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RESUMO 
 
 

MAGALHÃES, W.V. Avaliação da atividade moduladora da expressão de 
proteínas de estresse de extratos de Anadenanthera colubrina, Pfaffia paniculata e 
Rhodiola rosea para aplicação cosmética antienvelhecimento. 2012. 99 f. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2012. 
 
 
Estudos têm relatado o potencial de aplicação cosmética de classes de proteínas que 
conferem resistência aos diferentes tipos de estresse sobre a pele. Nesse contexto, as 
proteínas de estresse - proteínas de choque térmico, metalotioneínas e sirtuínas - 
enquadram-se entre as proteínas de grande potencial no combate ao 
fotoenvelhecimento. Diversos extratos vegetais tem mostrado potencial de induzir uma 
ou mais proteínas de estresse. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos 
in vitro da aplicação isolada dos extratos de Anadenanthera colubrina (Angico branco), 
Rhodiola rosea (Rodiola), Pfaffia paniculata (Pfaffia), sobre a expressão gênica das 
proteínas do choque térmico (Heat shock proteins, HSP32 e HSP72), metalotioneína 
(MT-I) e da sirtuína isoforma SIRT1, em condição basal e mediante exposição aguda 
das culturas celulares à radiação UV. Como resultados de maior relevância o extrato de 
Anadenanthera colubrina foi capaz de modular positivamente as expressões gênicas de 
HSP72, SIRT-1 e MT-I, em fibroblastos sob condição basal. Já o extrato de Pfaffia 

paniculata foi capaz de elevar a expressão gênica de SIRT-1, em fibroblastos irradiados 
por UVA após incubação com o extrato vegetal e sob condição basal, além de induzir 
MT-I em culturas não irradiadas. Por fim, o extrato de Rhodiola rosea elevou as 
expressões de HSP32 e MT-I, em fibroblastos sob condição basal. Devido à capacidade 
indutora das proteínas de estresse pelos extratos vegetais avaliados, sugere-se que os 
mesmos apresentam potencial para utilização em produtos cosméticos, especialmente, 
com finalidade antienvelhecimento. 
 
 
Palavras chaves: proteínas de estresse; pele; antienvelhecimento; cosméticos; 
expressão gênica. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
ABSTRACT 

 
 
MAGALHÃES, W.V. Avaliação da atividade moduladora da expressão de 
proteínas de estresse de extratos de Anadenanthera colubrina, Pfaffia paniculata e 
Rhodiola rosea para aplicação cosmética antienvelhecimento. 2012. 99 f. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São 
Paulo, São 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 (Fáfia) 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-I 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. INTRODUÇÃO 

 

 

O envelhecimento cutâneo é um fenômeno biológico complexo resultado da 

alteração de diferentes constituintes da pele. Dois processos que ocorrem 

simultaneamente são responsáveis pela aparência senil do tecido cutâneo 

(TZAPHLIDOU, 2004). O primeiro é o envelhecimento intrínseco, um processo 

geneticamente programado, independente de fatores ambientais e que afeta a pele da 

mesma maneira que a órgãos internos. O segundo processo é o envelhecimento 

extrínseco, ou fotoenvelhecimento, resultado da exposição a agentes externos, com 

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

 As principais manifestações clínicas observadas na pele em decorrência do 

fotoenvelhecimento são o espessamento do tecido cutâneo, aparecimento de rugas, 

pigmentação irregular, além do desenvolvimento de neoplasias (GILCHREST, 1989). 

Os eventos moleculares que conduzem a maioria de tais manifestações são os danos ao 

DNA e o estresse oxidativo, a partir da geração de espécies reativas de oxigênio 

(TRAUTINGER, 2001). 

Devido à sua severidade capaz de produzir danos inclusive em indivíduos 

jovens, o envelhecimento extrínseco, é considerado o principal alvo da maioria dos 

produtos cosméticos (TAYLOR et al., 1990). Assim, existe uma grande demanda por 

produtos cosméticos com eficiência comprovada tanto para a prevenção como para 

redução dos efeitos da exposição cumulativa à radiação UV.  

Diante das consequências biológicas do envelhecimento e embasados no 

conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos em tal processo, pesquisadores 

vêm buscando o desenvolvimento de novas estratégias preventivas para aplicação 

cosmética capazes de combater a senescência cutânea. Na literatura, trabalhos têm 

relatado o papel e o potencial de aplicação cosmética de diferentes classes de proteínas, 

que conferem resistência ao estresse celular (DAHLGGARD et al., 1998; HANADA, 

2000; LUO et al., 2001).  

Neste estudo, destacamos as proteínas do choque térmico, metalotioneínas e 

sirtuínas como agentes fundamentais no controle de diversos eventos biológicos na pele. 

Dentre as atividades dessas proteínas com aplicação no combate ao fotoenvelhecimento 
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destacam-se o aumento do nível de reparo do DNA, elevação da resistência celular 

frente à radiação UV, ação antioxidante e aumento da longevidade (JANTSCHITSCH et 

al., 2002; KANE; MAYTIN, 1995; MAINES, 1992; TERZIBASI et al., 2007). 

Devido à notável capacidade preventiva e protetora frente à radiação UV, que 

apresentam as proteínas de estresse, existe um enorme interesse pelo descobrimento e 

desenvolvimento de compostos ativos capazes de modular a expressão de tais proteínas 

na pele. A meta cosmética para esta classe de agentes é sua indução segura, visando à 

promoção da tolerância a danos causados pela exposição diária a agentes estressantes, 

tais como radiação e poluição (DUNSMORE; CHEN; WONG, 2001).  

Considerando que o mercado de produtos cosméticos e farmacêuticos 

produzidos a partir de componentes de origem vegetal tem crescido nos últimos anos 

(ORGANIC MONITOR, 2007), surgem como fontes potenciais para uso no combate ao 

fotoenvelhecimento extratos vegetais com atividade adaptógena. 

Extratos vegetais ou compostos com atividade adaptógena aumentam a 

resistência do organismo frente ao estresse de forma não específica. São utilizados no 

combate ao estresse físico e mental, para aumento da resistência física, além de atenuar 

algumas desordens resultantes do envelhecimento, como fraqueza geral, perda de 

memória e atenção (FULDER, 1980; CARLINI, 1991; RUSSO, 2001). 

Devido à semelhança entre a ação adaptógena e as atividades exercidas pelas 

proteínas de estresse, estudos sugerem que plantas adaptógenas exerçem seus efeitos, 

pelo menos em parte, por meio da indução dessas proteínas (PANOSSIAN et al., 2008). 

Além disso, algumas plantas adaptógenas apresentam em sua constituição química 

classes de compostos, tais como flavonóides e fitoesteróis, que possuem potencial para 

a ativação de vias de indução das proteínas de estresse (TALALAY; DE LONG; 

PROCHASKA, 1988; KANG et al., 2008).  

Levando-se em consideração a atividade das proteínas de estresse na promoção 

da resistência a danos celulares e do aumento da longevidade; além da importância da 

pesquisa e descoberta de novos indutores dessas proteínas e, por fim, o aumento da 

procura por produtos cosméticos multifuncionais, neste trabalho propôs-se o estudo das 

plantas Anadenanthera colubrina, Pfaffia paniculata e Rhodiola rosea quanto à 

capacidade indutora de proteínas de estresse e, portanto, com potencial aplicação na 

indústria cosmética. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

2.1 Envelhecimento cutâneo 

 

 

A pele, considerada o maior órgão do corpo humano, consiste em um 

revestimento complexo e heterogêneo cuja área média é de 2 m2, correspondendo a 

cerca de 10 a 15 % do peso corpóreo total (LEONARDI, 2004). Conhecido também 

como cútis, esse órgão constitui a primeira linha de defesa contra as agressões do meio 

externo (PEYREFITTE et al., 1998). Dentre suas inúmeras funções essenciais ao 

organismo, destacam-se o controle da perda de água, a conversão de moléculas 

precursoras em vitamina D, a excreção de substâncias e a regulação térmica (FARIAS, 

2004).  

Com o passar dos anos, alterações estruturais e funcionais ocorrem tanto na 

derme como na epiderme, resultando em uma diminuição da sua capacidade adaptativa 

e de reparo tecidual, além de declínio gradual na fisiologia geral da pele 

(MONTAGNA; CARLISLE, 1979; SUDEL et al., 2005). Esse fenômeno que 

caracteriza o envelhecimento é um processo complexo podendo ser classificado em dois 

segmentos: intrínseco e extrínseco (TZAPHLIDOU, 2004).  

O envelhecimento extrínseco, também denominado fotoenvelhecimento, é 

fundamentalmente resultado da exposição à radiação UV (SCHARFFETTER-

KOCHANEK et al., 2000). É considerado um dos principais alvos de produtos 

cosméticos, devido aos efeitos severos exercidos sobre diferentes constituintes do tecido 

cutâneo, sobretudo no tecido conjuntivo da derme (TAYLOR et al., 1990; 

TZAPHLIDOU, 2004). Segundo Trautinger (2001), os mecanismos moleculares que 

desencadeiam as manifestações clínicas do fotoenvelhecimento são os danos ao DNA e 

o estresse oxidativo. 

A radiação UV induz à síntese de dímeros entre bases de pirimidina adjacentes 

em fitas do DNA (Figura 1). Os dois principais fotoprodutos gerados são os dímeros de 

ciclobutil pirimidina e fotoprodutos 6-4 pirimidina-pirimidona (FREEMAN et al., 

1989). O bloqueio da transcrição de RNA decorrente da formação dessas lesões no 
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DNA leva à ativação da proteína 53 (p53), que atua como um fator de transcrição para 

inúmeros genes (LJUNGMAN; ZHANG, 1996; ZIEGLER, 1994). Com acúmulo de 

danos no DNA, a proteína p53 conduz uma cadeia de eventos que culmina na 

paralisação temporária do ciclo celular, para reparo do DNA; ou em apoptose, caso o 

material genético não possa ser reparado (PRIVES; HALL, 1999; MATSUMURA; 

ANANTHASWAMY, 2002). Quando esses danos ocorrem no gene p53, as funções da 

proteína são interrompidas e os dímeros são propagados a partir da multiplicação 

celular, podendo resultar na formação de tumores (MARROT; MEUNIER, 2008).  

Segundo Dong e colaboradores (2008), lesões no DNA contribuem, também, 

com o processo de envelhecimento da pele ao sinalizarem a liberação no fibroblastos da 

metaloproteinase-1 (MMP-1), enzima responsável pela degradação de colágeno. Os 

mesmos autores constataram, ainda, menor indução de MMP-1 por queratinócitos 

tratados com enzimas reparadoras do DNA e expostos à radiação UV-B. 

A pele é um dos órgãos mais afetados pelo estresse oxidativo, seja pela 

exposição a agentes externos como poluição do ar e radiações, bem como em função do 

metabolismo normal das células (MENZEL, 1994; KOHEN, 1999). Em todas as 

situações ocorre a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), capazes de 

danificar sítios biológicos, tais como lipídeos, proteínas 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 funções normais das 

células, podendo resultar em processos patológicos como inflamação e câncer (AMES; 

GOLD, 1991; KOHEN, 1999). A peroxidação lipídica, por exemplo, pode levar a 

alterações na fluidez da membrana plasmática, além do extravasamento de moléculas 

essenciais às atividades celulares (GABORAN, 1993).  

Oxidações químicas e enzimáticas envolvendo a formação de radicais livres 

ainda aceleram o fenômeno do envelhecimento ao promoverem, dentre outras reações, a 

glicação proteica. Esta leva à perda de funções biológicas de determinadas proteínas, 

bem como à interação do colágeno com outros componentes da matriz celular (PAUL; 

BAILEY, 1996). 
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Figura 1. Estrutura de bases timina adjacentes e sua transformação em fotoprodutos 
(dímero ciclobutil pirimidina e fotoproduto 6-4 pirimina-pirimidona), após exposição a 
radiação UV. 
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O desenvolvimento característico de alterações nas fibras colágenas e elásticas, 

observado no fotoenvelhecimento cutâneo, também apresenta relação direta com a 

geração de EROs (WENK et al., 2001). De acordo com estudo realizado por Kawaguchi 

e colaboradores (1997), o aumento nos níveis de mRNA de tropoelastina, molécula 

precursora da elastina, em virtude da geração de radicais livres contribui para o acúmulo 

anormal de material elástico, fenômeno denominado elastose solar e considerado a 

alteração patológica mais evidente na pele fotoenvelhecida.  

Além disso, o estresse oxidativo induz a síntese e ativação de metaloproteinases 

e inativa inibidores destas enzimas (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al., 2000). 

Segundo Trautinger (2001), metaloproteinases específicas (MMP-1, MMP2 e MMP3) 

são induzidas pela radiação UV-A através da formação de ânion superóxido e peróxido 

de hidrogênio, enquanto a radiação 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 vêm buscando a elaboração de novas estratégias 

cosméticas efetivas e seguras no combate a senescência cutânea. Diversos trabalhos 

elucidaram as funções de determinadas classes de proteínas que conferem resistência ao 

estresse celular (DAHLGGARD et al., 1998; HANADA, 2000; LUO et al., 2001). 

Neste estudo destacamos as proteínas do choque térmico, Heat Shock Protein 32 

(HSP32) e Heat Shock Protein 72 (HSP72); a metalotioneína (MT-1) e a sirtuína 

(SIRT1) como agentes fundamentais no controle de diversos eventos biológicos na pele 

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

 

 

2.2 Proteínas do choque térmico 

 

 

As proteínas do choque térmico são classificadas em famílias de acordo com 

seus pesos moleculares mensurados em quilodaltons (MINOWADA; WELCH, 1995). 

Quanto aos padrões de expressão e indução, as HSPs podem ser definidas como 

constitutivas ou indutíveis. As proteínas expressas constitutivamente, ou seja, sob 

condições normais, atuam como chaperonas ou proteases, exercendo inúmeras funções 
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intracelulares. Chaperonas estão envolvidas na síntese, dobramento e transporte de 

proteínas, enquanto proteases atuam na degradação de proteínas danificadas 

(HENDRICK; HARTL, 1993). Em conjunto, minimizam a probabilidade de interações 

proteicas inapropriadas, capazes de resultar em alterações patológicas em determinado 

organismo (THOMAS; QU; PEDERSEN, 1995). Em contraste, HSPs indutíveis são 

largamente sintetizadas sob condições estressantes, como uma resposta que visa 

minimizar ou reparar danos celulares, garantindo a sobrevivência da célula ou 

organismo, e/ou induzir tolerância a estresses subsequentes, tais como hipertermia 

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

Segundo Morimoto (1998), o mecanismo que controla a expressão de HSPs tem 

início devido à ativação de um fator específico de transcrição, chamado “Heat Shock 

Factor 1” (HSF-1). Tal fator está presente no citoplasma da célula normal e não 

estressada, como um monômero inativo, devido à sua ligação às HSPs expressas 

constitutivamente. Em resposta ao estresse metabólico, as HSPs dissociam-se desse 

fator para atuarem sobre proteínas danificadas, permitindo assim a translocação de HSF-

1 até o núcleo (Figura 2). 

 

 

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

Figura 2. Mecanismo de regulação transcricional dos genes codificantes de HSP. 
Adaptado de MORIMOTO e colaboradores (1992) e SÕTI e colaboradores (2005). 
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Durante este processo, o HSF-1 sofre trimerização e fosforilação, o que torna 

possível sua ligação a uma sequência de nucleotídeos chamada de “Heat Shock 

Element” (HSE) localizada na região promotora dos genes que codificam as HSPs 

indutíveis, elevando a taxa de transcrição dos mesmos (ABRAVAYA et al., 1992; SOTI 

et al., 2005). 

Na pele, tanto células da derme quanto da epiderme expressam HSPs, que lhes 

conferem resistência a danos causados por agentes estressantes, tais como radiações UV 

e poluição do ar (TRAUTINGER et al., 1995; PINOT et al., 1997). Em relação à 

fotoproteção, destaca-se a HSP72, capaz de elevar o reparo de dímeros no DNA 

induzidos por UV, bem como reduzir o acúmulo de proteínas oxidadas em testes in vitro 

(VERBEKE; CLARK; RATTAN, 2001; JANTSCHITSCH et al., 2002). Estudos 

destacam ainda o aumento na taxa de sobrevivência celular frente à radiação UV, em 

função do aumento da expressão dessa proteína, tanto in vitro como in vivo (KANE; 

MAYTIN, 1995; TRAUTINGER, 1995).  

Indutores de chaperonas, como a HSP72, podem atuar por meio de diferentes 

vias: ligação direta e ativação de HSF-1; inibição de chaperonas inibidoras de HSF-1; 

além de outros mecanismos ainda desconhecidos (IKEYAMA et al., 2001; JURIVICH 

et al., 1992; VÍGH et al., 1997; WESTERHEIDE et al., 2004). Interferências na 

fosforilação de HSF-1 também podem modular a expressão de HSP72, visto que as 

enzimas proteína quinase C (PKC), c-jun N-terminal quinase (JNK) e glicogênio sintase 

quinase (GSK) reprimem a ativação de HSF-1 (VOELLMY, 2004). Estudos indicam 

que o composto polifenólico resveratrol, um conhecido indutor de HSP72, promove a 

inibição de tais proteínas quinase (POZO-GUISADO et al., 2004; WOOD et al., 2004). 

Além do resveratrol, outro composto fenólico, derivado do ácido hidroxicinâmico 

extraído da canela (Cinnamomum zeylanicum), mostrou-se capaz de ativar a via PI3-

quinase/Akt (KIM et al., 2006), responsável pela inibição da glicogênio sintase quinase 

3, sugerindo-se uma possível via para a ativação de HSF-1 dependente de compostos 

polifenólicos (PUTICS et al., 2008).  

Além da HSP72, outra proteína de estresse apresenta papel fundamental em 

respostas adaptativas frente ao estresse oxidativo. A HSP32, também denominada heme 

oxigenase, é considerada uma enzima antioxidante devido ao seu papel protetor contra 

efeitos tóxicos da geração de radicais livres. Essa enzima catalisa a degradação do grupo 

heme livre (um potente agente oxidante) em Fe3+, monóxido de carbono e biliverdina, 



24 

 

que é convertida sob a ação da biliverdina redutase para bilirrubina, pigmento que 

apresenta propriedades antioxidativas (KEYSE; TYRREL, 1990; MAINES, 1992). 

Revisão detalhada sobre o papel das proteínas do choque térmico na pele, bem como 

seu potencial na área dermatológica está disponível 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). Proteínas de fase II são essenciais na defesa contra eletrófilos e agentes 

oxidantes. São normalmente expressas em níveis basais, contudo diversos compostos 

tem capacidade de elevar notavelmente a expressão dessa classe de proteínas. Tais 

indutores modificam resíduos de cisteína altamente reativos à proteína Kelch-like ECH-

associated protein 1 (Keap1), impossibilitando esse sensor celular de se ligar ao fator 

trascricional Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2). Além disso, a 

fosforilação do fator NRF2 por proteínas quinase, tais como JNK, PKC e extracellular-

signal-regulated kinases (ERK), facilita sua dissociação (Figura 3). Dessa forma, o 

fator NRF2 livre é capaz de se translocar ao núcleo, ligar-se a uma sequência de 

nucleotídeos reguladora dos genes das proteínas de fase II (antioxidant responsive 

element - ARE) e, por fim, ativar a transcrição desses genes (KOBAYASHI et al., 

2006). 

Compostos contendo aceptores da reação de Michael, também conhecida como 

alquilação desracemizante, são considerados uma das principais classes de indutores 

dessas enzimas (TALALAY; DE LONG; PROCHASKA, 1988). Diversas plantas 

contêm uma ampla variedade de metabólitos secundários considerados aceptores da 

reação de Michael, tais como flavonóides, cinamatos, curcuminóides e avicinas 

(DINKOVA-KOSTOVA et al., 2008).  

Segundo alguns estudos, a indução de HSP32 está relacionada à proteção contra 

a imunossupressão e inflamação induzidas por radiação UV, dois processos de 

substancial contribuição no desenvolvimento de câncer 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”, NRF2 “Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2”, 

ARE “antioxidant responsive element” 

Figura 3. Mecanismo de regulação transcricional dos genes codificantes de enzimas de 
classe II e metalotioneína 1. Adaptado de Surh (2003). 

 

 

2.3 Metalotioneínas 

 

 

As metalotioneínas (MT) constituem um grupo de proteínas de baixo peso 

molecular, ricas em cisteína e capazes de se ligar a metais pesados (DUNN; 

BLALOCK; COUSINS, 1987). A expressão de MTs é tipicamente modulada pela 
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presença desses metais no organismo, bem como pela exposição a agentes oxidativos, 

tal como a radiação UV.  

A presença de uma sequência de nucleotídeos, conhecida como elemento de 

resposta a metais (metal response element - MRE), localizada no promotor responsável 

pelo controle de transcrição do gene de metalotioneína, é essencial para a indução da 

síntese dessa proteína mediada por íons metálicos, tais como zinco e cobre 

(FLORIAŃCZYK, 2007). Contudo, a síntese de MT também é induzida por agentes não 

metálicos, sendo controlada por outras sequências pertencentes ao promotor de MT. Tal 

como ocorre no controle transcricional da HSP32, a expressão gênica de MT-1 também 

é regulada pela ligação do fator NRF2 à sequência ARE (figura 3; CHEN; KUNSCH, 

2004). 

Quatro isoformas de MTs são descritas na literatura, entretanto a maior parte dos 

estudos concentra-se na expressão e função da MT-I. Além da capacidade de eliminar 

radicais livres (HANADA et al., 1993), estudos in vivo atribuem uma função 

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

Ao analisar os efeitos do tratamento com a forma ativa da vitamina D, 1,25-

dihidroxivitamina D3, Hanada et al. (1995) observaram a diminuição no número de 

células de queimadura solar (sunburn cells) em pele de camundongos após irradiação 

UV-B e aumento da resistência celular frente a esta radiação em cultura de 

queratinócitos. Em um estudo subsequente, utilizaram-se camundongos com deficiência 

para os genes de MT-I, visando esclarecer a relação direta entre o aumento de MTs e a 

proteção a UV. Como resultado, os animais deficientes para MT, inclusive os tratados 

com cloreto de cádmio, conhecido indutor de metalotioneínas, apresentaram maior 

incidência de sunburn cells e células apoptóticas em comparação aos camundongos 

normais (HANADA et al., 1998). Em um trabalho semelhante, foi observado que as 

propriedades fotoprotetoras do equol, um isoflavonóide isolado da soja, devem-se ao 

aumento da expressão de MT-I na pele humana e em camundongos (WIDYARINI et 

al., 2006). 
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2.4 Sirtuínas 

 

 

 As sirtuínas compõem um grupo de proteínas denominado histona-desacetilases 

de classe III (NORTH; VERDIN, 2004). A SIRT1 é o principal membro dessa classe de 

proteínas em mamíferos que regula alguns processos celulares, incluindo apoptose e 

senescência (LUO et al., 2001; OTA et al., 2007). Alvos celulares de SIRT1 incluem 

diversos fatores de transcrição que, ao serem desacetilados, promovem aumento da 

sobrevivência celular e reparo do DNA (VAZIRI et al., 2001; MOTTA et al., 2004; 

JEONG et al., 2007).  

 Um dos mecanismos conhecidos de controle da transcrição de SIRT1 é um 

feedback negativo (Figura 4). O fator transcricional E2F1 é capaz induzir a expressão 

de SIRT1, além de ser, também, um substrato dessa enzima. Ao sofrer desacetilação 

esse fator torna-se inativo e perde sua capacidade de ativador transcricional (BROOKS; 

GU, 2009). Alguns estudos mostram que o ginsenosídeo Rg1, uma saponina extraída de 

Panax ginseng, é capaz de atenuar o processo de apoptose pela via envolvendo o fator 

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

 

 

 

Figura  4. Mecanismo de feedback negativo para regulação transcricional dos genes 
codificantes de SIRT1(Sirtuina): (1) O fator transcricional E2F1 controla a transcrição 
do gene codificante de SIRT1 e síntese de mRNA; (2) Ocorre a tradução do mRNA e 
síntese de SIRT1; (3) A sirtuína desacetila o fator E2F1, tornando-o inativo. 
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Ao investigar o papel de SIRT1 frente à exposição à radiação UV e o peróxido 

de hidrogênio, Cao e colaboradores (2008) sugeriram que essa proteína é elemento 

fundamental na proteção contra os danos celulares causados por UV e EROs. Nesse 

estudo, o resveratrol, um ativador de sirtuína, conferiu proteção contra morte celular 

induzida por UV e H2O2, enquanto inibidores de SIRT1 como sirtinol, nicotinaminada e 

RNA de interferência para SIRT1 aumentaram os níveis de apoptose em células HaCaT.  

Além dos efeitos protetores das sirtuínas frente a diferentes formas de estresse, diversos 

trabalhos tem relatado o papel dessas proteínas no aumento da longevidade. Inúmeros 

ativadores de sirtuínas, tais como resveratrol, visfatina e buteína foram capazes de 

elevar o período 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 expressão de proteínas 

de estresse ao longo do processo de envelhecimento (BONELLI et al., 1999; 

MALAVOLTA et al., 2008). Tal atenuação pode ser um dos fatores responsáveis pela 

senescência celular, ou simplesmente uma adaptação a um estado fisiológico específico 

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

 

 

2.5 Compostos ativos indutores 

 

 

 Dada a diversidade de propriedades citoprotetoras das proteínas de estresse 

citadas acima, existe um enorme interesse pelo descobrimento de agentes 

farmacológicos capazes de elevar os níveis de expressão de tais proteínas na pele. A 

meta terapêutica para esta classe de agentes é a de promover a resistência a danos 

causados pela exposição a agentes estressores.  

No caso das HSPs, o pigmento curcumina, proveniente da planta Curcuma 

longa, foi capaz de elevar a expressão 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 Crème 

Reminéralisante® comercializado pela empresa Anna Pegova. De acordo com a 

descrição do produto, sua propriedade antienvelhecimento deve-se à sua capacidade de 
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estimular a síntese de proteínas do choque térmico (INSTITUCIONAL ANNA 

PEGOVA, 2009). 

 Dentre os moduladores de metalotioneínas, íons de zinco destacam-se como 

indutores seguros (MASAKI et al., 2007). De forma semelhante, o isoflavonóide equol 

mostrou-se capaz de elevar a expressão de MT-I tanto em pele de camundongos como 

de humanos expostas a radiação UV (WIDYARINI et al., 2006). Outro exemplo de 

indutor de metalotioneínas é o ativo cosmético ZIN'CÎTE™ (GATTEFOSSÉ, 2007) 

indicado para aplicações de cuidado para pele.  

 Dentre os indutores de sirtuínas, destaca-se o composto extraído da casca da uva, 

resveratrol. Esse composto polifenólico é capaz de elevar a expressão de SIRT1, além 

de aumentar a atividade desacetilase dessa proteína (HOWITZ et al., 2003; 

MUKHERJEE et al., 2009). Em um estudo avaliando o papel de peptídeos de leveduras 

do gênero Kluyveromyces em uma aplicação cosmética, Moreau e colaboradores (2007) 

constataram o aumento da expressão de SIRT1 tanto em fibroblastos in vitro como em 

queratinócitos em sistema de cultura ex vivo. O aumento da expressão de SIRT1 foi 

seguido pela diminuição da senescência celular e da fragmentação do DNA induzida 

pela radiação UV-B. 

Pelo exposto acima, observa-se que diversos extratos vegetais tem capacidade de 

induzir uma ou mais proteínas de estresse. Considerando que o mercado de produtos 

cosméticos e farmacêuticos produzidos a partir de componentes de origem vegetal tem 

crescido nos últimos anos, surgem como fontes potenciais para uso no combate ao 

fotoenvelhecimento extratos vegetais com atividade adaptógena.  

 

 

2.6 Plantas adaptógenas 

 

 

    Segundo Brekhman e Dardymov (1969), plantas ou compostos capazes de 

promover a resistência a diversos agentes estressores, de forma não específica, em um 

organismo são denominados adaptógenos. Em um recente estudo, extratos de plantas 

adaptógenas foram capazes de elevar a longevidade em modelo experimental utilizando 

o nemátoda C. elegans (WIEGANT et al., 2009).  
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Devido ao fato de os efeitos exercidos por adaptógenos apresentarem muita 

semelhança aos exercidos pelas proteínas de estresse (HSPs, MTs e sirtuínas), sugere-se 

que estas sejam, ao menos em parte, responsáveis pelas propriedades de tais compostos. 

Tal inferência é corroborada por observações de Panossian e colaboradores (2008), ao 

sugerirem que a resistência ao estresse conferida por plantas adaptógenas está associada 

ao estímulo da expressão de HSP72. Além disso, algumas plantas adaptógenas 

apresentam em sua constituição química classes de compostos com potencial para a 

ativação de vias de indução das proteínas 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 

não específica para melhorar a disposição física (CARLINI, 1991), tal como atuam os 

adaptógenos. Contudo, segundo Calixto (2005) esse conhecimento popular e a 

biodiversidade não são devidamente explorados. Em um levantamento realizado por 

Mendes e Carlini (2006), foram definidas 33 possíveis espécies de plantas adaptógenas 

nativas do Brasil, apesar de constatarem a carência de estudos farmacológicos que 

confirmassem as propriedades terapêuticas de tais.  

 

 

2.6.1 Pfaffia paniculata 

 

 

No Brasil, várias espécies pertencentes ao gênero Pfaffia são 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 gênero possui importante valor econômico devido à semelhança das suas 

características fitoquímicas com as do ginseng-coreano (Panax ginseng) (DE-PARIS et 

al., 2000). A espécie P. paniculata está entre os maiores volumes de venda da indústria 

nacional de fitoterápicos (COMISSÃO DE HOMEOPATIA E FITOTERAPIA DO 

SINDUSFARM-SP, 1995).  
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Conhecida também como “ginseng brasileiro” ou “paratudo”, a espécie P. 

paniculata é uma planta encontrada principalmente nos estados de São Paulo e Paraná. 

Estudos indicam diversas propriedades dessa espécie, tais como tônica, afrodisíaca, 

analgésica, anti-inflamatória e anti-diabética (OLIVEIRA, 1986; OLIVEIRA ET AL., 

1980, MAZZANTI; BRAGHIROLI, 1994). Atribuí-se, também, às suas raízes a 

capacidade antineoplásica, ao inibir o crescimento de células tumorais em ensaio in 

vitro (NAKAI et al., 1984). 

Os principais componentes da raiz de P. paniculata já isolados são os 

fitoesteróis ß-sitosterol e estigmasterol, a alantoína, o ácido pfáfico e os pfafosídeos A, 

B, C, D, E e F, que são estruturalmente semelhantes aos ginsenosídeos extraídos de 

Panax ginseng (NAKAI et al., 1984, MAZZANTI; BRAGHIROLI, 1994). Devido à 

semelhança estrutural entre os ginsenosídeos e os pfafosídeos, estes tem potencial para 

atuarem também sobre a via E2F1/SIRT1. 

Em um estudo realizado por Vivancos e Moreno (2005), o ß-sitosterol mostrou-

se capaz de modular a expressão de enzimas antioxidantes em cultura de macrófagos. A 

capacidade do ß-sitosterol controlar a expressão de enzimas que combatem o estresse 

oxidativo foi corroborada por estudo de Kang e colaboradores (2008). Nesse estudo, ao 

analisar o efeito de diferentes frações do extrato da raiz de Chrysanthemum zawadskii 

sobre a via NRF2-ARE, observaram que a fração que induziu de forma mais acentuada 

a expressão de NRF2 apresentava o ß-sitosterol como principal componente.  

 

 

2.6.2. Anadenanthera colubrina 

 

 

As espécies pertencentes ao gênero Anadenanthera são fonte de um agente 

medicinal conhecido com goma-resina de angico, que é utilizada no tratamento de 

infecções respiratórias como bronquite e pneumonia e na cura de constipação e dores de 

cabeça (HOEHNE, 1939). Entretanto o mais interessante aspecto do gênero está no seu 

uso na preparação de várias drogas cicatrizantes utilizadas popularmente em toda a 

América do Sul (RIZZINI, 1971). 
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Do ponto de vista fitoquímico, a espécie Anadenanthera colubrina é 

particularmente rica em alcalóides (bufotenina, N,N-dimetiltriptamina e 5-hidrox-N-

monometiltriptamina; SCHULTES et al., 1977), flavonóides (inositol, pinitol, 

bornesitol, ononitol; PARIS; SAINT-FIRMIN; ETCHEPARE, 1967), triterpenóides 

(lupeol e lupenona), além de um número considerável de fitoesteróides como o ß-

sitosterol e o ácido palmítico (MIYAUCHI et al.,1976).  

 

 

2.6.3 Rhodiola rosea 

 

 

Rhodiola rosea L. (família Crassulaceae), também conhecida como “raiz do 

Ártico” é uma planta utilizada na medicina popular da Europa e da Ásia devido às suas 

propriedades estimulantes sobre o sistema nervoso, indutora do desempenho físico e 

mental, antidepressiva e profilática contra enfermidades respiratórias (RHODIOLA, 

2002; KELLY, 2001).  

Análises fitoquímicas das raízes de R. rosea revelaram a presença de inúmeras 

compostos incluindo flavonóides (tais como gossipetina, herbacetina e kaempferol), 

taninos, ácidos fenólicos, glicosídeos fenilpropanóides (rosin, rosarin e rosavin), 

glicosídeos feniletanóides (salidroside e tirosol), monoterpenos e triterpenos (β-

sitosterol) (TORELLO, 2009). 

Dentre tais constituintes, estudos conferem os efeitos farmacológicos conhecidos 

dos extratos de R. rosea principalmente à presença dos compostos polifenólicos tirosol, 

salidroside (p-hidroxifeniletil-O-β-D-glicopiranosídeo) e dos fenilpropanóides rosin 

(cinamil-O-β-D-glicopiranosídeo), rosarin (cinamil-(6’-O-α-L-arabinofuranosil)-O-β-D-

glicopiranosídeo) e rosavin (cinamil-(6’-O-α-L-arabinopiranosil)-O-β-D-

glicopiranosídeo), sendo estes três últimos 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 adaptógenas 

contendo altas concentrações de compostos polifenólicos como a Rhodiola rosea, não 

exercem apenas a ação adaptógena, mas também protegem células do organismo dos 
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efeitos deletérios do estresse oxidativo. Segundo Calabrese e colaboradores (2008), 

polifenóis são potentes indutores de proteínas que conferem proteção contra o estresse 

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

 

 

Levando-se em consideração a atividade das proteínas de estresse na promoção 

da resistência a danos celulares e do aumento da longevidade; além da importância da 

pesquisa e descoberta de novos indutores dessas proteínas e, por fim, o aumento da 

procura por produtos cosméticos multifuncionais, neste trabalho propôs-se o estudo das 

plantas Anadenanthera colubrina, Pfaffia paniculata e Rhodiola rosea quanto à 

capacidade indutora de proteínas de estresse e, portanto, com potencial aplicação na 

indústria cosmética. 

A escolha das plantas deveu-se às atividades exercidas por seus extratos, bem 

como pelos constituintes com potencial para ativação das vias indutoras das proteínas 

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

 

 

 

Quadro 1. Representação das plantas analisadas e compostos com potencial para 
ativação de vias de indução de proteínas de estresse.  
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4. OBJETIVO 

 

 

Avaliar os efeitos in vitro da aplicação isolada dos extratos de Anadenanthera 

colubrina (Angico branco), Rhodiola rosea (Rodiola), Pfaffia paniculata (Pfaffia), 

sobre a expressão gênica das proteínas do choque térmico (HSP32 e HSP72), 

metalotioneína (MT-I) e da sirtuína isoforma SIRT1, em condição basal e mediante 

exposição aguda das culturas celulares à radiação UV. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

5.1 Planejamento experimental 

 

 

 Para a realização deste projeto foi delineado um planejamento experimental que 

racionaliza e secciona os experimentos em 3 etapas: 

 

1º) Determinação da toxicidade do extrato seco de Rhodiola rosea e dos extratos 

hidroglicólicos de Anadenanthera colubrina e Pfaffia paniculata.  

Nesta etapa, dezoito concentrações de cada extrato foram avaliadas, por meio do ensaio 

de citotoxicidade utilizando o corante hidróxido de tetrazólio (XTT). Esta etapa teve por 

objetivo determinar as concentrações utilizadas nas etapas 2 e 3. 

 

2º) Determinação do tempo pós-irradiação 

Foram analisados os tempos de 2h, 4h, 6h ou 24h após a irradiação para realização da 

extração do RNA das células tratadas com os extratos vegetais. Foram escolhidos os 

tempos em que se observou maior aumento no nível de mRNA referente aos genes que 

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

 

3º) Avaliação da expressão das proteínas de estresse 

Foram avaliados os efeitos dos tratamentos com os três extratos em quatro 

concentrações distintas, sobre a expressão gênica das proteínas de estresse. A maior 

concentração utilizada foi a maior concentração não tóxica ou de toxidade negligível, 

definida na etapa 1. Os grupos experimentais avaliados nesta etapa são 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 irradiação UV; (2) 

células tratadas e não irradiadas; (3) células não tratadas e irradiadas por UV; (4) células 

não tratadas e não irradiadas. Os grupos 1 e 2 apresentam 3 subgrupos referentes às 

diferentes amostras-teste analisadas.  

Além de possibilitar a avaliação dos efeitos das amostras-teste sobre a expressão 

das proteínas de estresse, o delineamento proposto permite averiguar se a indução de 

tais proteínas ocorre somente sob condições de estresse (radiação UV) ou também em 

condições não estressantes.  

 

 

5.3 Amostras-teste 

 

 

O extrato seco de Rhodiola rosea e os extratos hidroglicólicos de Anadenanthera 

colubrina e Pfaffia paniculata foram fornecidos pela empresa Chemyunion Química 

Ltda (Sorocaba, SP, Brasil). 

 

 

5.4 Cultura de fibroblastos humanos 

 

 

 Fibroblastos dérmicos humanos criopreservados, na densidade de 

aproximadamente 1x106 células/ampola, foram adquiridos comercialmente (Cambrex, 

Lonza Bioscience, Walkersville, MD, USA). Os fibroblastos foram semeados em 

garrafas de 25 cm2 na densidade de 87.500 células (Corning Inc., New York, NY), 

cultivados e expandidos até pelo menos a quinta passagem, em estufa úmida a 37 °C na 

presença de 5% de CO2, utilizando meio de cultura específico, 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 associação de antibióticos 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 substituído duas vezes por semana e, ao atingiram 

aproximadamente entre 80 e 90% de confluência, as células foram tripsinizadas 

(Trypsin-EDTA, Gibco, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA), neutralizadas 

com o próprio meio de cultura, centrifugadas (220 x g) por 10 minutos, contadas em 

câmera de Neubauer, semeadas em placas de 24 poços (Nunc, Roskilde, DM) na 

densidade de 1x105 células/poço e mantidas em condições apropriadas de cultivo por 24 

h até completa aderência à placa de cultura para posterior irradiação e incubação com os 

extratos (DIEAMANT, 2008).  

 

 

5.5 Incubação da cultura celular com amostras-teste 

 

 

 Momentos antes da incubação, 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 úmida a 37 °C em presença de 5% de CO2 

(DIEAMANT, 2008). 

 

 

5.6 Protocolo de irradiação  

 

 

Após a completa aderência dos fibroblastos à placa de cultura, o meio foi 

removido e reservado, e as células lavadas com tampão fosfato (NaCl 137 mM; KCl 

2,7mM; Na2HPO4 8,1mM; KH2PO4 1,5mM). Em seguida, as células foram irradiadas 

uma única vez UV-A na dose 1 J/cm2. A intensidade de radiação UVA utilizada foi 
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escolhida com base em testes prévios, em que fibroblastos humanos normais não 

tiveram sua viabilidade reduzida em função da fotoexposição. 

Para a irradiação das culturas celulares foi utilizado um simulador de radiação 

UV solar. O equipamento contém lâmpada de xenônio de 150 W e filtros Schott WG 

320 (1,2 mm) e UG 11 (1 mm) que permitem a emissão de um espectro contínuo de 

radiação na faixa de 320 a 400 nm (UV-A). O instrumento foi estabilizado por, no 

mínimo, 15 minutos antes da irradiação das culturas de células (DIEAMANT, 2008). 

 

 

5.7 Determinação da viabilidade celular 

 

 

A viabilidade celular foi determinada por um método colorimétrico, utilizando o 

corante hidróxido de tetrazólio, XTT (Sigma Chemical, St. Louis, Mo.). Esse ensaio é 

baseado na conversão de XTT para formazan laranja pela enzima succinato 

desidrogenase mitocondrial nas células viáveis. O XTT foi então adicionado nas 

culturas de fibroblastos na concentração de 5mg/mL (30 µL/poço) e incubado por mais 

4 horas em estufa a 37 ºC. A seguir, a absorbância de cada poço foi determinada a 450 

nm em leitor de microplaca (LGC Biotecnologia, Brasil) e a viabilidade celular foi 

expressa em porcentagem (EBERLIN, 2008). 

 

 

5.8 Extração e Análise 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 extração do RNA total, adicionando 200 µL de clorofórmio aos 

lisados e centrifugando os extratos 12.000 rpm por 15 minutos, a 4 ºC. O RNA total 

presente na fase aquosa foi precipitado com isopropanol, centrifugado a 10.000 rpm, por 

10 minutos a 4 ºC 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 µL de água esterilizada tratada com 

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

 O RNA total extraído foi quantificado por espectrofotometria no ultravioleta 

(SAMBROOK; RUSSEL, 2001a), e seu grau de pureza será determinado pela relação 

das absorbâncias 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 auxílio de um marcador de 

peso e massa molecular e a área sobre a curva do marcador molecular foi comparada 

com a soma da área de pico da amostra. Para as amostras de RNA, a fração ribossomal 

foi determinada, indicando sua integridade. O número de integridade do RNA (RNA 

integrity number - RIN) foi utilizado para estimar sua integridade baseado na migração 

eletroforética da amostra, incluindo a presença de produtos degradados.  

 

 

5.9 Análise da Expressão de mRNA por RT-PCR em Tempo Real 

 

 

 A quantificação da expressão de mRNA dos genes que codificam HSP32, 

HSP72, MT-I e SIRT-1 foi realizada por transcrição reversa do mRNA seguida de RT-

PCR em tempo real, utilizando o sistema de amplificação TaqMan Two Step RT-PCR 

(Applied Biosystems, Fostes City, CA). 

 A primeira etapa constituiu da síntese de cDNA a partir de 200 ng de RNA total, 

na presença de 200 ng de iniciadores aleatórios (random primers) (Invitrogen, MD, 

EUA), ditiotreitol (DTT) 20 mM (Invitrogen, MD, EUA), 200 µM de 

desoxirribonucleotídeos Fosfatados (dNTP - GE Healthcare, Amersham Biosciences do 

Brasil, São Paulo, SP), 200 U de transcriptase reversa (SuperscriptTM II RT RNase H-) e 

tampão de trancrição reversa (Tris-HCl 250 mM pH 8,3, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM) 

(Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A mistura foi incubada por 10 min 

a 25 ºC, seguida de 50 min a 42 ºC e 15 min a 70 ºC. O cDNA obtido foi armazenado a -

20 ºC até a realização da PCR.  



 

 O cDNA proveniente de RNA total 

empregando iniciadores (primers

publicações que utilizaram esse

se também o gene para beta-2-

O programa de PCR em tempo real 

ºC, (ativação da UNG - Uracil

(inativação da UNG); (3) 40 ciclos de 15 s a 95

(hibridização e extensão).  

Os sinais de fluorescência emitidos pelos fluoróforos das sondas TaqMan 

detectados pelo equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Fostes City, CA). 

Os dados foram analisados utilizando

(Applied Biosystems, Fostes City, CA) que gera curvas semi

amplificação. Esse programa fornece o parâmetro ciclo em que o sinal de fluorescência 

é significativo, denominado ciclo 

cada amostra de cDNA, o Ct de cada gene é registrado e comparado com o de um gene 

de expressão constitutiva, que é utilizado como controle endógeno.

 

Quadro 2.  Sequências dos iniciadores e sondas dos genes analisados por meio
técnica de RT-PCRem tempo real.
 

O cDNA proveniente de RNA total foi amplificado pela PCR em tempo real, 

primers) cujas sequências foram selecionadas a partir de 

publicações que utilizaram esses primers de forma satisfatória (Quadro 1). Selecionou

-microglobulina (B2M) como controle endógeno

O programa de PCR em tempo real foi constituído de: (1) um ciclo de 

Uracil-N-Glicosilase); (2) um ciclo de 10 min a 95ºC, 

(inativação da UNG); (3) 40 ciclos de 15 s a 95 ºC (desnaturação) e 1 min a 60ºC 

Os sinais de fluorescência emitidos pelos fluoróforos das sondas TaqMan 

detectados pelo equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Fostes City, CA). 

analisados utilizando-se o programa 7500 System SDS Software

ed Biosystems, Fostes City, CA) que gera curvas semi-logarítmicas dos sinais de 

amplificação. Esse programa fornece o parâmetro ciclo em que o sinal de fluorescência 

é significativo, denominado ciclo treshold (Ct) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para 

ra de cDNA, o Ct de cada gene é registrado e comparado com o de um gene 

de expressão constitutiva, que é utilizado como controle endógeno. 

Sequências dos iniciadores e sondas dos genes analisados por meio
PCRem tempo real.  
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CR em tempo real, 

s a partir de 

Selecionou-

o.   

 2 min a 50 

Glicosilase); (2) um ciclo de 10 min a 95ºC, 

ºC (desnaturação) e 1 min a 60ºC 

Os sinais de fluorescência emitidos pelos fluoróforos das sondas TaqMan foram 

detectados pelo equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Fostes City, CA). 

7500 System SDS Software 

logarítmicas dos sinais de 

amplificação. Esse programa fornece o parâmetro ciclo em que o sinal de fluorescência 

(Ct) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para 

ra de cDNA, o Ct de cada gene é registrado e comparado com o de um gene 

 

Sequências dos iniciadores e sondas dos genes analisados por meio da 
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 Os valores de Ct obtidos nesses ensaios foram utilizados para cálculo da 

expressão relativa de mRNA de cada gene alvo em relação à do controle endógeno. 

Essa relação é denominada Delta Ct (∆Ct) e é calculada pela fórmula: 

 

∆Ct = (Ct gene alvo - Ct controle endógeno) 

 

Com o objetivo de avaliar a variação de expressão entre os diferentes grupos, foi 

utilizado o parâmetro Delta Delta Ct (∆∆Ct) que é calculado pela fórmula: 

 

∆∆Ct = (∆Ct basal - ∆Ct tratado) 

 

Os dados de ∆∆Ct foram transformados em escala logarítmica (2-∆∆Ct), e a 

expressão interpretada pelo seu aumento ou diminuição após tratamento e/ou exposição 

à radiação. 

 

 

5.10 Análise dos dados 

 

 

As alterações na expressão gênica foram consideradas significativas quando 

valores obtidos no experimento foram superiores a 1,5 vezes (± desvio padrão) em 

relação ao controle. Para inibição da expressão, foram considerados relevantes valores 

inferiores a 0,5 vezes (± desvio padrão). Tal análise é proposta por McCarthy e Smyth 

(2009), visto que métodos estatísticos mais amplamente utilizados procuram avaliar se a 

expressão diferencial realmente é diferente de zero, mas não fornecem garantia de que 

as diferenças encontradas são 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 DISCUSSÃO 

 

 

6.1 Determinação da viabilidade celular/citotoxicidade 

 

 

A partir do ensaio de viabilidade celular utilizando o corante XTT, foram 

definidas como as maiores concentrações não tóxicas, ou de toxicidade negligível: 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 redução 

da viabilidade celular promovida por todos os extratos avaliados mostrou-se 

concentração-dependente. Os dados representam a média da porcentagem de células 

viáveis em relação ao controle obtidos de 2 experimentos independentes.  

 

 

 

Figura 5. Efeitos do extrato hidroglicólico de Pfaffia paniculata sobre a viabilidade 
celular de fibroblastos humanos. Os dados representam a média da porcentagem de 
células viáveis em relação ao controle obtida de 2 experimentos independentes. 
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Figura 6. Efeitos do extrato hidroglicólico de Anadenanthera colubrina sobre a 
viabilidade celular de fibroblastos humanos. Os dados representam a média da 
porcentagem de células viáveis em relação ao controle obtida de 2 experimentos 
independentes.  
 

 

 

Figura 7. Efeitos do extrato hidroglicólico de Rhodiola rosea sobre a viabilidade 
celular de fibroblastos humanos. Os dados representam a média da porcentagem de 
células viáveis em relação ao controle obtida de 2 experimentos independentes.  
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Com base nos resultados obtidos neste experimento, foram selecionadas, para os 

estudos de eficácia in vitro, com a finalidade de obter uma curva dose-resposta para 

cada um dos compostos, as seguintes concentrações: 

• 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 Avaliação da integridade de amostras de RNA total 

 

 

Ao avaliar um número representativo de amostras, aleatórias dos grupos 

estudados, de RNA total foi possível observar que o método de extração mantém a 

integridade do ácido nucléico. Como exposto na Figura 8, as amostras apresentaram o 

número 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 são consideradas com 

integridade ótima, podendo ser utilizadas inclusive em ensaios de grande escala como 

na plataforma microarray. 
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Figura 8. Eletroforese capilar de RNA total extraído de fibroblastos humanos (amostras 
1 a 4). RIN: número de integridade do RNA (valor ideal≥8). 
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Figura 8 (Continuação). Eletroforese capilar de RNA total extraído de fibroblastos 
humanos (amostras 5 a 10). RIN: número 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 níveis, em unidades de 

fluorescência (FU), dos fragmentos de RNA ribossômico (rRNA) 18S e 28S, 

respectivamente. Já o pico formado no intervalo de tempo entre 24 e 28 segundos, 
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representa os níveis 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 degradação do RNA produz uma mudança na distribuição de tamanhos da 

molécula para fragmentos menores e uma diminuição do sinal de fluorescência para as 

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

 

 

6.3 Determinação dos picos de expressão gênica 
 

 

Ao avaliar a expressão gênica é fundamental determinar o tempo necessário, 

após determinado estímulo, para obter níveis alterados de mRNA transcrito. Dessa 

forma, são minimizadas as chances de resultados falso-negativos. Do contrário, corre-se 

o risco de afirmar que determinado gene não é diferencialmente expresso, quando na 

realidade, o tempo em que ocorrem as alterações de expressão não foi considerado. 

 Apesar de existirem, na literatura, trabalhos que determinam os tempos para os 

picos de expressão gênica das proteínas avaliadas neste estudo, não é recomendada a 

utilização desses dados nos experimentos, visto que se trata de avaliações com variações 

quanto a procedimentos, modelos experimentais ou mesmo quanto aos organismos 

empregados. Por essa razão, cada proteína teve seu pico de expressão gênica avaliado 

para cada tipo de tratamento. Na Tabela 1, são dispostos os tempos após a irradiação 

celular necessários para observação de alterações na expressão gênica de HSP32, 

HSP72, SIRT1 e MT-I, em comparação ao grupo controle. 

 

  Pfaffia paniculata Anadenanthera colubrina Rhodiola rosea 

HSP32 - 4h 4h 

HSP72 24h 24h 24h 

SIRT1 24h 24h 24h 

MT-I 6h 4h 4h 

Tabela 1. Tempo (em horas) após a irradiação das culturas celulares tratadas com os 
extratos vegetais em que são detectados os maiores níveis de expressão gênica 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 expressão de HSP32 no tempo de 4 h 

após a irradiação 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 níveis de expressão gênica 3 h após a exposição à radiação UVA de fragmentos 

de pele de camundongo excisados. No presente estudo, o tempo necessário para se obter 

o pico de expressão de HSP32, após o tratamento com o extrato de Pfaffia paniculata, 

não foi determinado, visto que os níveis de mRNA obtidos nos tempos investigados não 

puderam ser quantificados.  

 A expressão gênica de HSP72 mostrou-se superior, em comparação ao grupo 

controle, 24 horas após a irradiação celular. Tal resultado se contrasta com os obtidos no 

estudo desenvolvido por Zhou e colaboradores (1998), em que queratinócitos humanos 

apresentaram um pico de expressão de HSP72 no intervalo de 1-3 horas após serem 

submetidos à radiação UVB. 

Assim como a HSP72, a expressão de SIRT1 apresentou níveis mais elevados de 

mRNA 24 horas após a fotoexposição. Em um estudo avaliando alterações na expressão 

gênica de SIRT1 em camundongos frente à baixa disponibilidade de nutrientes, o pico 

de expressão da proteína ocorreu no intervalo de 12 a 18 horas após o estresse 

nutricional (NORIEGA et al., 2011). 

 Por fim, o pico de expressão gênica 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 níveis 

elevados de mRNA para MT-I, 6 horas após a irradiação. Os resultados apresentados 

são similares aos observados por Oguro e Yoshida (2001), que avaliaram o perfil de 

expressão gênica de MT-I em fragmentos de pele de camundongos submetidos à 

radiação UVA. Neste estudo, o pico de expressão de mRNA ocorreu 4 horas após a 

fotoexposição. 
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6.4 Avaliação da atividade moduladora das proteínas de estresse 

 

 

6.4.1 HSP32 

 

 

A HSP32 é uma proteína de estresse cuja massa molecular varia de 30 a 35 kDa, 

e é induzida em células de roedores, aves e seres humanos por uma variedade de 

tratamentos químicos (HIWASA; SAKIYAMA, 1986; JOHNSTON et al., 1980; 

CALTABIANO, et al., 1986). Um dos principais indutores de mRNA de HSP32 nas 

células da pele humana é a radiação UVA, a qual resulta em uma condição de estresse 

oxidativo celular (KEYSE; TYRRELL, 1987). Neste estudo, foi avaliado o potencial de 

modulação da expressão das proteínas de estresse, em culturas celulares, em condição 

basal e expostas à radiação UVA, através do tratamento com extratos vegetais. Na 

Figura 9, são mostrados os efeitos do tratamento de fibroblastos humanos incubados 

com o extrato de Anadenanthera colubrina, e em seguida, submetidos à fotoexposição. 

 

 

Figura 9. Expressão relativa de mRNA para HSP32 em culturas de fibroblastos 
humanos incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina e, em seguida, 
irradiados com UVA. Os dados representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos 
independentes.  
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 De acordo com a Figura 9, é possível observar que a expressão de HSP32 foi 

modulada positivamente após irradiação UVA, em culturas celulares não tratadas com 

extratos vegetais. O aumento de 7,75 vezes, em relação ao grupo controle basal, condiz 

com o resultado obtido por Applegate e colaboradores (1995). Nesse estudo, 

fibroblastos humanos apresentaram, 4 horas após exposição à radiação UVA, um 

aumento da expressão de HSP32 de aproximadamente 8 vezes em relação ao grupo 

controle.  

Com relação aos grupos tratados, observou-se uma inibição do efeito 

estimulador da expressão de HSP32 induzido por UVA. Os grupos tratados com o 

extrato de Anadenanthera colubrina nas concentrações de 0,195; 0,098; 0,049 e 0,024 

% (v/v) apresentaram, respectivamente, reduções na expressão gênica de 74 %, 86 %, 

76 % e 69 % em relação ao controle irradiado. Tais valores mostram-se 

significativamente inferiores em comparação ao grupo controle irradiado, segundo 

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

A principal hipótese para justificar esse efeito inibidor envolve a composição 

fitoquímica do extrato de Anadenanthera colubrina. Segundo os dados disponíveis no 

ANEXO A, o extrato hidroglicólico de Angico-branco, é composto de 1,11 % de 

flavonóides totais, determinados através da técnica de Follin-Ciocalteu. Compostos 

fenólicos, tais como os flavonóides, são considerados agentes protetores dos efeitos 

deletérios da radiação UV, devido à presença de anéis aromáticos capazes de absorver a 

radiação (GUARATINI et al., 2009). A inibição de HSP32 em função do tratamento 

com flavonóides também é descrita na literatura. Em estudo realizado por Abate e 

colaboradores (2005), a incubação de fibroblastos murinos com o flavonóide apigenina 

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

Dessa forma, sugere-se que o efeito protetor frente à radiação UVA, exercido 

pelos flavonóides presentes no extrato de Anadenanthera colubrina, tenha impedido o 

aumento dos níveis de HSP32 em células humanas, visto que, nessas condições, não 

necessitam recorrer à tal mecanismo biológico de resistência frente ao estresse. A 

inferência de que o extrato de Angico-branco não atua como inibidor seletivo da 

expressão de HSP32 é corroborada pelos resultados expostos na Figura 10. 
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Figura 10. Expressão relativa de mRNA para HSP32 em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina. Os 
dados representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  
 

 

Na Figura 10, observa-se que o extrato de Anadenanthera colubrina não foi 

capaz de alterar significativamente a expressão de HSP32 em fibroblastos humanos em 

condição basal, apesar de se observar aumentos em relação ao grupo controle. Os 

grupos tratados com o extrato de Anadenanthera colubrina nas concentrações de 0,195; 

0,098; 0,049 e 0,024 % (v/v) apresentaram, respectivamente, expressões relativas de 

1,23; 1,44; 1,37 e 1,42 vezes superiores em relação ao controle basal. Dessa forma, 

pode-se afirmar que, apesar de o extrato de Anadenanthera colubrina não apresentar a 

capacidade biológica de estimular significativamente a expressão de HSP32, o mesmo 

possui potencial de utilização como protetor químico dos efeitos deletérios da radiação 

UV, devido à sua composição fitoquímica.  

A avaliação da capacidade moduladora da expressão gênica das proteínas de 

estresse, avaliadas neste estudo, em fibroblastos humanos incubados com Rhodiola 

rosea e submetidos à radiação UVA, não pode ser realizada devido às baixas 

quantidades de RNA total extraído (ANEXO B). Os níveis de RNA total obtidos nesse 

grupo experimental mostraram-se muito inferiores em relação, por exemplo, aos grupos 

tratados com extrato de Angico-branco (ANEXO C). Uma possível justificativa para os 
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baixos valores de RNA total consiste na fototoxicidade do extrato de Rhodiola rosea, 

apesar de não serem encontrados na literatura trabalhos que descrevam a fototoxicidade 

da planta.  

 A Figura 11 mostra os efeitos da incubação de fibroblastos humanos, em 

condição basal, com o extrato de Rhodiola rosea. Observa-se que o extrato vegetal foi 

capaz de elevar significativamente os níveis de expressão gênica de HSP32 em todas as 

concentrações avaliadas. Os grupos tratados com o extrato de Rhodiola rosea nas 

concentrações de 0,0048; 0,0024; 0,0012 e 0,0006 % (p/v) apresentaram, 

respectivamente, expressões relativas de 3,30; 5,35; 8,87 e 7,30 vezes superiores em 

relação ao controle basal. 

 

 

Figura 11. Expressão relativa de mRNA para HSP32 em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Rhodiola rosea. Os dados 
representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  

 

 

A atividade indutora de HSP32 exercida por Rhodiola rosea pode ser atribuída à 

presença do composto salidrosídeo, presente no extrato vegetal (DIEAMANT, 2008). 

Em estudo realizado por Zhang e colaboradores (2007), células de neuroblastoma 
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tiveram a expressão de HSP32 significativamente aumentada após a incubação com o 

composto salidrosídeo.  

A capacidade indutora de HSP32 do extrato de Rhodiola rosea sugere o 

potencial de utilização 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 níveis de proteína da HSP32. Para avaliar se o 

aumento da expressão induzida de HSP32 pelo resveratrol foi responsável pela 

citoproteção, células PC12 foram pré-tratadas com zinco protoporfirina, um inibidor de 

HSP32, e resveratrol 6 h antes da indução de morte celular pelo tratamento com 

peróxido de hidrogênio. Observou-se que a zinco protoporfirina atenuou o efeito 

protetor do resveratrol frente à citotoxicidade induzida, sugerindo que o efeito 

citoprotetor do resveratrol seja mediado através da indução de HSP32. 

Outra importante função atribuída à HSP32 refere-se à atividade antioxidante. O 

aumento dos níveis de HSP32 catalisa a quebra do anel heme, molécula pró-oxidante 

que proporciona a produção de espécies reativas de oxigênio que, por sua vez, 

provocam a peroxidação de lipídeos, desnaturação de proteínas e danos ao DNA 

(IMMENSCHUH; RAMADORI, 2000). Dessa forma, o extrato de Rhodiola rosea 

apresenta potencial de utilização como agente citoprotetor e antioxidante biológico, 

devido à sua capacidade de elevar a expressão gênica de HSP32. 

 

 

6.4.2 HSP72 

 

 

 O papel biológico da família HSP70 foi estudado primeiramente quanto à sua 

relação com a termotolerância (JOHNSTON; KUCEY, 1988; MAYTIN; WIMBERLY; 

ANDERSON, 1990). Contudo, inúmeros outros agentes são capazes de estimular a 

expressão dessa classe de proteínas (CHARVERON; CALVO; GALL, 1995). De 

acordo com Trautinger e colaboradores (1999), a irradiação UVA é capaz de induzir a 

expressão de HSP72, com padrões semelhantes aos observados após o estresse térmico.  

 Nas figuras 12 e 13 observa-se o aumento da expressão gênica de HSP72 

mediante a exposição à radiação UVA, com valores variando entre 1,68 e 1,99 vezes 
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superior à expressão no grupo controle basal. O mecanismo que controla a expressão de 

HSP72 tem início devido à ativação do fator de transcrição HSF-1. O evento que 

desencadeia a ativação desse fator é a desnaturação de proteínas intracelulares que 

competem com o fator pela ligação às chaperonas da família HSP70. Por essa razão, o 

dano às proteínas intracelulares causado pela radiação UVA é capaz de promover a 

indução de HSP72 (TRAUTINGER et al., 1999).  

 

 

Figura 12. Expressão 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 padrão de 2 experimentos 
independentes.  
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Figura 13. Expressão 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 padrão de 2 experimentos independentes.  
 

 

Com relação aos grupos tratados com os três extratos vegetais, não se observou 

em nenhum dos tratamentos, alterações da expressão de HSP72 significativas, ou seja, 

aumentos superiores a 1,5 vezes ou reduções inferiores a 0,5 vezes, em comparação ao 

grupo controle irradiado (Figuras 12 e 13).  

Os tratamentos de culturas celulares, não submetidas à fotoexposição, com os 

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

a expressão gênica de HSP72, em qualquer uma das concentrações avaliadas (Figuras 

14 e 15).   
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Figura 14. Expressão relativa de mRNA para HSP72 em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Rhodiola rosea. Os dados 
representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  
 

 

 

Figura 15. Expressão relativa de mRNA para HSP72 em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Pfaffia paniculata. Os dados 
representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  
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 Em contrapartida, o extrato de Angico-branco foi capaz de elevar de forma 

significativa a expressão gênica de HSP72 em culturas de fibroblastos humanos em 

condição basal (Figura 16). Na concentração de 0,098 % (v/v), o extrato de A. 

colubrina elevou os níveis de mRNA da chaperona molecular em 12,19 vezes em 

relação ao grupo controle basal. Nas concentrações de 0,195; 0,049 e 0,024 % (v/v), os 

aumentos observados foram de 4,89; 8,79 e 3,76 vezes, respectivamente.  

 

 

 

Figura 16. Expressão relativa de mRNA para HSP72 em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina. Os 
dados representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  
 

 

O conteúdo de compostos polifenólicos, representados principalmente por 

flavonóides, de A. colubrina pode justificar a capacidade do extrato vegetal de modular 

positivamente a expressão de HSP72. Sabe-se que as enzimas proteína quinase C 

(PKC), c-jun N-terminal quinase (JNK) e glicogênio sintase quinase (GSK) reprimem a 

ativação de HSF-1, ao interferirem na fosforilação do fator transcricional (VOELLMY, 

2004). Considerando que diferentes compostos polifenólicos 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 existência de um mecanismo de 

ativação de HSF-1 dependente de tais compostos. 

 A atividade indutora de HSP72 do extrato de A. colubrina sugere o potencial do 

extrato vegetal para aplicação cosmética. Atribui-se à HSP72 a capacidade de reduzir a 

formação de proteínas oxidadas e glicoxidadas em fibroblastos humanos (VERBEKE; 

CLARK; RATTAN, 2001). Tal atividade deve-se, ao menos em parte, à sua habilidade 

de regular o estado redox celular através da modulação da atividade das enzimas 

glutationa redutase e glutationa peroxidase (GUO et al., 2007). Dessa forma, o extrato 

de Angico-branco apresenta potencial de utilização em produtos cosméticos que 

previnam ou reduzam os efeitos da oxidação protéica, evento característico do 

fotoenvelhecimento (SANDER et al., 2002). 

 A HSP72 ainda desenvolve papel importante na supressão da morte celular 

programada (apoptose). De acordo com diferentes grupos de pesquisa, a HSP72 previne 

a apoptose induzida por formas de estresse proteotóxicas. Como exemplo, a super-

expressão de HSP72 foi capaz de prevenir a morte celular induzida por agentes que 

danificam o DNA, tais como radiação UVA (SIMON et al., 1995) e etoposídeo 

(SAMALI; COTTER, 1996).  

 Por fim, a utilidade de compostos ou extratos vegetais que apresentam 

capacidade indutora de HSP72 é corroborada por exemplos de produtos comerciais que 

desempenham tal atividade. Culturas primárias de queratinócitos humanos, submetidas 

ao estresse térmico e, em seguida, tratadas com o produto RonaCare Ectoin® (Merck®) 

desenvolveram um pico de produção HSP72 em um intervalo de tempo inferior em 

comparação ao grupo não tratado (MERCK®, 2011). Outro ativo cosmético, 

ThermostressineTM, de acordo com sua descrição comercial, é capaz de induzir a síntese 

de HSP72 e, portanto, tem como apelo comercial as funções de auxílio na resistência 

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

 

 

 SIRT-1 é membro de um grupo de proteínas denominado histona-desacetilases 

de classe III (NORTH; VERDIN, 2004). Essa proteína é capaz de desacetilar uma 

variedade de substratos e, portanto, está envolvida em uma ampla gama de funções 

fisiológicas, incluindo o controle da expressão gênica, metabolismo e envelhecimento 

(YAMAMOTO; SCHOONJANS; AUWER, 2007; MICHAN; SINCLAIR, 2007). O 

papel biológico de SIRT-1 na pele também tem sido investigado, especialmente em 

situações de estresse celular. Em um estudo avaliando os efeitos de condições 

estressantes sobre a síntese de SIRT-1, fragmentos de pele humana irradiados com UVB 

(50-200mJ/cm²) exibiram um aumento da expressão nuclear de SIRT-1 (IMBERT; 

FARRA; DOMLOGE, 2008). Nas figuras 17 e 18 são exibidos os padrões de expressão 

gênica de SIRT-1 mediante exposição à radiação UVA.  

 

 

Figura 17. Expressão 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 padrão de 2 experimentos 
independentes.  
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Figura 18. Expressão 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 padrão de 2 experimentos independentes.  
 

 

 De acordo com as figuras 17 e 18, é possível observar o efeito da radiação UVA 

sobre os níveis de mRNA para SIRT-1. Fibroblastos humanos submetidos à 

fotoexposição, e não tratados, tiveram a expressão gênica da proteína aumentada, com 

elevações de 1,59 e 1,76 vezes em relação aos níveis observados no grupo controle 

basal. A indução de SIRT-1 frente à exposição à radiação UVA foi recentemente 

demonstrada por Tian e colaboradores (2010). Nesse estudo, voluntários submetidos à 

radiação UVA três vezes por semana, durante 13 semanas, apresentaram os níveis de 

expressão de SIRT-1 elevados significativamente.  

Entre os principais efeitos celulares da exposição à radiação UV-A, destaca-se a 

geração 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 injúrias ao DNA podem justificar o incremento dos níveis de SIRT-1 

após a fotoexposição. Estudo realizado por Jeong e colaboradores (2007) demonstrou 

que SIRT-1 eleva a atividade de reparo do DNA, além de formar complexos com a 

proteína de reparo Ku70, em células submetidas à irradiação. Diversos outros trabalhos 
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relatam a capacidade de SIRT-1 em reparar o material genético após estímulos 

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

 De acordo ainda com as Figuras 17 e 18, é possível observar os efeitos da 

incubação das culturas celulares com os extratos de Anadenanthera colubrina e Pfaffia 

paniculata, respectivamente, e, em seguida, irradiadas sobre a expressão gênica de 

SIRT1. O tratamento com o extrato de Angico-branco reduziu de forma significativa 

(reduções inferiores a 0,5 vezes) a expressão de SIRT-1 em todas as concentrações 

avaliadas, em comparação ao grupo controle não tratado e submetido à irradiação. 

Assim como proposto para o efeito inibidor de HSP32, sugere-se que regulação 

negativa da expressão de SIRT-1 decorra do efeito citoprotetor químico exercido pela 

composição fitoquímica de Anadenanthera colubrina, especialmente pelo conteúdo de 

flavonóides.  

Em contrapartida, o extrato de P. paniculata, na concentração de 0,391 % (v/v), 

foi capaz de elevar em 82 % a expressão de SIRT-1 em relação ao grupo controle 

irradiado. O extrato hidroglicólico de P. paniculata também foi capaz de elevar 

significativamente a expressão gênica de SIRT-1 em cultura de fibroblastos humanos 

em condição basal (Figura 19). Nas concentrações 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 comparação 

ao grupo controle basal.  

Já o extrato de Rhodiola rosea não foi capaz de alterar significativamente os 

níveis de mRNA para SIRT-1 em qualquer das concentrações avaliadas (Figura 20).  

Nas mesmas condições, o extrato de Anadenanthera colubrina, assim como o 

extrato de Pfaffia paniculata, mostrou capacidade de induzir a expressão de SIRT-1 

(Figura 21). Na concentração de 0,098 % (v/v), o extrato vegetal elevou em 91 % os 

níveis de mRNA para SIRT-1. A atividade indutora de SIRT-1 dos extratos de Pfaffia 

paniculata e Anadenanthera colubrina apresenta grande potencial devido à escassez de 

compostos descritos na literatura, capazes de modular positivamente essa proteína. 

Além do resveratrol, poucos trabalhos relatam a existência de ativadores ou indutores da 

expressão de SIRT-1, tais como buteína e visfatina (QUIDEAU, 2003; MOTTA et al., 

2004; GRUBER et al., 2007; TERZIBASI et al., 2007). 
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Figura 19. Expressão relativa de mRNA para SIRT-1 em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Pfaffia paniculata. Os dados 
representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes. 
 

 

 

Figura 20. Expressão relativa de mRNA para SIRT-1 em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Rhodiola rosea. Os dados 
representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  
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Figura 21. Expressão relativa de mRNA para SIRT-1 em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina. Os 
dados representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  
 

 

É importante destacar também o potencial dos extratos avaliados quanto à 

aplicação cosmética. Sirtuínas são proteínas que além de atuarem no reparo de danos ao 

DNA causados pela fotoexposição (WANG et al., 2008; FAN; LUO, 2010; MING et 

al., 2010), são descritas como agentes promotores da longevidade. Já foi mostrado que o 

período de vida de camundongos, incapazes de expressar SIRT-1, é reduzido tanto em 

condições normais como sob restrição calórica, um comprovado agente promotor da 

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

Outra atividade de SIRT-1 que encontra importante aplicação cosmética é a de 

modular a expressão de metaloproteinases (MMPs). Ohguchi e colaboradores (2010) 

mostraram que a inibição seletiva de SIRT-1 elevou MMP-1 e MMP-3 em nível 

transcricional e protéico, em fibroblastos dérmicos humanos. 
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6.4.4 MT-I 

 

 

Metalotioneínas é um grupo de polipeptídeos solúveis, ricos em cisteína e de 

baixo peso molecular. Duas isoformas de metalotioneínas, MT-I e MT-II, já foram 

detectadas na pele (COYLE et al, 2002). Estudos mostraram que MT-I exerce 

importantes funções relacionadas a ação antioxidante, ligação a metais pesados e 

fotoproteção (COYLE et al, 2002; ABLETT et al., 2003; TALBOURDET et al., 2007). 

Nas Figuras 22 e 23, são demonstrados os efeitos do tratamento de culturas celulares 

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

seguida irradiadas, sobre a expressão gênica de MT-I. 

 

 

 

Figura 22. Expressão 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 padrão de 2 experimentos independentes.  
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Figura 23. Expressão 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 padrão de 2 experimentos 
independentes.  
 

 

 De acordo com as Figuras 22 e 23, é possível observar que a irradiação UVA 

promoveu, isoladamente, em fibroblastos humanos aumentos da expressão de MT-I 

variando de 8,12 a 11,12 vezes em relação ao grupo controle não irradiado. Os efeitos 

da radiação UVA sobre a expressão de MT-I, em fragmentos de pele de camundongos, 

foram avaliados por Oguro e Yoshida (2001). Segundo o estudo, os níveis mRNA para 

MT-I foram elevados em 6 vezes, em comparação ao grupo controle, 4 h após a 

irradiação da pele. 

 De acordo ainda com as figuras 22 e 23, é possível observar o efeito inibidor da 

expressão de MT-I nos grupos tratados com os extratos vegetais, em comparação ao 

grupo controle irradiado. Nas concentrações de 0,391; 0,195 e 0,098 % (v/v), o extrato 

de P. paniculata promoveu reduções de 88 %, 82 %, 87% e 80 %, respectivamente, em 

comparação ao grupo controle irradiado. De forma semelhante, o extrato de A. 

colubrina promoveu, nas concentrações de 0,195; 0,098; 0,049 e 0,024 % (v/v), 

diminuições na expressão gênica de MT-I de 59 %, 84 %, 84% e 83 %, 

respectivamente.  
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A radiação UVA já foi demonstrada como agente indutor de MT-I, 

provavelmente, em função da geração 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 oxigênio, inibiram a expressão 

gênica de MT-I, previamente induzida pela exposição à radiação UVA (OGURO; 

YOSHIDA, 2001). Sugere-se, portanto, que a inibição da expressão de MT-I pelos 

extratos vegetais avaliados decorra da habilidade dos mesmos de reduzir ou prevenir os 

danos causados pela radiação, por outros mecanismos, tais como ação neutralizadora de 

radicais livres. Por essa razão, é possível que a célula não necessite recorrer à ativação 

da expressão gênica de metalotioneínas para suportar o estresse induzido.  

A inferência quanto à atividade inibidora indireta da expressão gênica de MT-I 

pelos extratos de P. paniculata e A. colubrina em células submetidas à irradiação é 

corroborada pelos resultados mostrados na Figuras 24 e 25.  

 

 

 

Figura 24. Expressão relativa de mRNA para MT-I em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Anadenanthera colubrina. Os 
dados representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  
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Figura 25. Expressão relativa de mRNA para MT-I em culturas de fibroblastos 
humanos em condição basal e incubados com o extrato de Pfaffia paniculata. Os dados 
representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes.  
 

 

 É possível observar que ambos os extratos foram capazes de modular 

positivamente a expressão gênica de MT-I em fibroblastos humanos sob condição basal. 

O extrato de A. colubrina promoveu, nas concentrações de 0,098; 0,049 e 0,024 % 

(v/v), aumentos na expressão gênica de MT-I de 5,24; 2,48 e 2,24 vezes, 

respectivamente, em comparação ao grupo controle basal (Figura 24). Nas mesmas 

condições, o extrato de P. paniculata, na concentração de 0,195 (v/v), elevou em 63 % 

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

 O extrato de Rhodiola rosea também mostrou-se capaz de induzir a expressão 

gênica da metalotioneína (Figura 26). Nas concentrações de 0,0048; 0,0024; 0,0012 e 

0,0006 % (p/v), o extrato vegetal promoveu aumentos na expressão gênica de MT-I de 

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

 

 Uma das principais atividades de MT-I é a função reparadora do material 

genético, que apresenta importante aplicação cosmética. De acordo com estudo 

realizado por Takaishi e colaboradores (2009), camundongos incapazes de expressar as 

metalotioneínas MT-I e MT-II apresentaram a freqüência de danos ao DNA, tais como 

fragmentação, formação de adutos e dano oxidativo, aumentada.  

Outros estudos atribuem à metalotioneína importante ação antioxidante 

(HANADA et al., 1993; OTA; HANADA; HASHIMOTO, 1996). Em função de sua 

ação antioxidante, MT-I desenvolve, indiretamente, papel relevante no processo de 

despigmentação. Sabe-se que, durante o processo de pigmentação induzido por UV-B, 

queratinócitos secretam inúmeras citocinas, hormônios e mediadores químicos, tais 

como endotelina-1, hormônio de estimulação de melanócitos e prostaglandina E2, os 

quais estimulam a produção 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 produção de melanina 
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induzida por UV-B. De acordo com o estudo, o complexo mostrou-se capaz de reduzir a 

síntese 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, às 

ações antioxidante e reparadora de danos no DNA.  
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7. CONCLUSÃO  

 

 

 Os resultados apresentados no presente estudo permitem concluir que: 

• O extrato de Anadenanthera colubrina foi capaz de reduzir as expressões 

gênicas de HSP32, SIRT-1 e MT-I, em fibroblastos irradiados por UVA após 

incubação com o extrato vegetal, provavelmente, devido à capacidade 

citoprotetora química do extrato vegetal frente à radiação; 

• O extrato de Anadenanthera colubrina foi capaz de modular positivamente as 

expressões gênicas de HSP72, SIRT-1 e MT-I, em fibroblastos sob condição 

basal; 

• O extrato de Pfaffia paniculata foi capaz de suprimir a expressão de MT-I, além 

de elevar a expressão gênicas de SIRT-1, em fibroblastos irradiados por UVA 

após incubação com o extrato vegetal; 

• Em fibroblastos humanos sob condição basal, o extrato de Pfaffia paniculata 

elevou os níveis de mRNA para SIRT-1 e MT-I; 

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

expressões de HSP32 e MT-I, em fibroblastos sob condição 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 biológicos, promotores da citoproteção celular e da longevidade 

celular devido à capacidade de estimularem a expressão gênica das proteínas de 

estresse. Devido a tal capacidade, os extratos vegetais avaliados tem potencial para 

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

 
ANEXO A. Relatório de análise de flavonóides totais de amostra do extrato 
hidroglicólico de Anadenanthera colubrina, através da técnica de Follin-Ciocalteu. 
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ANEXO B. Resultados da quantificação de RNA total extraído de culturas celulares 
incubadas com o extrato hidroglicólico de Rhodiola rosea. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos µg/ml µg em 29 µL

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

5 - 0,0024 % (p/v) 10 0,29

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

5 - 0,0024 % (p/v) 340 9,86

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

Grupos 

Irradiados

Grupos 

Basais

Quantificação de RNA total  Tratamento com Rhodiola rosea
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ANEXO C. Resultados da quantificação de RNA total extraído de culturas celulares 

incubadas com o extrato hidroglicólico de Anadenanthera colubrina. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos µg/ml µg em 29 µL

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

5 - 0,098 % (p/v) 300 8,70

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

5 - 0,098 % (p/v) 400 11,60

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

Grupos 

Irradiados

Grupos 

Basais

Quantificação de RNA total  Tratamento com Anadenanthera colubrina
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ANEXO D. Artigo de revisão intitulado “Heat shock proteins (HSP): dermatological 

implications and perspectives”.
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ANEXO E – Parecer de Comitê de Ética em Pesquisa

 


