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Introducdo: EROs sdo produzidas durante o metabolismo normal das
células, tendo funcdes fisioldgicas importantes como a sinalizacdo celular.
Porém, em uma situacdo que leve o organismo a uma producdo exagerada
de EROs, temos 0 chamado estresse oxidativo, que tem acéo deletéria as
células, podendo levar a apoptose ou a senescéncia celular . A vitamina C é
um dos principais agentes antioxidantes do organismo, atuando em todas as
formas de estresse oxidativo. Objetivo: O presente estudo teve como
objetivo verificar o efeito da vitamina C em cultura de fibroblastos
humanos dérmicos submetida ao estresse oxidativo pelo peroxido de
hidrogénio. Método: O método constitui-se no isolamento e cultivo de
fibroblastos humanos dérmico em seis grupos: controle, Vitamina C+,
Vitamina C -, H,0,, Vitamina C + H,0,, Vitamina C - H,O,. Os
fibroblastos foram submetidos ao estresse oxidativo pela suplementacéo de
H,0, ao meio de cultura por 2 horas. Foram avaliados a proliferacdo pelo
MTT, a senescéncia celular pela marcacdo da enzima beta-galoctosidase, a
apoptose celular e a liberacdo de EROs pela citometria de fluxo.
Resultados: Os resultados demonstraram que o peréxido de hidrogénio
aumentou significantemente a senescéncia celular e a apoptose nos
fibroblastos. A vitamina C diminuiu significantemente a inducdo da
senescéncia celular somente no estado intracelular. Conclusédo: Concluiu-
se que a vitamina C ndo protegeu os fibroblastos humanos dérmicos
cultivados contra o estresse oxidativo induzido pelo H,O, e que a Vitamina

C intracelular levou a uma diminuicéo da inducdo da senescéncia celular.

XIX
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1. INTRODUCAO

Dentre todos os constituintes celulares, o DNA nuclear é considerado
0 mais importante, exercendo controle sobre as demais estruturas e
organelas. Logo, qualquer dano em sua estrutura, em uma Unica fita de
DNA ou na dupla fita, é prontamente reconhecido pela célula e desencadeia
uma resposta celular conhecida como Resposta ao DNA-Danificado (RDD)
(FAGAGNA, 2008). A RDD teria a funcao principal de impedir que um
DNA danificado seja transmitido a células filhas, pela interrupcdo da
duplicacéo celular, permitindo que os esforgcos se concentrem no reparo do

DNA danificado, visando manter a integridade genomica.

Dependendo da intensidade da lesdo, o dano ao DNA pode ser
reparado, e a célula entra logo em um novo ciclo celular. Porem, se o dano
for mais intenso, pode ser desencadeada a apoptose, definida como um
modelo de morte celular utilizada por organismos pluricelulares em uma
diversidade de situacOes, cuja funcdo é a de remover células danificadas de
uma maneira irreversivel (KERR, WYLLIE, CURRIE, 1972). Ainda, além
da apoptose, a RDD pode levar a célula a um estado irreversivel de parada
de proliferacdo celular, conhecido com senescéncia celular, no qual as
células ndo respondem ao estimulo de crescimento, e mostram alteracdes
caracteristicas em suas propriedades citoldgicas e bioguimicas, e em seu
perfil de expressdo genética (HAYFLICK & MOORHEAD, 1961,
ISHIKAWA, 2006).
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N&o se conhece o fator determinante para que a célula sofra apoptose
ou senescéncia celular, mas esses fatores podem estar relacionados ao tipo
e intensidade da agressao e tipo celular (REBBAA, et al., 2003; CAMPISI
& FAGAGNA, 2007).

Um dos principais agentes causadores de danos ao DNA sédo as
espécies reativas de oxigénio (EROs), cuja producdo ocorre principalmente
no interior das mitocéndrias. As EROs estdo envolvidas em processos
celulares normais como sinalizacao celular e a proliferacdo, porém, quando
em excesso as EROs causam danos celulares que s@o relacionados a
numerosas doencgas, como a aterosclerose, doencas neurodegenerativas,
inflamatorias,  diabetes, cancer e envelhecimento (EVANS,
DIZDAROGLU, COOKE, 2004). O dano provocado pelas EROs ao DNA
estaria também relacionado com o processo de envelhecimento e com a
formacdo de neoplasias (AMES, SHIGENAGA, HAGEN, 1993). O
acumulo de DNA danificado causadp pelas EROs pode levar a senescéncia
e a apoptose (RIVIERE, RAVANAT, WAGNER, 2006).

A fim de diminuir as ac¢0es prejudiciais das EROs, o organismo
possui mecanismos intrinsecos para sua remocdo, como enzimas
removedoras de EROs, as superoxido dismutase, catalase, peroxidase, etc,
proteinas que sequestram ions metalicos de transicdo como ferritina,
transferrina, peptideos de baixa massa molecular e cofatores, (glutationa,
NADPH, tireodoxina), e agentes sequestradores de radicais livres que séo
adquiridos na dieta, (tocoferol, vitamina C, entre outros) (DUARTE &
LUNEC, 2005; CIRCU & AW, 2010).

A fungédo da vitamina C como protetor contra o dano causado ao
DNA pelo estresse oxidativo é controverso. Muitos trabalhos apontam para

um efeito protetor da vitamina C em leuctcitos (LENTON et al.,1999;
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CARR & FREI,1999; MOLLER & LOFT, 2004), enquanto outros sugerem
ndo haver efeito protetor, ou mesmo um efeito pro-oxidante (PODMORE
& LUNEC, 1998; POULSEN et al., 1998; MOLLER, et al., 2004).

Assim, sabendo-se que a senescéncia celular e a apoptose sdo
fendmenos relacionados ao estresse oxidativo, e pela acdo controversa da
vitamina C como antioxidante, foi levantada a hip6tese de que a vitamina C
apresentaria agéo in vitro em fibroblastos humanos dérmicos submetidos ao

estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio (H,O,).
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2. OBJETIVO

Avaliar a acdo da vitamina C no estresse oxidativo
induzido pelo H,O, em fibroblastos humanos dérmicos

cultivados.
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3. LITERATURA

HAYFLICK & MOORHEAD (1961) descreveram o isolamento e
caracterizagdo de fibroblastos humanos fetais, evidenciando-se que as
celulas tinham uma limitada capacidade de se replicarem. A degeneracéo e
morte desta linhagem de células levantaram a hipétese de que o fenémeno
ocorreria pelo envelhecimento celular, limitando a capacidade de divisGes

celulares dos fibroblastos.

Coube a KERR, WYLLIE, CURRIE (1972) a cunhar o termo
apoptose ao fendmeno escrito como morte celular programada, ja o
identificando como um mecanismo de supressao celular controlado, tendo
um papel complementar, mas oposto ao da mitose na regulacdo da
populacdo das células animais. Os autores descreveram as caracteristicas da
apoptose, como a condensacdo do nudcleo e do citoplasma, e seu
fracionamento em uma série de fragmentos, sendo degradadas pelas células
vizinhas. Também ressaltaram j& naquela época a sua importancia no
tratamento de neoplasias, que poderia ser desencadeada por agentes

Nocivos.

DARR, COMBS, PINNEL (1993) estudaram a sintese de colageno e
a producdo de radicais livres em cultura de fibroblastos dérmicos. Neste
trabalho, as culturas de células foram submetidas aos efeitos da vitamina C
(concentragbes de 200uM e 1mM), associados ou ndo a quelantes de ferro
(Desferral e EDTA) e a outros antioxidantes (Catalase e SOD). Os

resultados foram avaliados quanto a producdo de coldgeno e quanto a
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producdo de radical livre demonstrado pela presenca de TBARS
(substancias reativas do acido tiobarbitarico) e também pelo malonil
dialdeido (MDA). Foi analisada também a influéncia do meio liquido onde
as células se encontravam. Como resultados, os autores observaram que a
adicdo da vitamina C ao meio de cultura aumentou a produgéo de TBARS
(inibida pela adicdo de quelantes de ferro), sem alterar a producdo de
coladgeno. Quando as células receberam a vitamina C nas concentracdes de
200uM e 1mM, associada a catalase e a SOD, também ocorreu aumento
das taxas de TBARS, sem alteracdo da producéo de coldgeno. Com relacéo
a influéncia do meio liquido dos fibroblastos, os autores observaram
dosagens de TBARS aumentadas pela presenca de vitamina C quando o
meio era solucdo salina tamponada por fosfato (PBS) e ndo em meio
normal (DMEM). Concluiram que a vitamina C promove um aumento na
formacdo de radicais livres quando em PBS pela provavel presenca de
metais livres, e que este aumento ndo representou uma diminuicdo na

atividade dos fibroblastos, expressada pela producéo de colageno.

CHEN & AMES (1994) trataram fibroblastos imortalizados por duas
horas com H,0, em uma concentracdo de 200uM levando a uma inibicao
da sintese de DNA. As células falharam em responder a estimulos de
crescimento como o fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de
crescimento basico de fibroblastos e fator de crescimento da epiderme.
Ainda desenvolveram caracteristicas morfologicas de células senescentes,
demonstrando um método eficiente para levar as células a se tornarem

senescentes.

DIMRI et al. (1995) publicaram o primeiro trabalho relacionando a
enzima betagalactosidase como um biomarcador da senescéncia celular.

Utilizaram diferentes tipos de fibroblastos e queratindcitos, além de células
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endoteliais e melandcitos, ndo expondo-as a nenhum agente agressor.
Observou que a enzima lisossomal beta-galactosidase estava presente em
células provenientes de individuos de maior idade. A enzima ndo é um
marcador universal da senecéncia, ndo sendo detectavel em alguns tipos

celulares e estando presente em células confluentes.

VERMES et al. (1995) descreveram o uso da anexina V e do iodeto
de propideo em conjunto para a identificacdo de células em fase inicial de
apoptose por citometria de fluxo. Utilizaram linfocitos humanos que foram
irradiados em diferentes intensidades e concluiram que marcacdo dupla
com Anexina V e lodeto de Propideo possibilitaria diferenciar células que
estariam no inicio da apoptose daquelas que j& se encontrariam em necrose,

ou apoptose tardia.

SINGH (1997) exp6s linfocitos humanos, fibroblastos neonatais e
celulas Molt-4 ao ascorbato de sodio a concentracdes de 25, 50 e 100uM
por uma hora. Verificou a presenca de danos ao DNA das células em todas
as concentracdes, principalmente nos fibroblastos e nas células Molt-4. Os
fibroblastos quando tratados com concentragfes de 100puM ou maiores
apresentavam morte celular, e em concentracdes de 50uM, considerada

fisioldgica, houve inibicdo da proliferacdo celular.

BLADIER, WOLVETANG, HUTCHINSON (1997) demonstraram
que dependendo da concentracdo de H,O,, fibroblastos expostos a estas
concentragdes poderiam sofrer um processo predominantemente de
senescéncia celular (50 a 100uM), senescéncia e apoptose (200uM) e
apoptose (300 a 400uM). Assim, quanto maior a concentragdo de H,0O,,
maior a proporcdo de células em apoptose, 0 que sugere que o nivel de
dano teria uma funcéo chave em se determinar a populacdo de células que

entrariam em apoptose ou senescéncia.
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KIM, CHO, UM (2000) analisaram a funcdo da capase-3 no processo
de apoptose induzido pela exposi¢édo a diferentes concentracdes de H,O,em
células Jurkat T. Utilizando um inibidor da caspase-3, observaram que 0
tratamento com H,0O, induziu a fragmentacdo do DNA e condensacao do
nucleo das células sem o inibidor. Porém este fendmeno ndo ocorreu em
células em que a caspase-3 foi inibida, 0 que sugere que a caspase-3 €
fundamental para os eventos no nucleo das células. Entretanto, a
exteriorizacdo da fosfatidilserina (FS) e a morte celular ocorreram
independentemente da caspase-3. Concluiram que a via de ativacdo da

apoptose pelo H,0, ndo depende da caspase-3.

BERTIN-MAGHIT et al. (2000) avaliaram durante 5 dias o nivel de
radicais livres e de antioxidantes em 20 pacientes internados na UTI por
queimaduras comprometendo 30% ou mais da superficie corporea.
observaram uma producdo aumentada de radicais livres neste periodo
gracas a peroxidacdo lipidica e diminuicdo da concentracdo sanguinea de

antioxidantes como a vitamina C, vitamina E e o beta-caroteno.

OFFORD et al. (2002) demonstraram efeito protetor contra radiacéo
ultra-violeta do tipo A (UVA) dos antioxidantes vitamina C, vitamina E e
B-caroteno em fibroblastos dérmicos humanos. Utilizaram a vitamina C na
forma de ascorbato de sédio em uma concentracdo de 14uM, sendo
aplicada através de nanoparticulas 24 horas antes da exposicdo a UVA.
Mensurou os niveis de metalproteinase 1 (MMP-1), um marcador da
degradacdo do colageno e do fotoenvelhecimento, e de hemi-oxigenase
(HO-1), um marcador do estresse oxidativo, concluindo que a vitamina C e
vitamina E apresentam um efeito fotoprotetor, principalmente quando

associados, levando a diminuicdo de MMP-1 e de HO-1.
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FRIPPIAT et al. (2002) expuseram fibroblastos de pulmdo fetal a
concentragdes subtdxicas de H,O, (150M por duas horas), e observaram o
aparecimento das caracteristicas da senescéncia celular 72 horas apds esta
exposicdo. ldentificaram as células senescentes pela marcacdo da enzima
Beta-Galactosidase (B-gal), ¢ mensuraram os niveis de TGFB-1, que
estavam aumentados ap0s a exposi¢do gracas a ativacao (fosforilacdo) da
p38.

SMITH, VISIOLI, HAGEN (2002) estudaram a necessidade de
suplementacdo de vitamina C em cultura de células endoteliais de aorta
humana. Trataram as células com 100uM de vitamina C, observando que a
concentracdo intracelular maxima ocorre apos seis horas de exposi¢do. Este
tratamento levaria a uma diminuicdo do estresse oxidativo, verificado pela
mensuracdo dos niveis de glutationa, que estariam aumentados nos meios
suplementados. Avaliaram os niveis de radicais livres produzidos pelo 2,7
diacetato diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA), sendo significantemente
maiores em meios privados de vitamina C. Os autores ainda trataram as
células diariamente com 100uM de vitamina C durante sete dias, e
quantificaram o0s niveis de 8-diidro-desoxiguanosina (8DOXIG), um
marcador de dano oxidativo ao DNA, provocado pela reacao entre o radical
hidroxila e o nicleo de base guanina. As células tratadas com vitamina C
exibiriam niveis progressivamente menores de 8DOXIG, demonstrando um
dano oxidativo menor. Assim, os autores concluiram que a suplementacao
de vitamina C ao meio de cultura de células endoteliais de aorta humana é
criticamente importante para manter um meio de cultivo fisiologicamente

adequado a estas células.

SUH, ZHU, FREI (2003) avaliaram o efeito pro-oxidante da
vitamina C no plasma humano. A vitamina C enddgena foi retirada do
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plasma humano pela adicdo da enzima ascorbato oxidase, sendo depois
suplementado ou ndo com ascorbato numa concentracdo que variou de
25uM a 1mM. Subseqlientemente as amostras foram suplementadas com
sulfato ferroso de amdnio ou sulfato cuprico, e expostas a concentracdes
diferentes de H,0O, (200uM a 1mM), sendo avaliado a peroxidacao lipidica
e protéica. Observaram que o ascorbato ndo aumentou, mas sim diminuiu a
peroxidacado lipidica e protéica mesmo apos a adicdo dos ions metélicos e
de H,0,. Concluiram que em condicdes fisioldgicas do plasma humano, o

ascorbato atua como um antioxidante.

KASHINO et al. (2003) estudaram o efeito do tratamento do sal de
magnésio de acido ascorbico 2-éster-fosforico sobre células embrionérias
humanas (HE49), fibroblastos dermicos humanos e sobre fibroblastos de
uma paciente do sexo feminino portadora da sindrome de Werner.
Observaram uma reducéo do estresse oxidativo principalmente nas células
embrionarias, com um aumento do tempo de vida replicativa, verificado
pela diminuicdo da velocidade de encurtamento dos teldmeros. Os autores
concluiram que o estresse oxidativo teria uma funcédo chave em determinar
0 tempo de vida replicativa, e que a supressdo do estresse oxidativo pelos
agentes antioxidantes estenderia este tempo pela reducdo da taxa de

diminuicdo dos telébmeros.

YUAN et al. (2003) estudaram a degeneracdo de tenddes humanos
relacionando o estresse oxidativo e apoptose. Utilizaram fibroblastos
provenientes de tenddes humanos, expondo-os ao H,O, em concentragfes
que variavam de S0uM a 1mM por quatro horas, e analisaram a inducdo a
apoptose. Observaram que ocorria um aumento do numero de células
mortas com o aumento da dosagem de H,0,, e que o numero de células

apoptdéticas aumentavam com o tempo apos a exposi¢cdo ao H,0,, até um
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méaximo de 24 horas. Concluiram que, em fibroblastos provenientes de
tenddes, a apoptose devido a exposi¢do ao H,O, ocorria pela liberacdo do

citocromo ¢ pelas mitocondrias e pela ativacédo da caspase 3.

KEIRA et al. (2004) em nosso meio descreveram a padronizacdo da
cultura priméaria de fibroblastos para pesquisas in vitro, assim como sua
utilizacdo e sua estocagem. Os fibroblastos foram adquiridos de material
cutaneo através de fragmentos de pele descartados de procedimentos

cirurgicos.

SANTOS et al. (2004) avaliaram a acdo antioxidante da vitamina C
na lesdo causada pela hipoxia em queratindcitos. O dano celular foi
estudado através da medida da desidrogenase latica (DHL) intra e
extracelular e o estresse oxidativo através do MDA, que é um produto final
da peroxidacédo lipidica. A incubacdo em ambiente de hipdxia ou normal
foi por 30 minutos com ou sem 50ug/ml de vitamina C. Foram 40 garrafas,
sendo os experimentos realizados em triplicata. O DHL e o MDA foram
medidos imediatamente apds o experimento, sendo coletada amostra do
meio de cultura. A hipoxia aumentou o DHL e a vitamina C quando
presente manteve os niveis de DHL similares aos do grupo controle,
diminuindo a morte celular. A producéo de radical livre foi detectada pela
elevacdo 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 néo teve efeito em prevenir o estresse oxidativo causado pela
hipdxia.

DUARTE, GRAGNANI, FERREIRA (2004) estudaram o potencial
efeito protetor do antioxidante dimetilsulfoxido (DMSO) contra o estresse
oxidativo em cultura de queratindcitos. Eles submeteram as garrafas a

privacdo de glicose e a hipdxia por 30 minutos, sendo avaliado o MDA
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como indicador do nivel de estresse oxidativo. Os resultados demonstraram
que o DMSO em uma concentracdo a 2% € um agente protetor contra o

estresse oxidativo em cultura de queratindcitos nas condicdes estudadas.

ZHANG et al. (2004) avaliaram a inducdo de apoptose em
enterdcitos de ratos submetidos a queimadura de 30% da superficie do
corpo e com ressucitacdo volémica tardia. Parte do corpo do animal foi
mergulhada em agua em ebulicdo por 12 segundos, e ap0s seis horas
iniciou-se a infusédo de volume e a administracdo intraperitoneal de N-
acetilcisteina (2,5mM/Kg). Observaram um aumento na inducdo da
apoptose nos enterocitos pelo estresse oxidativo na mucosa intestinal apos
a queimadura nos ratos. A N-acetilcisteina diminuiu a apoptose induzida
pelos radicais livres que eram produzidos no processo de isquemia e

perfusdo devido ao atraso no inicio de administracdo de volume.

OHSHIMA (2006) analisou a formacao de células senescentes ap0s
varias divisGes celulares de fibroblastos humanos. A partir da vigesima
passagem as celulas comecaram a apresentar caracteristicas de senescéncia
replicativa (20%), verificado pela marcacdo da enzima Beta-galactosidase.
Uma parte pequena destas células sofreu apoptose, o que sugere que a
apoptose e a senescéncia estdo ligadas, e que a apoptose estaria envolvida

na morte de células senescentes.

ZDANOVE, REMACLE, TOUSSAINT (2006) estabeleceram a
senescéncia induzida pelo estresse (SPIE) apds a exposicdo a uma
concentracdo subtdxica de H,O,. Utilizaram fibroblastos imortalizados de
pulmédo fetal, e expondo-0s a uma concentragcdo de 150uM de H,O, por
duas horas obtiveram 48% de células senescentes, contra 18% para o
controle, ndo exposto ao H,O,, identificadas pela marcacdo da enzima

lisossomal beta-galactosidase (f-gal). Houve uma expressdo aumentada de
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TGF-B1, o qual seria responsavel pelo aparecimento de biomarcadores da
senescéncia celular (morfologia de células senescentes, B-gal, e expressao
aumentada de genes associados a senescéncia como fibronectina,
osteonectina, SM22 e apoliproteina J). O TGF-B1 ainda seria o responsavel
por estresse oxidativo constante na célula, desencadeado pela producéo

aumentada de H,O, por uma NADH presente na membrana plasmatica.

RIVIERE, RAVANAT, WAGNER (2006) suplementaram células
Jurkat com concentracOes crescentes de dehidroascorbato (DHA), o qual é
convertido a acido ascorbico em ambiente intracelular, atingindo uma
concentragdo maxima de 100uM. Suplementaram posteriormente com
200puM de H,0O,, e mensuraram 0s niveis de 5-hidroxi-deoxicitidina
(5HDC) e 8-diidro-desoxiguanosina (8DOXIG), que sdo marcadores de
danos ao DNA das celulas. Mesmo sem a suplementacdo de H,O, 0s niveis
de 5SHDC e 8DOXIG se mostraram elevados, aumentando apds a adicdo de
H,O, em uma concentracdo de 200uM, concluindo que a vitamina C

induziu dano ao DNA pelo estresse oxidativo em células Jurkat.

LOKE et al. (2006) estudaram a importancia da vitamina C
intracelular como antioxidante, evitando danos celulares pelos radicais
livres. Mondcitos foram expostos a 800uM de vitamina C por 3 horas, 0
meio foi trocado e substituido por outro indutor de estresse oxidativo.
Observaram uma diminuicdo da producdo de citocinas inflamatorias,

protegendo as células do estresse oxidativo.

DREWA et al. (2008) expuseram cultura de fibroblastos e de
queratinocitos a concentracbes baixas (0,5%) de nitrato de prata (AgNO3)
por 3 e 12 horas, sendo analisadas pela marcacdo de anexina V e iodeto de
propideo por citometria de fluxo. As concentracbes de nitrato de prata

foram 3 a 10 vezes menores que a utilizada na prética clinica. Observaram
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que ambos os tipos celulares apresentavam aumento da taxa de apoptose,
principalmente os queratindcitos, 0 que sugere que o0 nitrato de prata

destruiria a camada mais externa da pele, prejudicando a cicatrizacéo.

MULLER, LI, MAITZ (2009) expondo cultura de fibroblastos a
piocianina, uma substancia produzida por cepas de Pseudomonas
aeruginosa, observaram que as células apresentavam uma parada do
crescimento celular. 1sso ocorreria gragas as propriedades e capacidade da
piocianina de produzir EROs, levando a um estado permanente de estresse

oxidativo.



METODOS



18

4. METODOS

4.1. DESENHO DA PESQUISA

O estudo experimental in vitro consistiu do cultivo de linhagem
primaria de fibroblastos dérmicos humanos provenientes de fragmentos de
pele desprezados em atos operatérios de pacientes submetidos a
postectomias realizadas no Hospital Sdo Paulo apds a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ao responsavel pela crianca
(Apéndice 1). O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UNIFESP sob o nimero 1215/07 (Apéndice 2).

4.2. PROCEDIMENTO
4.2.1. Cultivo de fibroblastos

Os fragmentos de pele desprezados em atos operatérios foram
acondicionados, em tubos conicos de 50ml contendo DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, EUA)
suplementado com penicilina (100UIl/ml) e estreptomicina (100ug/ml)
(Gibco — Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA), armazenadas a uma
temperatura entre 3 a 8°C, e encaminhadas para posterior preparo no
Laboratorio de Cultura de Células da Disciplina de Cirurgia Plastica, sendo

manipulados nas 6 horas subsequentes.

A cultura foi iniciada pela técnica de explante (GREEN &
GOLDBERG, 1963; GREEN & GOLDBERG 1964; CRAIG,
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SCHOFIELD e JACKSON, 1975; RUSSELL & WITT, 1976). Os
fragmentos de pele foram processados em ambiente estéril, numa capela de
fluxo laminar, com pinca e tesoura, havendo uma separagdo do tecido
subcuténeo da pele. Cerca de 10 fragmentos de pele, de aproximadamente
5mm? cada, foram dispostos em espacos equidistantes em uma placa de
Petri de 100mm? cuja superficie interna foi marcada com ranhuras
produzidas por uma lamina de bisturi. As placas com os fragmentos foram
mantidas abertas dentro deste ambiente por cerca de 40 minutos para que
0S mesmos secassem e se fixassem na placa. Apo6s este periodo,
acrescentou-se 10ml de meio proprio para cultivo de fibroblastos,
constituido de DMEM, 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco —
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) e 1% de solucgéo
penicilina/estreptomicina (100Ul de penicillina por ml e 100ug de
estreptomicina por ml) (Gibco — Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
EUA).

As placas foram mantidas em incubadora a 37°C, umidificadas numa
mistura gasosa de Didxido de Carbono a 5%, sendo o meio de cultura
trocado a cada dois dias. Entre o 5° e 7° dia foi observado a migracdo de

fibroblastos sobre a placa, atingindo a confluéncia por volta do 15° dia.
4.2.2. Subcultivo de Fibroblastos

O subcultivo ou passagem foi realizado quando os fibroblastos
atingiam uma confluéncia proxima a 80%. Este procedimento permitiu
recolher as células e as distribuir em outros recipientes, a fim de
proliferarem e serem utilizadas nos experimentos. Também foi criado um
banco de fibroblastos dérmicos humanos, com varias linhagens celulares

provenientes de diferentes doadores, para posterior utilizagdo em projetos.
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Esse banco foi inicialmente montado com 20 doadores. No presente
experimento foi utilizada uma linhagem especifica, sendo 0s experimentos

realizados em triplicata.

O meio foi aspirado com Pipeta Pasteur, e os fragmentos de pele
foram retirados cuidadosamente com o auxilio de pincas. A placa foi
lavada duas vezes com 10ml de PBS e 2ml de uma solugdo de Tripsina
0,25% e EDTA 0,02% (Gibco — Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
EUA) foram adicionados a placa, sendo mantida na incubadora por 2 a 3
minutos. A placa foi levada ao microscopio optico invertido a fim de se
observar o desprendimento dos fibroblastos da placa. Confirmado isso, 4ml

de meio de cultura foram adicionados a placa para neutralizar a tripsina.

Esta suspensdo de células foi transferida para um tubo cénico de
15ml e centrifugada (80 x g) por 6 minutos. O sobrenadante foi aspirado e
as células concentradas ao fundo foram suspensas em 10ml de meio de
cultura para fibroblasto. Estas celulas foram distribuidas em garrafas de
75cm?, mantidas em incubadora até a pré-confluéncia das células na
garrafa. Durante este periodo o meio de cultura foi trocado a cada 2 dias.
Com a pré-confluéncia, foram realizadas novas passagens dos fibroblastos
para novas garrafas. Ao atingirem a quarta passagem, as células foram
utilizadas nos procedimentos ou congeladas em nitrogénio liquido para
utilizacdo posterior. Apenas células entre a quarta e a nona passagem foram

utilizadas nos experimentos.

Os fibroblastos cultivados foram divididos em seis grupos: grupo
Controle, grupo Vitamina C (-), grupo vitamina C (+), grupo H,O,,
grupo Vitamina C (+) e H,0,, e grupo Vitamina C (-) e H,0..
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No grupo controle utilizou-se apenas o meio para fibroblastos. No
grupo Vitamina C (-) o meio de cultura para fibroblastos apresentava uma
concentracdo de 100uM de Vitamina C (Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri, EUA), sendo as celulas expostas a esta concentracdo por seis
horas. Apos, o meio foi aspirado, a garrafa lavada com DMEM e
substituido por meio para fibroblastos. No grupo Vitamina C (+), apés a
exposi¢ao a uma concentragdo de 100uM de vitamina C no meio de cultura
para fibroblastos por seis horas, e sua aspiracdo e lavagem com DMEM
como no grupo anterior, mas diferentemente daquele, as células foram
expostas por mais duas horas a mesma concentracdo de vitamina C no
meio, sendo depois novamente aspirado, lavado com DMEM e substituido
por meio de cultura de fibroblastos. No grupo H,O, o meio de cultura para
fibroblastos apresentava uma concentracdo de 150uM de perdxido de
hidrogénio (H,0,), sendo as celulas expostas a este meio 2 horas. Apos, 0
meio foi aspirado, a garrafa lavada com DMEM e substituido por meio para
fibroblastos. O grupo Vitamina C (-) e H,O, foi tratado inicialmente de
maneira idéntica ao grupo Vitamina C (-), porém, apds a lavagem com
DMEM foi adicionado um meio de cultura para fibroblastos que
apresentava uma concentracdo de 150uM de H,0,, sendo lavado e trocado
novamente por meio de fibroblastos apo6s duas horas. O grupo Vitamina C
(+) e H,O, foi tratado com vitamina C por 6 horas, e ap0s a lavagem com
DMEM foi adicionado um meio de cultura para fibroblastos que
apresentava uma concentracdo de 150uM de H,0, e 100uM de vitamina C,
sendo lavado e trocado novamente por meio de fibroblastos apds duas
horas. As garrafas dos grupos descritos permaneceram em incubadora
Umida a 37°C, com CO, a 5%.
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A disposicdo dos experimentos e sua sequéncia de exposicdo a

vitamina C e/ou ao H,0O, estdo demonstradas nos quadros 1 e 2.

Quadrol. Sequéncia temporal da exposi¢do a vitamina C e/ou ao H,0, em
cada grupo.

Vitamina C* Vitamina C H,0,
GRUPOS/ TEMPO 6h 2h
Controle
Vitamina C (+) SIM SIM
Vitamina C (-) SIM
H,0O, SIM
H,0, Vit C (+) ** SIM SIM SIM
H,0O, Vit C (-) SIM SIM

* Ap0s a aplicacdo de vitamina C por 6 horas, houve troca do meio e exposi¢do as
drogas seguintes (vitamina C e/ou H,0,)
** Aplicagdo concomitante de vitamina C e H,O; por 2 horas

Quadro 2. Sequéncia temporal da analise dos experimentos

Oh 6h 24h 48h 72h
Término da
exposicdo ao
H,O, e/ou Vit C
MTT 12 Aval 22 Aval 32 Aval
Senescéncia Distribuicéo Aplicacéo do
em placas de Kit
24 pogos Senescéncia
Apoptose Citometria
Radicais Citometria
Livres

4.2.3. Proliferacgao celular pelo MTT

A proliferagdo celular foi avaliada utilizando o MTT (method of
transcriptional and translational), previamente descrito por MOSMANN
(1983). Este metodo ¢é baseado na converséo do sal amarelo tetrazolico do
MTT em cristais de formazan, que tém coloracdo purpura e sdo insolaveis

na agua. Esta conversdo ocorre no interior das mitocéndrias, logo, somente
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em células viaveis, sendo estes cristais sollveis em solucdo de alcool
isopropanolol acidificada. Esta solu¢do com os cristais dissolvidos pode ser

analisada em um espectrofotémetro.

As células de cada grupo foram distribuidas em triplicata em placas
de 96 pocos. Foram distribuidas 2,5 x 10° células por pogo contendo 100yl
de meio para fibroblastos e mantidas em incubadora Umida a 37°C, com
CO; a 5%, por 24 horas. As celulas foram estimuladas conforme descrito
anteriormente e 24 horas depois, 10ul do reagente MTT (0,5mg/ml) foi
adicionado aos pogos de cada grupo incubado por 4 horas a 37°C. A seguir,
0 contetdo foi aspirado e 100ul da solugcdo 0,04M de HCI em isopropanol

foram adicionados e mantidos por 15 minutos em temperatura ambiente.

A leitura por espectrofotometria foi feita utilizando o leitor de
microplacas para teste de ELISA (Anthos 2010, Anthos Labtec
Instruments®, Wals/Salzburg, Austria) calibrado em 590nm. O mesmo
procedimento foi realizado diariamente por sete dias, obtendo uma curva de

proliferacao.

4.2.4. Senescéncia Celular

Para a avaliacdo da senescéncia foi utilizado o Senescence Detection
Kit (Cat -JM-K320-250, MBL® Int Corp., MA, EUA), para marcacio e
identificacdo 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 colocadas em garrafas de 25cm’ e quando
atingiram uma confluéncia de 70-80%, foram expostas a vitamina C e ao

H,O, conforme descrito anteriormente. Vinte e quatro horas apos o término
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da exposicdo ao H,0,, as células foram tripsinizadas e distribuidas em
placas de 24 pocgos, em uma concentragdo de 5000 células por pogo. O kit
para deteccdo da senescéncia foi aplicado 48 horas apos essa distribuicéo,
ou seja, 72 horas apds o término do estresse oxidativo provocado pela
exposicdo ao perdxido de hidrogénio, conforme descrito por ZDANOVE,
REMACLE, TOUSSAINT (2006). A populacdo de células positivas para a
enzima beta-galactosidase foi determinada pela contagem de 300 células
por poco. A porcentagem de células positivas para a enzima beta-

galactosidase foi dada pelo numero total de células contadas em cada poco.

4.2 .5. Citometria de Fluxo
Apoptose

Para a avaliacdo da apoptose das células foi utilizado o lodeto de
Propideo (P1) e a Anexina V conjugada a FITC (AV) (Sigma-Aldrich, St
Louis, Missouri, EUA) no citdbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, CA, EUA) (NICOLETTI et al.,
1991; VERMES et al., 1995). Este método se baseia na deteccdo da
exposicao da fosfatidilserina na parte externa da membrana celular nos
estagios iniciais da apoptose. A AV se liga a fosfatidilserina de uma

maneira irreversivel, podendo ser identificada.

A exposicdo da fosfatidilserina na superficie celular € uma das
caracteristicas mais comuns em células apoptéticas.