 nos fibroblastos. A analise
qualitativa da atividade proteolitica das enzimas no gel de poliacrilamida com
gelatina mostrou que o tratamento com o peroxido de hidrogénio induziu aumento da
atividade de ambas as formas da MMP-2, a pré-ativa e a ativa. Os tratamentos com
o extrato do fungo | nas concentracdes de 5 pg.mL™ e de 10ug.mL™ e com o extrato
do fungo Il na concentracéo de 50 pg.mL™ promoveram diminuicdo da atividade de
ambas as formas desta enzima. Contudo, atividade consideravel de ambas as
formas da MMP-2 foi encontrada para as concentracdes de 2,5 ug.mL™ do extrato
do fungo | e de 25 pg.mL™ e 100 pg.mL™ do extrato do fungo Il (Figura 19).

O aumento da atividade das gelatinases em resposta ao estresse oxidativo
abre espaco para a exploracdo da acdo de substancias antioxidantes na atividade
destas enzimas (Alge-Priglinger et al., 2009). Estudos com polifenéis mostraram que
estes sdo capazes de inibir a atividade gelatinolitica da MMP-2 e MMP-9 (Demeule
et al., 2000). Da mesma forma, ha a possibilidade de que a inibicdo da atividade da
MMP-2 nos fibroblastos tratados com metabdlitos dos fungos possa ser atribuida

aos compostos polifendlicos presentes nos extratos.
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. CONCLUSAO

Fungos endofiticos isolados das folhas de Bauhinia variegata foram capazes
de produzir compostos polifendlicos e flavondides com atividade antioxidante.
A viabilidade celular de fibroblastos dérmicos humanos permaneceu acima de
80% ap0s o tratamento com a maior parte das concentracdes testadas para o
extrato do fungo | e para todas as concentracdes testadas do extrato do fungo
.

O tratamento de fibroblastos dérmicos humanos com os extratos destes
fungos exerceu uma influéncia na atividade das enzimas superoxido
dismutase e catalase, com diminuicéo da atividade da primeira e tendéncia de
aumento na atividade da segunda.

O tratamento das células com o extrato do fungo | provocou uma tendéncia
de aumento na expressao do COL1A1, diminuicdo da expressao da MMP-1 e
tendéncia de diminuicdo da expresséo do TIMP-1.

O tratamento das células com o extrato do fungo Il provocou uma tendéncia
de aumento na expressao do COL1A1, da MMP-1 e do TIMP-1.

Ambos os extratos foram capazes de diminuir a atividade da MMP-2 nos

fibroblastos.
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