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RESUMO



RESUMO

Introducéo: Nas ultimas 4 décadas, o envolvimento das Espécies Reativas
de Oxigénio (Eros)como o H,O,, o superdxido e o radical hidroxila, tem
sido demonstrado em diversas condi¢gdes clinicas como nas queimaduras e
inflamacdes. A vitamina C, possui um agente antioxidante, ter pouca
citotoxidade e ser de facil uso na pratica clinica foi ultizada nesse estudo
como agente antioxidante na exposi¢do ao H,O, Objetivo: O presente
estudo teve como objetivo verificar o efeito da Vitamina C em culturas de
queratindcitos humanos submetidos ao estresse oxidativo pelo peroxido de
hidrogénio. Método: O método constitui-se no isolamento e cultivo de
queratindcitos humanos em quatro grupos: controle, vitamina C, H,0O, ,
Vitamina C + H;0,. Os queratinocitos foram submetidos ao estresse
oxidativo suplementa¢do de H,O, ao meio de cultura por 2 horas. Foram
avaliados a apoptose celular e a liberagdao de radicais livres por citometria
de fluxo, senescéncia celular pelo kit Senescéncia e a proliferagcdo pelo kit
MTT. Resultados: Os resultados demonstraram que o peroxido de
hidrogénio aumentou a apoptose, senescéncia celular pelos queratindcitos e
que a vitamina C ndo inibiu a agressdo celular de maneira significante.
Quanto a produgdo de radicais livres o grupo Vitamina C produziu maior
quantidade quando associada ao H,O,. Conclusdo: Assim, concluimos que
a vitamina C ndo apresentou efeito protetor nos queratinocitos humanos

cultivados.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas 4 décadas, o envolvimento das espécies reativas de
oxigénio (EROS), como o perdxido de hidrogénio, o superoxido e o radical
hidroxila, tem sido demonstrado em diversas condi¢des clinicas. Sao
sintetizados nas mitocondrias durante o metabolismo energético, € sua
superprodug¢do estd associada as doengas cardiovasculares, reagoes
inflamatorias e desordens degenerativas relacionadas ao processo de

envelhecimento (KEHRER, 1993).

No metabolismo normal, as EROS sdo inativadas por antioxidantes
naturais, como a glutationa, a superoxido dismutase e a catalase. Quando
estas substancias ndo sao capazes de neutralizar as EROS ou inibir sua
producdo ocorre um desequilibrio entre pré e antioxidantes. Esta situacao ¢

conhecida como estresse oxidativo (SIES, 1991)

Algumas condi¢cdes podem gerar estresse oxidativo nas células,
como a exposi¢do aguda ou crénica a radiagdo ultravioleta (UV),
desidratagdo, lesdo mecanica, mudangas na temperatura ambiente ou

insultos endogenos como inflamacao e hipoxia.

Um exemplo de agressdo que retine varias condigdes implicadas no
estresse oxidativo ¢ a queimadura que dependendo da extensao,
profundidade e gravidade da perda da cobertura cutdnea pode levar a
conseqiiéncias inaceitdveis do ponto de vista hemodinamico e funcional

(DIKER-COHEN, KOREN, RAVID, 2006).
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Os queratindcitos t€m papel fundamental na regeneragdo da pele por
serem 0s principais responsaveis pela formag¢ao de todas as camadas da
epiderme. Seu cultivo em laboratorio ¢ de importancia fundamental para a
investigacdo da citotoxicidade induzida pelo estresse oxidativo, dos
distarbios mitocondriais gerados e das alteragdes no potencial antioxidante

intracelular, entre outros (BERENDIJI et al., 1999).

Diversos antioxidantes t€ém sido amplamente estudados, como a
vitamina E, vitamina C, beta-caroteno, dimetilsulfoxido (DMSO), entre
outros. A vitamina C ¢ um antioxidante potente conhecido por proteger os

tecidos da lesdo oxidativa (McARDLE et al., 2004).

A sobrecarga das células com vitamina C reduz a morte por
oxidacdo, inibe a apoptose induzida pelo receptor FAS (ou CD95 ou
Apo-1) e confere prote¢do ao genoma através da supressio das EROS
intracelulares (PEREZ-CRUZ, CARCAMO, GOLDE, 2003). E um cofator
enzimatico envolvido na sintese do colageno e carnitina e postula-se que a
mesma esteja envolvida na reducao mitocondrial de tocoferol e citocromo

férrico c (PACKER, SLATER, WILLSON, 1979).

No entanto, alguns trabalhos demonstram que a vitamina C pode
apresentar um efeito pro-oxidante dependendo de sua concentragdo e
associagdo a outras substancias. Com isso, torna-se de extrema importancia

um maior esclarecimento dos seus efeitos anti e pro-oxidantes nas células

submetidas as agressoes oxidativas (PROTEGGENTE et al., 2000).

Portanto, a vitamina C foi utilizada no estudo como suplemento ao
meio de cultura e serd observada sua agdo frente a producdo do estresse

oxidativo determinado pelo perdxido de hidrogénio.
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2. OBJETIVO

Avaliar a agdo da vitamina C em queratinocitos
humanos cultivados submetidos ao estresse oxidativo

por H,0,.
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3. LITERATURA

GREEN, KEHINDE, THOMAS (1979) afirmaram que com o
desenvolvimento da cultura de queratindcitos humanos, tornou-se possivel
o uso de pequenos fragmentos de pele para obter-se grandes extensdes de
epitélio estratificado, bastante semelhante a epiderme normal e que,
portanto poderia ser utilizado para reparar lesdes epidérmicas extensas.
Descreveram os pontos importantes da cultura de queratindcitos, que as
c€lulas epidérmicas podem ser transferidas para multiplos subcultivos com
a co-cultura de fibroblastos de rato da linhagem NIH-3T3, que uma célula
semeada na garrafa de cultura inicia uma colonia, e as varias colOnias
dentro da garrafa confluem para formar uma lamina de queratindcitos
epitélio. Também que a multiplicacdo dos fibroblastos dérmicos presentes
no fragmento original de pele ¢ controlada pela acdo inibitoria das células
NIH- 3T3 e da suplementagdo de soro fetal bovino a 10%. Que as células
epidérmicas cultivadas apresentam a microscopia eletronica as
caracteristicas histologicas principais dos queratinocitos, e por fim que as

células mantém o ntimero diploide de cromossomos.

BUETTNER (1993) relatou que o radical ascorbil, reage com outro
radical idéntico formando vitamina C e acido dehidrascorbico (DHA).
Além disso, a vitamina C pode ser regenerada pela reagdo entre o radical
ascorbil e DHA, por dois mecanismos diferentes relacionados a

dependéncia enzimatica. Os sistemas enzima-dependente sdo catalizados
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pela semi-dehidroascorbato redutase (NADH-dependente) e pela
tireodoxina redutase (NADHPH-dependente). Como sistemas nao

enzimaticos podem ser citados o GSH e o acido lipoico.

KANEKO, KAJI, MATSUO (1993) realizaram experimento em
cultura de células endoteliais humanas obtidas de veias umbilicais. Foi
utilizado o hidroperdxido do 4acido linoleico (LOOH) como agente pro-
oxidante, e o alfa-tocoferol e quatro derivados lipofilicos da vitamina C
como antioxidantes. A viabilidade celular foi avaliada por azul de tripam.
Os autores observaram que as células incubadas com concentragdes de
50uM e 500 uM de vitamina C por 24 horas antes de serem colocadas em
contato com LOOH nao foram protegidas do dano oxidativo. Porém,
quando LOOH foi colocado em contato com culturas previamente
incubadas com derivados lipofilicos da vitamina C, os efeitos protetores se
mostraram efetivos, porém pouco intensos. Quando as culturas foram
expostas ao agente oxidante e a associagdo da vitamina C com alfa-
tocoferol também nao houve diminui¢do do dano oxidativo, sendo que
quando a vitamina C foi substituida por seus derivados lipofilicos, ficou

demonstrado o efeito sinérgico na diminui¢do do estresse oxidativo.

IANNONE et al. (1993) estudaram a formacéao de radicais livres em
queratindcitos humanos frescos ou cultivados, submetidos a hipoxia e a
varios peroxidos como, hidroperoxido (cum-OOH), t-butil-hidroperédxido
(t-but-OOH) e benzoil peroxido. A hipoxia foi realizada por substituicdo do
conteudo gasoso das garrafas por nitrogénio pelo periodo de 10 minutos de
incubagdo. Os meios de cultura foram suplementados com deferoxamina,

quelante do ferro. Os resultados foram avaliados pelo teste de exclusao de
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azul de tripam, DHL e espectroscopia da ressonancia-spin de elétrons
(RSP) para avaliagdo dos radicais livres. A ativagdo intracelular de radicais
livres pode ser demonstrada pelos agentes hidrofilico e membrana-
impermedvel ao acido 3,5-dibromo-4-nitrosobezenosulfonico (DBNBS) e
agentes lipofilicos, membrana permedvel. Os radicais livres reagem com
marcadores DBNBS ou POBN que sdao facilmente identificaveis por
espectroscopia ESR. Os resultados mostraram ndo haver diferengas entre
células epiteliais frescas e cultivadas quanto a formacao dos radicais livres.
O experimento em que o agente pro-oxidante Cum-OOH foi utilizado em
altas concentracdes (25 mM) determinou severo dano celular, demonstrado
por auséncia de exclusdo do corante azul de tripam e por alta liberacao de
DHL, cerca de trés vezes maior que o controle. Neste caso, como houve
grande dano aos queratindcitos foi possivel detectar radical metil RSP, pelo
marcador DBNBS, membrana impermeéavel. Em baixas concentracdes de
Cum-OOH (ImM) e t-but-OOH em altas (25 mM) e baixas concentracdes
(ImM) ndo ocorreram alteragdes na viabilidade celular pelo teste de
exclusdo de azul de tripam e houve apenas modesta alteracdo do DHL.
Ainda assim, a formacao de radicais livres no meio extracelular foi
detectada por DBNBS. O perédxido de benzoila ndo evidenciou a formacao
de radicais livres. Ja nos experimentos em que os queratindcitos foram
submetidos a hipoxia, a producdo do radical metil foi significativamente
aumentada, apesar de ndo terem sido demonstradas mudancas na

viabilidade celular e na agressao celular.

MUKHOPADHYAY, GHOSH, CHATTERJEE (1995) realizaram
estudo do estresse oxidativo na peroxidagao lipidica e na oxidagdo protéica

de microssomos de células cardiacas de porquinhos-da-india. Neste estudo
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o estresse oxidativo foi induzido de duas maneiras diferentes, uma pela
presenca de O, gerada pela acdo da xantina-oxidase em acetaldeido, e o
outro pela adicdo de NADPH as aliquotas examinadas. Varios
antioxidantes foram testados, dentre eles a vitamina C na concentragao de
100 uM e avaliados pela peroxidacao lipidica por meio da formacao de
hidroperoxido lipidico-LOOH e de MDA, e pelo dano protéico através da
eletroforese em gel de sodio dodecil sulfato poliacrilamida-SDS-PAGE. A
deferroximina foi utilizada como quelante de ferro. Como resultados os
autores observaram que na auséncia de ferro livre, o estresse oxidativo
iniciado pelo radical O, ¢ totalmente prevenido pela vitamina C e pela
superoxido dismutase (SOD). A catalase, a vitamina E, a glutationa, o
acido urico, a tiourea, o manitol e a histidina ndo foram efetivas na
auséncia do quelante de ferro. A producdo de MDA e de LOOH nao foi
prevenida, e teve um aumento de 25% e 30%, respectivamente, sendo
explicado pelo autor a provavel presenca de metais contaminantes nos
reagentes utilizados. Quando o estresse foi iniciado pelo NADPH, a
producdao de LOOH foi inibida exclusivamente pela vitamina C. O dano
oxidativo de proteinas de microssomos do figado de porquinhos também
foi totalmente inibido pela vitamina C, independentemente se o estresse
oxidativo foi iniciado pelo oxigénio ou pelo NADPH. Os autores sugerem
ainda que os resultados podem ser usados para o homem, pois os
porquinhos-da-india, assim como os seres humanos nao produzem vitamina

C.

WU et al. (1996) realizaram o modelo experimental de isquemia em
orelhas de 40 coelhos por meio da ligadura de dois ou trés pediculos
vasculares da orelha, e hipdxia gasosa em cultura de queratinocitos e

fibroblastos. As garrafas de cultura foram colocadas em estufa com
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concentracdo de oxigénio de 3,5% por 48 a 72 horas. Em cada uma das
orelhas foram realizadas trés ferimentos de 6 mm de diametro e testadas
doses de 1, 5, 30 e 40 pg de fator de crescimento de queratindcitos (KGF).
Os autores observaram que na concentracdo de 1ug ndo houve melhora da
cicatrizacdo e que nas doses de 5, 30 e 40ug houve um aumento
significativo da cicatrizagdo. Com 30ug, a camada da epiderme foi trés
vezes mais espessa do que o grupo controle com solucdao salina. Houve
também maior formag¢do de tecido de granulagdo em todos os grupos
tratados com KGF, sendo maior no que recebeu 40ug e avaliado no 10° dia
poOs-operatorio. A cultura de fibroblastos e queratindcitos apresentaram
maior proliferagdo celular e a producdo de fator de crescimento
transformante (TGF), tido como estimulador da proliferacio de
queratindcitos e fibroblastos, agente angiogénico ¢ promotor da deposicao
de matriz extracelular, quando os meios de cultura foram suplementados
com KGF e que esse fator de crescimento promoveu maior proliferacdo

celular quando as culturas foram submetidas a hipdxia gasosa.

BLADIER et al. (1997) demonstraram que dependendo da
concentracdo de H,0O,, fibroblastos expostos a estas concentragdes
poderiam sofrer um processo predominantemente de senescéncia celular

(50 a 100uM), senescéncia e apoptose (200 uM) e apoptose (300 a 400
uM).

NARENDRA & MUKHOPADHYAY (1997) avaliou a incubagao de
linfécitos humanos e fibroblastos com ascorbato de sddio em diferentes
concentragdes: 25,50 e 100uM. Através da eletroforese constatou que os

fibroblastos foram mais sensiveis a clivagem do DNA na concentraciao de
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50uM, concentracdo semelhante a do nivel plasmatico de Acido Ascorbico
em seres humanos. Concluiram que fisiologicamente doses de ascorbato de
sodio podem clivar o DNA por sua dose dependéncia em fibroblastos. A
concentracdo de 50 uM ndo possui efeito sobre a citotoxidade das células,
sugere-se essa concentracao para possivel efeito benéfico no tratamento do

cancer.

DREHER et al. (1999) demonstraram que o dano oxidativo é um
evento bastante rdpido e que a vitamina C previne este tipo de lesdo se
estiver presente em alta concentracdo. A auséncia de mecanismos que
reciclem a vitamina C pode determinar seu rapido consumo e deple¢do com

a conseqliéncia perda da capacidade de defesa antioxidante das células.

SAVINI et al. (2000) realizaram estudos referentes ao transporte e
reciclagem da vitamina C em queratindcitos humanos da linhagem HaCaT.
A vitamina C transportada para o interior da célula por um sistema co-
transportador Na' -dependente, atinge o patamar maximo em cerca de seis
horas apos sua adicdo ao meio de cultura. A vitamina C ao entrar em
contato com o radical livre ira inativa-lo, sofrendo um processo de reducao
para dar origem ao 4cido dehidroascérbico (DHA). Neste trabalho os
autores demonstraram que o DHA presente no intersticio € transportado
para o interior das células por outro sistema transportador NA'-
independente e mediado positivamente por transportadores de hexose. Esta
entrada de DHA ¢ bastante rapida, atingindo seu patamar maximo cerca de
trinta minutos apods o inicio do processo. Ao penetrar na célula, o DHA

sofrera a acdo de mecanismos enzimaticos, provavelmente por mais de uma
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enzima com atividade redox, que acaba por regenerar vitamina C a partir de

DHA.

GRAGNANI, MORGAN, FERREIRA (2002) estudaram o
restabelecimento da barreira epidérmica avaliada pela medida da
capacitancia elétrica superficial (SEC) da epiderme em enxerto composto
de queratindcitos humanos cultivados ¢ derme acelular humana in vitro ¢ in
vivo. A medida da SEC in vitro foi realizada 24 horas apos a elevagao dos
enxertos compostos a interface ar-liquido e durante 30 dias. A avaliacdo
microscopica dos enxertos compostos In Vitro (n=6) demonstrou a
formagdo parcial da camada cornea (SC) no terceiro dia e completa no
sétimo dia apods a elevagdo a interface ar-liquido. A medida da SEC e a
avaliagdo microscépica delimitaram a formagdo do SC entre o quarto € o
sexto dia. Os enxertos compostos in vitro foram transplantados para o
dorso de cinco ratos atimicos apos dez dia em cultura. A auto-enxertia de
pele foi realizada em trés ratos. A medida da SEC dos enxertos compostos,
auto-enxertos e pele normal do rato foi avaliada e foi mantido baixo o valor
da SEC como antes da enxertia, sugerindo que a interface ar-liquido
favoreceu a diferenciagdo do enxerto composto in vitro. Os autores
concluiram que a medida da SEC ¢ uma técnica nao invasiva que determina
um indice quantitativo da formag¢ao da barreira que pode ser empregada em
estudos experimentais e clinicos na defini¢do do restabelecimento da

barreira da epiderme.

ARMENI et al. (2004) avaliaram a prote¢do do agente Parsol 1789
(tert-burty-4 methoxydibenzoy methase) em queratindcitos humanos

imortalizados 4 exposicdo citotoxica do UVA. Avaliaram a viabilidade
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celular por meio do Iodeto de Propideo e Anexina V, o estresse oxidativo
através dos niveis de hidroperéxido. Concluiram pelos resultados obtidos
que a exposicao a radiagio UVA diminui a concentracdo de proteinas,
aumenta a liberagdo DHL e a apoptose, mostrou-se que esse composto nao
protege o0s queratinocitos a exposicdo de UVA nas condigdes

experimentais.

SANTOS et al. (2004) avaliaram a agdo antioxidante da vitamina C
na lesdo causada pela hipoxia. O dano celular foi estudado através da
medida da desidrogenase latica (DHL) intra e extracelular e o estresse
oxidativo através do MDA, que ¢ um produto final da peroxidagdo lipidica.
A incubacdo em ambiente de hipdxia ou normal foi por 30 minutos com ou
sem 50 pg/ml de vitamina C. Foram 40 garrafas, sendo os experimentos
realizados em triplicata. O DHL ¢ o MDA foram medidos imediatamente
apos o experimento, sendo coletada amostra do meio de cultura. A hipdxia
aumentou o DHL e a vitamina C quando presente manteve os niveis de
DHL similares aos do grupo controle, diminuindo a morte celular. A
producdo de radical livre foi detectada pela elevacido do MDA no grupo
submetido a hipoxia, e foi alterado pelo uso da vitamina C. Concluiram que
a vitamina C foi capaz de diminuir o dano celular, mas nao teve efeito em

prevenir o estresse oxidativo causado pela hipoxia.

ZULIANI et al. (2005) relataram que a pele ¢ um dos tecidos mais
expostos a varias causas externas de estresse gerando as EROS, e associada
a producdao endogena de EROS causando alteragdes em queratinocitos e
contribuindo para a fotocarcinogénese e envelhecimento. Recentes

evidéncias sugerem que existe uma suscetibilidade a apoptose, dependente
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da diferenciacdo dos queratinocitos. Os autores estudaram a morte celular
induzida por peroxido de hidrogénio em queratindcitos normais de acordo
com a sua diferenciacdo. Células basais indiferenciadas possuem maior
sensibilidade do que as células suprabasais a morte induzida pelo peroxido
de hidrogénio, € a apoptose em queratinocitos humanos ocorreu por

diferentes vias dependente do estado de diferenciacao celular.

REVIERE et al. (2006) realizaram um estudo sobre o efeito da
vitamina C e os danos oxidativos do DNA, incubando as células com
dehidroascérbico e em seguida expondo as células ao H,0,. O DNA
danificado foi analisado por eletroforese. Os resultados mostraram que a
presenca de ascorbato nas células quando expostas ao H,O, (200 M),

resultou em uma notavel sensibiliza¢ao aos danos celulares.

CLIMICO et al. (2007) verificaram a fotoprotecdo dos principios
ativos de compostos fenolicos (ROE) e acido ascoérbico na exposi¢do dos
queratinocitos humanos cultivados, avaliando a apoptose e a sinalizagdo
celular. Concluiram que o ROE com o acido ascorbico € potencialmente
capaz de reprimir a indugdo do estresse oxidativo por UVB, especialmente

na inflamacao.

HEYKE et al. (2007) estudaram os dois transportadores soédio
dependentes de vitamina C (SVCT1 e SVCT2) por meio da expressao
génica, analisaram a expressdo a funcdo dos SVCTS, em células da pele
saudavel humana e células com lesao tecidual exposta ao UVB. A SVCT1

foi encontrada principalmente nas células da epiderme expressa pelos
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queratindcitos € mostrou-se responsavel pelo transporte de vitamina C. Na
exposicao de UVB os queratinocitos diminuiram o transporte de SVCT1
responsavel pelo transporte de acido ascorbico e SVCT2 responsavel pelo
compartimento do transporte de acido ascorbico. Concluiram que o nivel
acido ascorbico diminuiu na exposicdo ao UVB, e assim diminuiu o

estresse oxidativo in Vitro.

JIN et al. (2007) realizaram um estudo que visou explorar o estresse
oxidativo em queratindcitos humanos cultivados induzidos pela irradiacao
UVB ¢ o efeito protetor de antioxidantes nutricionais. As células foram
submetidas ao UVB in vitro e foi avaliado: a medida de EROS, atividade
de enzimas antioxidantes, morte celular na presenca ou auséncia da
suplementagcdo com vitamina C. Constataram que a reducdao de EROS foi
acompanhada pelo aumento da atividade da catalase e superoxido
dismutase em momentos diferentes. As vitaminas C e E protegeram contra
o efeito das EROS. Concluiram que as vitaminas C e E, diminuiram a
necrose, sendo promissoras contra os danos induzidos pelo UVB nas

células da pele.

WAY et al. (2007) relataram que o acido ascorbico esta presente nas
membranas celulares e assim protege as células contra os danos oxidativos.
Os efeitos intracelulares foram investigados através de dois marcadores do
estresse oxidativo, F* isoprostanes e Azobis dicloridrato (AAPH).
Concluiram que o nivel de ascorbato reduziu o ascorbato na membrana,
mas aumentou o ascorbato intracelular , quando adicionados acido

ascorbico ao meio de cultura.Esse estudo demonstrou a importancia do
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aumento de nivel de ascorbato intracelular para a protecao celular quando

submetidos ao estresse oxidativo.

DUARTE & JONES (2007) investigaram as concentragdes de Acido
Ascoérbico (AA) no metabolismo do ferro, uma vez que o AA aumenta a
absor¢do de ferro nas enzimas celulares sobre a inducdo ao perdxido de
hidrogénio. Por meio de eletroforese mostrou o aumento do nivel de ferro
intracelular e o aumento da expressao de dois genes com receptores de
ferritina e transferrina. Apresentaram as evidencias de uma unido
nanoantioxidante do 4cido ascérbico em células humanas aumenta e
melhora a disponibilidade mediada por danos ferro dependentes.
Concluiram que o AA pode exacerbar os efeitos deletérios de metais in
vivo e promover lesdo tecidual em situacdes associadas com elevada

producdo de EROS.

CAO et al. (2008) relataram que a proteina Kinase (AMPK), ¢
ativada salientando a desnaturagdo do ATP , e o possivel envolvimento de
AMPK com o H,O, podem levar ao envelhecimento celular. Foi observado
que o AMPK serve como sinalizador negativo contra a acao dos raios UV e
contribui para o efeito pro-apoptdtico da AMPK na exposi¢do por UV ou
H,0O,, nos queratinécitos da pele. Além disso, a ativagao da AMPK ativa as
proteinas de acidos graxos em células apoptoticas. Concluiram que na
exposicao por UVB e H202 a AMPK desempenha importante papel na
sinalizacdo dos queratinécitos, contribuindo para o fotoenvelhecimento e

ao cancer de pele.
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WAG et al.(2009) investigaram o mecanismo envolvido no processo
de envelhecimento dos queratindcitos humanos (HacaT) e queratindcitos
primarios de epiderme (HEKA) irradiados por ultravioleta (UVB). As
células foram repetidamente expostas a nivel citotéxico de UVB.
Avaliaram a senescéncia pela beta-galactosidase, apoptose e ciclo celular
por citometria de fluxo. Por meio da técnica de Westem Blot, verificaram o
nivel de RNAm e transcriptase reversa da telomerase. Concluiram que o
estresse induzido por senescéncia prematura nos queratinocitos HacaT e
HEKA pode estar associado com o aumento dos niveis de estresse

oxidativo, nao relacionado com o encurtamento dos telomeros.
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4. METODOS

4.1. DESENHO DA PESQUISA

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa
da UNIFESP sob o nimero 1216/07 (Anexo 1). Foi utilizada linhagem de
queratinocitos primdrios; provenientes de fragmento de pele desprezado em
ato operatério de paciente submetido a postectomia realizada no Hospital
Sao Paulo apds a assinatura do termo de consentimento livre e informado

ao reponsavel pela crianga (Anexo 2).

42. AMOSTRA

Os queratindcitos cultivados foram divididos em 4 grupos: grupo

Controle, grupo Vitamina C, grupo H,O, e grupo Vitamina C + H,0..

No grupo controle utilizou-se apenas o meio para queratindcitos. No
grupo Vitamina C foi adicionada ao meio de cultura para queratindcitos 50
uM de vitamina C (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA) por 6
horas, sendo o meio aspirado, a garrafa lavada com DMEM [sem
suplementos((Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA)] e
substituido por meio para queratindcitos. No grupo H,O, foi adicionado
150uM de peroxido de hidrogénio (H,O,) no meio de cultura para
queratindcitos por 2 horas, sendo o meio aspirado, a garrafa lavada com
DMEM (sem suplementos) e substituido por meio para queratindcitos. No

grupo Vitamina C + H,0, foi adicionado ao meio de cultura para
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queratindcitos 50 uM de vitamina C por 6 horas,sendo o meio aspirado , a
garrafa lavada com DMEM e substituido com meio para queratinocitos
adicionado 150uM de peroxido de hidrogénio (H,O,) por 2 horas, sendo o
meio aspirado, a garrafa lavada com DMEM (sem suplementos) e
substituido por meio para queratinocitos. As garrafas dos grupos descritos

permaneceram em incubadora umida a 37°C, com CO2 a 5%.

4.3. PROCEDIMENTO
4.3.1. Cultivo de queratindcitos

Os fragmentos de pele desprezados em ato operatorio foram
acondicionados em tubos conicos de 50 ml contendo meio Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 100UI/ml
penicilina e 100 pg/ml estreptomicina, armazenadas a 4°C e encaminhadas
para posterior preparo no Laboratorio de Cultura de Células da Disciplina

de Cirurgia Plastica.

Os queratinocitos foram cultivados segundo o protocolo de GREEN
¢ RHEINWALD (1979) e adaptado para nosso laboratorio por
GRAGNANI, MORGAN ¢ FERREIRA (2002, 2004).

Para a cultura dos queratindcitos ser iniciada foi necessario manter os
fibroblastos de rato de linhagem NIH-3T3 em cultura, os quais formaram
uma camada denominada sustentadora. O desenvolvimento € a manutengao
da camada sustentadora iniciou-se pelo uso da aliquota congelada de
cé¢lulas NIH-3T3 para gerar um estoque fresco. O preparo das células NIH-

3T3 foi iniciado com o crescimento dessas células em garrafas de cultura
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de 150 cm® na densidade de 5x 10° células por garrafa com meio para

fibroblastos NIH-3T3.

O meio para cultura dos fibroblastos NIH-3T3 foi constituido do
meio EAGLE modificado por Dulbecco (DMEM) [alta taxa de glicose ( 4,5
g/l), L-glutamina (584 mg/l ), piruvato de sédio (110 mg/l)] (SIGMA
Chemical Company, St Louis, MO, EUA), com soro benzeno (BCS) a 10%
(suplementado com ferro), e Penicilina/Estreptomicina (100Ul/ml-
100pg/ml). O pH foi ajustado para 7.2. A troca do meio foi realizada a cada

dois dias .

Cerca de 18 horas antes do inicio do isolamento dos queratinocitos,
os fibroblastos NIH-3T3 foram tripsinizados e transferidos para garrafas de
75cm’ (densidade de 1x10° células) com 10 ml de meio de cultura. Foram

conservadas em uma incubadora com CO, a 5% a 37°C.

Quando estes fibroblastos atingirem cerca de 50% de confluéncia,
procedeu-se a inibi¢do da proliferagdo dessas células por meio da
mitomicina C. Para isso,foi acrescida em cada garrafa 15 pg/ml de
mitomicina C, somados aos 10 ml de meio de cultura para NIH-3T3. Apds
2 horas, a mitomicina foi removida, e procedeu-se a lavagem das cé€lulas
com DMEM 3 vezes. Entdo, foi colocado o meio de cultura para
queratindcitos sem fator de crescimento epidérmico, 2 horas antes da

semeadura dos queratindcitos.

A cultura primaria de queratindcitos iniciou-se com a suspensao
isolada de células de um fragmento de espessura total de pele humana,
sendo picotada em fragmentos muito pequenos para sofrerem a agao

enzimatica.
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Apos, foi utilizada a tripsina (0,25%) para iniciar a separacao entre
as células do fragmento, em um frasco agitador pré-aquecido com tripsina e
versene. Apos 30 minutos, foi retirado o sobrenadante da solugdo e o

mesmo foi centrifugado.

As células foram ressuspensas em 3 ml do meio de cultura para
queratindcitos e este material foi semeado em garrafas de cultura ja
preparadas com a camada sustentadora de NIH-3T3, mantidas numa
incubadora umida de CO, 5% a 37°C. Foi feita avaliagdo didria quanto a
presenca de contaminagdo de fibroblastos humanos e a troca do meio de
cultura foi feita a cada 2 dias. Quando as garrafas de cultura de 75cm’
apresentaram com confluéncia das colonias de 80%, as células foram
submetidas 4 agdo de tripsina e retiradas das garrafas. O material celular foi
centrifugado e as células foram ressuspensas em meio de cultura e
semeadas em garrafas de 25 cm’, previamente preparadas com fibroblastos

NIH-3T3.

Estas garrafas foram mantidas em uma incubadora timida de CO, 5%
a 37°C, avaliadas diariamente quanto a presenca de contaminacdo e

realizada a troca do meio de cultura a cada 3 dias.

O meio de cultura de queratindcitos se constituiu por uma mistura
3:1 de DMEM e meio F12 de HAM suplementado com 10% de soro fetal
bovino a 10%; 24 mg de adenina preparada fresca diluindo-se em 20 ml da
solucio DMEM:F12 de HAM com concentracdo final de 1,8x 10°*M; 1ml
de toxina do célera com concentracio final de 10"°M; 2 ml de
penicilina/estreptomicina 100 Ul/ml — 100 pg/ml; 2 ml de hidrocortisona
com concentragio final de 0,4 pg/ml; 1 ml concentragio final de 2 x 10”M;

1,3 ml de insulina humana com concentracao final de 5 pg/ml. O pH foi
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ajustado em 7,2. A solu¢do foi esterilizada com filtro 0,22 um e

armazenada a 4 °C.
4.3.2. Subcultivo de queratinocitos

Os queratinodcitos deveriam atingir a confluéncia em doze dias, mas
para evitar a inibigdo por contato (célula-célula), realizou-se o subcultivo

dos queratindcitos no décimo dia.

O meio da garrafa de cultura foi aspirado, lavado com 10 ml de
solu¢do PBS contendo 5mM de EDTA [dissodico acido tetraacético
(etilenodinitrilo)( (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA)]
denominada Versene, e mantido em incubadora por cinco minutos para a
retirada dos fibroblastos NIH-3T3. A garrafa foi lavada novamente com
versene, aspirado e adicionado 10 ml de tripsina e mantido por 5 minutos
em incubadora imida a 37 °C. A seguir foi neutralizada a acdo da tripsina
com 10 ml de meio para queratinocitos sem EGF, centrifugado a 800 rpm
por 6 minutos. As células foram ressuspensas em meio de queratindcitos
sem EGF, contadas e¢ subdivididas em garrafas de 75 cm’ (contendo a

camada sustentadora de NIH 3T3.

Foram iniciados os experimentos quando as garrafas apresentaram
confluéncia celular de 80%. Todos os experimentos foram realizados entre

a 3% e 5" passagens em triplicatas.

4.3.3. Subcultivo de queratinocitos
MTT

O ensaio para viabilidade celular utilizando o MTT, previamente
descrito por MOSMANN em 1983, consiste na conversao de um sal

tetrazdlico em cristais insoluveis de formazan por meio das desidrogenases
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presentes nas mitocondrias de cé€lulas viaveis. Estes cristais de formazan
sdo insoluveis em agua e tém uma coloracdo purpura, que pode ser
dissolvido em solucdo de isopropanolol acidificado. A solugdo de

coloracdo purpura formada pode ser analisada por fotometria.

Foram semeadas 1,5 x 10° células por poco em placas de 96 pocos
contendo 100 ul de meio para queratindcitos € mantidas em incubadora
umida a 37°C, com CO; a 5%, por 24 horas respeitando cada grupo. Foram
estimuladas conforme descrito anteriormente ¢ 24 horas depois, 10ul do
reagente MTT foi adicionado aos pocos de cada grupo,experimentos
realizados em triplicata, incubado por 4 horas a 37°C. A seguir, foram
adicionados 100uL da solugao 0,04 M de HCI em isopropanol, por 15

minutos em temperatura ambiente.

A leitura da densitometria Optica foi feita utilizando o leitor de
microplacas para teste de ELISA (ANTHOS 2010, EUA) (calibrado em
590 wm).A porcentagem de cé€lulas mortas foi calculada em relagdo ao
controle negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento. O

mesmo procedimento foi realizado diariamente por 7 dias.
4.3.4. Senescéncia Celular

Para a avaliacdo da senescéncia foi utilizado o Senescence Detection
Kit (Cat -JM-K320-250, MBL® Int Corp., MA, EUA), para marcagdo e
identificagdo da enzima beta-galactosidase. Este kit marca as células
senescentes em azul, sendo identificadas na microscopia Optica com

aumento de 200 vezes.

As células foram semeadas em placas de 24 pogos numa densidade
de 25.000 células por pogo, 36 horas antecedentes a exposicao de vitamina

C e peroxido de hidrogénio conforme descrito anteriormente. O kit para
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detec¢do da senescéncia foi aplicado 24 horas apos a exposi¢do ao peroxido
de hidrogénio, sendo determinada a populagdo de células senescentes pela
contagem de 2.500 células por pogo. A proporcao de células positivas para
a enzima beta-galactosidase foi dada como a percentagem do numero total

de células contadas em cada pogo.

4.3.5. Citometria de Fluxo
Apoptose

A exposicdo da fosfatidilserina na superficie celular ¢ uma das
caracteristicas mais comuns em células apoptoticas. O anticorpo anexina
V-fluoresceina se liga a este fosfolipidio. Em conjunto com este anticorpo
utiliza-se o iodeto de propidio (PI), que ¢ excluido pela membrana
plasmatica de células vivas, ou células que entraram no processo de

apoptose. Células necroticas incorporam PI.

Os queratinocitos de todos os grupos foram avaliados por citometria
de fluxo 24 horas depois do estimulo pelo H,O2 dos grupos que assim o

receberam e também os que nao receberam .

Para realizacdo desse experimento, as c€lulas foram tripsinizadas e
ressuspendidas em PBS, sendo centrifugadas a 800 rpm por 6 minutos. As
células foram distribuidas em quatro tubos contendo 250.000 células/ml em
I ml do tampdo para anexina, (kit de anexina V - BD Pharmingen, San

Jose/CA/USA) conforme orientagao do fabricante.

No primeiro tubo permaneceram somente as ce€lulas,sem marcagao,

no segundo tubo as células foram marcadas com 5 pl de Anexina V, no
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terceiro tubo as células foram marcadas com 10 ul de PI, e no quarto tubo

as c¢lulas foram marcadas com 5 pl de Anexina V e 10ul de PI.

ApoOs a marcagdo as cé€lulas foram incubadas por 20 minutos em
temperatura ambiente protegidas da luz. Em seguida, foram adicionados
300 pl do tampao para anexina e levados para a leitura no citdmetro de
fluxo [FACsCalibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, CA,
EUA)] com 4 canais. A analise dos dados foi feita no proprio aparelho

utilizando o programa CELL QUEST .

Producéo de Radicais livres

Para a deteccio da produgdo de radicais livres foi utilizado o
Diacetato Dichlorofluorescin (DCFH-DA), da Molecular Probes® (solucao
estoque 25 mM feita a partir de 28,35 mg de DCFH-DA em 2 ml de etanol,
mantida congelada a -20°C, protegida da luz).

O DCFH-DA ¢ oxidado pelo peroxido de hidrogénio transformando-
se em DCFH, passando a ser fluorescente e polar, o que o permite a
atravessar a membrana da célula. Por citometria de fluxo essa fluorescéncia
emitida,no comprimento de luz verde, possibilita a analise individual de

cada célula positivamente reativa aos radicais livres.

Os queratindcitos foram semeados em quatro garrafas de 25 cm’,
respeitando cada grupo. Apds 24 horas da aplicagdo do peroxido, as
garrafas de todos os grupos foram lavadas com PBS duas vezes, foram
adicionados 25 mM de DCFH-DA no meio de cultura e as garrafas,
incubadas a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, as células foram lavadas
com PBS, tripsinizadas, centrifugadas a 800 rpm por 6 minutos,

ressuspendidas em 500 ul de PBS e levadas para a leitura no citdmetro de
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fluxo FACs Calibur. A leitura dos dados foi realizada através do programa

CELL QUEST.

4.3.6. Método Estatistico

A analise estatistica dos resultados foi determinada usando-se o teste
de ANOVA para varidveis ou para comparacdes em 3 ou mais grupos
utilizou-se o teste de Tukey. A significancia estatistica foi dada para

p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR
5.1.1. MTT

A média do percentual de intensidade de fluorescéncia no decorrer
do tempo medida pelo kit MTT nos grupos Controle, H,0,, Vitamina C e
Vitamina C + H,O, apresenta-se na figura 1 e¢ determina a variacdo da

proliferacao celular nestes grupos.

Proliferagdo Celular
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Figura 1. Variagdo da intensidade de fluorescéncia pelo kit MTT no
decorrer do tempo por grupo.



5.2. SENESCENCIA

A figura 4 demonstra a média da percentagem de populagdo celular
senescente nos diferentes grupos. Houve diferenca significativa entre os

grupos H,0, e Vit C + H,0, p=0,0007.
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Figura4. Médias da percentagem de queratindcitos
senescentes por grupo.



53. APOPTOSE

Na figura 2 observa-se a média do percentual de células positivas
para Anexina e PI no grupo controle e em cada um dos grupos estudados.

Nao houve diferenga significante entre os grupos.

1.5

% Células Apoptose

Figura 2. Média do percentual de células positivas para
Anexina e PI por grupo (* NS) sem significancia estatistica.



5.4. PRODUCAO DE RADICAIS LIVRES

Na figura 3 observam-se os valores da intensidade média de
fluorescéncia transmitidas por DCFH-DA, emitidas pelos queratindcitos
nas diferentes condi¢des estudadas. Houve diferenca significativa entre

todos os grupos. p=0,0001
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Figura 3. Média dos valores da intensidade de fluorescéncia,
unidades arbitrarias, por grupo . p= 0,0001.
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6. DISCUSSAO

O tratamento ideal para pacientes queimados € a cobertura precoce
das feridas, mas ¢ limitado nos grandes queimados pela indisponibilidade
de areas doadoras de enxerto cutaneo parcial de pele (NANCHAHAL,
DOVER, OTTO, 2002).

O cultivo epidérmico, como estabelecido por GREEN (1979), foi
utilizado clinicamente na cobertura de lesdes de pele de grande extensao,
com pequenas areas doadoras autologas. Este procedimento deu origem a
possibilidade de constru¢do de uma pele artificial usando células vivas.
HATA (2007) descreveu uma cobertura permanente para feridas obtida

pelo cultivo de queratindcitos.

Meétodos de cultivos de queratindcitos em série podem fornecer
grandes quantidades de células epidérmicas, que possuem potencial de
restaurar a fungdo de barreira vital da epiderme em defeitos extensos da

pele, como queimaduras (COULOMB et al., 1998).

O desenvolvimento de produtos para a regeneracdo da pele ¢ um
campo da engenharia de tecidual. Especialmente nas grandes queimaduras
e nas feridas cronicas, os produtos existentes sdo insuficientes para

promover a cicatrizagdo ou prevenir a formag¢do de uma cicatriz.

(MIDDELKOQRP et al., 2004).

Os queratindcitos sdo principais responsaveis pela formagao de todas

as camadas da epiderme e tém papel fundamental em sua regeneragdo. O
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cultivo de queratinocitos em laboratorio foi descrito para a investigagdo da
citotoxicidade induzida pelo estresse oxidativo, para o estudo dos
distarbios gerados nas mitocOndrias e para analise das alteracdes no
potencial antioxidante intracelular, entre outros (TAKEYAMA, 2002;
BERENDIJJI et al., 1999; GARDNER et al., 1997).

WOODLEY et al. (1988) chamaram a atencdo para o fato de que a
auséncia de derme nas queimaduras de terceiro grau compromete o
resultado final dos enxertos autdlogos cultivados, que se apresentam
frageis, suscetiveis a formacdo de bolhas e escaras. Com isso, Vvarios
substitutos dérmicos passaram a ser estudados, procurando resolver a falta
de resisténcia dos enxertos de queratindcitos e mantendo uma barreira
epidérmica eficiente. No entanto, ainda persistem dificuldades pela
ocorréncia frequente de bolhas, provavelmente pela inadequada adesdo na
juncao dermo-epidérmica. O uso clinico de queratindcitos cultivados ainda
encontra-se restrito as vitimas com perdas de extensas areas de cobertura
cutainea e devem estar associados ao uso de substitutos dérmicos.
GRAGNANI (1999) demonstrou que a associagdo de substituto
dérmico,derme acelular humana, com queratindcitos humanos cultivados
permite a formagdo de uma barreira epidérmica eficiente. Este trabalho
trouxe aplicabilidade clinica dos enxertos de queratinocitos humanos

cultivados sobre derme acelular.

Um progresso na cultura de queratindcitos humanos foi relatado se
agora ¢ possivel obter quantidades grandes de epitélio cultivado de uma
pequena biopsia da pele dentro de 3-4 semanas apds a queimadura.(

ATIYEH & COSTAGLIOLA .2007)

A pele humana, de pacientes queimados € exposta a inimeros

estresses externos, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), que
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somados aos radicais de oxigénio endogenos, causam alteracdoes nos
queratindcitos e contribuem, em parte, para a fotocarcinogénese e para o

envelhecimento cutaneo (ZULIANI et al., 2005).

O perdxido de hidrogénio (H,O,) ¢ uma espécie de EROs formado
em maior quantidade pela tentativa de desintoxicacdo de agentes exodgenos
e penetra facilmente pela membrana celular danificando as biomoléculas.
No presente estudo, o H,O, foi escolhido para promover o estresse
oxidativo nos queratinocitos, pois culturas primarias de queratinocitos
indiferenciados mostram que a exposi¢ao ao H,O, induz a morte celular
(por falha das mitocdondrias). Evidéncias recentes também sugerem uma
suscetibilidade na diferenciacao para apoptose em células expostas ao H,O,

(ZULIANI et al., 2005).

Nas ultimas 4 décadas, o envolvimento das EROs como o H,0,, o
superoxido e o radical hidroxila, tem sido demonstrado em diversas
condigoes clinicas (CHAN et al., 1999). Sao sintetizados nas mitocondrias,
durante o metabolismo energético, € sua superproducdo estd associada as
doencas cardiovasculares, reacdes inflamatorias e desordens degenerativas

relacionadas ao processo de envelhecimento (KEHRER, 1993).

O H,0, tem baixa reatividade bioldgica comparada a dos outros
EROS combinada com sua capacidade de cruzar membranas e difundir-se
do local em que foi gerado, o que o torna uma molécula sinalizadora
adequada. Em estudos funcionais diferentes concentragcdoes de H,O, podem

levar a diferentes indices de apoptose (RICHTER et al., 1995).

BLADIER et al. (1997) expuseram uma cultura primaria de
fibroblastos a diferentes concentracdes de H,O, por 24 horas, observaram
que as células poderiam ser induzidas predominantemente a senescéncia

em concentragdes entre 50 e 100 uM;, induzidas a apoptose entre 300 e 400
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UM, e a necrose em concentragdes maiores que 500 pM. Nos
queratinocitos deste estudo a dose de 150 uM por duas horas, foi
determinada como ideal para inducdo da senescéncia celular e apoptose. ,

nao havendo necessidade de utilizar-se diferentes concetracoes de H,O,.

No presente estudo foi verificada a liberagdo de radicais livres
induzida pelo H,O, pela evidéncia de que ha liberagdo destas moléculas
pelo H,O, promove a agressao a membrana lipidica, ao DNA e a outros
componentes das células (MUKHOPADHYAY, GHOSH, CHATTERIJEE,
1995; KIRUTHIGA et al., 2007).

As substancias com acdo antioxidante podem ser enzimaticas como a
superoxido dismutase, catalase e a glutationa peroxidase, e nao
enzimaticos, como o beta-caroteno, a glutationa, o a-tocoferol e a vitamina
C. Neste estudo a vitamina C foi escolhida como potencial agente anti-
oxidante por ser uma substincia ndo produzida pelo metabolismo humano,
0 que ndo interfereria na concentragdao final desta substdnica num cultivo
celular primario e por ter pouca toxicidade, baixo custo e facil uso na

pratica clinica (TEBBE et al., 1997).

A dose utilizada de 50ug/ml de vitamina C foi baseada nos achados
de PONEC et al. (1997) e DUARTE, GRAGNANI, FERREIRA (2004)
que afirmaram que nesta concentragdo had um efeito anti-oxidativo quando
estudaram a exposicdo a radiagdo ultra-violeta como fator oxidante.
ANTHONY (2002) relatou que a partir de 150 uM a concentragdo de
vitamina C se torna citotoxica. O tempo de exposi¢cdo a vitamina C foi de 6
horas anterior a agressao para que o nivel intra-celular onde se espera haver
apenas o efeito anti-oxidante da vitamina C seja alcancado, conforme

SAVINI, DUFLOT, AVIGLIANO (2000).
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Para a realizacdo da cultura de células foi utilizado o modelo de
cultura de queratindcitos publicado por RHEINWALD & GREEN (1975).
A metodologia de cultura de queratinocitos humanos empregada no
presente trabalho foi revisada e adequada por GRAGNANI, MORGAN,
FERREIRA (2002, 2004).

Diversos autores descreveram técnicas de isolamento de
queratindcitos para otimizagdo dos protocolos de cultivos estabelecidos,
como MARCELO & TONG (1983), BOYCE et al. (1992) e HIREL et al.
(1994). Neste estudo para o isolamento de queratindcitos, utilizou-se
fibroblastos da linhagem NIH-3T3 gentilmente cedidos por Jeffrey Morgan
(PROVIDENCE, MA, EUA). Os experimentos foram realizados quando os
queratinocitos atingiram a subconfluéncia, facilmente observada pela
existéncia de espagos ndo ocupados pelos queratinocitos e pela presencga de

fibroblastos, para que ndo perdessem seu potencial de proliferacao

No presente estudo a avaliacdo da toxicidade de reagentes, avaliando
a viabilidade celular, e também mensuragdo da proliferacdo celular nos
queratinocitos cultivados em todos os grupos foram estabelecidos pelo
método MTT, cuja eficiéncia foi assegurada por estudos como o de CHAN
et al. (1999) ¢ KOSTORYS et al. (2003). Este teste permite que a leitura
celular seja feita sem a realizagdo de qualquer procedimento de lavagem ou
remocao celular do fundo do pogo e assim ¢ amenizada a variabilidade
entre as amostras. Além disso, JACKSON et al. (1994) relataram que a
manipulacdo da monocamada de célula, outro método de avaliacdo da
proliferacdo celular pode acarretar em danos as estruturas de adesdo e

deplecao no metabolismo das células.

A citotoxidade observada no grupo Controle e no grupo Vitamina C

foi semelhante, notando-se um aumento da atividade mitocondrial em
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ambos os grupos a partir do quinto dia. Nota-se que nos grupos tratados
com H,0O, ficaram sem atividade mitocondrial, sinal indireto de morte
celular, embora um nimero pequeno de células ainda estivesse viavel. A
partir do terceiro dia o grupo vitamina C + H,0, teve um aumento na
viabilidade e a partir do quinto dia elas continuaram sem atividade
mitocondrial e sua curva de proliferagdo foi inibida. Ja no grupo H,O, a

atividade mitocondrial ndo foi recuperada. (figura 1)

A medida da senescéncia permite a perda do potencial de
proliferagdo celular quando ha encurtamento dos telomeros, fendmeno
biologico que decodifica o envelhecimento da célula. As células somaticas
normais, invariavelmente, ap6s um numero limitado de mitoses ou em
resposta a diversos estimulos originados de estresse oxidativo, entram em
um estagio irreversivel de conten¢do da sua capacidade de crescimento
conhecido como senescéncia celular ou senescéncia replicativa (CAMPISI,
2005). Células senescentes podem permanecer vidveis por longo periodo de
tempo em cultura (WEIN & WU, 2001). Varios desses estudos foram
monitorados através da pesquisa de um marcador fisioldgico de
senescéncia, a b-galactosidase associada a senescéncia (b-gal AS) cuja
expressao diferencia células senescentes de células quiescentes ou tumorais
(KATAKURA, 2006). A detec¢ao do marcador fisioldgico, b-gal AS, para
senescéncia ¢ uma ferramenta com um potencial para o monitoramento e

qualificagdo de linhagens celulares.

Neste estudo percebeu-se um aumento significante da senescéncia
entre o no grupo Vit C + H,0, em relagdo ao grupo Controle e ao grupo
vitamina C. Foi observado que os queratinocitos, quando expostos ao H,O,,
aumentaram significativamente a percentagem de células senescentes pelo

aumento da enzima b- gal, utilizada neste método de quantificacdao. Esses
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dados corroboram com a teoria de que as células quando submetidas ao
estresse oxidativo, podem provocar a indugdo da senescéncia induzida pelo
estresse (SIPS). BLAZIC & BRAJAC (2006) defenderam que a SIPS
desempenha papel crucial na reparacdo descontrolada do tecido, e pode ser

mesmo o principal fator causador para a formagao da cicatrizacao.

A medida da senescéncia pela enzima b-gal ¢ indireta, e para
mensurar objetivamente a senescéncia a deficiéncia dos telomeros, o ciclo
celular e marcadores de diferenciacao epidérmica precisam ser avaliados
(TOUSSAINT, MEDRANO, VON ZGLINICKI, 2000; BERTRAND et al.,
2002; BLAZIC & BRAJAC, 2006; CAO et al., 2008; WAG, 2009).

Para a avaliacdo da apoptose dos queratinocitos primariamente
cultivados foi utilizada a citometria de fluxo, tendo como marcadores a
Anexina V (AV) e o lodeto de Propideo (PI), conforme NICOLETTI et al.
(1991) e VERMES (1995). A escolha desta combinacdo de marcadores se
baseia no fato de que esta a AV possui alta afinidade pela fosfatidilserina,
uma proteina intranuclear que no momento de lesdo celular irreversivel se
torna um marcador de superficie da célula. Isto ocorre tanto nos estagios
iniciais da apoptose quanto nas células em necrose. A diferenga entre estes
dois processos € que na apoptose, a membrana celular se mantém intacta,
enquanto na necrose ocorre a perda da integridade da membrana celular e
esta se torna permedvel, tornando possivel a reacdo entre o PI ¢ o DNA

nuclear (TAIT et al., 2004).

O PI foi utilizado para verificar a integridade da membrana
plasmatica no ensaio da apoptose com AV. Ele ¢ um corante vital
fluorescente que cora DNA e ndo cruza a membrana plasmatica de células
vidveis ou nos estagios iniciais da apoptose, pois nestas células a

integridade da membrana plasmatica ¢ mantida. Nos estagios finais da
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apoptose ou de células n3o vidveis, a membrana plasmatica se torna
permedvel, permitindo assim, a entrada do PI nestas células. A AV se liga
as celulas nos estagios iniciais da apoptose e continua ligada até a morte da
célula. Assim, na avaliacdo da citometria de fluxo, as células positivas para
Anexina V sdo consideradas células em apoptose, as positivas tanto para
Anexina V e quanto para lodeto de Propidio sdo células em necrose, e as

que sdo negativas para ambos sao células viaveis.

Neste estudo foi verificado as células com positividade para o
marcador anexina do grupo H,O, foi maior (0,99%) em relagdo ao grupo
vitamina C + H,0, (0,64%), conforme figura 2. Sugere-se que dessa forma
a vitamina C protegeu a membrana plasmatica sem significancia.
ANTHONNY (2002) sugeriu que concentracdes de vitamina C menores
que a utilizada no presente estudo, ao se encontrar com o H,0O,, podem
proteger as células do estresse oxidativo no processo apoptdtico, porém a
mensuragao intracelular da vitamina C seria o padrao ouro para controle do

potencial oxidativo ou anti-oxidativo da vitamina C.

Para a mensuracdo de radicais livres produzidos pelo H,O,, a
citometria pode ser considerada conveniente e mais pratica que outras
técnicas bioquimicas como ELISA e fluorimetro. Pela metodologia
citométrica elimina-se a necessidade de separagdo prévia das células, o que
perse, ativa a explosao oxidativa celular. A produg¢ao de EROs expressa na
geragdo de H,O, das células estimuladas pode ser monitorada
quantitativamente por citometria de fluxo usando o reagente 2°7’diacetato
de diclorofluoresceina, DCFH-DA (HASUI et al., 1989; HIPLER et al.,
2002).

O diacetato 2’7’diclorofluoresceina  (DCFH) ¢ uma sonda

fluorescente empregada em citometro de fluxo com o objetivo de avaliar a
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producdo de radicais livres no ambiente intra e extracelular, por sua
especificidade pelo H,0,, porém ele também ¢ oxidado por outros EROs
como o radical hidroxila. Sua forma diacetato tem a propriedade de se
difundir através da membrana celular, sendo enzimaticamente hidrolisada

por esterases intracelulares a DCFH (ARMENI et al., 2004).

A utilizacdo dessa sonda fluorescente € possivel detectar células
fluorescentes derivadas pelo aumento do estresse oxidativo intracelular
através da liberagdo dos radicais livres. O DCFH —-DA que ndo ¢
fluorescente , facilmente penetra na célula e essas sdo clivadas por
enterases e emite fluorescéncia. Ao quantificar essa fluorescéncia ¢ obtido
o grau de estresse oxidativo nas células (HEMPEL et al.,1999; ARMENI et
al., 2004).

Esse experimento foi realizado 24 horas ap6s a agressao com H,0,
para que houvesse a produgdo de radicais livres necessarias, dectadas pelo
DCFH-DA. No gréfico 2, o grupo Vitamina C + H,O, teve um aumento
significativo na producdo de radicais livres em relacdo ao grupo Vitamina
C e ao grupo H,0O,_Esse resultado corrobora com estudos de LOKE (2006)
e HEIKE (2007), que descreveram que a vitamina C associada ao H,O, ¢
convertida em acido dehidrodscorbico, que ¢ um agente oxidante e
conseqlientemente acarreta aumento na produ¢do de radicais livres em
fibroblastos humanos cultivadas (IANNONE et al., 1993; CATANI et al.,
2005) e no presente estudo tal agdo da associacdo de H,O, e vitamina C
também foi observada nos queratindcitos humanos cultivados

primariamente.
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Os resultados aqui nesse trabalho obtidos, apesar de aparentemente
contraditorios, estdo em conformidade com os achados recentes da
literatura. Assim passamos por esta etapa dos estudos com a impressao de
uma contribuicdo aos conhecimentos atuais a respeito dos queratinocitos
humanos cultivados, submetidos ao estresse oxidativo, a prosseguir em
novas pesquisas referentes a influéncia da vitamina C. Assim temos como
perspectivas realizar estudo semelhante com a mensuracdo de dosagens
diferentes de vitamina C , avaliagdo das dosagens de vitamina c¢ intra-
celular. Realizacdo desse estudo com a metodologia semelhante com
queratinocitos humanos cultivados de pacientes normais e de pacientes

queimados.
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A dosagem de 50 mg de vitamina C ndo protegeu os
queratindcitos humanos cultivados submetidos ao estresse

oxidativo pelo H,O,
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of vitamin C in cultured
human keratinocytes subjected to oxidative stress by hydrogen peroxide.
The method is based on the isolation and cultivation of human
keratinocytes into four groups: control, vitamin C, H202, H202 + Vitamin
C, keratinocytes were subjected to oxidative stress by H202 for two hours.
We evaluated the apoptosis and the release of free radicals by flow
cytometry, cellular senescence by MTT kit and proliferation by MTT kit.
The results showed that hydrogen peroxide increased the apoptosis, cellular
senescence by keratinocytes and that vitamin C did not inhibit cellular
injury in a significant Polish. The production of free radicals, the group,
Vitamin C produced a greater amount when assiociada to H202. Thus, we
conclude that vitamin C had no effect on antioxidant cultured human

keratinocytes.
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Anexo 2

Termo de Consentimento livre e Esclarecido

Titulo: VITAMINAS C e E e KGF NO ESTRESSE OXIDATIVO
INDUZIDO PELO H,O0, EM QUERATINOCITOS HUMANOS
CULTIVADOS.

Essas informagdes estdo sendo fornecidas para vocé€ e para seu representante legal (caso
necessario) para participagcdo voluntaria neste estudo, que visa avaliar a resposta do
tecido proveniente de ulceras das pernas a uma determinada substancia, denominada de
plasma rico em plaquetas.

Serdo utilizados os fragmentos de pele desprezados apds a cirurgia de fimose
(prepucio), a fim de cultivar um certo tipo de célula que ira ser utilizada neste
experimento. Isto ndo implicard em nenhuma mudanga na técnica cirurgica nem
comprometera o resultado, pois como ja colocado acima, serdao utilizados fragmentos de
pele que serdao desprezados, ndo apresentando qualquer risco ao paciente.

Nao ha beneficio direto para o participante deste projeto. Trata-se de estudo
experimental testando a hipotese de que as vitaminas C e E, e a substancia TGF-B1
poderiam proteger fibroblastos de um certo tipo de acdo lesiva provocada pela 4dgua
oxigenada. Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum
beneficio com a utilizacdo das vitaminas C e E, e da substancia TGF-f1.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador ¢ o Dr.
Jorge Manuel que pode ser encontrado no enderego Rua Pedro de Toledo, 725, Telefone
55716579. Se voce tiver alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar —
cj 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@epm.br.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicao;

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
dIvulgado a identificagdo de nenhum paciente;O paciente tera direito a ser informado
sobre os resultados do estudo, tdo logo eles sejam obtidos. Nao hd despesas pessoais
para o partic)pante em qualquer fase do estudo, incluinDo exames e consUltas. Também
ndo hd compensagdo financeir! relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela serd absorvida pelo orgamento da pesquiSa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a
tratamento médico na Instituicao, bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas.
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Como pesquisador, comprometo-me a utilizar os dados e o material coletado somente
para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que

foram lidas para mim, descrevendo o estudo:

“Eu ,autorizo participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propodsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo ¢ isenta de despesas e que
tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.----

Assinatura do responsavel paciente /representante

1 D ata /]
egal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Data /]
Assinatura do responsavel pelo estudo
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