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RESUMO

A melanogénese, processo fisiologico de pigmentacao da pele, € um mecanismo de defesa
em resposta a exposicdo a luz, e € seguida pelo répido recrutamento de células
imunoldgicas. Tanto a pigmentacdo quanto a resposta imune podem ser reguladas por
interferon-y (IFN-y). Dentre as inimeras a¢des descritas para o IFN-y, sabe-se que ele é
o principal indutor da indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), uma enzima chave no
metabolismo do triptofano (Trp). Considerando também que alguns metabolitos do Trp
possuem atividade na pele, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar se o efeito do IFN-y sobre
a melanogénese ocorre por meio da modulacdo do metabolismo do Trp. Para isso,
desenvolvemos um modelo de inducdo de melanogénese em culturas de células primarias
de pele humana, o qual se baseia em co-culturas de melandcitos e queratindcitos na
proporcdo de 1:1, na presenca de 0,25 mM de tirosina e 5mM de cloreto de amdénia
(NH4CI). Utilizando esse modelo, vimos que quinurenina (QUIN), metabdlito do Trp,
inibe a producdo de melanina pela redugéo na atividade da tirosinase (TYR), similarmente
ao que foi observado para o IFN-y. Ainda, quando tratamos este mesmo modelo com 1-
MT (conhecido inibidor da IDO) observamos inducdo da producédo de melanina. Esses
dados suportam nossa hipétese de que o efeito do IFN-y sobre a melanogénese ocorre por
meio da modulacdo do metabolismo do Trp. N&o s6 o IFN-y, que ¢ indutor da IDO, como
também a QUIN, produto da atividade da enzima, causam uma diminuicdo na
concentracdo da melanina. Além disso, quando adicionamos 1-MT, a concentracdo de
melanina se reestabeleceu. QUIN mostrou atividade despigmentante ndo s6 em co-
culturas 2D entre melandcitos e queratindcitos, como também em modelos de pele
reconstruida em laboratorio, constatada pela diminui¢cdo dos melanossomos observados
em coloracdo de Fontana-Masson. Esses dados, somados a possibilidade de veiculacéo
de QUIN a duas formulagdes distintas, gel e nanoemulsdo, sugerem a sua utilizacéo topica
para o clareamento da pele. A acdo pigmentante do 1-MT ainda merece ser esclarecida,
mas também vé-se uma possibilidade de sua utilizacdo topica com a finalidade de

combater doencas hipocromaticas da pele.

Palavras-chave: interferon-y, quinurenina, melanogénese, tirosinase, despigmentante.



ABSTRACT

Melanogenesis, a physiological process of skin pigmentation, is a defense mechanism in
response to exposure to light and it is followed by rapid recruitment of immune cells.
Both the pigmentation and the immune response are regulated by interferon-y (IFN-y).
Among the many actions described for IFN-y, it acts as the main inducer of indoleamine-
2,3-dioxygenase (IDO), a key enzyme in tryptophan (Trp) metabolism. Considering also
that some Trp metabolites have skin activity, the objective of this work was to evaluate if
the effect of IFN-y on melanogenesis occurs through the modulation of Trp metabolism.
In order to do this, we developed a model of melanogenesis induction in cultures of
primary human skin cells, which relies on 1: 1 coculture of melanocytes and keratinocytes
in the presence of 0.25 mM tyrosine and 5 mM NH4Cl. Using this model, kynurenine
(KYN), which is a Trp metabolite, inhibits melanin production by reducing tyrosinase
activity (TYR), similarly to that observed for IFN-y. Additionally, when we treated this
same model with 1-MT (known IDO inhibitor) we observed induction of melanin
production. These data supported our hypothesis that the effect of IFN-y on
melanogenesis occurs through the modulation of Trp metabolism. Not only IFN-y, which
is an inducer of IDO, but also KYN (product of enzyme activity) causes a decrease in
melanin concentration. In addition, when we added 1-MT, the melanin concentration was
restored. KYN showed depigmenting activity not only in 2D co-cultures between
melanocytes and keratinocytes, but also in reconstructed skin models in the laboratory,
evidenced by the decrease of melanosomes observed in Fontana-Masson staining. These
data, coupled with the possibility of incorporate KYN into two distinct formulations (gel,
and nanoemulsion) suggest its topical use for skin whitening. The pigment action of 1-
MT still deserves to be investigated, but it is also recognized as a possible active for

topical use to treat hypochromic skin diseases.

Key words: interferon-y, kynurenine, melanogenesis, tyrosinase, depigmenting.



Lista de Abreviatura
1-MT: 1-metil-DL-triptofano
5-HT: serotonina
AA: &cido antranilico
AADAT: quinurenina aminotransferase
AANAT: arilalquilamino N-acetiltransferase
ACS: 2-amino-3-carboximuconato semialdeido
ACTH: hormdnio adrenocorticotréfico
AFMK: N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina
AhR: receptor aril hidrocarboneto
AMK: N1-acetil-a5-metoxiquinuramina
ASIP: proteina sinalizadora agouti
CAMP: adenosina monofosfato ciclico
DCT/Tyrp2: dopacromo tautomerase
DDC: dopa-descarboxilase
DHI: 5-6-dihidroxiindol
DHICA: 5-6-dihidroxiindol-2-4cido carboxilico
DMT: dimetiltriptamina
DQ: dopaquinona
ELISA: Enzyme-Linked Immunsorbent Assay
f-QUIN: N-formil-quinurenina
HAA: acido 3-hidroxiantranilico
HIAA: acido 5-hidroxindolacético
HIOMT: acetilsetononina-O-metiltransferase
HK: 3-hidroxiquinurenina
HMGS: Human Melanocyte Growth Supplement
IAA: &cido indolacético
IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina
IDO: indolamina-2,3-dioxigenase
INMT: triptamina-N-metil-transferase
KA: &cido quinurénico

KMO: quinurenina mono-oxidase



KYNU: quinureninase

L-DOPA: L-3,4-dihidroxifenilalanina
MAQO: monoaminoxidase

MCRZ1: receptores de melanocortina 1
MITF: fator de transcri¢do associado a microftalmia
MLT: melatonina

MPO: mieloperoxidase

NAM: &cido nicotinico mononucleotideo
NAS: N-acetil-5-hidoxitriptamina
NH4ClI: Cloreto de amonia

NRF2: fator nuclear eritroide 2

PA: acido picolinico

PAR-2: receptor ativado por protease-2
POMC: proopiomelanocortina

QA: &cido quinolinico

gRT-PCR: PCR em tempo real

QUIM: quinuramina

QUIN: L-quinurenina

TDO: triptofano-2,3-dioxigenase

TRY: triptamina

TYR: tirosinase

Tyrpl: enzima relacionada a tirosinase tipo 1
Via QUIN: via das quinureninas

Via SER: via serotoninérgica

Via TRY: via das triptaminas

XA: acido xanturénico

a-MSH: alfa- hormdnio estimulante de melanécitos



Lista de Figuras

Figura 1: Esquema de indug&o da melanogénese..........ccoovevenenineiinc s 09
Figura 2: Via bioguimica de formagdo de melanina............ccccocevvveriinieiinnncscnnns 11
Figura 3: Maturagdo dos Melan0oSSOMOS. ........cccvierieinerieine e 13
Figura 4: Possiveis vias de transferéncia de melanossomos.............ccccoeeereneennnnn. 15

Figura 5: Rab7 e Rab27a e as proteinas motoras envolvidas no transporte do

MEIANOSSOMO. ...ttt sttt et e e e s e sressee st e et e rees e eseesae e e e seeneenseeneennees 17
Figura 6: Modulagdo da melanogénese. ..........ccoeeerireiinieiinice e 22
Figura 7: Metabolismo do Trp pela via das quinureninas (via QUIN).................. 24
Figura 8: Metabolismo do Trp pela via serotoninérgica (via SER)...........cc.ccceeee 27
Figura 9: Metabolismo do Trp pela via das triptaminas (via TRY)......c.ccccevviennne 29
Figura 10: Padronizagdo de modelo de melanogénese...........cccovevevereninesiincennns 47
Figura 11: Expressao génica de marcadores da melanogénese...........cccocvevvvrvennene. 49

Figura 12: Expressdo proteica dos marcadores da melanogénese e producdo de

melanina ao 10Ng0 dO tEMPO.......ccueiiieee e 51
Figura 13: Perfil do metabolismo do Trp ao longo da melanogénese..................... 53
Figura 14: Rota de conversdo de Trpa QUIN.......c.cooeiieieiiic e e 54
Figura 15: Viabilidade das co-culturas na presenca de componentes do metabolismo
o [0 N I oSS SR 55
Figura 16: QUIN modulando a melanogénese. ..........cccevvvveieeriesiesieeseesieeie e 56
Figura 17: 1-MT modulando a melanogénese............cceeveuereeveiieeiieeieseesiesieenens 57
Figura 18: INF-y ndo modula a melanogénese em células IDO negativas............. 59

Figura 19: Expressdo génica dos moduladores de melanogénese na presenca de

QUIN . et ee et e et et ee e e ee e e s e e ee e ee et ene e seee e ee e ee e eees 61
Figura 20: Expressdo proteica dos moduladores de melanogénese na presenca de
QUIN . et ee et e e et e e ee e et e ee e e st ee s ee e ee e ee e eeeeere e s 63
Figura 21: Modulacdo do metabolismo do Trp.......cccceveeviviecie e 65
Figura 22: QUIN regula a melanogénese via inibicdo de TYR.....c..ccccevcvvvieriennen, 68

Figura 23: Veiculacdo e permeabilidade de QUIN em formulagdes cosméticas....71



Figura 24: Pele reconstruida em laboratorio tratada com gel de QUIN.................. 73

Figura 25: Peles reconstruidas em laboratério na presenca de estimulos
pigmentantes € deSPIgMENTALES. ........cceiiririre i 74

Figura 26: Marcagdo de melanossomos em peles reconstruidas em laboratorio na
presenca de estimulos pigmentantes e despigmentates..........ccoeevevrieeiereciieseeiiennnn 76

Fig.Sup.1: Imagem do irradiador UV-A e espectro de emissdo das lampadas........ 80

Fig.Sup.2: Irradiagdo de co-culturas de queratindcitos e melandcitos com luz UV-

b e nane s 81
Fig.Sup.3: Marcadores da melanogénese na co-cultura de melandcitos e
QUETAEINOCITOS. ...ttt ettt et st s e st e sttt en s e en s e eneane 82
Fig.Sup.4: Viabilidade dos queratindcitos apds exposicdo a luz UV-A.................. 83

Fig.Sup.5: Expressdo génica das enzimas da via QUIN em queratindcitos
1 =10 [ T o [0 J SRS 85

Fig.Sup.6: Expressdo génica das enzimas da via SER em queratinocitos
1 =10 [ T o [0 J SRS SSSRPR 86

Fig.Sup.7: Expressdo génica das enzimas da via das TRY em queratindcitos
1A= 1o E=To (0L TSPV URURURTPRPPRSPN 87

Fig.Sup.8: Marcadores da melanogénese em monoculturas de melandcitos de pele
branca apds estimulo COM IBIMIX........c.ccvciiiioiiiice e 89

Fig.Sup.9: Concentracdo de melanina em linhagem de B16-F10 apds estimulo com

2] TSSOSO R 90
Fig.Sup.10: Producdo relativa de melanina nos tempos de 8, 24, 48 e 72 horas.....91
Fig.Sup.11: Oxidacédo de L-Dopa nos tempos de 8, 24, 48 e 72 horas.................... 92



Lista de Tabelas

Tabela 1: Modulagdo da melanogénese por componentes do metabolismo do

Tabela Suplementar 1: Condigdes de irradiacdo utilizadas...........ccccccoevevernennne. 80

Tabela Suplementar 2: Perfil de modulagdo da expressdao de mRNA das enzimas

envolvidas nas trés rotas de metabolizacdo do Trp para melandcitos, melanomas e
FIDFODIASIOS. ... e e 87



1. INTRODUCAO
1.1. A pele e sua pigmentacao

A pele humana possui diferentes tonalidades e isso se deve a presenga de um
pigmento quimicamente inerte chamado melanina que desempenha um papel
essencial na defesa do organismo contra os raios UV. Podemos dizer que a pele é a
principal barreira contra estimulos mecénicos e quimicos, sendo dividida em trés

camadas: epiderme, derme e hipoderme (Costin e Hearing, 2007).

A epiderme é dividida em quatro subcamadas, chamadas de estratos basal,
espinhoso, granuloso e corneo. As principais celulas presentes nesta camada sao 0s
queratindcitos, que representam aproximadamente 95% do componente celular da
epiderme, e 0s melandcitos, presentes em menor namero. A proporcdo entre
melandcitos e queratindcitos na epiderme é composta de 35 a 40 queratindcitos para
cada um melandcito, e esse conjunto de células é conhecido com unidade melano-
epidermica. Podemos encontrar também outros tipos celulares na epiderme, como as
células de Merkel, dispostas no estrato basal e responsaveis pela transmissao
sensorial; as células de Langerhans, que se localizam no estrato espinhoso e compde
a porcdo imunolégica das células da pele; e os cornedcitos presentes no estrato corneo

(Elias, 2005).

A derme, por sua vez, é composta principalmente por fibroblastos, mas
também possui células imunoldgicas, representadas pelos macrofagos, linfécitos,
mastocitos e algumas células de Langerhans, bem como alguns melandécitos (Costin
e Hearing, 2007). A hipoderme é a camada mais interna da pele, constituida
principalmente por tecido adiposo, que tem a funcdo de ligar a derme aos tecidos

subjacentes (Spellberg, 2000).



O processo de pigmentacédo da pele, conhecido como melanogénese, depende
da sintese da melanina pelos melandcitos da epiderme, da transferéncia deste
pigmento para os queratindcitos presentes na epiderme (Opitz et al., 2011), e da
secrecdo de fatores pré-melanogénicos por fibroblastos que estdo na derme (Costin e
Hearing, 2007). Este processo envolve uma via metabdlica complexa que combina

reacOes quimicas catalisadas enzimaticamente e espontaneas.

Quando a pele € exposta a irradiacdo UV, o gene da proteina p53 no nucleo
dos queratindcitos € ativado em resposta ao dano do DNA. Esta ativagdo de p53 leva
a clivagem da proopiomelanocortina (POMC), um precursor hormonal, que origina
varios produtos como a [-endorfina e 0 a-horménio estimulante de melandcitos (o-
MSH). O a-MSH quando se liga aos receptores de melanocortina 1 (MCR1) em
melandcitos adjacentes, ativa via adenosina monofosfato ciclico (CAMP), o principal
fator de transcri¢do da melanogénese, o fator de transcrigcdo associado a microftalmia

(MITF) (Fig.1) (Lo e Fisher, 2014).
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Figura 1: Esquema de inducdo da melanogénese. Proopiomelanocortina (POMC);
alfa-hormoénio estimulante de melandcitos (a-MSH); receptor de melanocortina 1
(MCR1); fator de transcri¢do associado a microftalmia (MITF). Imagem retirada de
Lo and Fisher, 2014.

MITF ativa a transcricdo da enzima tirosinase (TYR), responsével pela

hidroxilacdo de L-tirosina a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que, além de ser



precursor na biossintese das melaninas, é também encaminhado para a via das
catecolaminas, atuando separadamente nestas vias. A oxidagdo de L-DOPA para
dopaquinona (DQ) (Garbe et al.) é o préximo passo da rota e também é catalisada
pela TYR, sendo que a presenca de cisteina ou glutationa a partir daqui direcionara
este subproduto para a formacdo de eumelanina (pigmento preto/marrom) ou
feomelanina (pigmento vermelho/ amarelo) (Slominski et al., 2004). A propor¢éo
entre as concentrac@es de eumelanina e feomelanina produzidas é responsavel por
estabelecer o fototipo dos individuos. A formacdo de DQ é o passo limitante da
sintese de melanina, uma vez que as reagcdes posteriores prosseguem

espontaneamente em pH fisiologico (Halaban et al., 2002) (Fig.2).

Na eumelanogénese, quando os aminoacidos cisteina e glutationa sao
depletados, a DQ sofre ciclizagdo intramolecular espontanea formando
leucodopacromo (ciclodopa). Ciclodopa e DQ sofrem troca redox originando
dopacromo e L-DOPA, que pode entrar no ciclo de formacdo de DQ novamente.
Dopacromo decompde-se espontaneamente resultando em 5-6-dihidroxiindol (DHI),
ou se catalisado pela enzima dopacromo tautomerase (DCT/Tyrp2), ele forma o 5-6-
dihidroxiindol-2-4cido carboxilico (DHICA). Por fim, os intermediarios DHI e
DHICA sdo oxidados a eumelanina e acredita-se que a enzima relacionada a
tirosinase tipo 1 (Tyrpl) seja a responsavel pela oxidacdo deste ultimo. A
feomelanogénese comecga com a conjugacdo da DQ a cisteina ou a glutationa gerando
cisteinildopa e glutationildopa respectivamente, que dardo origem a intermediarios
benzotiazinicos, e apos polimerizacao resultardo em feomelanina (Slominski et al.,

2004; Pillaiyar et al., 2017) (Fig.2).

A expressdo baixa da enzima TYR resulta em niveis baixos de DQ, que sdo

quimicamente reduzidos por cisteina ou glutationa, levando ao favorecimento da

10



feomelanogénese. Em contraste, a maior expressao de TYR, resulta em maiores

quantidades de DQ que irdo esgotar as reservas intracelulares de cisteina e glutationa.

Ap0s a deplecdo destes tiois, a dopaquinona sera metabolizada via conjugacdo com

ciclodopa, produzindo o dopacromo, que é convertido em eumelanina pelas enzimas

TYRP2 e TYRP1 (Fig.2) (Nguyen e Fisher, 2019).
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Figura 2: Via bioquimica de formacao de melanina. Nesta imagem estdo ilustradas
(em preto) as formulas estruturais de alguns dos produtos intermediarios de formacao
dos dois tipos de melanina desde seu precursor, a L-tirosina. Em vermelho estdo
algumas das enzimas envolvidas nesta formacéo, e em verde estdo os aminoacidos
conjugados a dopaquinona, e a dopaquinona conjugada ao leucodopacromo. Setas
tracejadas indicam a existéncia de produtos intermediarios nessas rotas.

Todo este maquindrio bioquimico acontece em vesiculas chamadas

melanossomos, que sdo organelas do tipo lisossomos, responsaveis pela interacao

entre os melandcitos e o0s queratindcitos. Esta interagdo se deve a transferéncia da

vesicula de uma célula para a outra (Muller e Scherle, 2006) e sera detalhada mais
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adiante. A maturacdo do melanossomo ocorre por meio de diversas transicoes
morfoldgicas e estruturais, e também por uma sequéncia especifica de contribuicdes

enzimaticas (Metz et al., 2007).

Os melanossomos podem ser classificados morfologicamente em quatro
estagios distintos (I-1V) de acordo com seu grau de maturacao. No estagio I, eles sao
estruturas amorfas e esféricas, e é neste estagio que se inicia a formacéo das fibrilas
intraluminais, gerando uma malha que se consolidara no estagio 1. No segundo
estagio, a organela possui formato alongado, estrias internas bem definidas e ainda
ndo ha pigmento de melanina. Até esses dois primeiros estagios eles s&o comumente
chamados de melanossomos precoces. A sintese de melanina se consolida no estagio
[1l, a qual vai se depositando de maneira uniforme nas fibrilas internas. Nos
melanossomos fortemente pigmentados, considerados em estagio 1V, os detalhes
estruturais da organela sdo encobertos devido a presenca de quantidades abundantes
de melanina e € durante esse estagio que acontece a transferéncia da organela para os

queratindcitos (Fig.3) (Yamaguchi e Hearing, 2009) (Opitz et al., 2011).
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Figura 3: Maturacgédo dos melanossomos. Microscopia eletronica de melanossomos
nos quatro estagios de maturacdo em melanécitos normais. Imagem adaptada de
SLOMINSKI, 2004.

A maioria das proteinas envolvidas na pigmentacdo da pele esta localizada
no melanossomo e consistem em componentes enzimaticos e fibrilares, que sdo
necessarias tanto para a estruturacdo do melanossomo quanto para ligacdo da
melanina ao mesmo (Hearing, 2005). A proteina GP100 é a maior constituinte da
organela no estagio | e sofre acdo de enzimas de glicosilacdo e protedlise, que vao
gerar a sua conformacéo final, formando a matriz fibrilar do melanossomo. O Melan-
A/MART-1 também é um componente proteico dos melanossomos em estagios
iniciais de maturacdo e quando associado a proteina GP100 tem sua expressdo e
estabilidade afetados. Por este motivo, Melan-A/MART-1 ¢ indispensavel para o
enovelamento e atividade correta de GP100 na montagem do melanossomo,
desempenhando um importante papel na regulacdo da pigmentacdo de mamiferos
(Hoashi et al., 2005). As enzimas TYR, DCT/Tyrp2 e Tyrpl, principal suporte
enzimatico da pigmentacdo, compdem a organela no estagio 11, quando d&o inicio a

cascata bioquimica da melanogénese (Opitz et al., 2011).

A transferéncia do melanossomo dos melanécitos para os queratinécitos pode

acontecer por diferentes mecanismos, 0s quais ndo estdo totalmente elucidados. Os
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mais citados entre eles sdo fusdo de membranas com inoculacdo direta de
melanossomos através de filopddios nanotubulares (Fig.4a), melanossomos
exocitados e absorvidos via endocitose associada a fusdo de membrana ou fagocitose
(Fig.4b), e citofagositose de dendritos (Fig.4c) (Mottaz e Zelickson, 1967;
Yamamoto e Bhawan, 1994; Seiberg, 2001; Scott et al., 2002; Van Den Bossche et

al., 2006).

Em 2011, ANDO e colaboradores questionaram 0s mecanismos classicos de
transferéncia dos melanossomos, uma vez que a composicao e estrutura das suas
membranas lipidicas possibilitam a liberacdo dessas vesiculas no espaco extracelular
e subsequente fagocitose pelos queratinocitos. Nesse modelo proposto, 0s
melanossomos sdo embalados na membrana dos melandcitos, desprendendo-se dos
seus dendritos, para entdo serem liberados no espaco extracelular e fagocitados pelos
queratindcitos (Fig.4d). A microscopia eletronica desses modelos revelou
melanossomos no interior de queratindcitos acondicionados em aglomerados
fechados por uma membrana dupla, os quais foram chamados de melano-

fagolisossomos (Ando et al., 2011).
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Melanocyte Keratinocyte

Figura 4: Possiveis vias de transferéncia de melanossomos. (A) Inoculacdo direta
de melanossomaos através de filopddios nanotubulares. (B) Melanossomos exocitados
e absorvidos via endocitose associada a fusdo de membrana (e) ou fagocitose (p). (C)
Citofagocitose de dendritos. (D) Formacgdo de melano-fagolisossomos. Em azul, a
membrana plasmética dos melanocitos; em vermelho, a membrana plasmatica dos
queratindcitos; em verde, a membrana melanossdmica. Imagem retirada de ANDO,
2011.

O receptor ativado por protease-2 (PAR-2) € um receptor do tipo
transmembrana que apesar de ser expresso nos queratindcitos, ndo aparece nos
melandcitos. Ele esta envolvido na captacdo do melanossomo via fagocitose, e a
modulacdo da sua ativacdo pode afetar os niveis de pigmentacdo, uma vez que 0
padréo de distribuicdo dos melanossomos na epiderme interfere na determinacéo da

cor da pele (Seiberg et al., 2000).

Em 2003, BABIARZ-MAGEE e colaboradores mostraram que PAR-2 e
tripsina, seu ativador, estdo expressos em niveis mais elevados em peles escuras,
quando comparadas as claras. Além disso, peles altamente pigmentadas possuem
maior capacidade de clivar a protease especifica de PAR-2, e a fagocitose de
melanossomos induzida pelo PAR-2 em queratindcitos derivados em peles mais
escuras foi mais eficiente. Com esses dados, eles demonstram que a expressédo e a

atividade de PAR-2 estdo diretamente relacionadas com a cor da pele, implicando no
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envolvimento deste receptor em fendtipos de coloracdo da pele (Babiarz-Magee et

al., 2004).

Além do PAR-2, presente nos queratindcitos, duas outras moléculas presentes
nos melandcitos também estdo envolvidas na transferéncia do melanossomo via
formagdo de microtibulos, o Rab27a e o Rab7. O primeiro € membro da subfamilia
Rab27 de GTPases, responsavel por controlar o transporte e a exocitose de organelas
relacionadas ao lisossomo (LRO) em tipos especificos de células (Izumi et al., 2003).
Em seu estado ativo, 0 Rab27a quando ligado ao GTP localiza-se na membrana dos
melanossomos, onde atua como um receptor para a proteina motora miosina Va
(Fukuda et al., 2002). Perdas na expressdo de Rab27a resultam em defeitos no
transporte normal do melanossomo dependente da interagdo miosina VA com a
actina, afetando assim a cor da pele (Jordens et al., 2006). Outro membro da familia
Rab associado a GTPases € o Rab7, e assim como o Rab 273, ele esta envolvido no
transporte de melanossomos via microtubulos (Cantalupo et al., 2001), estando mais
especificamente relacionado ao transporte das proteinas TYR e Tyrpl (Hirosaki et

al., 2002).

Jordens e colaboradores demonstraram em 2006 que as funcdes desses dois
membros da familia Rab sdo distintas e estdo bem estabelecidas. Elas regulam duas
diferentes proteinas motoras, controlando etapas complementares na biogénese do
melanossomo: o Rab7 controla o transporte precoce mediado pelos microtubulos e
Rab27a o transporte subsequente de melanossomos maduros. A marcacdo de Rab7
foi observada em estagios iniciais da maturacdo do melanossomo, engquanto que o
Rab27a esteve presente dos melanossomos de estagio 1V mais maduros (Fig.5)

(Jordens et al., 2006).
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Figura 5: Rab7 e Rab27a e as proteinas motoras envolvidas no transporte do
melanossomo. Esta imagem mostra o transporte bidirecional dependente de
microtubulos, controlado pelas proteinas motoras dineina e cinesina. O melanossomo
interage com Rab7, controlando o recrutamento motor de dineina com melanossomos
precoces. Os melanossomos mais maduros (estagio 1V) sdo desprovidos de Rab7 e
permanecem na ponta das células pela acdo de Rab27a, atuando no recrutamento do

motor de miosina Va juntamente com a actina. Imagem retirada de Jordens et al,
2006.

Embora a transferéncia de melanossomos para 0s queratinocitos seja uma
resposta de protecdo aos danos mediados por exposicdo a luz, ndo so a alta energia
dispensada durante a sintese de melanina, mas também sua atividade fotoprotetora
geram espeécies reativas que podem ser danosas para a sobrevivéncia celular (Brody
et al., 2009; Pantouris e Mowat, 2014). Desse modo, faz-se necessaria uma resposta
localizada para restaurar o balanco na pele e prevenir efeitos secundarios indesejados
do aumento de sintese de melanina (Opitz et al., 2011). Faz parte desta reposta
preventiva o aporte de células imunoldgicas para o local da producdo, bem como a
producéo de citocinas por essas células (Natarajan, V. T., Ganju, P., Ramkumar, A.,

et al., 2014).
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1.2. A regulacéo da melanogénese

J& foram identificados mais de 150 genes que interferem na pigmentacao da
pele, pelos e cor dos olhos. Dentre os estudos acerca desta identificagdo, podemos
citar aqueles realizados com base na analise da coloracédo de camundongos (Bennett
e Lamoreux, 2003) e também estudos de componentes melanossomicos via
protedbmica (Chi et al., 2006). Os mecanismos de controle do processo de
melanogénese sdo abrangentes e de dificil deducdo, podendo depender de fatores
hormonais, transcricionais, imunol6gicos, dependentes ou ndo de receptores e até de

fatores extrinsecos, como é o caso da radiagéo UV.

O principal fator de transcricdo da melanogénese é o MITF, responsavel
também pelo desenvolvimento e sobrevivéncia dos melandcitos. O MITF foi
descoberto como uma proteina codificada em um locus associado a sindrome de
Waardenburg, distdrbio caracterizado, dentre outros fatores, pela pigmentacédo
anormal da pele e dos cabelos em seres humanos. Ele é responsavel por induzir a
transcricdo de genes de enzimas como TYR, DCT e Tyrpl, sendo que, a mais
complexa destas regulacfes acontece para a DCT. Essa maior complexidade se deve
ao fato de existirem outras proteinas envolvidas, sendo que duas delas (CREB e
SOX10) cooperam com MITF na ativacdo da expressdo DCT, enquanto outra
(PAX3) possui efeito antagonista. Além disso, 0 MITF regula a pigmentacdo ndo sé
por meio da transcricdo dos genes relacionados as enzimas do processo, como
também aqueles relacionados a estrutura, biogénese e transporte do melanossomo

(Samija et al., 2004).

MC1R, como ja citado anteriormente, € um receptor presente na membrana
plasmatica dos melandcitos, e ele se apresenta em uma quantidade de

aproximadamente 700-1.000 moléculas de proteina por melandcito (Donatien et al.,
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1992). Este receptor ¢ sitio de ligagdo para a-MSH, que também € regulado por
MITE. a-MSH é produzido pelos queratindcitos epidérmicos, e a sua ligagdo ao
receptor MC1R é um dos primeiros passos da melanogénese regulados de maneira
hormonal. Esta ligagdo inicia uma cascata de sinalizacdo que envolve a ativacao via
adenilato ciclase, sintetizando cAMP. Um dos efeitos do aumento do cAMP
intracelular € a ativacdo da proteina quinase A (PKA), que por sua vez fosforila os
fatores de transcri¢do da proteina responsiva ao elemento cCAMP (CREB) que ativa
transcricionalmente uma variedade de alvos, incluindo MITF. Esta ativacdo do
MITF, caracteriza um mecanismo de feedback (Bertolotto et al., 1998). O MC1R
também tem como agonista o hormonio adrenocorticotrofico (ACTH), que estimula

especialmente a eumelanogénese (Slominski et al., 2004).

O receptor MC1R também possui antagonistas, e o principal deles € a proteina
sinalizadora agouti (ASIP), que se destaca por determinar ndo soO a intensidade da
melanina produzida como também a proporcao entre a feomelanina e eumelanina.
Isto foi observado através do tratamento de melandcitos humanos com ASIP
recombinante, e consequente bloqueio dos efeitos estimuladores de a-MSH no
acumulo de cCAMP, atividade de TYR e proliferacéo celular. Além disso, na auséncia
de a-MSH exdgena, o ASIP inibe os niveis basais de TYR, a proliferacdo celular e
reduz a atividade de TRP-1 (Suzuki et al., 1997). Mais recentemente, foi
demonstrado que a B-defensina 3, conhecida principalmente pelo seu papel na
imunidade inata, também funciona como antagonista do MCIR, inibindo as

atividades da adenilato ciclase e da TYR (Swope et al., 2012).

Alguns fatores intrinsecos também podem regular a producdo de melanina.
Existem nos melandcitos, receptores do tipo a e B para estrogeno, e quando ocorre

um aumento dos niveis deste hormonio na gravidez, os melanécitos sdo estimulados,
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causando hiperpigmentacdo (Sun et al., 2017). Outro exemplo é a acdo da
noreepinefrina, que age por receptores do tipo al adrenérgico, e leva a liberacdo de
calcio no meio intracelular, ativando uma proteina quinase denominada PKC- B, que

por sua vez fosforila a enzima TYR, ativando-a (Abrao et al., 1991).

Tirosina e L-DOPA sdo substratos para a sintese de melanina, apresentando
desta forma um papel na regulacdo positiva da pigmentacdo. Estes compostos
exercem esta funcdo por estimularem a atividade da enzima TYR em células
melanogénicas. Contudo, foi observada uma diminuicdo na atividade desta enzima,
bem como na concentracdo de melanina nas células, na presenca de concentragdes

mais elevadas destes dois compostos (Slominski et al., 2004).

A B-endorfina, um neurotransmissor assim como a dopamina, tem sido
relacionada com a patogénese de varias dermatoses, por exemplo, a psoriase. O papel
da B-endorfina na pigmentacdo tambeém tem sido sugerido, uma vez que 0 aumento
da concentracdo plasmatica deste neurotransmissor pode ocorrer apds a exposicdo a
UV-A, estando associado a pigmentacdo da pele. Além disso, B-endorfina ja foi
identificada em pele, melandcitos humanos normais e malignos, e o tratamento de
culturas normais de melanocitos com [B-endorfina resulta em aumento da
melanogénese ¢ da proliferagdo dessas células. Ademais, B-LPH (beta-lipotropina),
um precursor imediato da B-endorfina, pode estimular a melanogénese em ovinos,
além de a sua concentracdo sérica estar associada a hiperpigmentacdo generalizada

em seres humanos (Slominski et al., 2004).

Outro regulador da pigmentacdo € a histamina. Queratindcitos primarios sao
capazes de liberar quantidades significativas dessa substancia apds exposicdo a
irradiacdo UV-A, além de expressarem seus receptores H1 e H2. O aumento da

pigmentacdo da pele associada a urticaria e & mastocitose sistémica parece resultar
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do aumento das concentragdes locais de histamina. Além disso, foi relatado também
que a histamina pode aumentar a proporcdo entre eumelanina e feomelanina em
cultura de melandcitos. Assim, esta substancia pode ser um importante mediador da

hiperpigmentacéo induzida por UV (Slominski et al., 2004).

O controle da pigmentacdo vai além da regulacdo transcricional de genes
relacionados a melanogénese, bem como da regulacdo de hormonios e outras
substancias com atividade bioldgica. Ele envolve a interagdo de melandcitos com
outras células da pele, e ndo apenas fibroblastos e queratindcitos anteriormente
citados, incluindo as células do sistema imunologico e a producéo de citocinas por

estas células, como IL-18 e IFN-y (Slominski et al., 2004).

O mecanismo de melanogénese e sua interacdo com o sistema imunologico e
suas citocinas mantem a homeostase da pele. Ja foi proposto anteriormente que o
IFN-y pode ser um potente inibidor da pigmentacao da pele (Natarajan, Vivek T. et
al., 2014; Son et al., 2014a; Yang, L. L. et al., 2015; Zhou, Ling, et al., 2016b).
Natarajan e colaboradores apresentaram uma hipétese envolvendo a modulacao da
pigmentagao por esta citocina. Eles sugeriram que a secre¢ao basal de a-MSH e TGF-
B por queratindcitos seja a responsavel por manter o estado de pigmentagdo
constitutiva na pele (Fig.6a). Quando ocorre exposi¢do a luz UV, aumenta a secre¢édo
de a-MSH e diminui a de TGF-p, ativando desta forma a sintese dos melanossomos
nos melandcitos e consequente transferéncia para os queratindcitos (Fig.6b). Como
resultado desta exposicao a luz UV, ocorre também o recrutamento tardio de células
do sistema imune para a epiderme, que irdo secretar IFN-y e criar um ambiente
inflamatodrio transitorio (Fig.6c). Esta inflamacdo por sua vez, sinaliza o blogueio do
processo de maturacdo dos melanossomos, garantindo a recuperacdo do estado de

pigmentacgéo basal (Natarajan, Vivek T. et al., 2014).
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Figura 6: Modulacéo da melanogénese. Esquema de modulagdo da melanogénese
pelas células imunoldgicas na presenca de IFN-y. Imagem retirada de Natarajan,
2015.

O IFN-y é uma citocina pré-inflamatéria com papéis importantes e bem
definidos na homeostase tecidual e nas respostas imunolégica e inflamatoria. Além
dessas funcgdes, 0 seu envolvimento em fendmenos de outras naturezas também é
explorado, como por exemplo na diferenciacéo e proliferacdo de células neuronais
(Pereira et al., 2015). Os mecanismos da acdo do IFN-y envolvem efeitos em fatores
de transcricdo, receptores e enzimas. Do ponto de vista bioquimico é conhecida, por
exemplo, a acdo de IFN-y sobre a TYR (Natarajan, Vivek T. et al., 2014; Son et al.,
2014b). O efeito inibitorio do IFN-y sobre a TYR leva a inibi¢do da pigmentacéo.
Outra acao bastante explorada do IFN-y é a inducdo da enzima indoleamina-2,3-
dioxigenase (IDO) que catalisa a etapa limitante do metabolismo do Trp (Keszthelyi
et al., 2009a). Neste trabalho, apontamos o metabolismo do Trp como um possivel

caminho para a regulacdo da melanogénese pelo IFN-y.

1.3. O metabolismo do Trp e seus papeis na pele

O Trp é um aminodcido essencial, que quando ndo é utilizado para a sintese
proteica € catabolizado em trés vias metabolicas (Le Floc'h et al., 2011). A principal
via de degradacdo do Trp é a via das quinureninas (via QUIN), consumindo 95% do
Trp ingerido na alimentacdo. O passo limitante desta via é a conversdo de Trp em N-

formil-quinurenina (f-QUIN) que pode ser catalisado por duas enzimas, a triptofano-
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2,3-dioxigenase (TDO) e indolamina-2,3-dioxigenase (IDO), sendo o IFN-y o
principal indutor desta Ultima. TDO € expressa de forma constitutiva, principalmente
em hepatdcitos e IDO em tecidos extra-hepaticos (Keszthelyi et al., 2009b) (Badawy,

2017) (Fig.7).

A f-QUIN sofre acdo da enzima formasidase e é convertida em L-quinurenina
(QUIN) que pode ser substrato para diferentes enzimas. A quinureninase (KYNU)
gera &cido antranilico (AA), a quinurenina aminotransferase (AADAT) leva a
formacao de &cido quinurénico (KA) e a quinurenina mono-oxidase (KMQO) converte
QUIN em 3-hidroxiquinurenina (HK). HK, por sua vez, pode ser convertido a acido
xanturénico (XA) pela AADAT (Gobaille et al., 2008) e em &cido 3-
hidroxiantranilico (HAA) pela KYNU. HAA pode ser convertido em 2-amino-3-
carboximuconato semialdeido (ACS) que € rearranjado ndo enzimaticamente para
gerar &cido quinolinico (QA) ou &cido picolinico (PA) (Opitz et al., 2007). QA é
utilizado para a formacdo de nicotinamida e NAD" (Badawy, 2017), ja que é
metabolizado formando acido nicotinico mononucleotideo (NAM) que entra na rota

de sintese de NAD™ (Yang e Sauve, 2016) (Fig.7).
g g
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Figura 7: Metabolismo do Trp pela via das quinureninas (via QUIN). Nesta figura
estdo ilustrados os intermediarios da via das quinureninas de catabolizacdo do Trp.
Em preto estdo os metabolitos e em marrom estdo as enzimas. Trp: Triptofano;
QUIN: L-quinurenina; AA: &cido antranilico; KA: acido quinurénico; HK: 3-
hidroxiquinurenina; XA: acido xanturénico; HAA: &cido 3-hidroxiantranilico; ACS:
2-amino-3-carboximuconato semialdeido; QA: é&cido quinolinico; NA: acido
nicotinico; PA: acido picolinico; TDO: triptofano-2,3-dioxigenase; 1DO:
indolamina-2,3-dioxigenase; KYNU: quinureninase; AADAT: quinurenina
aminotransferase; KMO: guinurenina mono-oxidase.

Sabe-se que alguns componentes da via das QUINs sd@o imunomoduladores,
como € o caso da QUIN que possui efeitos imunossupressivos e anti-inflamatérios,
mediados por células T do sistema imune adaptativo (Van Der Goot e Nollen, 2013).
Isso se deve ao fato da deplecdo do Trp induzir a parada do ciclo celular e apoptose
das células T, e 0 aumento de QUIN levar a supressdo dessas células (Lee et al.,
2002). Além do efeito imunomodulador, ja foi mostrado que na pele QUIN, bem

como KA, possuem acdo anticicatrizantes e antifibroticos na recuperacéo de lesGes.
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Isso porque elas elevam a expressdo de metaloproteinases de matriz e inibem a
sintese de colageno e fribronectina por fibroblastos (Poormasjedi-Meibod et al.,
2014). Outro trabalho mostrou a melhoria na cicatrizacdo de feridas em
camundongos knockout para IDO, quando comparados aos camundongos selvagens.
Eles viram que a administracdo tanto do inibidor classico da IDO, 1-metil-DL-
triptofano (1-MT), quanto de Trp, aumentaram a taxa de cicatrizagdo de feridas em
camundongos selvagens, e em um modelo experimental in vitro, respectivamente. A
taxa de cicatrizacdo nesses modelos parece depender da biodisponibilidade de Trp e

néo ser afetada por QUIN (lto et al., 2015).

Além de estar bem elucidado o papel da IDO no cenario imunomodulatério,
outra enzima desta via vem ganhando destaque no contexto de doencas inflamatorias
da pele. Um trabalho recente mostrou que a expressao de KYNU esta positivamente
relacionada com a gravidade de inflamacGes cutaneas, como a psoriase e dermatite
atdpica, e durante o tratamento bem-sucedido destas doencas a sua expressdo se
mantém reduzida. Além disso, eles viram que o tratamento de queratindcitos, células
endoteliais linfocitos T com HAA e QA resultaram na maior expressao de
marcadores inflamatdrios, do que o tratamento com a propria QUIN (Harden et al.,

2016).

Existe ainda uma importante relacdo entre a via QUIN e a lesdo cutdnea
causada por irradiacdo UV, mediada pelo receptor aril hidrocarboneto (AHR). Este
receptor é expresso em grande parte das células da pele e tem a QUIN como um dos
seus principais ligantes enddgenos. Em situacdes de exposicao a irradiacdo, o Trp
existente no citoplasma das células da pele pode atuar como um cromoforo e absorver

a energia UV-B gerando fotoprodutos que ativam a sinalizacdo mediada por AhR,
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como pigmentacéo e inflamacéo na pele. (Abel e Haarmann-Stemmann, 2010; Opitz

etal., 2011)

A segunda via de metabolizacdo do Trp mais estuda é via serotoninérgica (via
SER), que se inicia com a conversdo do Trp em 5-hidroxitriptofano, que
posteriormente sofre descarboxilacdo pela enzima dopa-descarboxilase (DDC),
gerando serotonina (5-HT) (Fernstrom, 2016). A 5-HT segue sua catalise em quatro
vias, sendo precursor de varios metabdlitos como &cido 5-hidroxindolacético
(HIAA), quinuramina (QUIM) e melatonina (MLT). A MLT é gerada a partir da
acetilagdo da 5-HT pela enzima arilalquilamino N-acetiltransferase (AANAT),
formando N-acetil-5-hidoxitriptamina (NAS), que sofre uma reacdo de metilacédo
catalisada pela enzima acetilsetononina-O-metiltransferase (HIOMT), formando

MLT (Arreola et al., 2015) (Fig.8).

A MLT ¢é oxidada pela mieloperoxidase (MPQO) formando NZ1-acetil-N2-
formil-5-metoxiquinuramina (AFMK), que possui caracteristicas antioxidantes
AFMK pode ser deformilado, gerando N1-acetil-a5-metoxiquinuramina (AMK), que
juntamente com o primeiro, sdo reconhecidos como 0s principais produtos de

abertura de anel da MLT (Rodrigues et al., 2003) (Fig.8).
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Figura 8: Metabolismo do Trp pela via serotoninérgica (via SER). Nesta figura
estdo ilustrados os intermediarios da via SER de catabolizacdo do Trp. Em preto
estdo os metabolitos e em marrom estdo as enzimas. 5-HT: serotonina; QUIM:
quinuramina;  HIAA: acido  5-hidroxindolacetico; NAS:  N-acetil-5-
hidoxitriptamina; MLT:  melatonina; AFMK:  N1-acetil-N2-formil-5-
metoxiquinuramina; AMK: N1-acetil-a5-metoxiquinuramina; DDC: dopa-
descarboxilase; AANAT: arilalquilamino  N-acetiltransferase; HIOMT:
acetilsetononina-O-metiltransferase; MPO: mieloperoxidase.

Ja foi demonstrado anteriormente que células da epiderme e da derme
expressam as enzimas responsaveis pela transformacdo de Trp a 5-HT e que
melandcitos humanos sdo capazes de produzir 5-HT. N&o so estas células podem
produzir este metabolito, como ja foi descrito também que mastécitos dérmicos de
roedores apresentam esta capacidade. Além disso, células da pele expressam
receptores ligados a membrana para 5-HT, bem como suas proteinas transportadoras.
Assim, podemos dizer que a pele dos mamiferos € tanto um local de produc¢do quanto

um alvo de biorregulacao pela 5-HT (Nordlind et al., 2008).

Dentre os estudos envolvendo os metabélitos da via SER e a homeostasia da

pele, um deles avalia a expressdo de receptores do sistema cutaneo
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serotoninérgico/melatoninérgico (Nordlind et al., 2008; Sadiq, 2016; Fierro, 2017;
Slominski et al., 2017). Os autores mostraram que as diferentes células da pele
expressam diferentes receptores para 5-HT e MLT e que a ativacdo desses receptores
pode causar efeitos diversos de acordo com o tipo celular. Em meio privado de fatores
de crescimento, a serotonina estimulou a proliferacdo de melandcitos, enquanto que
na presenca desses fatores ela inibiu o crescimento celular. J& o tratamento com
melatonina inibiu a apoptose em queratinécitos cultivados em meio carenciado,
enquanto na presenca de soro ela causou uma inibi¢do na proliferacdo dessas células.
Além disso, a melatonina aumentou a viabilidade de fibroblastos em meio carenciado
e o tratamento de melandcitos com altas concentragdes de NAS inibiu a proliferacdo

de melandcitos (Slominski et al., 2003).

Devido a sua capacidade antioxidante, a MLT atua na pele mantendo sua
homeostasia diminuindo os danos oriundos da exposicao a luz UV (Slominski et al.,
2005). Nao apenas a MLT, mas também alguns de seus produtos, como 0 AFMK,
sdo capazes de induzir sistemas de reparo de DNA em melandcitos, através da
ativacdo do gene p53 (Slominski et al., 2017). Estes metabdlitos protegem as células
contra o estresse oxidativo pela ativacdo de vias dependentes de fator nuclear
eritroide 2 (NRF2), e essas acdes sdo independentes do efeito sobre os receptores

classicos da melatonina da membrana (Janjetovic et al., 2017).

Um estudo com o metab6lito AMK apresentou pela primeira vez a sua
producdo pela epiderme humana. Testes in vitro usando queratindcitos HaCaT
mostraram que a MLT adicionada as culturas pode ser metabolizada para AMK de
forma dose/dependente. Eles mostraram também que este metabdlito tem efeitos

antiproliferativos nas células HaCaT e em linhagens de melanomas, além de inibir o
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crescimento de melandcitos normais, porém ndo tem efeito na morfologia celular

(Kim, Lin, Li, et al., 2015).

A terceira via de metabolizacdo do Trp é a via das triptaminas (via TRY),
sendo esta iniciada a partir da descarboxilagdo do Trp pela enzima DDC e formagéo
do metabolito triptamina (TRY'), que posteriormente é transmetilado pela triptamina-
N-metil-transferase (INMT) e gera dimetiltriptamina (DMT), um composto com
caracteristicas neuroativas (Carbonaro e Gatch, 2016). TRY também pode ser
substrato para a monoaminoxidase (MAOQ), gerando o &cido indolacético (IAA)

(Jacob e Presti, 2005) (Fig.9).

N
TRY —MAO
IAA
=
v
-
H DMT

Figura 9: Metabolismo do Trp pela via das triptaminas (via TRY). Nesta figura
estdo ilustrados os intermediarios da via SER de catabolizacdo do Trp. Em preto estdo
0s metabdlitos e em marrom estdo as enzimas. TRY: triptamina; 1AA: acido
indolacético; DMT: dimetiltriptamina; DDC: dopa-descarboxilase; MAO:
monoaminoxidase; INMT: triptamina-N-metil-transferase.

Pouco se sabe a respeito da acdo fisiologica destes metabdlitos, sendo que

nosso grupo de pesquisa foi responsavel por descrever a producdo de DMT por
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melanomas (Gomes et al., 2014). Outro estudo demonstrou a relacdo do consumo de

TRY com a fotomodulag&o do ciclo celular em melandcitos (lyengar, 1998).

1.4. Os metabdlitos do Trp e a melanogénese

O entendimento da regulacdo da melanogénese em seres humanos é
importante para o estudo da homeostasia e de doengas da pele, como lesdes cutaneas,
melasma, manchas de idade e hiperpigmentacdo pos-inflamatéria. Apesar da
importancia da sua compreensao, ja citamos aqui que varios fatores estao envolvidos

nesta modulagdo, e metabdlitos do Trp poderiam atuar diretamente neste cenario.

O passo limitante do metabolismo do Trp, sua conversdo a QUIN pela enzima
IDO, é muito conhecido devido ao seu envolvimento em doencas inflamatdrias e no
cancer. A ativacdo de IDO foi, por exemplo, sugerida numa doenca cutanea
caracterizada por regifes de descamacéo e hipopigmentacao (flaky paint dermatoses)
(Maltos et al., 2015). Entretanto, estes estudos ndo relacionaram a hipopigmentacao
nas areas de lesdo com o aumento na expressao de IDO. Entretanto, um trabalho de
2018, mostrou que pacientes com vitiligo sdo capazes de oxidar Trp presente na
epiderme a alguns metabdlitos, incluindo a QUIN (Piredda et al., 2015). A associagédo
destes achados com o conhecimento de que 0 IFN-y (um indutor da enzima IDO)
diminui a pigmentacdo da pele (Yang, L. L. et al., 2015) nos sugere uma possivel

relacdo entre esses fatores.

H& ainda a participacdo de dois metabdlitos da via QUIN no processo de
melanogénese, 0 HAA e o HK. Em um sistema ausente de células, a presenca de
HAA resulta na formacéo de um pigmento marrom e aparentemente solivel em agua.
Além disso, & medida que a concentracdo de HAA aumenta os granulos

caracteristicos da eumelanina se tornam mais raros e a taxa de consumo de tirosina
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e/ou DOPA no sistema diminui. J& na presenca de HK o pigmento formado

apresentou coloracdo avermelhada (Soddu et al., 2004).

Varios estudos j& abordaram a relagdo da melanogénese com o metabdlito 5-
HT (Nordlind et al., 2008; Zhou, Ling, et al., 2016b; Slominski et al., 2017). Este
composto tem acdo indutora sobre a pigmentacéo, uma vez que o tratamento com 5-
HT resultou no aumento dose dependente da atividade de TYR e da concentragao de
melanina em melandcitos. Esses resultados foram acompanhados de alteracdes dos
niveis de expressdao MITF, TYRP-1 e DCT (Zhou, Ling, et al., 2016b). Além da 5-
HT, pesquisadores utilizaram o composto BW723C86, um agonista do receptor 2B
de 5-HT, para investigar o papel funcional deste receptor na melanogénese.
BW723C86 reduziu a atividade da TYR e a concentracdo de melanina em
melanocitos murinos (células melan-A) e humanos normais. A expressao de TYR,
TRP-1, DCT e MITF em células melan-A também diminuiu apos o tratamento com

BW723C86 (Oh et al., 2016).

O papel da MLT na melanogénese também €é alvo de estudos e sua relacao
com esse processo apresenta dualidade. Existem autores que sugerem que a MLT
tenha um papel precursor na producdo de melanina na presenca de peroxidases (Rizzi
et al., 2006). Por outro lado, um trabalho anterior havia demostrado a auséncia de
efeito da MLT sobre a pigmentacdo da pele, apds o acompanhamento de pacientes
sob administracdo oral de MLT por dezenove meses. Utilizando medi¢des mensais
de reflectometria em trés diferentes locais da pele, eles ndo observaram nenhuma
variacdo na coloracdo dos individuos tratados quando comparados aos controles
(Mcelhinney et al., 1994). Um terceiro estudo testou os efeitos fenotipicos da MLT
em melandcitos humanos normais e mostrou que tanto ela quanto AFMK inibem a

atividade da TYR e o crescimento celular (Kim, Lin, Tidwell, et al., 2015).
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Um trabalho de 2015, ja citado anteriormente mostrou que a linhagem HaCaT
é capaz de produzir AMK a partir do tratamento com MLT. Este mesmo trabalho
relacionou a producdo de AMK com a pigmentacdo e mostrou que em melanomas a
produgdo de AMK é maior nas linhagens capazes de produzir melanina quando
comparadas as ndo pigmentadas. Porém eles ndo observaram qualquer alteracdo na

producéo de melanina na presenga de AMK (Kim, Lin, Li, et al., 2015).

1.5. Modelos de melanogénese

A grande maioria dos trabalhos com pigmentacéo de pele usa como modelo
experimental células imortalizadas. Além da cléssica linhagem de melanoma murino,
B16-F10, muito utilizada nestes ensaios (Cheng et al., 2018; Nanni et al., 2018; Satou
et al.,, 2019), melanomas humanos pigmentados também sdo exemplos desses
modelos, como é o caso da SK-Mel 3 (Sarkhail et al., 2017) e da SK-Mel 188
(Slominski et al., 2009). Linhagens de melandcitos (NHM ou NHEM) e
queratinécitos (NHK ou NHKM) adquiridos comercialmente, também séo bastante
usadas em modelos de melanogénese, seja isoladamente ou em co-cultura (Park et
al., 2016). Além dos varios tipos celulares utilizados, alguns diferentes estimulos

podem ser empregados para obter-se uma producéo de melanina satisfatoria.

O principal composto encontrado na literatura com acdo indutora da
melanogénese é o 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), que exerce essa funcao por ser
inibidor da enzima fosfodiesterase, aumentando o CAMP intracelular, e
consequentemente induzindo MITF. O IBMX ja foi descrito como indutor da
melanogénese em modelos de pele reconstruida com linhagens humanas em
melandcitos murinos imortalizados (célula melan-A) (Gibbs et al., 2000) e também

em melanomas B16-F10 (Cha et al., 2012; Seo et al., 2019) aparecendo como 0
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principal controle positivo para a descoberta de compostos com atividade inibidora

da pigmentacéo.

Apesar de apresentar resultados satisfatorios no que diz respeito a inducédo da
melanogénese, o IBMX é um composto que, por aumentar CAMP intracelular, pode

gerar uma série de alteragdes celulares, sejam elas metabdlicas ou morfoldgicas.

Outro estimulo muito utilizado é a irradiagdo com luz UV. A maioria dos
estudos que fazem a relagcdo dessa irradiacdo com a producdo de melanina na pele
esta relacionada a processos tumorais (Brash, 2016; Lin et al., 2017; Cadet e Douki,
2018), e ndo a processos fisioldgicos de pigmentagdo como € 0 nosso caso neste
estudo. Como descrito anteriormente (Fig.1), a radiacdo UV causa um dano ao DNA
dos queratinocitos que a partir disso inicia uma cascata estimulatdria até a ativacao
do MITF (Lo e Fisher, 2014). Apesar de menos frequentes, os trabalhos que usam a
irradiacdo UV como modelo de melanogénese ndo apresentam grande
homogeneidade em seus protocolos. Ja foi descrito a indugdo da producdo de
melanina, bem como o aumento da expressdo dos marcadores moleculares da
melanogénese com sequéncias de irradiagdes em tempos alternados (Abdel-Malek et
al., 1994), mas também com irradiacbes isoladas (Natarajan, V. T., Ganju, P.,

Ramkumar, A., et al., 2014; Nguyen e Fisher, 2019).

Embora fisiologicamente a pele humana tenha como maior gatilho da
producdo de melanina a inducdo por radiacdo solar, em modelos experimentais in
vitro este recurso apresenta limitacdes. As quantidades de irradiacdo artificial
necessarias para atingir um objetivo geralmente causam danos as células, devido
tanto as altas doses de energia fornecidas durante o experimento, quanto a
permanéncia das células em cultura por varios dias (Sturm, 1998; Jablonski e

Chaplin, 2010).
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A tirosina, o principal aminoécido precursor da producdo de melanina,
quando adicionado ao meio de cultura de células melanogénicas, é capaz de estimular
a pigmentacdo (Bohm et al., 2006; Reliene et al., 2009). Substancias capazes de
neutralizar organelas &cidas intracelulares, como os melanossomos, também séo
adicionadas as culturas, e o cloreto de aménio (NH4Cl) é muito utilizado com esta
finalidade (Brilliant e Gardner, 2001; Ramaiah, 2002). Em 2007, foi publicado um
trabalho mostrando a combinacdo entre tirosina + NH4CIl em culturas de melanomas
melanogénicos. Eles apresentaram uma relacdo direta entre a concentragdo dos

estimulos e a producdo de melanina por essas celulas (Kongshoj et al., 2007).

Apesar das varias possibilidades de modelos de pigmentacédo da pele in vitro
ainda vemos limitacdes neles, quer referente as células propostas, o estimulo, a falta

de reprodutibilidade e especialmente a perda de viabilidade celular.

34



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a relacdo entre a melanogénese e o

metabolismo do triptofano.
2.2. Objetivos Especificos

o Considerando que ha limitacdo nos modelos vigentes de melanogénese, sendo
a grande maioria deles vinculados a células imortalizadas e estimulos lesivos, 0 nosso
objetivo inicial foi padronizar um modelo de pigmentacdo utilizando células
primarias da pele humana e estimulo brando.
o Considerando as a¢fes do IFN-y na melanogénese e no metabolismo do Trp,
avaliamos:

o se ao longo da melanogénese héa alteracdo do metabolismo do Trp.

o qual o efeito de IFN-y sobre o metabolismo do Trp na vigéncia de um

estimulo melanogénico.

o qual o efeito da QUIN sobre a melanogénese.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Obtencéo das células e condicdes de cultura celular

As células primarias da pele (queratindcitos, melandcitos e fibroblastos)
foram isoladas de prepucio de doadores voluntéarios. O procedimento cirdrgico foi
realizado no Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo (HU-USP) sob a
responsabilidade de L. Maximiano (Comité de Etica em Pesquisa — CEP-HU-USP
namero 943/09). O isolamento das células da pele a partir de prepucio foi realizado
em colaboracdo com o Laboratério de Biologia da Pele coordenado pela Profa. Dra.
Silvya Stuchi Maria-Engler. Todos os doadores de pele assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os prepucios foram lavados e esterilizados, e as camadas da pele foram
separadas por incubacdo com dispase (Roche). Os fragmentos da epiderme foram
cultivados, enquanto a derme foi digerida com solucgéo de colagenase tipo 1. Por fim,
as células foram cultivadas em meio de cultura especifico para cada tipo celular. Os
queratindcitos foram cultivados em meio KBM Gold e suplementados com “KBM
Gold Single Quots” (ambos da Lonza). Os melanocitos foram cultivados em meio
254CF e suplementados com Human Melanocyte Growth Supplement (HMGS)
(ambos da Gibco). As células foram mantidas em estufa a 37 °C contendo atmosfera

de 5% (melandcito) e 7,5% (queratindcitos) de CO..

3.2. Geracdo de pele humana reconstruida

A pele humana reconstruida foi obtida mediante a mistura de fibroblastos
(15x10* células/pele) ressuspensos em SFB (50ul/pele) com o colageno tipo |
(2,5mg/ml) reconstituido, ou seja, com pH corrigido pela adi¢ao de meio Ham’s F12

10X concentrado (100ul/pele, Gibco Life Tecnologies, MD,USA) e um volume igual

36



de tampé&o de reconstituicdo (2,2% NaHCO3, NaOH 0,05M, HEPES 200mM) em
gelo. A solucédo contendo colageno tipo | e fibroblastos foi transferida para placas de
24 pocos e mantidas em estufa a 37°C por 15 a 30 minutos para polimerizacdo do
colageno, resultando em um gel de coladgeno contendo os fibroblastos. Apds este
tempo, foi adicionado 1mL de meio RAFT sobre cada pogo contendo os géis para
normalizagdo do pH. Estas placas foram mantidas em estufa por 2 horas para
posterior adicdo da mistura contendo queratindcitos e melandcitos (Brohem et al.,
2011).

A mistura de melanécitos (8,3x10* células/pele) e queratindcitos (25x10*
células/pele) na proporcdo 1:3, foi utilizada para a reconstrucdo da epiderme
pigmentada. Apos a normalizacdo do pH do gel de colageno com fibroblastos, 0 meio
RAFT foi removido e a mistura de melandcitos e queratinocitos foi adicionada sobre
0 gel. A placa de 24 pocos contendo esta montagem de células e colageno foi entéo
mantida em estufa a 37°C e 5% de CO. por 24 horas e depois disso, a estrutura
transferida para uma grade de metal previamente esterilizada, onde ela foi cultivada
por 10 dias em uma interface ar:liquido para completa estratificacdo da epiderme.
Nesta interface, a por¢éo liquida é composta por meio RAFT na presenca ou ndo dos
estimulos estudados (TYR, NH4CI, QUIN, IFN-y), sendo trocada a cada dois
dias(Pennacchi et al., 2015).

3.2.1. Avaliacédo morfoldgica da pele

Ap0s a confeccdo das peles, essas foram fixadas com formalina tamponada
10% a 4°C durante 3 horas, desidratadas em alcool absoluto e posteriormente
embebidas em parafina histol6gica no Setor de Técnicas Histoldgicas do ICB-USP.
Os blocos foram cortados em sec¢fes de 5um em micrétomo e as laminas foram

submetidas a coloracdo Hematoxilina & Eosina (Tiago et al., 2014; Pennacchi et al.,
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2015) para andlise morfolégica em microscépio dptico, e a coloragdo de Fontana-

Masson (De Assis et al., 2018) para quantificagdo da melanina produzida.
3.3. Expressao génica dos modelos 2D de pigmentacéo via qRT-PCR.

O RNA total das células foi extraido com o Kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Até 1 pg do RNA total foi reversamente
transcrito usando o kit High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems). Foram
realizados estudos da expresséo génica por PCR em tempo real (QRT-PCR) em
sistema TagMan (Applied Biosystems). Para cada reagdo, a expressdo de GADPH
(Hs00266705_g1) foi usada como gene endogeno controle. O método de comparacao
relativa (2-22CT) foi usado para analise dos niveis de expressdo de mRNA. Foram

estudadas as seguintes moléculas:

e Enzima do metabolismo de Trp: IDO1 (EC 1.13.11.52)

e Marcadores da melanogénese: MITF (Hs01117294 m1), Tirosinase - TYR
(Hs01099965 m1), TYRP1 (Hs01060054 ml) e Melan-A/MART-1
(Hs00194133_m1).

3.4. Expressao proteica dos modelos 2D de pigmentacéo via Western Blot

As células foram lavadas e retidas da placa de cultura na presenca de 100uL
de tampéo RIPA (Sigma-Aldrich, St Loius, MO, USA) na presenca de inibidores de
protease, fosfatase e proteosomo, com o auxilio de um scraper cell. Apos a completa

remocdo celular, elas foram mantidas em gelo em contato com o tampdao por 15

minutos e entdo foram passadas por agulha fina a fim de lisar completamente as

células aumentando o rendimento proteico. Os tubos foram centrifugados a 4°C por

30 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi mantido a -80°C até o0 momento dos

experimentos. As proteinas totais presentes nos lisados celulares foram quantificadas
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pelo Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific®) conforme orientagfes do
fabricante, utilizando para curva padrdo a Albumina Sérica Bovina. Apos dosagem,
5ug de cada amostra foram preparadas em tampéo de amostra e separadas em gel de
agarose comercial (7%, MiniPROTEAN® TGXTM Bio-Rad) com 130 V por 50
minutos. A transferéncia das proteinas do gel para membrana foi realizada em
sistema da Bio-Rad (Bio-Rad, Richmond, CA, USA). Fez-se entdo o blogueio da
membrana com 5% de leite desnatado em TBST durante 2 horas a temperatura
ambiente com agitacao suave seguida da incubagéo overnight a 4 ° C com anticorpos
primarios contra MITF (1:500), TYR (1:1000), Rab7 (1:5000), Rab27a (1:200),
PAR-2 (1:1000) (Abcam, Cambridge, Reino Unido). O controle das proteinas
enddgenas foi realizado em posicdo da membrana distante das proteinas de interesse,
com anticorpo anti-viculina (1:5000). Apos incubacéo overnight a 4 °C sob agitacéo,
as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpos secundarios (anti-rabbit e
anti-mouse 1gG, 1:3000, horseradish peroxidase-conjugated; Amersham
Bioscences, Piscataway, NJ, USA) por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo,
seguida de nova etapa de lavagem. A revelacdo foi feita com reagentes de
quimiluminescéncia da Bio-Rad, e a quantificacdo das bandas geradas foi realizada

pelo software Image J.
3.5. Quantificacdo de melanina

Ap0s a incubacdo das células com cada um dos indutores da melanogénese
testados, as células foram tripsinizadas e contadas. 1x10° células foram separadas
para dosagem de melanina, centrifugadas e o sobrenadante foi cuidadosamente
retirado. Em seguida, as células foram ressuspensas em 250 uL de solugdo de NaOH
1M com 10% de DMSO e entdo levadas ao banho seco a 95° C por 1 hora. Apds o

aquecimento, 200 mL deste conteudo foi transferido para placas de 96 pogos, e
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juntamente com uma curva de concentragcBes conhecidas de melanina sintética

(Sigma®), a absorbancia foi lida a 470 nm.

3.6. Quantificacao dos metabolitos do Trp

A quantificacdo dos metabdlitos do triptofano foi realizada por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo LC-MS/MS
(QgQ). O equipamento utilizado é composto por Bombas LC 1250 Bin Pump VL,
auto-injetora 1260 HiP ALS acoplados ao espectrometro de massas 6460 (todos da
Agilent Technologies), a partir de uma colaboragdo com o Prof. Dr. Ernani Pinto,
professor do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP. As analises foram realizadas em software

MassHunter e os dados coletados no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring).

Para o preparo das amostras, 0 sobrenadante das co-culturas (500 pL) foi
transferido a um microtubo de 1,5 mL contendo 1 mL de metanol : acetona (1:1) com
0,1% de acido acético. Apds adicdo das amostras, 10 uL de um mix de padrbes
internos (MLT-D4 e Trp-D5) para os analitos estudos foi adicionado ao microtubo.
Posteriormente, homogeneizamos em vortex por 1 min e entdo armazenamos essas
solugdes por meia hora a -20°C para precipitacdo das proteinas do meio de cultura.
Apds a incubacgdo, os microtubos foram submetidos a centrifugacdo a 14.000 x g por
10 min a 4 °C. O sobrenadante dos microtubos foi transferido para novos microtubos
e secos em Speedvac. Ao final da secagem, as amostras foram reconstituidas em 100
pL de uma mistura de agua:metanol (9:1) para entdo serem analisadas por

cromatografia liquida.

3.7. Preparo das formulagdes cosméticas

Os ensaios envolvendo as formulagGes para incorporagdo de QUIN foram
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realizados em colaboracdo com o laboratoério da Prof?. Luciana Lopes do ICB-USP.
A formulacdo de nanoemulsdo é formada por 70% de fase aquosa e 30% de uma
mistura de fase oleosa (40%) e tensoativo (60%). A fase aquosa é composta
exclusivamente por &gua, a fase oleosa possui migliol (65,73%), karite (20%), 6leo
de girassol (13,33%) e ceramida (0,94%), e o tensoativo utilizado ¢ a fosfatidilcolina.
Todos os compostos da fase oleosa foram pesados e misturados ao tensoativo, e sob
aquecimento em banho-maria esta mistura foi fundida e homogeneizada.
Posteriormente QUIN foi dissolvida em &gua e diluida para a concentracado final na
fase aquosa, que entdo foi adicionada sobre a fase oleosa. Para finalizar, a mistura foi

homogenizada com auxilio de uma espatula.

A formulacdo do gel de hidroxietilcelulose foi feita a partir da disperséo do
polimero no gel a 2%, seguida de agitacdo simples a temperatura ambiente. A solucao
estogque de QUIN foi adicionada a fase aquosa usada para diluir o gel. A concentragéo

final de QUIN foi 100uM.

3.8. Ensaio in vitro de permeacéao cutanea em célula de difuséo vertical em Franz

Este ensaio foi realizado com as duas formulacdes descritas acima,
nanoemulsdo e gel de hidroxietilcelulose 2%. O estudo de penetracdo in vitro foi
conduzido com pele de orelha de porco. A pele foi colocada em uma célula de difusdo
de Franz (Hanson Research), com area de 1 cm? e volume de fase receptora de 3 mL.
O estrato corneo da pele ficou voltado para o compartimento doador, ou seja, onde
foram aplicadas as formulacGes contendo QUIN. A derme ficou voltada para a fase
receptora, que é composta de PBS e que foi mantida em agitacdo e a uma temperatura
de 37°C durante todo o tempo de experimento. A pele recebeu aproximadamente 100
mg de cada uma das formulagdes por 8 ou 24 horas.

Apos a exposicdo das peles as formulagdes de QUIN, elas foram submetidas
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ao processo de “tape stripping” para a separagao do estrato corneo e camadas viaveis.
Os pedacos de fita adesiva utilizados para separacédo e analise do estrato cérneo foram
transferidos para um tubo com 4 mL de metanol. O restante da pele foi cortado em
pequenos pedacos e colocados em 2 mL de metanol. Os tubos contendo estas
amostras em metanol foram submetidos ao processo de extracdo em sonicador de
banho por 15 min ap6s agitacdo em vortex. Na sequéncia, estas amostras juntamente
com a fase receptora foram submetidas a filtragdo em membrana de 45um e
quantificadas quanto ao teor de QUIN segundo o método descrito no item 3.6. desta

tese.

3.9. Analise dos Resultados

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e foram
submetidos a analise estatistica para testes de variancia utilizando-se o teste ANOVA
e 0 pos teste de Tukey para comparacdes multiplas de médias. Para comparagdes
entre dois grupos apenas, o test T student foi utilizado. Valores de p iguais ou
menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O software

utilizado foi o Prism ®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, seguidos das discussoes, estéo divididos em trés capitulos. No
primeiro deles descrevemos a padronizacao do ensaio de melanogénese com células
primérias humanas da pele. No capitulo 2 mostramos a modulacdo da melanogénese
pela QUIN nos modelos padronizados, bem como o efeito da pigmentacdo sobre o
metabolismo do Trp. O terceiro capitulo apresenta uma proposta de uso de QUIN

como formulagdo cosmeética para o controle da hiperpigmentacdo da pele.
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5. CONCLUSAO

A descoberta do envolvimento da QUIN na inibi¢do da pigmentacdo pelo
IFN-y via modulagdo da enzima TYR nos permite considerar caminhos que ainda
ndo haviam sido pensados para 0 mecanismo de ac¢ao desta citocina no processo de
melanogénese. A inducdo da produgdo de melanina por 1-MT (um conhecido
inibidor de IDO) deve ser mais aprofundado, buscando entender tanto seu mecanismo
de acdo quanto explorar sua toxicidade em formulacGes tdpicas, o que poderia levar
a uma proposta de seu uso para o tratamento de doencas que levam a hipocrémia da

pele.

Ainda neste cenario, estamos avaliando junto a Agéncia USP de Inovacéo a
existéncia de anteriroridade e a atividade inventiva do uso de QUIN e 1-MT no
preparo de uma composicao topica para o clareamento ou pigmentacdo da pele,

respectivamente.

Desta forma, caminhos futuros envolvem o desenvolvimento de ensaios in
vivo, pré-clinicos e clinicos, com formulacdes destas duas moléculas. Para isso
estamos considerando a possibilidade de futuras parcerias com inddstrias

farmacéuticas.
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Documento sem validade oficial
v FICHA DO ALUNO

UN1
one®

9142 - 8442874/1 - Maryana Stephany Ferreira Branquinho

FBCRT92" Topicos em Analises Clinicas i 08/03/2016 20/06/2016 15 100 Concluida
QBQ5888- Topicos em Metabolismo (Instituto de Quimica - Universidade .
2/ de S&o Paulo) 26/04/2016  20/06/2016 120 100 Concluida
FBCP785 Topicos em Analises Clinicas IV 02/08/2016 14/11/2016 15 100 Concluida
QBQ5715- Planejamento de Aulas Praticas de Bioquimica e Biologia .
11 Molecular (Instituto de Quimica - Universidade de S&o Paulo) 17/08/2016  08/11/2016 120 100 Concluida
FBC5813- Aplicagdes de Cromatografia e Espectrometria de Massas em _ Turma
6/1 Analises Toxicolégicas 06/03/2017  27/03/2017 60 cancelada
FBTS776- 14picos Especiais de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica Il 07/07/2017  20/07/2017 30 100 Concluida
5/5
FBC5885- Aplicagdes de Cromatografia e Espectrometria de Massas em .
" Toxicologia 07/05/2018  17/06/2018 90 90 Concluida
FBCR956- Atualizagao e Revisdo de Modelos de Pele 04/02/2019  10/02/2019 30 100 Concluida
Disciplinas: 0 20 28
Estagios:
Total: 0 20 28

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Ultima ocorréncia: Matricula Regular em 31/01/2019
Impresso em: 11/07/2019 14:22:23

Fale Conosco: pgfarma@usp.br | 2006-2011 - Pés-Graduagéo/USP | Regimento da Pés-Graduacdo
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Maryana Stephany Ferreira Branquinho

Bolsista de Doutorado do CNPq

Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/2468990281614444
ID Lattes: 2468990281614444
Ultima atualizacdo do curriculo em 15/03/2019

Farmacéutica pela Universidade Federal de Alfenas (2012) e Mestre em Farmdcia (Area Andlises Clinicas) pela
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (2015). Atualmente é doutoranda em
Farmacia (Area Fisiopatologia) pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo. Atuou
como docente na Pontificia Universidade Catdlica de Sao Paulo, Departamento de Engenharia, onde ministrou
aulas de Quimica e Bioquimica para o curso de Engenharia Biomédica. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome Maryana Stephany Ferreira Branquinho
Nome em citagoes bibliograficas BRANQUINHO, M. S. F.

Endereco

Formagao académica/titulacao

2015 Doutorado em andamento em Farmaécia (Fisiopatologia e Toxicologia) (Conceito CAPES 7).
Universidade de Sdo Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Papel do metabolismo de triptofano e do interferon gama na indugdo da
melanogénese.,

Orientador: @ Ana Campa.
Bolsista do(a): Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES,
Brasil.

2013 - 2015 Mestrado em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia) (Conceito CAPES 7).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Efeitos dos inibidores de IDO e TDO na proliferacdo, migracdo e invasdo de
melanomas humanos e na atividade tumoricida de células mononucleares.,Ano de
Obtencao: 2015.

Orientador: @' Ana Campa.
Bolsista do(a): Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES,
Brasil.
2007 - 2012 Graduagdo em Farmacia.
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Brasil.
Titulo: Avaliagcdo do efeito do extrato de partes aéreas de Baccharis Dracunculifolia sobre a
fungdo renal em ratos diabéticos.
Orientador: Fernanda Borges de Araujo Paula.

Formacao Complementar

2018 - 2018 Desenvolvimento de Métodos Indicativos de Estabilidade. (Carga horaria: 17h).
United States Pharmacopeia - Brazil, USP, Brasil.

2018 - 2018 Cromatografia Liquida: importancia e aplicacGes. (Carga horaria: 2h).
Universidade de S&@o Paulo, USP, Brasil.

2018 - 2018 HPLC - Teoria Basica e Pratica. (Carga horaria: 40h).

Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

Atuacao Profissional


http://lattes.cnpq.br/1891164895185158
http://lattes.cnpq.br/1891164895185158

Universidade Paulista, UNIP, Brasil.

Vinculo institucional

2018 - 2018 Vinculo: Professor Visitante, Enquadramento Funcional: Professor, Carga horaria: 4

Outras informagoes Professor no Curso de P6s- Graduagdo em Andlises Clinicas, atuando nas disciplinas de
"Urindlise e Fluidos Bioldgicos" e "Citologia Oncoldgica e Imunohistoquimica".

Pontificia Universidade Catolica de Sdo Paulo, PUC/SP, Brasil.

Vinculo institucional
2015 - 2015 Vinculo: Professor Visitante, Enquadramento Funcional: Professor visitante, Carga horaria:
6

CIL Drogarias LTDA, CIL, Brasil.

Vinculo institucional
2012 - 2013 Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Farmacéutica Responsavel

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2013 - 2015 Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Mestrando, Carga horaria: 40, Regime:
Dedicacdo exclusiva.

Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Brasil.

Vinculo institucional
2008 - 2008 Vinculo: , Enquadramento Funcional:

Laboratoério Central de Analises Clinicas, LACEN, Brasil.

Vinculo institucional
2012 - 2012 Vinculo: Voluntério, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga horaria: 40

Laboratério Municipal Dr. Alfredo Barbalho Cavalcante, L.M.A.B.C, Brasil.

Vinculo institucional
2008 - 2008 Vinculo: Voluntario, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga horaria: 20

Municipio de Alfenas, ALFENAS, Brasil.

Vinculo institucional
2010 - 2010 Vinculo: Voluntario, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga horaria: 4

Pharmacéutica Manipulacdo, PHARMACETICA, Brasil.

Vinculo institucional
2011 - 2011 Vinculo: Voluntario, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga horaria: 40

Drogaria Rabelo e Peloso LTDA, DROG. RP, Brasil.

Vinculo institucional
2010 - 2010 Vinculo: Voluntario, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga horaria: 30

Projetos de extensao

2008 - 2008 Ler: uma eterna aventura
Descrigdo: Vinculado ao Programa "Atencdo a Saude da Crianga e Adolescente", onde
incentivdvamos a leitura de criangas de creches e orfanatos da cidade de Alfenas-MG..
Situacdo: Concluido; Natureza: Extensdo.
Alunos envolvidos: Graduacao: (25) .

Integrantes: Maryana Stephany Ferreira Branquinho - Integrante / Dénis da Silva Moreira -
Coordenador.



Areas de atuacdo

1. Grande &rea: Ciéncias da Satde / Area: Farmécia.

Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.

Espanhol Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, Lé Razoavelmente, Escreve Pouco.

Prémios e titulos

2014 Melhor pdster de mestrado apresentado na XIX Semana Farmacéutica de Ciéncia e
Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéutica da USP, Faculdade de Ciéncias
Farmacéutica da USP.

Producoes
Producao bibliografica

Apresentagoes de Trabalho
I BRANQUINHO, M. S. F.; COIMBRA, J. ; BELLE, L. ; CLARA, R. O. ; MORENO, A. C. ; BRAGA, M. ; CAMPA A . There is
much more to know about the use of 1-MT in anticancer immune therapy. 2016. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).

Outras producodes bibliograficas

1. BRANQUINHO, M. S. F.; BRAGA, M. ; CLARA, R. O. ; Julio, AR ; MARIA-ENGLER, S. S. ; Junior, E P ; CAMPA A . 1-Methyl-
tryptophan enantiomers differently affect the cross- talking between mononuclear and tumor cells and interferon-y
production.. bioRxiv, 2019 (PREPRINT).

Demais tipos de producao técnica

1. ¢ BRANQUINHO, M. S. F.. III CURSO DE INVERNO EM FISIOPATOLOGIA E ANALISES CLINICAS. 2016. (Curso de curta
duracdo ministrado/Outra).

Bancas

Participacdo em bancas de comissoes julgadoras

Outras participacoes
BRANQUINHO, M. S. F.. III International Symposium on Pathophysiology and Toxicology and VIII Simpdsio de Pos-
Graduagao em Analises Clinicas. 2018. Universidade de Sao Paulo.

2, BRANQUINHO, M. S. F.. III International Symposium on Pathophysiology and Toxicology and VIII Simpdsio de Pos-
Graduagdo em Analises Clinicas. 2018. Universidade de S&o Paulo.

3. BRANQUINHO, M. S. F.. II International Symposium on Pathophysiology and Toxicology and VII Simpdsio de Pds-
Graduacdo em Analises Clinicas. 2016. Universidade de S&o Paulo.

4, BRANQUINHO, M. S. F.. 23° Simpdsio Internacional de Iniciagdo Cientifica e Tecnoldgica da USP- SIICUSP. 2015.
Universidade de Sao Paulo.

5. BRANQUINHO, M. S. F.. 22° Simpdsio Internacional de Iniciacao Cientifica e Tecnoldgica da USP - SIICUSP. 2014.

Universidade de Sao Paulo.

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras
1. IV ABCF Congress. 2018. (Congresso).
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10.

11.
12,
13.
14.

310 RENIAO ANUAL DA FESBE. THERE IS MUCH MORE ABOUT THE USE OF 1-MT IN ANTICANCER IMMUNE THERAPY.
2016. (Congresso).

XXI Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia.There is much more to know about the use of 1-MT in anticancer
immune therapy. 2016. (Outra).

XIX Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia.Efeitos dos inibidores de IDO e TDO na proliferacdo, migragao e invasao
de melanomas humanos e na atividade tumoricida de células mononucleares. 2014. (Seminario).

Curso: Analise Forense.Andlise Forense. 2011. (Outra).

Hematologia: principais causas de erro do hemograma e automagdo..Hematologia: principais causas de erro do hemograma
e automagcdo.. 2011. (Outra).

442 Semana Farmacéutica da UNIFAL-MG.44@ Semana Farmacéutica da UNIFAL-MG. 2010. (Encontro).

Campanha pelo uso racional de medicamentos.Campanha pelo uso racional de medicamentos. 2010. (Oficina).

"Pro-salide: Reformulando a Saude Publica"."Ao povo o que é do povo... Pré-satde: Reformulando a Satde Publica". 2008.
(Seminario).

Biosseguranga: a importancia da imunizagdo para o trabalhador de saude..Biosseguranga: a importancia da imunizagdo para
o trabalhador de salde.. 2008. (Outra).

Programa de Treinamento de Estagiarios.Programa de Treinamento de Estagiarios. 2008. (Outra).

Programa de Treinamento de Estagiarios.Programa de Treinamento de Estagiarios. 2008. (Outra).

422 Semana Farmacéutica da UNIFAL-MG.42@ Semana Farmacéutica da UNIFAL-MG. 2007. (Encontro).

Minicurso: Descarte de residuos de servico de salde.Descarte de residuos de servico de salde. 2007. (Outra).

Organizacao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

¢ BRANQUINHO, M. S. F.. III International Symposium on Pathophysiology and Toxicology and VIII Simpdsio de Pos-
Graduagao em Andlises Clinicas. 2018. (Congresso).

%I BRANQUINHO, M. S. F.. II International Symposium on Pathophysiology and Toxicology e VII Simpoésio de Pds-
Graduagdo em Andlises Clinicas. 2016. (Congresso).

I BRANQUINHO, M. S. F.. 442 Semana Farmacéutica da UNIFAL-MG. 2010. (Outro).

Educacao e Popularizacao de C& T

Cursos de curta duracao ministrados

W BRANQUINHO, M. S. F.. III CURSO DE INVERNO EM FISIOPATOLOGIA E ANALISES CLINICAS. 2016. (Curso de curta
duracdo ministrado/Outra).

Outras informac0es relevantes

MEMBRO TITULAR NA COMISSAO COORDENADORA DO PROGRAMA DE FARMACIA- REPRESENTANTE DOS ALUNOS DE POS-
GRADUACAO DO DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS. Monitoria no Programa de Aperfeicoamento Estudantil

na Universidade de S3ao Paulo (USP) na disciplina de Fisiopatologia. Monitorias durante a

graduagcao: Bioquimica Clinica, no curso de Farmdcia, Departamento de Analises Clinicas - UNIFAL MG;
Controle Microbiolégico de Alimentos, Cosméticos e Medicamentos no curso de Farmacia, Departamento de
Alimentos e Medicamentos - UNIFAL MG. Farmdcia Hospitalar no curso de Farmacia.
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