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RESUMO

MAGALHAES, W.V. Avaliacio da atividade moduladora da expressio de
proteinas de estresse de extratos de Anadenanthera colubrina, Pfaffia paniculata e
Rhodiola rosea para aplicacado cosmética antienvelhecimento. 2012. 99 f.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2012.

Estudos t€m relatado o potencial de aplicagdo cosmética de classes de proteinas que
conferem resisténcia aos diferentes tipos de estresse sobre a pele. Nesse contexto, as
proteinas de estresse - proteinas de choque térmico, metalotioneinas e sirtuinas -
enquadram-se entre as proteinas de grande potencial no combate ao
fotoenvelhecimento. Diversos extratos vegetais tem mostrado potencial de induzir uma
ou mais proteinas de estresse. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos
in vitro da aplicagdo isolada dos extratos de Anadenanthera colubrina (Angico branco),
Rhodiola rosea (Rodiola), Pfaffia paniculata (Pfaffia), sobre a expressdo génica das
proteinas do choque térmico (Heat shock proteins, HSP32 e HSP72), metalotioneina
(MT-I) e da sirtuina isoforma SIRT1, em condi¢do basal e mediante exposi¢cdo aguda
das culturas celulares a radiagdo UV. Como resultados de maior relevincia o extrato de
Anadenanthera colubrina foi capaz de modular positivamente as expressdes génicas de
HSP72, SIRT-1 e MT-I, em fibroblastos sob condi¢do basal. Ja o extrato de Pfaffia
paniculata foi capaz de elevar a expressdo génica de SIRT-1, em fibroblastos irradiados
por UVA apés incubacdo com o extrato vegetal e sob condi¢do basal, além de induzir
MT-I em culturas ndo irradiadas. Por fim, o extrato de Rhodiola rosea elevou as
expressoes de HSP32 e MT-I, em fibroblastos sob condi¢do basal. Devido a capacidade
indutora das proteinas de estresse pelos extratos vegetais avaliados, sugere-se que 0s
mesmos apresentam potencial para utilizacdo em produtos cosméticos, especialmente,
com finalidade antienvelhecimento.

Palavras chaves: proteinas de estresse; pele; antienvelhecimento; cosméticos;
expressdo génica.



ABSTRACT

MAGALHAES, W.V. Avaliacio da atividade moduladora da expressio de
proteinas de estresse de extratos de Anadenanthera colubrina, Pfaffia paniculata e
Rhodiola rosea para aplicacado cosmética antienvelhecimento. 2012. 99 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo
Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Studies have reported the potential for cosmetic application of proteins classes that
confer resistance to different types of stress on the skin. In this context, stress proteins -
heat shock proteins, metallothioneins and sirtuins - fall between the proteins of great
potential in the fight against photoaging. Several plant extracts have been shown
potential to induce one or more stress proteins. Thus, the objective of this study was to
evaluate the in vitro effects from the isolated application of the extracts Anadenanthera
colubrina (Angico-branco), Rhodiola rosea (Rodiola), Pfaffia paniculata (Féfia) on the
gene expression of heat shock proteins, HSP32 and HSP72, metallothionein (MT-I) and
the sirtuin, isoform SIRT1, in basal conditions and upon acute exposure of cell cultures
to UV radiation. As most relevant results, Anadenanthera colubrina extract was able to
positively modulate the gene expression of HSP72, SIRT-1 and MT-I in fibroblasts
under basal conditions. The Pfaffia paniculata extract was able to increase the gene
expression of SIRT-1 in fibroblasts irradiated by UV after incubation with plant extract
and in basal conditions, in addition to induce MT-I in non-irradiated cultures. Finally,
the extract of Rhodiola rosea increased HSP32 and MT-1 gene expressions in
fibroblasts under basal conditions. Considering the plant extracts ability to induce stress
proteins, it is suggested that they have potential for use in cosmetic products, especially,
for anti-aging purposes.

Key words: stress proteins; skin, anti-aging; cosmetic products; gene expression.
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1. INTRODUCAO

7z

O envelhecimento cutdneo ¢ um fendmeno bioldgico complexo resultado da
alteracdo de diferentes constituintes da pele. Dois processos que ocorrem
simultaneamente sdo responsdveis pela aparéncia senil do tecido cutineo
(TZAPHLIDOU, 2004). O primeiro é o envelhecimento intrinseco, um processo
geneticamente programado, independente de fatores ambientais e que afeta a pele da
mesma maneira que a orgdos internos. O segundo processo é o envelhecimento

extrinseco, ou fotoenvelhecimento, resultado da exposicdo a agentes externos, com

destaque para a radiagao ultravioleta (UV) (GILCHREST, 1995).

As principais manifestacdes clinicas observadas na pele em decorréncia do
fotoenvelhecimento s@o o espessamento do tecido cutdneo, aparecimento de rugas,
pigmentacdo irregular, além do desenvolvimento de neoplasias (GILCHREST, 1989).
Os eventos moleculares que conduzem a maioria de tais manifestagdes sdo os danos ao
DNA e o estresse oxidativo, a partir da geracdo de espécies reativas de oxigé€nio

(TRAUTINGER, 2001).

Devido a sua severidade capaz de produzir danos inclusive em individuos
jovens, o envelhecimento extrinseco, é considerado o principal alvo da maioria dos
produtos cosméticos (TAYLOR et al., 1990). Assim, existe uma grande demanda por
produtos cosméticos com efici€éncia comprovada tanto para a prevengdo como para

reducdo dos efeitos da exposicdo cumulativa a radiacdo UV.

Diante das consequéncias bioldgicas do envelhecimento e embasados no
conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos em tal processo, pesquisadores
vém buscando o desenvolvimento de novas estratégias preventivas para aplicacdo
cosmética capazes de combater a senescéncia cutinea. Na literatura, trabalhos tém
relatado o papel e o potencial de aplicagdo cosmética de diferentes classes de proteinas,
que conferem resisténcia ao estresse celular (DAHLGGARD et al., 1998; HANADA,
2000; LUO et al., 2001).

Neste estudo, destacamos as proteinas do choque térmico, metalotioneinas e
sirtuinas como agentes fundamentais no controle de diversos eventos bioldgicos na pele.

Dentre as atividades dessas proteinas com aplicagdo no combate ao fotoenvelhecimento
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destacam-se o aumento do nivel de reparo do DNA, elevacdo da resisténcia celular
frente a radiacdo UV, a¢do antioxidante e aumento da longevidade (JANTSCHITSCH et
al., 2002; KANE; MAYTIN, 1995; MAINES, 1992; TERZIBASI et al., 2007).

Devido a notdvel capacidade preventiva e protetora frente a radiacio UV, que
apresentam as proteinas de estresse, existe um enorme interesse pelo descobrimento e
desenvolvimento de compostos ativos capazes de modular a expressdo de tais proteinas
na pele. A meta cosmética para esta classe de agentes € sua inducdo segura, visando a
promogdo da tolerdncia a danos causados pela exposi¢do didria a agentes estressantes,

tais como radiacio e polui¢do (DUNSMORE; CHEN; WONG, 2001).

Considerando que o mercado de produtos cosméticos e farmacéuticos
produzidos a partir de componentes de origem vegetal tem crescido nos dltimos anos
(ORGANIC MONITOR, 2007), surgem como fontes potenciais para uso no combate ao

fotoenvelhecimento extratos vegetais com atividade adaptogena.

Extratos vegetais ou compostos com atividade adaptégena aumentam a
resisténcia do organismo frente ao estresse de forma nao especifica. S@o utilizados no
combate ao estresse fisico e mental, para aumento da resisténcia fisica, além de atenuar
algumas desordens resultantes do envelhecimento, como fraqueza geral, perda de

memoria e atencdo (FULDER, 1980; CARLINI, 1991; RUSSO, 2001).

Devido a semelhancga entre a acdo adaptdgena e as atividades exercidas pelas
proteinas de estresse, estudos sugerem que plantas adaptégenas exergem seus efeitos,
pelo menos em parte, por meio da indugéo dessas proteinas (PANOSSIAN et al., 2008).
Além disso, algumas plantas adaptégenas apresentam em sua constitui¢do quimica
classes de compostos, tais como flavonéides e fitoesterdis, que possuem potencial para
a ativacdo de vias de inducdo das proteinas de estresse (TALALAY; DE LONG;
PROCHASKA, 1988; KANG et al., 2008).

Levando-se em consideracdo a atividade das proteinas de estresse na promocao
da resisténcia a danos celulares e do aumento da longevidade; além da importancia da
pesquisa e descoberta de novos indutores dessas proteinas e, por fim, o aumento da
procura por produtos cosméticos multifuncionais, neste trabalho propds-se o estudo das
plantas Anadenanthera colubrina, Pfaffia paniculata e Rhodiola rosea quanto a
capacidade indutora de proteinas de estresse e, portanto, com potencial aplicacdo na

industria cosmética.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Envelhecimento cutineo

A pele, considerada o maior 6rgdo do corpo humano, consiste em um
revestimento complexo e heterogéneo cuja drea média é de 2 m?, correspondendo a
cerca de 10 a 15 % do peso corpéreo total (LEONARDI, 2004). Conhecido também
como cltis, esse 6rgdo constitui a primeira linha de defesa contra as agressdes do meio
externo (PEYREFITTE er al., 1998). Dentre suas inimeras funcdes essenciais ao
organismo, destacam-se o controle da perda de dgua, a conversdao de moléculas
precursoras em vitamina D, a excre¢do de substancias e a regulagdo térmica (FARIAS,

2004).

Com o passar dos anos, alteracdes estruturais e funcionais ocorrem tanto na
derme como na epiderme, resultando em uma diminui¢do da sua capacidade adaptativa
e de reparo tecidual, além de declinio gradual na fisiologia geral da pele
(MONTAGNA; CARLISLE, 1979; SUDEL et al., 2005). Esse fendomeno que
caracteriza o envelhecimento é um processo complexo podendo ser classificado em dois

segmentos: intrinseco e extrinseco (TZAPHLIDOU, 2004).

O envelhecimento extrinseco, também denominado fotoenvelhecimento, é
fundamentalmente resultado da exposicdo a radiagdio UV (SCHARFFETTER-
KOCHANEK et al., 2000). E considerado um dos principais alvos de produtos
cosmeéticos, devido aos efeitos severos exercidos sobre diferentes constituintes do tecido
cutaneo, sobretudo no tecido conjuntivo da derme (TAYLOR et al, 1990;
TZAPHLIDOU, 2004). Segundo Trautinger (2001), os mecanismos moleculares que
desencadeiam as manifestacdes clinicas do fotoenvelhecimento sdo os danos ao DNA e

o estresse oxidativo.

A radiacdo UV induz a sintese de dimeros entre bases de pirimidina adjacentes
em fitas do DNA (Figura 1). Os dois principais fotoprodutos gerados sdo os dimeros de
ciclobutil pirimidina e fotoprodutos 6-4 pirimidina-pirimidona (FREEMAN et al.,

1989). O bloqueio da transcricio de RNA decorrente da formacdo dessas lesdes no
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DNA leva a ativag@o da proteina 53 (p53), que atua como um fator de transcri¢do para
inimeros genes (LJUNGMAN; ZHANG, 1996; ZIEGLER, 1994). Com actimulo de
danos no DNA, a proteina p53 conduz uma cadeia de eventos que culmina na
paralisacdo temporaria do ciclo celular, para reparo do DNA; ou em apoptose, caso o
material genético ndo possa ser reparado (PRIVES; HALL, 1999; MATSUMURA;
ANANTHASWAMY, 2002). Quando esses danos ocorrem no gene pS53, as funcdes da
proteina sdo interrompidas e os dimeros sdo propagados a partir da multiplicacdo

celular, podendo resultar na formag@o de tumores (MARROT; MEUNIER, 2008).

Segundo Dong e colaboradores (2008), lesdes no DNA contribuem, também,
com o processo de envelhecimento da pele ao sinalizarem a liberagdo no fibroblastos da
metaloproteinase-1 (MMP-1), enzima responsdvel pela degradacdo de coldgeno. Os
mesmos autores constataram, ainda, menor indu¢cdo de MMP-1 por queratindcitos

tratados com enzimas reparadoras do DNA e expostos a radiacdo UV-B.

A pele é um dos 6rgdos mais afetados pelo estresse oxidativo, seja pela
exposicdo a agentes externos como polui¢@o do ar e radiagdes, bem como em fungdo do
metabolismo normal das células (MENZEL, 1994; KOHEN, 1999). Em todas as
situacdes ocorre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), capazes de
danificar sitios bioldgicos, tais como lipideos, proteinas e o DNA (ADELMAN; SAUL;
AMES, 1988; KARTEN et al., 1988, STADTMAN, 1990). O dano a qualquer um
desses componentes é capaz de interferir de forma grave nas fun¢des normais das
células, podendo resultar em processos patologicos como inflamagdo e cancer (AMES;
GOLD, 1991; KOHEN, 1999). A peroxidagdo lipidica, por exemplo, pode levar a
alteracdes na fluidez da membrana plasmadtica, além do extravasamento de moléculas

essenciais as atividades celulares (GABORAN, 1993).

Oxidacgdes quimicas e enzimdticas envolvendo a formagdo de radicais livres
ainda aceleram o fenomeno do envelhecimento ao promoverem, dentre outras reagdes, a
glicacdo proteica. Esta leva a perda de fungdes bioldgicas de determinadas proteinas,
bem como 2 interacdo do coldgeno com outros componentes da matriz celular (PAUL;

BAILEY, 1996).
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O desenvolvimento caracteristico de alteragdes nas fibras coldgenas e eldsticas,
observado no fotoenvelhecimento cutineo, também apresenta relagdo direta com a
geracdo de EROs (WENK ez al., 2001). De acordo com estudo realizado por Kawaguchi
e colaboradores (1997), o aumento nos niveis de mRNA de tropoelastina, molécula
precursora da elastina, em virtude da geragéo de radicais livres contribui para o acimulo
anormal de material elastico, fendmeno denominado elastose solar e considerado a

alteracdo patoldgica mais evidente na pele fotoenvelhecida.

Além disso, o estresse oxidativo induz a sintese e ativagdo de metaloproteinases
e inativa inibidores destas enzimas (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al., 2000).
Segundo Trautinger (2001), metaloproteinases especificas (MMP-1, MMP2 e MMP3)
sdo induzidas pela radiagdo UV-A através da formacdo de anion superdxido e perdxido
de hidrogénio, enquanto a radiagdo UV-B gera radicais hidroxila que induzem as formas

MMP-1 e MMP-2.

Diante do conhecimento, ao menos parcial, dos eventos moleculares envolvidos
no fotoenvelhecimento, pesquisadores vém buscando a elaboragdo de novas estratégias
cosméticas efetivas e seguras no combate a senescéncia cutdnea. Diversos trabalhos
elucidaram as fungdes de determinadas classes de proteinas que conferem resisténcia ao
estresse celular (DAHLGGARD et al., 1998; HANADA, 2000; LUO et al., 2001).
Neste estudo destacamos as proteinas do choque térmico, Heat Shock Protein 32
(HSP32) e Heat Shock Protein 72 (HSP72); a metalotioneina (MT-1) e a sirtuina
(SIRT1) como agentes fundamentais no controle de diversos eventos biolgicos na pele

e, portanto, com potencial terapéutico no combate ao envelhecimento celular.

2.2 Proteinas do choque térmico

As proteinas do choque térmico sdo classificadas em familias de acordo com
seus pesos moleculares mensurados em quilodaltons (MINOWADA; WELCH, 1995).
Quanto aos padrdoes de expressdao e indugdo, as HSPs podem ser definidas como
constitutivas ou indutiveis. As proteinas expressas constitutivamente, ou seja, sob

condicdes normais, atuam como chaperonas ou proteases, exercendo indmeras funcdes
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intracelulares. Chaperonas estdo envolvidas na sintese, dobramento e transporte de
proteinas, enquanto proteases atuam na degradagdo de proteinas danificadas
(HENDRICK; HARTL, 1993). Em conjunto, minimizam a probabilidade de interagcdes
proteicas inapropriadas, capazes de resultar em alteragdes patoldgicas em determinado
organismo (THOMAS; QU; PEDERSEN, 1995). Em contraste, HSPs indutiveis sdo
largamente sintetizadas sob condicdes estressantes, como uma resposta que visa
minimizar ou reparar danos celulares, garantindo a sobrevivéncia da célula ou
organismo, e/ou induzir tolerdncia a estresses subsequentes, tais como hipertermia

(DAHLGGARD et al., 1998) e desidratacdio (RAVINDRAN et al., 2005).

Segundo Morimoto (1998), o mecanismo que controla a expressdo de HSPs tem
inicio devido a ativagdo de um fator especifico de transcricdo, chamado “Heat Shock
Factor 17 (HSF-1). Tal fator estd presente no citoplasma da célula normal e ndo
estressada, como um monomero inativo, devido a sua ligacdo as HSPs expressas
constitutivamente. Em resposta ao estresse metabdlico, as HSPs dissociam-se desse
fator para atuarem sobre proteinas danificadas, permitindo assim a translocacdo de HSF-

1 até o ntcleo (Figura 2).

1. ESTRESSE AMBIENTAL

Choque témico

2. ESTADOS FISIOPATOLOGICOS

Metais pesados

Analogos de aminoacidos Isquemia

CITOPLASMA

Febre e Inflamacio

Radiagdes (UV-ATV-B) Complexo
roteina HSP Translocacdo
P : E de HSF ;l Envelhecimento

Trimerizacdo Danos neuronais
- w\ - | N e Fosforilacio =
= . ¢ W NUCLEO Danos oxidatives
z * ; %
Proteina = HSF-1 Ligacio ao DNA Infecqdes virais ou
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Complexo HSP-HSF §
x N

\ e

L
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Desenvolvimento e diferenciacio
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3. CONDICOES NAO-ESTRESSANTES

HSP = Heat Shock Protein, HSF =Heat Shock Factor 1

Figura 2. Mecanismo de regulagdo transcricional dos genes codificantes de HSP.
Adaptado de MORIMOTO e colaboradores (1992) e SOTI e colaboradores (2005).
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Durante este processo, o HSF-1 sofre trimerizacdo e fosforilagdo, o que torna
possivel sua ligacdo a uma sequéncia de nucleotideos chamada de “Heat Shock
Element” (HSE) localizada na regido promotora dos genes que codificam as HSPs
indutiveis, elevando a taxa de transcri¢do dos mesmos (ABRAVAYA et al., 1992; SOTI
et al., 2005).

Na pele, tanto células da derme quanto da epiderme expressam HSPs, que lhes
conferem resisténcia a danos causados por agentes estressantes, tais como radiacdes UV
e poluicdo do ar (TRAUTINGER et al., 1995; PINOT et al., 1997). Em relacdo a
fotoprotecdo, destaca-se a HSP72, capaz de elevar o reparo de dimeros no DNA
induzidos por UV, bem como reduzir o acimulo de proteinas oxidadas em testes in vitro
(VERBEKE; CLARK; RATTAN, 2001; JANTSCHITSCH et al., 2002). Estudos
destacam ainda o aumento na taxa de sobrevivéncia celular frente a radiacdo UV, em
funcdo do aumento da expressdo dessa proteina, tanto in vitro como in vivo (KANE;

MAYTIN, 1995; TRAUTINGER, 1995).

Indutores de chaperonas, como a HSP72, podem atuar por meio de diferentes
vias: ligacdo direta e ativacdo de HSF-1; inibicdo de chaperonas inibidoras de HSF-1;
além de outros mecanismos ainda desconhecidos (IKEYAMA et al., 2001; JURIVICH
et al., 1992; VIGH et al., 1997; WESTERHEIDE et al., 2004). Interferéncias na
fosforilacdo de HSF-1 também podem modular a expressio de HSP72, visto que as
enzimas proteina quinase C (PKC), c-jun N-terminal quinase (JNK) e glicogénio sintase
quinase (GSK) reprimem a ativacdo de HSF-1 (VOELLMY, 2004). Estudos indicam
que o composto polifendlico resveratrol, um conhecido indutor de HSP72, promove a
inibi¢do de tais proteinas quinase (POZO-GUISADO et al., 2004; WOOD et al., 2004).
Além do resveratrol, outro composto fendlico, derivado do 4cido hidroxicinamico
extraido da canela (Cinnamomum zeylanicum), mostrou-se capaz de ativar a via PI3-
quinase/Akt (KIM et al., 2006), responsavel pela inibicdo da glicogénio sintase quinase
3, sugerindo-se uma possivel via para a ativacdo de HSF-1 dependente de compostos

polifendlicos (PUTICS et al., 2008).

Além da HSP72, outra proteina de estresse apresenta papel fundamental em
respostas adaptativas frente ao estresse oxidativo. A HSP32, também denominada heme
oxigenase, ¢ considerada uma enzima antioxidante devido ao seu papel protetor contra
efeitos toxicos da geracdo de radicais livres. Essa enzima catalisa a degradacdo do grupo

heme livre (um potente agente oxidante) em Fe®*, monéxido de carbono e biliverdina,
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que é convertida sob a acdo da biliverdina redutase para bilirrubina, pigmento que
apresenta propriedades antioxidativas (KEYSE; TYRREL, 1990; MAINES, 1992).
Revisdo detalhada sobre o papel das proteinas do choque térmico na pele, bem como

seu potencial na drea dermatoldgica estd disponivel no ANEXO D.

A HSP32 ¢é considerada uma integrante do grupo de enzimas de fase II, que
engloba diversas outras enzimas incluindo tiorredoxina, glutationa redutase e
glucuronosil transferases (DINKOVA-KOSTOVA; TALALAY, 2008; MOI et
al.,1994). Proteinas de fase II sdo essenciais na defesa contra eletréfilos e agentes
oxidantes. Sdo normalmente expressas em niveis basais, contudo diversos compostos
tem capacidade de elevar notavelmente a expressdo dessa classe de proteinas. Tais
indutores modificam residuos de cisteina altamente reativos a proteina Kelch-like ECH-
associated protein 1 (Keapl), impossibilitando esse sensor celular de se ligar ao fator
trascricional Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2). Além disso, a
fosforilagdo do fator NRF2 por proteinas quinase, tais como JNK, PKC e extracellular-
signal-regulated kinases (ERK), facilita sua dissociacdo (Figura 3). Dessa forma, o
fator NRF2 livre é capaz de se translocar ao nicleo, ligar-se a uma sequéncia de
nucleotideos reguladora dos genes das proteinas de fase II (antioxidant responsive
element - ARE) e, por fim, ativar a transcricdo desses genes (KOBAYASHI et al.,
2006).

Compostos contendo aceptores da reacdo de Michael, também conhecida como
alquilagdo desracemizante, sdo considerados uma das principais classes de indutores
dessas enzimas (TALALAY; DE LONG; PROCHASKA, 1988). Diversas plantas
contém uma ampla variedade de metabdlitos secunddrios considerados aceptores da
reacdo de Michael, tais como flavonéides, cinamatos, curcumindides e avicinas

(DINKOVA-KOSTOVA et al., 2008).

Segundo alguns estudos, a inducdo de HSP32 esta relacionada a protecio contra
a imunossupressdo e inflamacdo induzidas por radiagio UV, dois processos de
substancial contribui¢cdo no desenvolvimento de cancer de pele (ALLANSON; REEVE,
2004; LISTOPAD et al., 2007).
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PKC = “Protein kinase C”; JNK “c-Jun N-terminal kinase”, ERK “extracellular-signal-regulated kinase”,
KEAPE1” Kelch-like ECH-associated protein 1”7, NRF2 “Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 27,
ARE “‘antioxidant responsive element”

Figura 3. Mecanismo de regulacdo transcricional dos genes codificantes de enzimas de
classe Il e metalotioneina 1. Adaptado de Surh (2003).

2.3 Metalotioneinas

As metalotioneinas (MT) constituem um grupo de proteinas de baixo peso
molecular, ricas em cisteina e capazes de se ligar a metais pesados (DUNN;

BLALOCK; COUSINS, 1987). A expressdo de MTs € tipicamente modulada pela
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presenca desses metais no organismo, bem como pela exposicdo a agentes oxidativos,

tal como a radiagdo UV.

A presenca de uma sequéncia de nucleotideos, conhecida como elemento de
resposta a metais (metal response element - MRE), localizada no promotor responsavel
pelo controle de transcrigdo do gene de metalotioneina, é essencial para a indugdo da
sintese dessa proteina mediada por fons metdlicos, tais como zinco e cobre
(FLORIANCZYK, 2007). Contudo, a sintese de MT também ¢ induzida por agentes nao
metdlicos, sendo controlada por outras sequéncias pertencentes ao promotor de MT. Tal
como ocorre no controle transcricional da HSP32, a expressdo génica de MT-1 também
€ regulada pela ligacdo do fator NRF2 a sequéncia ARE (figura 3; CHEN; KUNSCH,
2004).

Quatro isoformas de MTs sdo descritas na literatura, entretanto a maior parte dos
estudos concentra-se na expressdo e funcdo da MT-I. Além da capacidade de eliminar
radicais livies (HANADA et al., 1993), estudos in vivo atribuem uma funcio

fotoprotetora a essa proteina (ANSTEY et al., 1996; HANADA, 2000).

Ao analisar os efeitos do tratamento com a forma ativa da vitamina D, 1,25-
dihidroxivitamina D3, Hanada er al. (1995) observaram a diminui¢do no nimero de
células de queimadura solar (sunburn cells) em pele de camundongos apds irradiagio
UV-B e aumento da resisténcia celular frente a esta radiacio em cultura de
queratinécitos. Em um estudo subsequente, utilizaram-se camundongos com deficiéncia
para os genes de MT-I, visando esclarecer a relagdo direta entre o aumento de MTs e a
protecdo a UV. Como resultado, os animais deficientes para MT, inclusive os tratados
com cloreto de cddmio, conhecido indutor de metalotioneinas, apresentaram maior
incidéncia de sunburn cells e células apoptdticas em comparagdo aos camundongos
normais (HANADA et al., 1998). Em um trabalho semelhante, foi observado que as
propriedades fotoprotetoras do equol, um isoflavondide isolado da soja, devem-se ao
aumento da expressdo de MT-I na pele humana e em camundongos (WIDYARINI et

al., 2006).
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2.4 Sirtuinas

As sirtuinas compdem um grupo de proteinas denominado histona-desacetilases
de classe III (NORTH; VERDIN, 2004). A SIRT1 € o principal membro dessa classe de
proteinas em mamiferos que regula alguns processos celulares, incluindo apoptose e
senescéncia (LUO et al., 2001; OTA et al., 2007). Alvos celulares de SIRT1 incluem
diversos fatores de transcri¢do que, ao serem desacetilados, promovem aumento da
sobrevivéncia celular e reparo do DNA (VAZIRI et al., 2001; MOTTA et al., 2004;
JEONG et al., 2007).

Um dos mecanismos conhecidos de controle da transcricio de SIRT1 € um
feedback negativo (Figura 4). O fator transcricional E2F1 € capaz induzir a expressao
de SIRTI1, além de ser, também, um substrato dessa enzima. Ao sofrer desacetilacdo
esse fator torna-se inativo e perde sua capacidade de ativador transcricional (BROOKS;
GU, 2009). Alguns estudos mostram que o ginsenosideo Rgl, uma saponina extraida de
Panax ginseng, € capaz de atenuar o processo de apoptose pela via envolvendo o fator

transcricional E2F1 (XIAO-CHUN et al., 2003).

XOOOOOOOOOO00OOOOKC

Figura 4. Mecanismo de feedback negativo para regulacio transcricional dos genes
codificantes de SIRT1(Sirtuina): (1) O fator transcricional E2F1 controla a transcri¢do
do gene codificante de SIRT1 e sintese de mRNA; (2) Ocorre a traducdo do mRNA e
sintese de SIRT1; (3) A sirtuina desacetila o fator E2F1, tornando-o inativo.
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Ao investigar o papel de SIRT1 frente & exposi¢do a radiacdo UV e o perdxido
de hidrogénio, Cao e colaboradores (2008) sugeriram que essa proteina é elemento
fundamental na protecdo contra os danos celulares causados por UV e EROs. Nesse
estudo, o resveratrol, um ativador de sirtuina, conferiu protecdo contra morte celular
induzida por UV e H,0,, enquanto inibidores de SIRT1 como sirtinol, nicotinaminada e

RNA de interferéncia para SIRT1 aumentaram os niveis de apoptose em células HaCaT.

Além dos efeitos protetores das sirtuinas frente a diferentes formas de estresse, diversos
trabalhos tem relatado o papel dessas proteinas no aumento da longevidade. Indmeros
ativadores de sirtuinas, tais como resveratrol, visfatina e buteina foram capazes de
elevar o periodo de vida em diversos tipos celulares e organismos (QUIDEAU, 2003;

MOTTA et al., 2004; GRUBER et al., 2007; TERZIBASI et al., 2007).

Alguns trabalhos, no entanto, descrevem uma queda na expressdo de proteinas
de estresse ao longo do processo de envelhecimento (BONELLI et al., 1999;
MALAVOLTA et al., 2008). Tal atenuacdo pode ser um dos fatores responsdveis pela
senescéncia celular, ou simplesmente uma adaptacdo a um estado fisioldgico especifico

de células envelhecidas (JONAK; KLOSNER; TRAUTINGER, 2006).

2.5 Compostos ativos indutores

Dada a diversidade de propriedades citoprotetoras das proteinas de estresse
citadas acima, existe um enorme interesse pelo descobrimento de agentes
farmacoldgicos capazes de elevar os niveis de expressdo de tais proteinas na pele. A
meta terapéutica para esta classe de agentes é a de promover a resisténcia a danos

causados pela exposicdo a agentes estressores.

No caso das HSPs, o pigmento curcumina, proveniente da planta Curcuma
longa, foi capaz de elevar a expressdo de HSP32 em células endoteliais bovinas
(MOTTERLINI et al., 2000), e de HSP72 em testes in vitro (DUNSMORE; CHEN;
WONG, 2001). Como exemplo de produto industrializado, destaca-se o Creme
Reminéralisante® comercializado pela empresa Anna Pegova. De acordo com a

descric¢do do produto, sua propriedade antienvelhecimento deve-se a sua capacidade de
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estimular a sintese de proteinas do choque térmico (INSTITUCIONAL ANNA
PEGOVA, 2009).

Dentre os moduladores de metalotioneinas, fons de zinco destacam-se como
indutores seguros (MASAKI et al., 2007). De forma semelhante, o isoflavondide equol
mostrou-se capaz de elevar a expressdo de MT-I tanto em pele de camundongos como
de humanos expostas a radiagdo UV (WIDYARINI et al., 2006). Outro exemplo de
indutor de metalotionefnas é o ativo cosmético ZIN'CITE™ (GATTEFOSSE, 2007)

indicado para aplicagdes de cuidado para pele.

Dentre os indutores de sirtuinas, destaca-se o composto extraido da casca da uva,
resveratrol. Esse composto polifendlico € capaz de elevar a expressdo de SIRT1, além
de aumentar a atividade desacetilase dessa proteina (HOWITZ er al., 2003;
MUKHERIJEE et al., 2009). Em um estudo avaliando o papel de peptideos de leveduras
do género Kluyveromyces em uma aplicagdo cosmética, Moreau e colaboradores (2007)
constataram o aumento da expressdo de SIRT1 tanto em fibroblastos in vitro como em
queratindcitos em sistema de cultura ex vivo. O aumento da expressdo de SIRT1 foi
seguido pela diminuicdo da senescéncia celular e da fragmentagcdo do DNA induzida

pela radiacdo UV-B.

Pelo exposto acima, observa-se que diversos extratos vegetais tem capacidade de
induzir uma ou mais protefnas de estresse. Considerando que o mercado de produtos
cosméticos e farmacéuticos produzidos a partir de componentes de origem vegetal tem
crescido nos ultimos anos, surgem como fontes potenciais para uso no combate ao

fotoenvelhecimento extratos vegetais com atividade adaptdgena.

2.6 Plantas adaptdégenas

Segundo Brekhman e Dardymov (1969), plantas ou compostos capazes de
promover a resisténcia a diversos agentes estressores, de forma ndo especifica, em um
organismo sdo denominados adaptégenos. Em um recente estudo, extratos de plantas
adaptégenas foram capazes de elevar a longevidade em modelo experimental utilizando

o nematoda C. elegans (WIEGANT et al., 2009).
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Devido ao fato de os efeitos exercidos por adaptdégenos apresentarem muita
semelhanca aos exercidos pelas proteinas de estresse (HSPs, MTs e sirtuinas), sugere-se
que estas sejam, a0 menos em parte, responsaveis pelas propriedades de tais compostos.
Tal inferéncia é corroborada por observacdes de Panossian e colaboradores (2008), ao
sugerirem que a resisténcia ao estresse conferida por plantas adaptégenas estd associada
ao estimulo da expressio de HSP72. Além disso, algumas plantas adaptégenas
apresentam em sua constituicdo quimica classes de compostos com potencial para a

ativacdo de vias de indug@o das proteinas de estresse.

O Brasil possui a flora mais diversificada do mundo, com cerca de 60.000
espécies vegetais superiores (PRANCE, 1977). Além disso, a medicina popular
brasileira é particularmente rica no que se refere a plantas medicinais usadas de forma
ndo especifica para melhorar a disposi¢do fisica (CARLINI, 1991), tal como atuam os
adaptégenos. Contudo, segundo Calixto (2005) esse conhecimento popular e a
biodiversidade ndo sdo devidamente explorados. Em um levantamento realizado por
Mendes e Carlini (2006), foram definidas 33 possiveis espécies de plantas adaptdégenas
nativas do Brasil, apesar de constatarem a caréncia de estudos farmacoldgicos que

confirmassem as propriedades terap€uticas de tais.

2.6.1 Pfaffia paniculata

No Brasil, varias espécies pertencentes ao gé€nero Pfaffia sdo comumente
utilizadas para fins medicinais, tais como Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, Pfaffia
iresinoides (Kunth) (LORENZI; MATOS, 2002) e Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze
(KAMADA et al., 2009).

Este género possui importante valor econdomico devido a semelhanga das suas
caracteristicas fitoquimicas com as do ginseng-coreano (Panax ginseng) (DE-PARIS et
al., 2000). A espécie P. paniculata estd entre os maiores volumes de venda da industria
nacional de fitoterdpicos (COMISSAO DE HOMEOPATIA E FITOTERAPIA DO
SINDUSFARM-SP, 1995).
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Conhecida também como ‘“‘ginseng brasileiro” ou “paratudo”, a espécie P.
paniculata € uma planta encontrada principalmente nos estados de Sdo Paulo e Parana.
Estudos indicam diversas propriedades dessa espécie, tais como tdnica, afrodisiaca,
analgésica, anti-inflamatdria e anti-diabética (OLIVEIRA, 1986; OLIVEIRA ET AL.,
1980, MAZZANTI; BRAGHIROLI, 1994). Atribui-se, também, as suas raizes a
capacidade antineoplésica, ao inibir o crescimento de células tumorais em ensaio in

vitro (NAKAI et al., 1984).

Os principais componentes da raiz de P. paniculata ja isolados sdo os
fitoesterdis B-sitosterol e estigmasterol, a alantoina, o 4cido pféafico e os pfafosideos A,
B, C, D, E e F, que sdo estruturalmente semelhantes aos ginsenosideos extraidos de
Panax ginseng (NAKALI et al., 1984, MAZZANTI; BRAGHIROLI, 1994). Devido a
semelhanca estrutural entre os ginsenosideos e os pfafosideos, estes tem potencial para

atuarem também sobre a via E2F1/SIRT1.

Em um estudo realizado por Vivancos e Moreno (2005), o B-sitosterol mostrou-
se capaz de modular a expressao de enzimas antioxidantes em cultura de macréfagos. A
capacidade do B-sitosterol controlar a expressdo de enzimas que combatem o estresse
oxidativo foi corroborada por estudo de Kang e colaboradores (2008). Nesse estudo, ao
analisar o efeito de diferentes fracdes do extrato da raiz de Chrysanthemum zawadskii
sobre a via NRF2-ARE, observaram que a fracdo que induziu de forma mais acentuada

a expressao de NRF2 apresentava o B-sitosterol como principal componente.

2.6.2. Anadenanthera colubrina

As espécies pertencentes ao género Anadenanthera sdo fonte de um agente
medicinal conhecido com goma-resina de angico, que € utilizada no tratamento de
infecgdes respiratorias como bronquite € pneumonia e na cura de constipagdo e dores de
cabeca (HOEHNE, 1939). Entretanto o mais interessante aspecto do género estd no seu
uso na preparagdo de vdrias drogas cicatrizantes utilizadas popularmente em toda a

América do Sul (RIZZINI, 1971).
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Do ponto de vista fitoquimico, a espécie Anadenanthera colubrina §é
particularmente rica em alcaléides (bufotenina, N,N-dimetiltriptamina e 5-hidrox-N-
monometiltriptamina; SCHULTES et al., 1977), flavondides (inositol, pinitol,
bornesitol, ononitol; PARIS; SAINT-FIRMIN; ETCHEPARE, 1967), triterpendides
(lupeol e lupenona), além de um numero considerdvel de fitoesterdides como o B-

sitosterol e o 4cido palmitico (MIYAUCHI ez al.,1976).

2.6.3 Rhodiola rosea

Rhodiola rosea L. (familia Crassulaceae), também conhecida como “raiz do
Artico” é uma planta utilizada na medicina popular da Europa e da Asia devido as suas
propriedades estimulantes sobre o sistema nervoso, indutora do desempenho fisico e
mental, antidepressiva e profildtica contra enfermidades respiratérias (RHODIOLA,

2002; KELLY, 2001).

Andlises fitoquimicas das raizes de R. rosea revelaram a presenca de intimeras
compostos incluindo flavondides (tais como gossipetina, herbacetina e kaempferol),
taninos, 4cidos fendlicos, glicosideos fenilpropandides (rosin, rosarin e rosavin),
glicosideos feniletandides (salidroside e tirosol), monoterpenos e triterpenos (jB-

sitosterol) (TORELLO, 2009).

Dentre tais constituintes, estudos conferem os efeitos farmacolégicos conhecidos
dos extratos de R. rosea principalmente a presenca dos compostos polifendlicos tirosol,
salidroside (p-hidroxifeniletil-O-B-D-glicopiranosideo) e dos fenilpropandides rosin
(cinamil-O-B-D-glicopiranosideo), rosarin (cinamil-(6’-O-a-L-arabinofuranosil)-O-B-D-
glicopiranosideo) e rosavin (cinamil-(6’-O-a-L-arabinopiranosil)-O--D-
glicopiranosideo), sendo estes trés tltimos comumente referidos como rosavins (MA et
al., 2008; TOLONEN et al., 2003; KELLY, 2001; GANZERA et al., 2001; LINH et al.,
2000).

Segundo CHEN e colaboradores (2008) plantas com propriedades adaptégenas
contendo altas concentracdes de compostos polifendlicos como a Rhodiola rosea, ndo

exercem apenas a acdo adaptogena, mas também protegem células do organismo dos
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efeitos deletérios do estresse oxidativo. Segundo Calabrese e colaboradores (2008),
polifendis sdo potentes indutores de proteinas que conferem prote¢do contra o estresse

celular tais como HSP32, HSP70 e sirtuinas.
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3. JUSTIFICATIVA

Levando-se em consideracio a atividade das proteinas de estresse na promocao
da resisténcia a danos celulares e do aumento da longevidade; além da importancia da
pesquisa e descoberta de novos indutores dessas proteinas e, por fim, o aumento da
procura por produtos cosméticos multifuncionais, neste trabalho propds-se o estudo das
plantas Anadenanthera colubrina, Pfaffia paniculata e Rhodiola rosea quanto a
capacidade indutora de proteinas de estresse e, portanto, com potencial aplicacdo na

industria cosmética.

A escolha das plantas deveu-se as atividades exercidas por seus extratos, bem
como pelos constituintes com potencial para ativagcdo das vias indutoras das proteinas

de estresse HSP32, HSP72, MT-1 e SIRT1 (Quadro 1).

Atividade Puten:::'ail: compostos T .Prnte.inl.s
e indutores LRt Emgue L indiitiveis
MNRF1/ARE ¢ MT-1 ¢ HSPP32;
Pfaffia paniculata  Adaptéogena  B-sitosterol e pfafosideos E2F1/SIRTI, SIRTI,
respectivamente respectivamente
Anadenanthera KBt Flavondides ([ ex. inositol ) ) .
colulbing s ¢ fi-sitosterol NRF2/ARE MT-12HSP32
Flavondides {ex. NEF2/ARE ¢ inibigio da

Adaptégena kaempferol ) ¢ outros Faforilach por quinare, MT-1 e HEI*32:
compoastos polifendlicos i HsP72,
{ex. tirosol e salidroside } REES

Rhodiala rosea

respectivamente

Quadro 1. Representacio das plantas analisadas e compostos com potencial para
ativacdo de vias de indug@o de proteinas de estresse.
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4. OBJETIVO

Avaliar os efeitos in vitro da aplicac@o isolada dos extratos de Anadenanthera
colubrina (Angico branco), Rhodiola rosea (Rodiola), Pfaffia paniculata (Pfaffia),
sobre a expressio gé€nica das proteinas do choque térmico (HSP32 e HSP72),
metalotioneina (MT-I) e da sirtuina isoforma SIRT1, em condi¢do basal e mediante

exposicdo aguda das culturas celulares a radiacdo UV.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Planejamento experimental

Para a realizacdo deste projeto foi delineado um planejamento experimental que

racionaliza e secciona os experimentos em 3 etapas:

1°) Determinacdo da toxicidade do extrato seco de Rhodiola rosea ¢ dos extratos

hidroglicdlicos de Anadenanthera colubrina e Pfaffia paniculata.

Nesta etapa, dezoito concentragdes de cada extrato foram avaliadas, por meio do ensaio
de citotoxicidade utilizando o corante hidréxido de tetrazélio (XTT). Esta etapa teve por

objetivo determinar as concentracdes utilizadas nas etapas 2 e 3.

2°) Determinac¢io do tempo pds-irradiacao

Foram analisados os tempos de 2h, 4h, 6h ou 24h apés a irradiagdo para realizacdo da
extragcdo do RNA das células tratadas com os extratos vegetais. Foram escolhidos os
tempos em que se observou maior aumento no nivel de mRNA referente aos genes que

codificam as proteinas de estresse, para serem utilizados na etapa 3.

3°) Avaliacido da expressdo das proteinas de estresse

Foram avaliados os efeitos dos tratamentos com os trés extratos em quatro
concentragdes distintas, sobre a expressdo gé€nica das proteinas de estresse. A maior
concentragdo utilizada foi a maior concentracdo nio téxica ou de toxidade negligivel,
definida na etapa 1. Os grupos experimentais avaliados nesta etapa sdo descritos no item

4.2.
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5.2 Grupos experimentais

Para o delineamento dos experimentos, foram determinados 4 grupos
experimentais: (1) células tratadas com amostras-teste antes da irradiacao UV; (2)
células tratadas e ndo irradiadas; (3) células ndo tratadas e irradiadas por UV; (4) células
ndo tratadas e ndo irradiadas. Os grupos 1 e 2 apresentam 3 subgrupos referentes as

diferentes amostras-teste analisadas.

Além de possibilitar a avaliacio dos efeitos das amostras-teste sobre a expressao
das proteinas de estresse, o delineamento proposto permite averiguar se a inducdo de
tais proteinas ocorre somente sob condi¢cdes de estresse (radiacdo UV) ou também em

condicdes ndo estressantes.

5.3 Amostras-teste

O extrato seco de Rhodiola rosea e os extratos hidroglicélicos de Anadenanthera
colubrina e Pfaffia paniculata foram fornecidos pela empresa Chemyunion Quimica

Ltda (Sorocaba, SP, Brasil).

5.4 Cultura de fibroblastos humanos

Fibroblastos ~dérmicos humanos criopreservados, na densidade de
aproximadamente 1x10° células/ampola, foram adquiridos comercialmente (Cambrex,
Lonza Bioscience, Walkersville, MD, USA). Os fibroblastos foram semeados em
garrafas de 25 cm’ na densidade de 87.500 células (Corning Inc., New York, NY),
cultivados e expandidos até pelo menos a quinta passagem, em estufa imida a 37 °C na
presenca de 5% de CO,, utilizando meio de cultura especifico, contendo 500 mL de

meio de cultura basal para fibroblastos (FBM - Fibroblast Basal Medium,
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Cambrex/Lonza) suplementado com 10% de FBS (Fetal Bovine Serum,
Cambrex/Lonza), 0,5 mL de uma associacdo de antibidticos contendo gentamicina e
anfotericina-B (GA-1000 — Sulfato de Gentamicina/Anfotericina-B, Cambrex/Lonza),
0,5 mL de insulina bovina (Bovine Insulin, Cambrex/Lonza) e 0,5 mL de fator de
crescimento de fibroblastos humanos (r-Human Fibroblast Growth Factor-B,

Cambrex/Lonza).

O meio de cultura foi substituido duas vezes por semana e, ao atingiram
aproximadamente entre 80 e 90% de confluéncia, as células foram tripsinizadas
(Trypsin-EDTA, Gibco, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA), neutralizadas
com o proprio meio de cultura, centrifugadas (220 x g) por 10 minutos, contadas em
camera de Neubauer, semeadas em placas de 24 pocos (Nunc, Roskilde, DM) na
densidade de 1x10° células/poco e mantidas em condigdes apropriadas de cultivo por 24
h até completa aderéncia a placa de cultura para posterior irradiacio e incubagdo com os

extratos (DIEAMANT, 2008).

5.5 Incubacio da cultura celular com amostras-teste

Momentos antes da incubagdo, as amostras-teste foram dispersas no meio de
cultura para fibroblastos. As amostras-testes foram mantidas no meio em que as células
foram cultivadas por 24h em estufa imida a 37 °C em presenca de 5% de CO,

(DIEAMANT, 2008).

5.6 Protocolo de irradiacao

Apds a completa aderéncia dos fibroblastos a placa de cultura, o meio foi
removido e reservado, e as células lavadas com tampdo fosfato (NaCl 137 mM; KCl
2,7mM; Na,HPO, 8,1mM; KH,PO4 1,5mM). Em seguida, as células foram irradiadas

uma dnica vez UV-A na dose 1 J/cm®. A intensidade de radiagdio UVA utilizada foi
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escolhida com base em testes prévios, em que fibroblastos humanos normais nédo

tiveram sua viabilidade reduzida em funcio da fotoexposicao.

Para a irradia¢do das culturas celulares foi utilizado um simulador de radiagio
UV solar. O equipamento contém lampada de xendnio de 150 W e filtros Schott WG
320 (1,2 mm) e UG 11 (1 mm) que permitem a emissdo de um espectro continuo de
radiacdo na faixa de 320 a 400 nm (UV-A). O instrumento foi estabilizado por, no

minimo, 15 minutos antes da irradiac@o das culturas de células (DIEAMANT, 2008).

5.7 Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por um método colorimétrico, utilizando o
corante hidréxido de tetrazélio, XTT (Sigma Chemical, St. Louis, Mo.). Esse ensaio é
baseado na conversdo de XTT para formazan laranja pela enzima succinato
desidrogenase mitocondrial nas células vidveis. O XTT foi entdo adicionado nas
culturas de fibroblastos na concentragdo de Smg/mL (30 puL/pog¢o) e incubado por mais
4 horas em estufa a 37 °C. A seguir, a absorbancia de cada pogo foi determinada a 450
nm em leitor de microplaca (LGC Biotecnologia, Brasil) e a viabilidade celular foi

expressa em porcentagem (EBERLIN, 2008).

5.8 Extracao e Analise do RNA Total

As células foram homogeneizadas com 1 mL de TRIZOL® (Invitrogen-Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), por 10 segundos, a uma velocidade de 20.000 rpm,
utilizando o homogeneizador de tecido Homomix D-130 (Biosystems, PR, Brasil). Em
seguida, foi realizada a extracdo do RNA total, adicionando 200 pL de cloroférmio aos
lisados e centrifugando os extratos 12.000 rpm por 15 minutos, a 4 °C. O RNA total
presente na fase aquosa foi precipitado com isopropanol, centrifugado a 10.000 rpm, por

10 minutos a 4 °C e lavado com etanol a 75% (v/v). A seguir, o RNA foi seco a
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temperatura ambiente e ressuspendido em 50 pL de 4gua esterilizada tratada com

dietilpirocarbonato, DEPC (Sigma Aldrich, MO, USA).

O RNA total extraido foi quantificado por espectrofotometria no ultravioleta
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001a), e seu grau de pureza serd determinado pela relacdo
das absorbancias a 260 nm e 280 nm. Foram utilizadas apenas amostras cujo grau de

pureza for igual ou superior a 1,8.

A integridade do RNA total foi avaliada por eletroforese capilar pelo
equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., Deutschland Gmbh,
Alemanha). As amostras de RNA foram avaliadas com o auxilio de um marcador de
peso e massa molecular e a drea sobre a curva do marcador molecular foi comparada
com a soma da drea de pico da amostra. Para as amostras de RNA, a fracdo ribossomal
foi determinada, indicando sua integridade. O nimero de integridade do RNA (RNA
integrity number - RIN) foi utilizado para estimar sua integridade baseado na migracéo

eletroforética da amostra, incluindo a presenca de produtos degradados.

5.9 Analise da Expressao de mRNA por RT-PCR em Tempo Real

A quantificagdo da expressio de mRNA dos genes que codificam HSP32,
HSP72, MT-I e SIRT-1 foi realizada por transcricao reversa do mRNA seguida de RT-
PCR em tempo real, utilizando o sistema de amplificacio TagMan Two Step RT-PCR
(Applied Biosystems, Fostes City, CA).

A primeira etapa constituiu da sintese de cDNA a partir de 200 ng de RNA total,
na presenca de 200 ng de iniciadores aleatdrios (random primers) (Invitrogen, MD,
EUA), ditiotreitol (DTT) 20 mM (Invitrogen, MD, EUA), 200 pM de
desoxirribonucleotideos Fosfatados (ANTP - GE Healthcare, Amersham Biosciences do
Brasil, Sdo Paulo, SP), 200 U de transcriptase reversa (SuperscriptTM II RT RNase H) e
tampao de trancricdo reversa (Tris-HCI 250 mM pH 8,3, KCl 375 mM, MgCl, 15 mM)
(Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A mistura foi incubada por 10 min
a 25 °C, seguida de 50 min a 42 °C e 15 min a 70 °C. O cDNA obtido foi armazenado a -
20 °C até a realizagc@o da PCR.
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O cDNA proveniente de RNA total foi amplificado pela PCR em tempo real,
empregando iniciadores (primers) cujas sequéncias foram selecionadas a partir de
publicacdes que utilizaram esses primers de forma satisfatoria (Quadro 1). Selecionou-

se também o gene para beta-2-microglobulina (B2M) como controle endégeno.

O programa de PCR em tempo real foi constituido de: (1) um ciclo de 2 min a 50
°C, (ativagdo da UNG - Uracil-N-Glicosilase); (2) um ciclo de 10 min a 95°C,
(inativacdo da UNG); (3) 40 ciclos de 15 s a 95 °C (desnaturagdo) e 1 min a 60°C

(hibridizacao e extensao).

Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluoréforos das sondas TagMan foram
detectados pelo equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Fostes City, CA).
Os dados foram analisados utilizando-se o programa 7500 System SDS Software
(Applied Biosystems, Fostes City, CA) que gera curvas semi-logaritmicas dos sinais de
amplificacdo. Esse programa fornece o parametro ciclo em que o sinal de fluorescéncia
¢ significativo, denominado ciclo treshold (Ct) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para
cada amostra de cDNA, o Ct de cada gene é registrado e comparado com o de um gene

de expressdo constitutiva, que € utilizado como controle endégeno.

Gene Scquéncias dos iniciadores (5 -3") Referéneia

I orwdia U LA LA

H8P32 Reverse GCAGAATCITGCACTTTGITGCT Smith ef al. (2003)
Sonda CTCAACATCCAACTCTTTGAGGAGTTGCAG

1ISP72 Reverse GCCCTCGTACACCTGGATCA Febbraio; Koukouls
(2000
Sonda CCTACTCCGACAACCAACCCGGG

Forward CTTCTCCTTGCCTCGAAATGGA
MT-1 Reverse AGCAGCAGCTCTTCTIGCAG Raschke ef al. (200¢
Sonda CCCAACTGCTCCTGCTCGCCTAGT

Forward TAGAGCCTCACATGCAAGCTCTA
SIRT1 Reverse GCCAATCATAAGATGTTGCTGAAC Ashraf et al. (2006)
Sonda
ACTCCAAGGCCACGOGATAGGTCCATATACTT

Quadro 2. Sequéncias dos iniciadores e sondas dos genes analisados por meio da
técnica de RT-PCRem tempo real.
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Os valores de Ct obtidos nesses ensaios foram utilizados para célculo da
expressdo relativa de mRNA de cada gene alvo em relacdo a do controle endégeno.

Essa relacio € denominada Delta Ct (ACt) e é calculada pela férmula:

ACt = (Ct gene alvo ~ Ct controle endégeno)

Com o objetivo de avaliar a varia¢do de expressdo entre os diferentes grupos, foi

utilizado o pardmetro Delta Delta Ct (AACt) que € calculado pela férmula:

AACt = (ACt basal - ACt tratado)

Os dados de AACt foram transformados em escala logaritmica (288

), € a
expressao interpretada pelo seu aumento ou diminui¢do apds tratamento e/ou exposicio

a radiacdo.

5.10 Analise dos dados

As alteracOes na expressdo génica foram consideradas significativas quando
valores obtidos no experimento foram superiores a 1,5 vezes (* desvio padrdo) em
relacdo ao controle. Para inibi¢do da expressdo, foram considerados relevantes valores
inferiores a 0,5 vezes (£ desvio padrdo). Tal andlise é proposta por McCarthy e Smyth
(2009), visto que métodos estatisticos mais amplamente utilizados procuram avaliar se a
expressdo diferencial realmente é diferente de zero, mas ndo fornecem garantia de que
as diferencas encontradas s3o grandes o suficiente para ser biologicamente
significativas. Os ensaios foram conduzidos em dois experimentos independentes, cada

um realizado em duplicata.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinacao da viabilidade celular/citotoxicidade

A partir do ensaio de viabilidade celular utilizando o corante XTT, foram
definidas como as maiores concentracdes nao toxicas, ou de toxicidade negligivel: 0,39
% (v/v) para a Pfaffia paniculata; 0,098 % (v/v) para a Anadenanthera colubrina; e
0,0024 % (p/v) para a Rhodiola rosea (Figuras 5, 6 e 7, respectivamente). A reducdo
da viabilidade celular promovida por todos os extratos avaliados mostrou-se
concentracdo-dependente. Os dados representam a média da porcentagem de células

vidveis em relacdo ao controle obtidos de 2 experimentos independentes.
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Figura 5. Efeitos do extrato hidroglicdlico de Pfaffia paniculata sobre a viabilidade
celular de fibroblastos humanos. Os dados representam a média da porcentagem de
células vidveis em relacdo ao controle obtida de 2 experimentos independentes.
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Figura 6. Efeitos do extrato hidroglicélico de Anadenanthera colubrina sobre a
viabilidade celular de fibroblastos humanos. Os dados representam a média da
porcentagem de células vidveis em relacdo ao controle obtida de 2 experimentos
independentes.
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Figura 7. Efeitos do extrato hidroglicélico de Rhodiola rosea sobre a viabilidade
celular de fibroblastos humanos. Os dados representam a média da porcentagem de
células vidveis em relacdo ao controle obtida de 2 experimentos independentes.
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Com base nos resultados obtidos neste experimento, foram selecionadas, para os
estudos de eficdcia in vitro, com a finalidade de obter uma curva dose-resposta para

cada um dos compostos, as seguintes concentragdes:

® Pfaffia paniculata: 0,391; 0,195; 0,098 e 0,049 % (v/v);
® Anadenanthera colubrina: 0,195; 0,098; 0,049 e 0,024 % (v/v);
® Rhodiola rosea: 0,0048; 0,0024; 0,0012 e 0,0006 % (p/v).

6.2 Avaliacao da integridade de amostras de RNA total

Ao avaliar um numero representativo de amostras, aleatérias dos grupos
estudados, de RNA total foi possivel observar que o método de extracdo mantém a
integridade do dcido nucléico. Como exposto na Figura 8, as amostras apresentaram o
nimero de integridade do RNA (RNA Integrity Number - RIN) entre 9 e 10. Vale
ressaltar que amostras com valores de RIN maior ou igual a 8 sdo consideradas com
integridade 6tima, podendo ser utilizadas inclusive em ensaios de grande escala como

na plataforma microarray.
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Figura 8. Eletroforese capilar de RNA total extraido de fibroblastos humanos (amostras
1 a4). RIN: nimero de integridade do RNA (valor ideal>8).
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Figura 8 (Continuacao). Eletroforese capilar de RNA total extraido de fibroblastos
humanos (amostras 5 a 10). RIN: nimero de integridade do RNA (valor ideal>8).

Os picos formados nos eletroferogramas, dispostos na Figura 8, nos tempos de
aproximadamente 42 segundos e 49 segundos, representam os niveis, em unidades de
fluorescéncia (FU), dos fragmentos de RNA ribossdmico (rRNA) 18S e 28S,

respectivamente. J4 o pico formado no intervalo de tempo entre 24 e 28 segundos,
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representa os niveis da subunidade 5S. As amostras de RNA total avaliadas
apresentaram picos elevados para as subunidades 18S e 28S de rRNA, bem como uma
pequena quantidade de RNA 5S. Tais resultados confirmam a integridade das amostras,
visto que a degradacdo do RNA produz uma mudanga na distribui¢do de tamanhos da
molécula para fragmentos menores e uma diminui¢do do sinal de fluorescéncia para as

subunidades 18S e 28S (FLEIGE; PFAFFL, 2006).

6.3 Determinacao dos picos de expressio génica

Ao avaliar a expressdo génica é fundamental determinar o tempo necessdrio,
apds determinado estimulo, para obter niveis alterados de mRNA transcrito. Dessa
forma, sdo minimizadas as chances de resultados falso-negativos. Do contrario, corre-se
o risco de afirmar que determinado gene ndo € diferencialmente expresso, quando na

realidade, o tempo em que ocorrem as alteragdes de expressdo nado foi considerado.

Apesar de existirem, na literatura, trabalhos que determinam os tempos para os
picos de expressdo gé€nica das proteinas avaliadas neste estudo, ndo é recomendada a
utilizacdo desses dados nos experimentos, visto que se trata de avaliagdes com variacdes
quanto a procedimentos, modelos experimentais ou mesmo quanto aos Organismos
empregados. Por essa razdo, cada proteina teve seu pico de expressdo génica avaliado
para cada tipo de tratamento. Na Tabela 1, sdo dispostos os tempos apds a irradiacio
celular necessarios para observacdo de alteracdes na expressdo gé€nica de HSP32,

HSP72, SIRT1 e MT-1, em comparagdo ao grupo controle.

Pfaffia paniculata Anadenanthera colubrina Rhodiola rosea

HSP32 - 4h 4h
HSP72 24h 24h 24h
SIRT1 24h 24h 24h
MT-1 6h 4h 4h

Tabela 1. Tempo (em horas) apods a irradiacdo das culturas celulares tratadas com os
extratos vegetais em que sdo detectados os maiores niveis de expressdo génica de
HSP32, HSP72, SIRT1 e MT-I.
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Mediante o tratamento com os extratos de Anadenanthera colubrina e Rhodiola
rosea, as culturas celulares apresentaram picos de expressdao de HSP32 no tempo de 4 h
apo6s a irradiacdo das culturas celulares. Esse resultado mostrou-se similar aos dados
obtidos pelo estudo de Allanson e Reeve (2004), no qual a HSP32 apresentou os
maiores niveis de expressdo génica 3 h apds a exposicio a radiagdo UVA de fragmentos
de pele de camundongo excisados. No presente estudo, o tempo necessdrio para se obter
o pico de expressdo de HSP32, apds o tratamento com o extrato de Pfaffia paniculata,
ndo foi determinado, visto que os niveis de mRNA obtidos nos tempos investigados néo

puderam ser quantificados.

A expressdo génica de HSP72 mostrou-se superior, em compara¢do ao grupo
controle, 24 horas ap0s a irradiagdo celular. Tal resultado se contrasta com os obtidos no
estudo desenvolvido por Zhou e colaboradores (1998), em que queratinécitos humanos
apresentaram um pico de expressdo de HSP72 no intervalo de 1-3 horas apds serem

submetidos a radiacdo UVB.

Assim como a HSP72, a expressdo de SIRT1 apresentou niveis mais elevados de
mRNA 24 horas apés a fotoexposicdo. Em um estudo avaliando alteragdes na expressio
génica de SIRT1 em camundongos frente a baixa disponibilidade de nutrientes, o pico
de expressdo da proteina ocorreu no intervalo de 12 a 18 horas apds o estresse

nutricional (NORIEGA et al., 2011).

Por fim, o pico de expressdo génica de MT-I ocorreu no tempo de 4 horas, em
culturas celulares tratadas com os extratos de Anadenanthera colubrina e Rhodiola
rosea. Fibroblastos incubados com extrato de Pfaffia paniculata apresentaram niveis
elevados de mRNA para MT-I, 6 horas apds a irradiagdo. Os resultados apresentados
sdo similares aos observados por Oguro e Yoshida (2001), que avaliaram o perfil de
expressdo génica de MT-I em fragmentos de pele de camundongos submetidos a
radiacdo UVA. Neste estudo, o pico de expressdo de mRNA ocorreu 4 horas apds a

fotoexposicao.
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6.4 Avaliacao da atividade moduladora das proteinas de estresse

6.4.1 HSP32

A HSP32 & uma proteina de estresse cuja massa molecular varia de 30 a 35 kDa,
e ¢ induzida em células de roedores, aves e seres humanos por uma variedade de
tratamentos quimicos (HIWASA; SAKIYAMA, 1986; JOHNSTON et al., 1980;
CALTABIANO, et al., 1986). Um dos principais indutores de mRNA de HSP32 nas
células da pele humana € a radiacdo UVA, a qual resulta em uma condicio de estresse
oxidativo celular (KEYSE; TYRRELL, 1987). Neste estudo, foi avaliado o potencial de
modulacdo da expressdo das proteinas de estresse, em culturas celulares, em condig¢do
basal e expostas a radiacio UVA, através do tratamento com extratos vegetais. Na
Figura 9, sao mostrados os efeitos do tratamento de fibroblastos humanos incubados

com o extrato de Anadenanthera colubrina, e em seguida, submetidos a fotoexposicao.

10

Expressdo de HSP32 (mRN A) relativa ao grupo
controle basal

Controle 0,195 0,098 0,049 0,024

irradiado Extrato de Anadenant hera colubrina- % (VIV)

Figura 9. Expressdao relativa de mRNA para HSP32 em culturas de fibroblastos
humanos incubados com o extrato de Amnadenanthera colubrina e, em seguida,
irradiados com UVA. Os dados representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos
independentes.
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De acordo com a Figura 9, é possivel observar que a expressdao de HSP32 foi
modulada positivamente ap6s irradiagdo UVA, em culturas celulares nio tratadas com
extratos vegetais. O aumento de 7,75 vezes, em relagdo ao grupo controle basal, condiz
com o resultado obtido por Applegate e colaboradores (1995). Nesse estudo,
fibroblastos humanos apresentaram, 4 horas apds exposi¢do a radiacio UVA, um
aumento da expressdo de HSP32 de aproximadamente 8 vezes em relacdo ao grupo

controle.

Com relacdo aos grupos tratados, observou-se uma inibicdo do efeito
estimulador da expressdo de HSP32 induzido por UVA. Os grupos tratados com o
extrato de Anadenanthera colubrina nas concentracdes de 0,195; 0,098; 0,049 e 0,024
% (v/v) apresentaram, respectivamente, reducdes na expressio génica de 74 %, 86 %,
76 % e 69 % em relagio ao controle irradiado. Tais valores mostram-se
significativamente inferiores em comparacdo ao grupo controle irradiado, segundo

método de andlise de dados proposto por McCarthy e Smyth (2009).

A principal hipdtese para justificar esse efeito inibidor envolve a composicao
fitoquimica do extrato de Anadenanthera colubrina. Segundo os dados disponiveis no
ANEXO A, o extrato hidroglicdlico de Angico-branco, é composto de 1,11 % de
flavondides totais, determinados através da técnica de Follin-Ciocalteu. Compostos
fendlicos, tais como os flavondides, sdo considerados agentes protetores dos efeitos
deletérios da radiacdo UV, devido a presenca de anéis aromadticos capazes de absorver a
radiacdo (GUARATINI et al., 2009). A inibicdo de HSP32 em fung¢do do tratamento
com flavondides também € descrita na literatura. Em estudo realizado por Abate e
colaboradores (2005), a incubacdo de fibroblastos murinos com o flavondide apigenina

reduziu os niveis protéicos e de mRNA para HSP32, induzidos por hemina.

Dessa forma, sugere-se que o efeito protetor frente a radiacio UV A, exercido
pelos flavondides presentes no extrato de Anadenanthera colubrina, tenha impedido o
aumento dos niveis de HSP32 em células humanas, visto que, nessas condi¢des, ndo
necessitam recorrer a tal mecanismo bioldgico de resisténcia frente ao estresse. A
inferéncia de que o extrato de Angico-branco nido atua como inibidor seletivo da

expressdo de HSP32 € corroborada pelos resultados expostos na Figura 10.
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Expressdode HSP32 (mRNA) relativa ao grupo
controle basal

Extrato de Anadenanthera colubrina - % (vIv)

Figura 10. Expressdo relativa de mRNA para HSP32 em culturas de fibroblastos
humanos em condicio basal e incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina. Os
dados representam a média + desvio padréo de 2 experimentos independentes.

Na Figura 10, observa-se que o extrato de Anadenanthera colubrina nio foi
capaz de alterar significativamente a expressao de HSP32 em fibroblastos humanos em
condi¢do basal, apesar de se observar aumentos em relacio ao grupo controle. Os
grupos tratados com o extrato de Anadenanthera colubrina nas concentragdes de 0,195;
0,098; 0,049 e 0,024 % (v/v) apresentaram, respectivamente, expressoes relativas de
1,23; 1,44; 1,37 e 1,42 vezes superiores em relacdo ao controle basal. Dessa forma,
pode-se afirmar que, apesar de o extrato de Anadenanthera colubrina ndo apresentar a
capacidade biolégica de estimular significativamente a expressao de HSP32, o mesmo
possui potencial de utilizacdo como protetor quimico dos efeitos deletérios da radiacio

UV, devido a sua composi¢ao fitoquimica.

A avaliacdo da capacidade moduladora da expressdo génica das proteinas de
estresse, avaliadas neste estudo, em fibroblastos humanos incubados com Rhodiola
rosea e submetidos a radiagio UVA, ndo pode ser realizada devido as baixas
quantidades de RNA total extraido (ANEXO B). Os niveis de RNA total obtidos nesse
grupo experimental mostraram-se muito inferiores em relagdo, por exemplo, aos grupos

tratados com extrato de Angico-branco (ANEXO C). Uma possivel justificativa para os
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baixos valores de RNA total consiste na fototoxicidade do extrato de Rhodiola rosea,
apesar de ndo serem encontrados na literatura trabalhos que descrevam a fototoxicidade

da planta.

A Figura 11 mostra os efeitos da incubagdo de fibroblastos humanos, em
condi¢do basal, com o extrato de Rhodiola rosea. Observa-se que o extrato vegetal foi
capaz de elevar significativamente os niveis de expressdao génica de HSP32 em todas as
concentracdes avaliadas. Os grupos tratados com o extrato de Rhodiola rosea nas
concentragdes de 0,0048; 0,0024; 0,0012 e 0,0006 % (p/v) apresentaram,
respectivamente, expressdes relativas de 3,30; 5,35; 8,87 e 7,30 vezes superiores em

relacdo ao controle basal.
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Figura 11. Expressdo relativa de mRNA para HSP32 em culturas de fibroblastos
humanos em condi¢do basal e incubados com o extrato de Rhodiola rosea. Os dados
representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes.

A atividade indutora de HSP32 exercida por Rhodiola rosea pode ser atribuida a
presenca do composto salidrosideo, presente no extrato vegetal (DIEAMANT, 2008).

Em estudo realizado por Zhang e colaboradores (2007), células de neuroblastoma
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tiveram a expressdo de HSP32 significativamente aumentada apds a incubagdo com o

composto salidrosideo.

A capacidade indutora de HSP32 do extrato de Rhodiola rosea sugere o
potencial de utilizacdo do extrato como agente citoprotetor. Em um estudo realizado por
Chen e colaboradores (2005), o tratamento com o composto resveratrol resultou em um
aumento no mRNA, bem como nos niveis de proteina da HSP32. Para avaliar se o
aumento da expressdo induzida de HSP32 pelo resveratrol foi responsdvel pela
citoprotegdo, células PC12 foram pré-tratadas com zinco protoporfirina, um inibidor de
HSP32, e resveratrol 6 h antes da inducdo de morte celular pelo tratamento com
peréxido de hidrogénio. Observou-se que a zinco protoporfirina atenuou o efeito
protetor do resveratrol frente a citotoxicidade induzida, sugerindo que o efeito

citoprotetor do resveratrol seja mediado através da indugdo de HSP32.

Outra importante funcdo atribuida a HSP32 refere-se a atividade antioxidante. O
aumento dos niveis de HSP32 catalisa a quebra do anel heme, molécula pré-oxidante
que proporciona a producdo de espécies reativas de oxigénio que, por sua vez,
provocam a peroxidacdo de lipideos, desnaturacdo de proteinas e danos ao DNA
(IMMENSCHUH; RAMADORI, 2000). Dessa forma, o extrato de Rhodiola rosea
apresenta potencial de utilizacdo como agente citoprotetor e antioxidante bioldgico,

devido a sua capacidade de elevar a expressao génica de HSP32.

6.4.2 HSP72

O papel biolégico da familia HSP70 foi estudado primeiramente quanto a sua
relacdo com a termotolerdncia (JOHNSTON; KUCEY, 1988; MAYTIN; WIMBERLY
ANDERSON, 1990). Contudo, inimeros outros agentes sdo capazes de estimular a
expressdo dessa classe de proteinas (CHARVERON; CALVO; GALL, 1995). De
acordo com Trautinger e colaboradores (1999), a irradiacdo UVA € capaz de induzir a

expressdao de HSP72, com padrdes semelhantes aos observados apds o estresse térmico.

Nas figuras 12 e 13 observa-se o aumento da expressdo génica de HSP72

mediante a exposicdo a radiagdo UV A, com valores variando entre 1,68 e 1,99 vezes
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superior a expressdo no grupo controle basal. O mecanismo que controla a expressao de
HSP72 tem inicio devido a ativacdo do fator de transcrigdo HSF-1. O evento que
desencadeia a ativacdo desse fator é a desnaturacdo de proteinas intracelulares que
competem com o fator pela ligagdo as chaperonas da familia HSP70. Por essa razdo, o
dano as proteinas intracelulares causado pela radiacio UVA é capaz de promover a

inducdo de HSP72 (TRAUTINGER et al., 1999).
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Figura 12. Expressdo relativa de mRNA para HSP72 em culturas de fibroblastos
humanos incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina e, em seguida,
irradiados com UVA. Os dados representam a média + desvio padrio de 2 experimentos
independentes.
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Figura 13. Expressdo relativa de mRNA para HSP72 em culturas de fibroblastos
humanos incubados com o extrato de Pffafia paniculata e, em seguida, irradiados com
UVA. Os dados representam a média + desvio padrio de 2 experimentos independentes.

Com relacdo aos grupos tratados com os trés extratos vegetais, ndo se observou

em nenhum dos tratamentos, alteracdes da expressdao de HSP72 significativas, ou seja,

aumentos superiores a 1,5 vezes ou redugdes inferiores a 0,5 vezes, em comparacio ao

grupo controle irradiado (Figuras 12 e 13).

Os tratamentos de culturas celulares, ndo submetidas a fotoexposicdo, com os

extratos de Rhodiola rosea e Pfaffia paniculata também nao foram capazes de modular

a expressdo génica de HSP72, em qualquer uma das concentracdes avaliadas (Figuras

14 ¢ 15).
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Figura 14. Expressdo relativa de mRNA para HSP72 em culturas de fibroblastos
humanos em condicio basal e incubados com o extrato de Rhodiola rosea. Os dados
representam a média + desvio padrio de 2 experimentos independentes.
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Figura 15. Expressdo relativa de mRNA para HSP72 em culturas de fibroblastos
humanos em condicao basal e incubados com o extrato de Pfaffia paniculata. Os dados
representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes.
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Em contrapartida, o extrato de Angico-branco foi capaz de elevar de forma
significativa a expressdo génica de HSP72 em culturas de fibroblastos humanos em
condicdo basal (Figura 16). Na concentracdo de 0,098 % (v/v), o extrato de A.
colubrina elevou os niveis de mRNA da chaperona molecular em 12,19 vezes em
relacdo ao grupo controle basal. Nas concentragdes de 0,195; 0,049 e 0,024 % (v/v), os

aumentos observados foram de 4,89; 8,79 e 3,76 vezes, respectivamente.
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Figura 16. Expressdo relativa de mRNA para HSP72 em culturas de fibroblastos
humanos em condicdo basal e incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina. Os
dados representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes.

O conteido de compostos polifendlicos, representados principalmente por
flavonoéides, de A. colubrina pode justificar a capacidade do extrato vegetal de modular
positivamente a expressao de HSP72. Sabe-se que as enzimas proteina quinase C
(PKC), c-jun N-terminal quinase (JNK) e glicogé€nio sintase quinase (GSK) reprimem a
ativacdo de HSF-1, ao interferirem na fosforilacdo do fator transcricional (VOELLMY,
2004). Considerando que diferentes compostos polifenélicos mostraram-se capazes de

inibir tais enzimas (POZO-GUISADO et al., 2004; WOOD et al., 2004; KIM et al.,
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2006), Putics e colaboradores (2008) sugeriram a existéncia de um mecanismo de

ativacdo de HSF-1 dependente de tais compostos.

A atividade indutora de HSP72 do extrato de A. colubrina sugere o potencial do
extrato vegetal para aplicacdo cosmética. Atribui-se a HSP72 a capacidade de reduzir a
formacdo de proteinas oxidadas e glicoxidadas em fibroblastos humanos (VERBEKE;
CLARK; RATTAN, 2001). Tal atividade deve-se, a0 menos em parte, a sua habilidade
de regular o estado redox celular através da modulacio da atividade das enzimas
glutationa redutase e glutationa peroxidase (GUO et al., 2007). Dessa forma, o extrato
de Angico-branco apresenta potencial de utilizacdo em produtos cosméticos que
previnam ou reduzam os efeitos da oxidacdo protéica, evento caracteristico do

fotoenvelhecimento (SANDER et al., 2002).

A HSP72 ainda desenvolve papel importante na supressdo da morte celular
programada (apoptose). De acordo com diferentes grupos de pesquisa, a HSP72 previne
a apoptose induzida por formas de estresse proteotoxicas. Como exemplo, a super-
expressdao de HSP72 foi capaz de prevenir a morte celular induzida por agentes que
danificam o DNA, tais como radiacio UVA (SIMON et al., 1995) e etoposideo
(SAMALI; COTTER, 1996).

Por fim, a utilidade de compostos ou extratos vegetais que apresentam
capacidade indutora de HSP72 € corroborada por exemplos de produtos comerciais que
desempenham tal atividade. Culturas primdrias de queratindcitos humanos, submetidas
ao estresse térmico e, em seguida, tratadas com o produto RonaCare Ectoin® (Merck®)
desenvolveram um pico de producdo HSP72 em um intervalo de tempo inferior em
comparagdo ao grupo ndo tratado (MERCK®, 2011). Outro ativo cosmético,
ThermostressineTM, de acordo com sua descri¢do comercial, é capaz de induzir a sintese
de HSP72 e, portanto, tem como apelo comercial as fungdes de auxilio na resisténcia

frente ao estresse e melhora da defesa natural da pele (LIPOTEC, 2011).
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6.4.3 SIRT-1

SIRT-1 € membro de um grupo de proteinas denominado histona-desacetilases
de classe III (NORTH; VERDIN, 2004). Essa proteina € capaz de desacetilar uma
variedade de substratos e, portanto, estd envolvida em uma ampla gama de funcdes
fisioldgicas, incluindo o controle da expressdo génica, metabolismo e envelhecimento
(YAMAMOTO; SCHOONJANS; AUWER, 2007; MICHAN; SINCLAIR, 2007). O
papel biolégico de SIRT-1 na pele também tem sido investigado, especialmente em
situacdes de estresse celular. Em um estudo avaliando os efeitos de condigdes
estressantes sobre a sintese de SIRT-1, fragmentos de pele humana irradiados com UVB
(50-200mJ/cm?) exibiram um aumento da expressdo nuclear de SIRT-1 (IMBERT;
FARRA; DOMLOGE, 2008). Nas figuras 17 e 18 sdo exibidos os padrdes de expressdo
génica de SIRT-1 mediante exposi¢ao a radiacdo UVA.
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Figura 17. Expressao relativa de mRNA para SIRT-1 em culturas de fibroblastos
humanos incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina e, em seguida,
irradiados com UVA. Os dados representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos
independentes.
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Expressdo de SIRT -1 (mRNA) relativaao grupo
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irradiado Extrato de Pfaffia paniculata- % (v/v)

Figura 18. Expressdo relativa de mRNA para SIRT-1 em culturas de fibroblastos
humanos incubados com o extrato de Pfaffia paniculata e, em seguida, irradiados com
UVA. Os dados representam a média + desvio padrio de 2 experimentos independentes.

De acordo com as figuras 17 e 18, é possivel observar o efeito da radiagio UVA
sobre os niveis de mRNA para SIRT-1. Fibroblastos humanos submetidos a
fotoexposicao, e ndo tratados, tiveram a expressdo génica da proteina aumentada, com
elevacdes de 1,59 e 1,76 vezes em relagdo aos niveis observados no grupo controle
basal. A inducdo de SIRT-1 frente a exposi¢cdo a radiagdo UVA foi recentemente
demonstrada por Tian e colaboradores (2010). Nesse estudo, voluntdrios submetidos a
radiacao UVA trés vezes por semana, durante 13 semanas, apresentaram os niveis de

expressdo de SIRT-1 elevados significativamente.

Entre os principais efeitos celulares da exposicdo a radiacdo UV-A, destaca-se a
geracdo de danos no DNA, representados principalmente na forma de fotoprodutos ou
quebra da molécula do material genético (DOUKI et al., 2003; COURDAVAULT et
al., 2004). Tais injdrias ao DNA podem justificar o incremento dos niveis de SIRT-1
ap6s a fotoexposicao. Estudo realizado por Jeong e colaboradores (2007) demonstrou
que SIRT-1 eleva a atividade de reparo do DNA, além de formar complexos com a

proteina de reparo Ku70, em células submetidas a irradiacdo. Diversos outros trabalhos
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relatam a capacidade de SIRT-1 em reparar o material genético apds estimulos

estressores (WANG et al., 2008; FAN; LUO, 2010; MING et al., 2010).

De acordo ainda com as Figuras 17 e 18, é possivel observar os efeitos da
incubacgdo das culturas celulares com os extratos de Anadenanthera colubrina e Pfaffia
paniculata, respectivamente, e, em seguida, irradiadas sobre a expressdao gé€nica de
SIRTI. O tratamento com o extrato de Angico-branco reduziu de forma significativa
(redugdes inferiores a 0,5 vezes) a expressdo de SIRT-1 em todas as concentragdes
avaliadas, em comparagdo ao grupo controle ndo tratado e submetido a irradiacdo.
Assim como proposto para o efeito inibidor de HSP32, sugere-se que regulacdo
negativa da expressdo de SIRT-1 decorra do efeito citoprotetor quimico exercido pela
composicdo fitoquimica de Anadenanthera colubrina, especialmente pelo conteudo de

flavonodides.

Em contrapartida, o extrato de P. paniculata, na concentragdo de 0,391 % (v/v),
foi capaz de elevar em 82 % a expressdo de SIRT-1 em relacdo ao grupo controle
irradiado. O extrato hidroglicélico de P. paniculata também foi capaz de elevar
significativamente a expressdo génica de SIRT-1 em cultura de fibroblastos humanos
em condicdo basal (Figura 19). Nas concentragdes de 0,391; 0,195 e 0,098 % (v/v), o
extrato de P. paniculata promoveu aumentos de 2,3; 2,09 e 2,91 vezes em comparacio

ao grupo controle basal.

Ja o extrato de Rhodiola rosea néao foi capaz de alterar significativamente os

niveis de mRNA para SIRT-1 em qualquer das concentragdes avaliadas (Figura 20).

Nas mesmas condi¢gdes, o extrato de Anadenanthera colubrina, assim como o
extrato de Pfaffia paniculata, mostrou capacidade de induzir a expressdo de SIRT-1
(Figura 21). Na concentracao de 0,098 % (v/v), o extrato vegetal elevou em 91 % os
niveis de mRNA para SIRT-1. A atividade indutora de SIRT-1 dos extratos de Pfaffia
paniculata e Anadenanthera colubrina apresenta grande potencial devido a escassez de
compostos descritos na literatura, capazes de modular positivamente essa proteina.
Além do resveratrol, poucos trabalhos relatam a existéncia de ativadores ou indutores da
expressdo de SIRT-1, tais como buteina e visfatina (QUIDEAU, 2003; MOTTA et al.,
2004; GRUBER et al., 2007; TERZIBASI et al., 2007).
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Figura 19. Expressdo relativa de mRNA para SIRT-1 em culturas de fibroblastos
humanos em condicdo basal e incubados com o extrato de Pfaffia paniculata. Os dados
representam a média + desvio padrio de 2 experimentos independentes.

2,0

1,5

10 |
0,5 I
0,0 : T T

0,0048 0,0024 0,0012 0,0006

Expressdo de SIRT -1 (mRN A) relativa ao grupo
controle basal

Extrato de Rhodiolarosea - % (VIV)

Figura 20. Expressdo relativa de mRNA para SIRT-1 em culturas de fibroblastos
humanos em condi¢do basal e incubados com o extrato de Rhodiola rosea. Os dados
representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes.
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Figura 21. Expressdo relativa de mRNA para SIRT-1 em culturas de fibroblastos
humanos em condicio basal e incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina. Os
dados representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes.

E importante destacar também o potencial dos extratos avaliados quanto 2
aplicacdo cosmética. Sirtuinas sdo proteinas que além de atuarem no reparo de danos ao
DNA causados pela fotoexposicdo (WANG et al., 2008; FAN; LUO, 2010; MING et
al., 2010), sdo descritas como agentes promotores da longevidade. Ja foi mostrado que o
periodo de vida de camundongos, incapazes de expressar SIRT-1, é reduzido tanto em
condi¢des normais como sob restricdo caldrica, um comprovado agente promotor da

longevidade e indutor de SIRT-1 (LI et al., 2008).

Outra atividade de SIRT-1 que encontra importante aplicagdo cosmética é a de
modular a expressdao de metaloproteinases (MMPs). Ohguchi e colaboradores (2010)
mostraram que a inibicdo seletiva de SIRT-1 elevou MMP-1 e MMP-3 em nivel

transcricional e protéico, em fibroblastos dérmicos humanos.



6.4.4 MT-1

Metalotioneinas € um grupo de polipeptideos soliveis, ricos em cisteina e de
baixo peso molecular. Duas isoformas de metalotioneinas, MT-1 e MT-II, ja foram
detectadas na pele (COYLE er al, 2002). Estudos mostraram que MT-I exerce
importantes funcdes relacionadas a acdo antioxidante, ligacio a metais pesados e
fotoprotecdo (COYLE et al, 2002; ABLETT et al., 2003; TALBOURDET et al., 2007).
Nas Figuras 22 e 23, sdo demonstrados os efeitos do tratamento de culturas celulares

com os extratos vegetais de Pfaffia paniculata e Anadenanthera colubrina e, em

seguida irradiadas, sobre a expressdo génica de MT-1.

10

Expressio de MT -1 (mRNA) relativaao grupo
controle basal

Controle

irradiado

0,391 0,195 0,098

Extrato de Pfaffia paniculata- % (v/v)

0,049

Figura 22. Expressdo relativa de mRNA para MT-I em culturas de fibroblastos
humanos incubados com o extrato de Pfaffia paniculata e, em seguida, irradiados com
UVA. Os dados representam a média + desvio padrio de 2 experimentos independentes.
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Figura 23. Expressdo relativa de mRNA para MT-I em culturas de fibroblastos
humanos incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina e, em seguida,
irradiados com UVA. Os dados representam a média + desvio padrao de 2 experimentos
independentes.

De acordo com as Figuras 22 e 23, é possivel observar que a irradiacio UVA
promoveu, isoladamente, em fibroblastos humanos aumentos da expressdo de MT-I
variando de 8,12 a 11,12 vezes em relacdo ao grupo controle nao irradiado. Os efeitos
da radiacio UVA sobre a expressdo de MT-I, em fragmentos de pele de camundongos,
foram avaliados por Oguro e Yoshida (2001). Segundo o estudo, os niveis mRNA para
MT-I foram elevados em 6 vezes, em comparacdo ao grupo controle, 4 h apds a

irradiacdo da pele.

De acordo ainda com as figuras 22 e 23, é possivel observar o efeito inibidor da
expressdo de MT-I nos grupos tratados com os extratos vegetais, em comparacdo ao
grupo controle irradiado. Nas concentracdes de 0,391; 0,195 e 0,098 % (v/v), o extrato
de P. paniculata promoveu reducdes de 88 %, 82 %, 87% e 80 %, respectivamente, em
comparacdo ao grupo controle irradiado. De forma semelhante, o extrato de A.
colubrina promoveu, nas concentracdoes de 0,195; 0,098; 0,049 e 0,024 % (v/v),
diminui¢cdes na expressio génica de MT-1 de 59 %, 84 %, 84% e 83 %,

respectivamente.
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A radiacaio UVA jia foi demonstrada como agente indutor de MT-I,
provavelmente, em funcio da geracdo de radicais livres (OGURO; YOSHIDA, 2001).
Resultados semelhantes, aos observados nas figuras 22 e 23, foram relatados em um
estudo, em que os compostos tocoferol e 1,4-Diazabiciclo [2,2,2] octano (DABCO),
ambos agentes neutralizadores de espécies reativas de oxigénio, inibiram a expressio
génica de MT-I, previamente induzida pela exposicdo a radiagio UVA (OGURO;
YOSHIDA, 2001). Sugere-se, portanto, que a inibi¢do da expressdo de MT-I pelos
extratos vegetais avaliados decorra da habilidade dos mesmos de reduzir ou prevenir os
danos causados pela radiacdo, por outros mecanismos, tais como acao neutralizadora de
radicais livres. Por essa razdo, € possivel que a célula nido necessite recorrer a ativacio

da expressdo génica de metalotioneinas para suportar o estresse induzido.

A inferéncia quanto a atividade inibidora indireta da expressdo génica de MT-I
pelos extratos de P. paniculata e A. colubrina em células submetidas a irradiacdo é

corroborada pelos resultados mostrados na Figuras 24 e 25.
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Figura 24. Expressdo relativa de mRNA para MT-I em culturas de fibroblastos
humanos em condicio basal e incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina. Os
dados representam a média + desvio padrio de 2 experimentos independentes.
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Figura 25. Expressdo relativa de mRNA para MT-I em culturas de fibroblastos
humanos em condicao basal e incubados com o extrato de Pfaffia paniculata. Os dados
representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes.

E possivel observar que ambos os extratos foram capazes de modular
positivamente a expressao génica de MT-I em fibroblastos humanos sob condi¢do basal.
O extrato de A. colubrina promoveu, nas concentracdes de 0,098; 0,049 e 0,024 %
(v/v), aumentos na expressdo génica de MT-I de 5,24; 2,48 e 2,24 vezes,
respectivamente, em comparagdo ao grupo controle basal (Figura 24). Nas mesmas
condicdes, o extrato de P. paniculata, na concentragao de 0,195 (v/v), elevou em 63 %

os niveis de mRNA para MT-I (Figura 25).

O extrato de Rhodiola rosea também mostrou-se capaz de induzir a expressao
génica da metalotioneina (Figura 26). Nas concentracdes de 0,0048; 0,0024; 0,0012 e
0,0006 % (p/v), o extrato vegetal promoveu aumentos na expressdao génica de MT-I de

2,62; 1,87; 5,86 e 6,48 vezes, respectivamente, em comparacio ao grupo controle basal.
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Figura 26. Expressdo relativa de mRNA para MT-I em culturas de fibroblastos
humanos em condicdo basal e incubados com o extrato de Rhodiola rosea. Os dados
representam a média + desvio padrio de 2 experimentos independentes.

Uma das principais atividades de MT-I € a fungdo reparadora do material
genético, que apresenta importante aplicacdo cosmética. De acordo com estudo
realizado por Takaishi e colaboradores (2009), camundongos incapazes de expressar as
metalotioneinas MT-I e MT-II apresentaram a freqiiéncia de danos ao DNA, tais como

fragmentacdo, formagdo de adutos e dano oxidativo, aumentada.

Outros estudos atribuem a metalotioneina importante agfo antioxidante
(HANADA et al., 1993; OTA; HANADA; HASHIMOTO, 1996). Em fun¢do de sua
acdo antioxidante, MT-I desenvolve, indiretamente, papel relevante no processo de
despigmentacdo. Sabe-se que, durante o processo de pigmentagdo induzido por UV-B,
queratindcitos secretam indmeras citocinas, hormonios e mediadores quimicos, tais
como endotelina-1, hormdnio de estimulacdo de melandcitos e prostaglandina E,, os
quais estimulam a producdo de melanina (HACHIYA et al., 2004; TOMITA et al.,
1987, BOLOGNIA; MURRAY; PAWELEK, 1989). Considerando a atividade
antioxidante de MT-I, Ochiai e colaboradores (2008) avaliaram a capacidade do

complexo glicina-Zn(II), um indutor de MT-I, de suprimir a produ¢do de melanina
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induzida por UV-B. De acordo com o estudo, o complexo mostrou-se capaz de reduzir a
sintese do pigmento melanina, tornando-o um candidato a novo ativo cosmético

clareador de pele.

Dessa forma, a capacidade indutora de MT-I dos extratos de Anadenanthera
colubrina, Pfaffia paniculata e Rhodiola rosea, demonstrada no presente estudo, sugere
o potencial de uso dos extratos em produtos cosméticos, devido, principalmente, as

acoes antioxidante e reparadora de danos no DNA.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente estudo permitem concluir que:

e O extrato de Anadenanthera colubrina foi capaz de reduzir as expressoes
génicas de HSP32, SIRT-1 e MT-I, em fibroblastos irradiados por UVA ap6s
incubacdo com o extrato vegetal, provavelmente, devido a capacidade
citoprotetora quimica do extrato vegetal frente a radiagao;

e O extrato de Anadenanthera colubrina foi capaz de modular positivamente as
expressoes génicas de HSP72, SIRT-1 e MT-I, em fibroblastos sob condicdo
basal;

e O extrato de Pfaffia paniculata foi capaz de suprimir a expressdo de MT-I, além
de elevar a expressdo gé€nicas de SIRT-1, em fibroblastos irradiados por UVA
apd6s incubagio com o extrato vegetal;

e Em fibroblastos humanos sob condi¢cdao basal, o extrato de Pfaffia paniculata
elevou os niveis de mRNA para SIRT-1 e MT-I;

e Por fim, o extrato de Rhodiola rosea mostrou-se capaz de aumentar as

expressdes de HSP32 e MT-I, em fibroblastos sob condi¢éo basal.

Dessa forma, sugere-se, de forma geral, que os extratos de Pfaffia paniculata,
Rhodiola rosea e Anadenanthera colubrina apresentem potencial para atuarem como
agentes antioxidantes bioldgicos, promotores da citoprotecdo celular e da longevidade
celular devido a capacidade de estimularem a expressio génica das proteinas de
estresse. Devido a tal capacidade, os extratos vegetais avaliados tem potencial para

utilizacdo em produtos cosméticos, especialmente, com finalidade antienvelhecimento.
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ANEXOS

ANEXO A. Relatério de andlise de flavondides totais de amostra do extrato
hidroglicdlico de Anadenanthera colubrina, através da técnica de Follin-Ciocalteu.
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ANEXO B. Resultados da quantificagdo de RNA total extraido de culturas celulares
incubadas com o extrato hidroglicélico de Rhodiola rosea.

Quantificacdo de RNA total Tratamento com R hodiola rosea

Grupos ug/ml pgem 29 ul.

1 - Controle UV 220 6,38

2 - Controle UV 240 6,96

3-0,0048 % (p/v) 10 0,29

4 - 0,0048 % (p/v) 9 0,26

Grupos 5-0,0024 % (p/v) 10 0,29
Imadiados 6 - 0,0024 % (p/v) 20 0,58
7-0,0012 % (p/v) 8 0,23

8 -0,0012 % (p/v) 5 0,15

9 - 0,0006 % (p/v) 5 0,15

10 - 0,0006 % (p/v) 13 0,38

1 -Controle Basal 280 8,12

2 - Controle Basal 320 9,28

3-0,0048 % (p/v) 380 11,02

4 - 0,0048 % (p/v) 400 11,60

Grupos 5-0,0024 % (p/v) 340 9,86
Basais 6 - 0,0024 % (p/v) 320 9,28
7-0,0012 % (p/v) 400 11,60

8-0,0012 % (p/v) 340 9,86

9 - 0,0006 % (p/v) 340 9,86
10 - 0,0006 % (p/v) 360 10,44
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ANEXO C. Resultados da quantificagdo de RNA total extraido de culturas celulares

incubadas com o extrato hidroglicélico de Anadenanthera colubrina.

Quantificacdo de RN A total Tratamento com Anadenanthera colubrina

Grupos pg/ml pgem 29 uL
1 - Controle UV 280 8,12
2 - Controle UV 220 6,38
3-0,195 % (p/v) 340 9,86
4-0,195 % (p/v) 320 9,28
G rupos 5-0,098 % (p/v) 300 8,70
Iradiados 6 - 0,098 % (p/v) 280 8,12
7 - 0,049 % (p/v) 140 4,06
8 - 0,049 % (p/v) 190 5,51
9-0,024 % (p/v) 180 5,22
10 - 0,024 % (p/v) 200 5,80
1 -Controle Basal 360 10,44
2 - Controle Basal 370 10,73
3-0,195 % (p/v) 320 9,28
4-0,195 % (p/v) 340 9,86
G rupos 5-0,098 % (p/v) 400 11,60
Basais 6 - 0,098 % (p/v) 400 11,60
7 - 0,049 % (p/v) 360 10,44
8- 0,049 % (p/v) 380 11,02
9-0,024 % (p/v) 360 10,44
10 - 0,024 % (p/v) 360 10,44




ANEXO D. Artigo de revisdo intitulado “Heat shock proteins (HSP): dermatological

implications and perspectives”.

Review article

Wagner VIDAL MAGALHAES!
Marcelo Fibio GOUVEIA
NOGUEIRA?

Telma Mary KANEKO'

! Laboratério de Controle Biol6gico de
Qualidade de Medicamentos e Cosméticos -
Universidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Lineu
Prestes 580,

Bloco 13,

Séo Paulo,

Brasil

2 Laboratério de Micromanipulagio
Embriondria - Universidade Estadual
Paulista Iilio de Mesquita Filho,

Avenida Dom Antbnio,

2100, Assis,

Brasil

Reprints: W. Vidal Magalhdes
<wmagalhaes@usp.br>

Article accepted on 8/4/2011

Eur I Dermatol 2011 (epub ahead of print)

Heat shock proteins (HSP): dermatological
implications and perspectives

In recent years, several studies have demonstrated the protective effect
of Heat Shock Proteins (HSP) on different organs and tissues under
stressful conditions. However, most research explores the performance
of those molecular chaperones during immune responses or pathologi-
cal conditions like cancer, whereas the number of studies related to
the performance of HSPs in the skin during diverse natural or physio-
pathological conditions is very low. Therefore, the aim of this article
was to summarize the main concepts concerning the expression and
performance of HSPs, from analysis of current medicine and cosme-
tics publications, as well as exploring the importance of these proteins in
the dermatological area in physiological events such as cutaneous aging,
skin cancer and wound healing and to present final considerations related
to biotechnology performance in this area.

Key words: heat-shock proteins, skin, gene expression, skin manifes-
tations, prevention and control

proteins in the biosphere [1]. The fact that they

I I eat shock proteins (HSPs) are the most abundant HSPs in skin

show remarkable evolutionary conservation sug- .

gests they are essential for basic cellular function, A number  In recent years, numerous studies have demonstrated the
of studies have shown that the expression of these proteins  protective effects of HSPs on different organs subjected
has a close relationship with life history, exerting influence tD-dlffBrBl]K _S[re“_f“l conditions. In skin, cells Of_ both der-
on biological phenomena such as stress resistance [2, 3] ~ Mis and epidermis express HSPs [21, 22], which confer
and longevity [4-6]. HSPs are identified and classified into  resistance to damage caused by stressors such as sunlight
families according to their molecular masses measured in ~ exposure [23].

kilodaltons (kDa). In table I, the major HSPs and their However, these proteins show expression patterns that vary

functions are represented.

with the stressor and cell type. Keratinocytes, for example,

The initial step for the discovery of this broad group of ~ constitutively express HSP 72, which is consistent with the
shock proteins occurred in 1962, when RITOSSA (1962)  need for these cells to protect themselves against numerous
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[7] incidentally observed a new pattern of chromosomes  forms of environmental stress to which they are subjected
thickening in Drosophila salivary gland cells exposed to daily and constantly [24]. In fibroblasts, on the other hand,
high temperatures. Besides heat shock there are different HSP 72 expression is almost undetectable in normal con-
factors responsible for the expression of HSPs. The most  ditions [25]. Other HSP families - such 4 HSPs 27, 60, 90
studied category of stimuli corresponds to environmental f‘“d 110 - are allso normally present on skin, predominantly
stress, which are the best known inducing agents, such as  in the epidermis [26].

radiation [8-10], oxidative damage [11, 12], heavy metals Each HSP has essential and specific functions in the skin

[13, 14] and even heat stress [15, 16]. Many of these stres- - ”_13 HSP 2.7 srabil_izes the f‘c‘i" c3{10§keleton [27] and
sors share the property of being proteotoxic, i.e. elements 1S lnvol\{ed mn I.(erﬂtmo.cyte dlfferentmnon. [23]~ whereas
that adversely affect the correct conformation and, conse- HSP 47 is associated with collagen synthesis in fibroblasts

quently, functioning of proteins [17]. In such circumstances, ~ [29]. In recent decades, many studies have investigated the
HSPs are synthesized largely as a response which aims at expression of different HSP families in various situations,
minimizing cell damage, ensuring the survival of the cellor ~ such as aging and tissue repair, in order to unravel the role
organism, and also inducing subsequent stress resistance.  Of these proteins during such events.

This inducible cellular tolerance was firstly reported after
heat shock and was thus called thermotolerance [18].
There are also constitutively expressed HSPs that under
normal conditions act as molecular chaperones. Chaperones
exert activity in the synthesis, folding and transport of new ly
synthesized proteins (see the review in [19]), reducing the ~ Photoaging is mainly the result of UV-induced damage of
likelihood of inappropriate protein interactions, which can the dermal connective tissue of the skin [30]. DNA dam-
result in pathological changes in a given organism (see the  age and oxidative stress are the initial molecular events
review in [20]). that lead to the majority of clinical and histopathological

HSPs in photoaging
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Table 1. Major HSPs and their functions.

Name Molecular mass (kDa) L Function

Ubiquitin 8 Cytosol/Nucleus Protein degradation

HSP 10 10 Mitochondrion/Chloroplast HSP60 cofactor

HSP 27 27 Cytosol/Nucleous Keratinocytes growth and differentiation

Heme oxygenase-1 32 Cytosol Antioxidant, wound healing, anti-inflammatory

HSP 47 47 Endoplasmic reticulum Procollagen chaperone, wound healing

HSP 60 60 Mitochondrion/Chloroplast Molecular chaperone

HSP 72 70 Cytosol/Nucleous Longevity, stress resistance,
anti-inflammatory, anti-photoaging

HSP 90 90 Cytosaol/Nucleous HSPs expression control

HSP 110 110 Cytosol/Nucleous Molecular chaperone

features of photoaging, as a result of UV radiation
exposure [31].

UV-B radiation induces the synthesis of photoproducts,
dimers, between adjacent pyrimidine bases in DNA strands
[32]. If not repaired, the dimers are propagated over cell
multiplication and may result in tumor formation [33].
These lesions in DNA also contribute to the process of
skin aging by signaling the release of metalloproteinase-
1 (MMP-1) from fibroblasts, the enzyme responsible for
collagen degradation [34].

Moreover, the skin is one of the organs most affected by
oxidative stress, by exposure to external agents such as
air pollution [35] and radiation [36], as well as by normal
metabolism of cells [37, 38]. In all cases, the production of
reactive oxygen species (ROS) occurs, which are capable
of damaging biological sites, such as lipids, proteins and
DNA. Damage to any of these components can interfere
seriously with the normal functions of cells and can result
in pathological processes such as inflammation and cancer
[39].

The development of characteristic changes in collagen and
elastic fibers, observed in photoaging, also has a direct
relationship with the generation of ROS. According to a
study by CHOI er al. (2009) [40], the increase of tropoe-
lastin (precursor molecule of elastin) mRNA levels, due
to the generation of ROS, contributes to the accumula-
tion of abnormal elastic material. This phenomenon, known
as solar elastosis, is considered the most evident patholo-
gical change in photodamaged skin. Moreover, oxidative
stress induces the synthesis and activation of metallopro-
teinases [41, 42] and inactivates inhibitors of these enzy mes
[43].

In this context, it is important to highlight HSP 72 as an
agent of great potential in the fight against photoaging. This
protein was able to reduce the accumulation of oxidized and
glycoxidized proteins of human fibroblasts in in vitro tests
[44]. Such capacity may be due, at leastin part, toits ability
to regulate cellular redox status by modulating glutathione
peroxidase and glutathione reductase activities [45].
Furthermore, heat shock (a potent HSP inducing stimulus)
has been described to attenuate UVB-induced cell death in
human skin cells [46]. The HSPs role during this protec-
tion process was observed in one study that demonstrated
that inhibition of HSP 72 expression nullifies the protective
effect of a prior hyperthermia on subsequent UV-induced
damage on human A431 keratinocytes [47]. Jantschitsch
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et al. (2002) [48] observed that the heat preconditioning of
human melanocytes, keratinocytes and fibroblasts was also
able to slightly increase the rate of repair of UV-induced
thymine dimers 3 hours after exposure to UV-B, compared
to controls.

Besides HSP 72, another stress protein plays a fundamental
role in adaptive responses against oxidative stress. HSP 32,
also known as heme oxygenase, is considered an antioxi-
dant enzyme because of its protective role against the toxic
effects of free radicals generation. This enzyme catalyzes
the degradation of free heme (a potent oxidizing agent)
inFe?*, carbon monoxide and biliverdin, whichis converted
under the action of biliverdin reductase to bilirubin [49], a
pigment that has antioxidant properties [50].

The role of HSPs during the aging process is also high-
lighted by the fact that induction of these molecular
chaperones is intimately related to increased longevity.
Tatar and colleagues (1997) [51] found that heat-induced
expression of HSP 70 increased Drosophila melanogaster
lifespan at normal temperatures. Also, it is known that HSP
90 is essential for the proper functioning of telomerase, the
enzyme that regulates cellular lifespan [52].

Despite the enormous importance of heat shock proteins
in the aging process, in various experimental models the
stimulation potential of HSP synthesis in senescent cells
submitted to a stressor or inducer was shown to be lower
than in young cells. Nizard ef al. (2004) [53] demonstrated
that the induction of HSP 47 expression in response to
application of Salix alba extract in cultured fibroblasts is
significantly more severe in young cells. In addition, a
decreased level of induction of HSP 72 in aged skin cells
subjected to heat stress (45°C for 1 hour) was observed
[54].

HSPs in skin cancer

Currently, skin cancer is considered the greatest incident
cancer type worldwide, predominantly in Caucasians. The
total number of procedures for skin cancer increased 76.9%
inthe Medicare fee-for-service population during the period
between 1992 and 2006 [55]. A 2004 survey showed the
existence of 2.9 million new cases and an average of 1.7
million deaths annually, considering the population of 25
European countries [56].
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Skin cancer is characterized by abnormal and uncontrolled
growth of cells that make up the skin. UV is experimentally
and epidemiologically proved as the main “causal agent” of
skin cancer [57]. Notably, the prevalence of these lesions is
directly related to the individual’s age [58, 59] and it may be
conjectured that this fact is due to cumulative exposure to
radiation. The protection of epidermal cells against damage
by UV radiation is mediated by numerous mechanisms such
as DNA repair, activation of antioxidantenzymes, increased
melanin and the expression of some HSPs. It is known that
during UV exposure the transcription factor HSF-1 (respon-
sible for controlling the expression of HSP 72) is activated,
resulting inincreased expression of HSP 72 in keratinocytes
[60].

A group of researchers demonstrated the ability of HSPs
to protect against skin cancer [61]. In this study, it was
reported that overexpression of HSP 27 in transfected cell
line A431 (human epidermal carcinoma) injected into nude
mice was able to slow tumor development. Also, clinical
trials in melanoma have demonstrated that HSP-peptide
complexes (HSPPC-96) derived from autologous tumors
can be used as a vaccine to treat melanoma [62].

In contrast to HSPs’ therapeutic potential in cancer treat-
ment, it has also been show n that HSP 72 expression favors
the survival of cancer cells [63]. In this study, the authors
observed that after neutralization of HSP 72 by a peptide,
mouse melanoma cells (B16F10) became more susceptible
to apoptosis.

HSPs in wound healing

The wound healing process comprises several complex
interdependent phases. These phases consist of three impor-
tant steps: inflammation, granulation tissue formation with
extracellular matrix deposition (proliferation) and remod-
eling (maturation) [64]. Failure or prolongation of these
phases can result in delayed healing or non-closure of
surgical wounds, which represent a significant cause of
morbidity and mortality that implies an increased cost to
health systems [65, 66].

Inthis context, itis important to emphasize the role of HSPs.
During tissue repair, several cells inside or near the lesion
are subjected to a wide variety of stressful conditions such
as dehydration, exposure to oxygen, interruption of blood
supply and decreased glucose levels [67]. Laplante et al.
(1998) [68] examined the expression of HSPs 27, 60, 72
and 90 during the repair process, and observed changes in
the expression pattern of these proteins in such situations. In
the thickened epidermis, HSP 70 showed a reduced expres-
sion, HSP 60 was induced in low suprabasal and basal cells,
whereas HSP 90 and HSP 27 preserved a suprabasal pattern
with an induction in basal and low suprabasal cells.

HSP 47, HSP 72 and HSP 32 are among the most important
HSPs during tissue repair. HSP 47, located in the endo-
plasmic reticulum lumen, participates in the early stages
of synthesis, folding and assembly of the trimeric structure
of procollagen, a precursor molecule of collagen [29, 69].
In addition, it has been shown that overexpression of HSP
47 is responsible for the overproduction of collagen, the
predominant phenomenon in the formation of keloids [70].
HSP 72, also known as HSP 70, is a cytosolic protein
that acts in different forms during wound healing. Besides

EID 2011 (epub ahead of print)

acting as a molecular chaperone and helping with home-
ostasis and cell survival, the expression of HSP 72 is related
to the increased phagocytic ability of macrophages during
healing [71]. Constitutively, this protein is little expressed
in the epidermis whereas, in the dermis, its expression is
not observed before or after an injury. However, its pres-
ence is remarkable in epidermal cells near the injured area
[72]. One study has also shown that delivery of HSP 72
into renal tubular cells confers anti-inflammatory action
due toits ability to block activation of nuclear factor NF-kB
[73], responsible for activation of several pro-inflammatory
molecules.

After atissue injury, increased expression of HSP 32 occurs
in the early days, being probably important for cells to sup-
port oxidative stress due toresulting inflammatory response
[72]. Increased expression and activity of HSP 32, depend-
ing on the treatment of C57BL6 mice with tin chloride,
resulted in a significant acceleration of wound healing and
attenuation of the inlammatory response [74].
Interestingly, application of recombinant HSP 90 in a car-
boxymethylcellulose cream enhanced skin wound healing
during days 5-13, with an overall 30% improvement of
mice wound healing time [75].

Pharmacological inducers

Given the diversity of cytoprotective properties of HSPs,
there is enormous interest in discovering and developing
pharmacological agents capable of safely modulating the
expression of these proteins. Despite the use of pharmaco-
logical inducers which flee the field of emergencies, due to
the fact that cells require a period of time to fully develop
the production of HSPs, such agents find applications in
elective surgery [76] or in the prevention of skin disorders
through their incorporation into cosmetic products.

As already mentioned, there are numerous agents capa-
ble of elevating the expression of HSPs. However, the vast
majority of these inducers, such as heat shock, UV radia-
tion or ethanol exhibit significant cytotoxicity and thereby
compromise cell viability, which explains the induction of
these agents. However, the induction of HSPs by known
drugs such as geranylgeranylacetone [77] and bimoclomol
[78] has been verified, which demonstrably do not consti-
tute a form of stress to cells. The ability of plant extracts
and compounds to induce HSPs has also been verified,
such as the extract of Salix alba, which can raise levels of
HSP 47 in fibroblasts [53], and pigment curcumin, derived
from Curcuma longa, which induced expression of HSP
32 in a non-toxic manner in normal adult skin fibroblasts
[79]. In addition, paeoniflorin, one of the major constituents
of a herbal medicine derived from Paeonia lactiflora,
showed activity in inducing HSP 27, 40 and 72 in in vitro
tests [80].

Conclusion and perspectives

Recent studies have demonstrated the therapeutic potential
of manipulating HSP expression, including, most impor-
tantly, vaccines against tumors and cell protection against
lethal damage caused by stress agents.
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With regard to dermatology, protection against environ-
mental stresses such as UV radiation, heat and pollution,
prevention and repair of the effects of skin aging, and
the optimization of the wound healing process are possi-
ble application fields for topical and systemic HSP-inducer
compounds. Induction of HSP 72, for example, find appli-
cations in anti-aging products, due toits ability toreduce the
accumulation of oxidized and glycoxidized proteins in skin
cells, and also to decrease cell damage induced by UVB.
In turn, HSP 32 is a key enzyme that exerts an antioxidant
tole, protecting cells against oxidative damage, presenting
potential for use in products that reduce oxidative damage
caused by sun exposure. HSP 47 is another protein of huge
dermatological importance because it is related to collagen
synthesis by fibroblasts, and is thus a target protein both for
cosmetics and for skin wound healing products.

Besides the use of expression inducers, encapsulation vehi-
cles, such as liposomes, emerge as a likely alternative for
protection of skin cells by HSPs for topical application in
order to generate direct cytoprotective effects.
Considering the search for eternal beauty built into the
current cultures in different nations and social classes, as
well as the increased demand for multi-functional cos-
metic products, the direct availability or induction of HSPs
by products of this genre comes with excellent success
prospects, both for the cosmetics market and for dermato-
logical medicine. As an example, Creme Reminéralisante®
marketed by Anna Pegova can be mentioned. According to
the product description, its anti-aging property is due to its
ability to stimulate the synthesis of heat shock proteins [81].
Another example, Langerhans cells treated with RonaCare
Ectoin® (Merk®) showed, under stress conditions, faster
formation of HSP 72 in comparison to untreated cells [82].
Because of HSPs’ remarkable protective and preventive
capacity, the development and evaluation of active com-
pounds capable of inducing their expression should be
considered as essential goals of the current scientific com-
munity. l

Disclosure. Financial support: none. Conflicts of interest:
none.
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