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RESUMO

CARVALHO, Laura Maria Grossi. Efeito da riboflavina sobre a pele de ratos irradiados
com UV-A. 2021. 87f, Dissertacdo (Programa de Patologia, Mestre em Ciéncias) — Ribeirdo

Preto Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Resumo: A radiacdo ultravioleta do tipo A (UV-A) produz fatores relacionados ao estresse
oxidativo cutaneo, com consequéncias que envolvem desde o fotoenvelhecimento até o
carcinoma espinocelular da pele. Diversas substancias antioxidantes tém sido amplamente
estudadas nesse contexto. A riboflavina se apresenta como potente agente antioxidante em
varias situacOes patoldgicas associadas ao estresse oxidativo. Todavia, o efeito da riboflavina,
sobre a pele de animais expostos a radiacdo UV-A ainda ndo foi estudado. Obijetivo:
Investigar o papel antioxidante da riboflavina administrada por via tdpica e oral em animais
expostos a radiagdo UV-A. Materiais e métodos: Ratos machos Wistar (n=42) foram
divididos em 6 grupos: 1 e 2 - animais ndo-irradiados tratados topicamente com veiculo ou
com riboflavina (5mg/100ml) por 3 dias, respectivamente; 3 e 4 - animais irradiados com UV-
A por 8 dias (6,6mW/cmz2-8min/dia) e tratados topicamente com veiculo ou com riboflavina
(5mg/100ml) por 3 dias, respectivamente; animais irradiados e tratados topicamente com
riboflavina; 5 e 6 — animais irradiados com UV-A por 8 dias (6,6mW/cm2-8min/dia) e
tratados com veiculo ou com riboflavina (500uM/ml) via oral por 3 dias, respectivamente.
Apo6s o término dos tratamentos, os animais foram sacrificados, sendo colhidas amostras
cuténeas. Foram realizadas analises histoldgicas para se avaliar o grau de lesdo histoldgica
(H&E) e os depositos de colageno (Sirus Red). A proliferacdo celular, a formacdo de vasos
sanguineos, o estresse oxidativo e a resposta inflamatéria foram avaliados por meio da
expressdo imuno-histoquimica para PCNA VEGF, 4-HNE e NFkB. O estresse oxidativo
também foi avaliado pela analise dos niveis cutaneos de MDA e GSH e pela analise da
expressao proteica do 4-HNE, e a resposta inflamatdria por meio da andlise da expressdo
proteica de NFxB, TNF-R (TNF-a), p-38 MAPK (Western-Blotting). Resultados: O modelo
experimental foi compativel a lesdes de fotoenvelhecimento. O tratamento com riboflavina,
principalmente por via oral, induziu o reparo da pele irradiada por UV-A, modulou o0s
depdsitos de colageno, estimulou a expressédo proliferativa celular e 0 aumento na expressao
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Além disso, reduziu o estresse oxidativo,
observado pela diminuigdo dos niveis de MDA e da expressdo de 4-HNE, com consequente
diminuicdo da resposta inflamatoria, observada pela diminui¢ao da expressdo de NF«xB, TNF-
R e p-38 MAPK. Concluséo: A suplementacdo com riboflavina por via oral, mais do que sua
aplicacdo topica, foi capaz de atuar como agente antioxidante e reparador sobre lesdes
causadas por radiagdo UV-A.

Palavras-chave: Fotoenvelhecimento cutaneo. UV-A. Estresse Oxidativo. Riboflavina.
Antioxidante.



ABSTRACT

CARVALHO, Laura Maria Grossi. Effect of riboflavine on the skin of rats irradiated with
UV-A. 2021. 87f, Thesis (Pathology Graduate Program, Master of Sciences) — Ribeirdo Preto
Medical School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Abstract: Type A ultraviolet irradiation (UV-A) produces factors related to cutaneous
oxidative stress, with consequences ranging from photoaging to skin squamous cell
carcinoma, being a worldwide problem. Several antioxidant substances have been widely
studied in this context. Riboflavin has been shown to be a potent antioxidant in various
pathological situations associated with oxidative stress. However, the effect of riboflavin in its
antioxidant form on the skin of animals exposed to UV-A irradiation has not been studied.
Objective: To investigate the antioxidant role of riboflavin administered topically and orally
on the skin of animals exposed to UV-A irradiation. Materials and methods: Male Wistar
rats (n=42) were divided into 6 groups: 1 and 2 - non-irradiated animals treated topically with
vehicle or riboflavin (5mg/100ml) for 3 days, respectively; 3 and 4 - animals irradiated with
UV-A for 8 days (6.6mW/cm2-8min/day) and treated topically with vehicle or riboflavin
(5mg/100ml) for 3 days, respectively; irradiated animals and topically treated with riboflavin;
5 and 6 - irradiated with UV-A for 8 days (6.6mW/cm?2-8min/day) and treated with vehicle or
riboflavin (500uM/ml) orally for 3 days, respectively. After the end of the treatments, the
animals were sacrificed, and skin samples were collected. Histological analyzes were
performed to assess the degree of histological damage (H&E) and collagen deposits (Sirus
Red). Cell proliferation, blood vessel formation, oxidative stress and inflammatory response
were evaluated by immunohistochemical expression for PCNA VEGF, 4-HNE and NF«B.
Oxidative stress was also evaluated by analyzing the cutaneous levels of MDA and GSH and
by analyzing the protein expression of 4-HNE, and the inflammatory response by analyzing
the protein expression of NFkB, TNF-R (TNF-a), p -38 MAPK (Western-Blotting). Results:
The experimental model was compatible with photoaging lesions. Treatment with riboflavin,
mainly orally, induced repair of UV-A irradiated skin, modulated collagen deposits,
stimulated cell proliferative expression and increased expression of vascular endothelial
growth factor (VEGF). In addition, it reduced oxidative stress, observed by the decrease in
MDA levels and the expression of 4-HNE, with a consequent decrease in the inflammatory
response, observed by the decrease in the expression of NFkB, TNF-R and p-38 MAPK.
Conclusion: Supplementation with riboflavin orally, more than its topical application, was
able to act as an antioxidant and repair agent on injuries caused by UV-A radiation.

Keywords: Skin photoaging. UV-A. Oxidative stress. Riboflavin. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A pele é 0 maior 6rgdo do corpo humano, protegendo o corpo contra traumas fisicos,
patdgenos, alérgenos, produtos quimicos, radiacdo ultravioleta (UV) e perda excessiva de
agua e eletrdlitos, além de exercer papel fundamental na regulacdo da temperatura e para o
tato (WOLK; WITTE; SABAT, 2010). A pele pode ser subdividida morfofuncionalmente em
trés camadas: epiderme, derme e hipoderme (SPELLBERG, 2000).

A camada mais externa da pele é a epiderme. A epiderme é formada por um epitélio
escamoso estratificado queratinizado, que variam em espessuras de 75 a 150mm, sendo
composta por proliferacdo basal e gqueratindcitos suprabasais, que modificam seus aspectos
conforme passam de uma camada celular para outra. Os queratindcitos sdo as células mais
presentes na epiderme, representando 80% das células epidérmicas. Devido a mecanismos
fisiologicos de apoptose e proliferacdo celular, a epiderme é continuamente renovada a partir
dos queratindcitos da camada basal (LIPPENS et al., 2009; MURPHREE, 2017). Assim, 0s
queratindcitos sdo responsaveis pela formacdo das cinco camadas da epiderme: basal,
espinhosa, granulosa, ldcida e cornea (MURPHREE, 2017).

Seguindo a ordem de profundidade, a camada basal é a mais profunda da epiderme,
sendo constituida por uma s6 camada de células cubicas que se dispdem por cima da juncao
dérmico-epidérmica. A camada espinhosa, ou camada de Malpighi, é constituida por
maultiplas fileiras de queratindcitos diferenciados unidos devido a presenca de projecdes
citoplasmaticas (citoplasma eosinéfilo), de grande quantidade de desmossomos e de feixes de
filamentos de queratina entre as células (tonofilamentos), formados por glicoproteinas e
lipoproteinas, atuando na manutencdo da coesdo entre as células da epiderme e na resisténcia
ao atrito. A camada granulosa é constituida por uma ou varias fileiras de células que
constituem os granulos de queratina. Acima da camada granulosa se encontra a camada
cornea, onde os queratinocitos perdem o nucleo e se diferenciam em corneécitos (ALMEIDA,
2020; MURPHREE, 2017).

Os cornedcitos sdo células originadas queratindcitos modificados, anucleadas, sem
organelas e com citoplasma contendo ampla quantidade de queratina e estdo envolvidas por
um envelope lipidico e unidas por corneodesmossomos, destacando-se como a principal
barreira de protecédo da pele, permitindo evitar os possiveis danos que podem ser causados por
mudancas na temperatura e umidade, pela acdo dos raios ultravioleta, fatores mecanicos e
agentes patogénicos (ALMEIDA, 2020; BARONI et al., 2012; BROHEM et al., 2011,
MURPHREE, 2017).
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As queratinas s&o um complexo de proteinas que conferem resisténcia, elasticidade e
impermeabilidade ao tecido, protegendo os queratindcitos subjacentes. Morfologicamente, as
queratinas podem estar presentes de duas formas: a queratina liquida, que constitui a maior
parte de queratina que cobre a superficie cuténea, e a queratina dura, que forma os pelos e as
unhas. Em certas localizagdes, existe uma capa visivel, amorfa, entre a camada granulosa e a
camada cornea que se denomina estrato ltcido. Acima dos corne6citos se deposita a matriz
fosfolipidica, também com funcdo impermeabilizante (LIPPENS et al., 2009).

As células do tecido epitelial unem-se através de especializacbes da membrana,
chamadas de juncdes celulares. Entre as principais juncdes celulares encontram-se as ligacoes
desmoss6micas. Ao manter as células unidas entre si, 0 desmossomo oferece forca mecanica e
estabilidade ao tecido, configurando o aumento da resisténcia da epiderme (LIPPENS et al.,
2009).

Na epiderme e nos foliculos pilosos ocorre também a presenca dos melandcitos
(COSTIN; HEARING, 2007). A principal caracteristica dos melandcitos € a producdo de
melanina, um polimero derivado do aminoacido L-tirosina, sendo uma substancia crucial de
defesa cutanea a radiacdo solar. Assim, a queratina, a renovacao celular e a melanina podem
ser consideradas como os principais fatores protetores da epiderme (CICHOREK et al., 2013).

A camada intermediaria da pele é a derme. Na derme, existem macréfagos e
mastdcitos que atuam de forma protetora, protegendo a pele dos agentes infecciosos. Também
sdo encontrados os fibroblastos, responsaveis pela promoc¢do da sintese e degradacdo da
matriz extracelular. A matriz extracelular da derme é composta principalmente por colageno e
elastina, necessarios para a manutencdo da elasticidade e reparacdo da pele (COSTIN;
HEARING, 2007). Ainda sdo observados foliculos pilosos, glandulas exdcrinas, vasos
sanguineos, musculos e terminagdes nervosas (SILVERTHORN E JOHNSON, 2010).

A hipoderme ou tecido subcutaneo localiza-se abaixo da derme, portanto, é uma
profunda camada de tegumento, sendo formada por tecido conjuntivo, representando entre
15% a 30% do peso corporal. A ligacao entre a derme e a hipoderme é garantida por fibras de
elastina e colageno. A espessura da hipoderme varia de acordo com a regido do corpo e sexo
do individuo. Os tipos celulares que ocorrem com maior frequéncia na hipoderme sdo o0s
adipdcitos, onde se dispdem entre vasos mais calibrosos, musculos mais profundos e 0s 0ssos.
As principais fungfes da hipoderme s&o reserva de energia, amortecimento a impactos ou
traumas, regulacdo da temperatura corporal e conexdo da derme aos musculos e 0ssos,
fixando assim a pele a estruturas adjacentes. (FORSLIND, 1995; SPELLBERG, 2000).



26

Em adic&o, observa-se que a epiderme, a derme e a hipoderme séo essenciais para a
reserva de nutrientes, e para a realizacdo de fungBes metabdlicas, como por exemplo, a
producdo de vitamina D, e na realizacdo de funcbes sensitivas, por meio das terminac6es
nervosas, além da protecdo dos tecidos subjacentes contra agressbes bioldgicas por
microrganismos patogénicos e contra ameacas fisicas como altas temperaturas e radiagdo
proveniente da luz solar (Fig. 1) (WOLPOWITZ; GILCHREST, 2006).

Figura 1: Descricdo das camadas da pele
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Entretanto, quando h4 uma exposicao exacerbada a radiagdo proveniente da luz solar,
os raios UV-A e UV-B produzem agentes oxidantes em grandes quantidades. Neste cenario,
0S queratindcitos ndo conseguem superar as lesdes causadas pelos mesmos, levando ao
fotoenvelhecimento e a maioria das afeccbes da pele, referidas como afeccGes pré-
neoplésicas, como a queratose actinica, e afec¢bes neoplésicas, como o carcinoma
epidermoide e 0 melanoma (BAKOS, 2006).

Desta forma, os principais fatores de risco para o cancer de pele sdo a exposi¢édo
prolongada ao sol, principalmente na infancia e adolescéncia, exposicdo a camara de
bronzeamento artificial e historico familiar de céncer de pele (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019; INCA, 2019).

Os principais tipos de cancer de pele ndo-melanoma sdo o carcinoma de células
escamosas e 0 carcinoma basocelular, considerado o mais frequente, sendo que se
desenvolvem a partir dos queratinécitos; e o cancer de pele do tipo melanoma que se forma
nos melandcitos, que cresce e se espalha mais rapidamente, apesar de ser menos comum. O
cancer de pele melanoma acomete principalmente pessoas de pele clara acima dos 40, exceto
em individuos portadores de doencas cutaneas. Entretanto, este perfil de idade vem se
modificando com a constante exposicdo dos jovens sem protecdo aos raios solares
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; BANDARCHI et al., 2010; INCA, 2019)

No Brasil, em 2017, ocorreram, 1 301 6bitos de cancer de pele do tipo ndo melanoma
em homens, e 949 dbitos em mulheres. Estes valores correspondem ao risco de 0,92/100 mil
em ambos 0s sexos, sendo que de todas as neoplasias malignas diagnosticadas no mundo, é o
tipo mais frequente em ambos 0s sexos. Para o cancer de pele do tipo melanoma, foram 1 031
Obitos em homens e de 804 6bitos em mulheres, com risco de 1,02/100 mil e 0,78/100 mil
respectivamente. Além disso, projecOes estimam que provavelmente devam ocorrer
aproximadamente 83 770 e 93 160 novos casos de cancer de pele ndo-melanocitico, entre
homens e mulheres, respectivamente, para cada ano do biénio 2020-2022. Em relacdo ao
melanoma, cuja taxa de mortalidade é mais elevada, estima-se que ocorrerdo cerca de 4 200 e
4 250 novos casos entre homens e mulheres, respectivamente, durante esse mesmo periodo
(INCA, 2019).

As neoplasias ndo-melanociticas da pele sdo curaveis na maioria dos casos, mas o
melanoma tem o prognostico mais reservado, podendo ser passivel de terapia efetiva apenas
quando diagnosticado e tratado na fase inicial. Embora haja crescente conscientizacdo da
populacdo sobre os perigos da exposi¢do inadequada a radiacdo solar e a necessidade da

utilizacdo de filtros solares, o cancer de pele ainda é um problema de saude publica nacional e
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mundial, motivando uma maior compreensdo dos efeitos da radiacdo solar sobre a pele
(SCHALKA et al., 2014).

A radiacdo solar é constituida por um espectro continuo de radiacdo eletromagnética,
dividido em radiacdo ultravioleta (UV) (100 a 400 nm), visivel (400 a 700 nm) e
infravermelho (700 a 900 nm). A radiagdo UV é subdividida em trés faixas: UV-A (320-400
nm), UV-B (290-320 nm) e UV-C (100-290 nm), sendo que cada um dos tipos de UV
interage com a pele de forma dependente das propriedades fotofisicas e fotoquimicas dos seus
respectivos compostos absorvedores (DUTHIE; KIMBER; NORVAL, 1999; HUSSEIN,
2005).

Os raios UV-C sdo mais energéticos e promovem a formacéo de estados de excitacao
mais reativos em uma gama maior de biomoléculas, pois quase todas as moléculas organicas
absorvem o UV-C e reagem sem especificidade definida. Entretanto, apesar de serem
potencialmente mais nocivos, os raios UV-C ndo estdo relacionados a lesdes cutaneas, visto
que sua energia é absorvida pela estratosfera e ndo atinge a superficie da terra (LIN; FISHER,
2007).

Os raios UV-A e UV-B séo responsaveis pela oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA.
Este intenso processo oxidativo pode resultar em danos cutaneos, envelhecimento acelerado e
desenvolvimento de neoplasias da pele (Fig. 2) (BANDYOPADHYAY; MEDRANO, 2006;
DUV-AL et al., 2002; JENKINS; GROSSMAN, 2013; MEDRANO et al., 1994). A maioria
das afeccdes da pele, pré-neoplasicas (ex. a queratose actinica) e as neoplasicas (ex. o
carcinoma epidermoide e 0 melanoma), possuem relacdo com o excesso de exposicdo tanto a
radiacgdo UV-A quanto UV-B (BAKOS, 2006). Assim, a morte celular evidente e
transformacdes neoplasicas sdo alteracbes compativeis ao fotoenvelhecimento crénico, sendo
frequentemente encontradas em pessoas idosas com exposi¢do regular ao sol durante anos,
podendo levar ao desenvolvimento de lesGes malignas cutaneas (JENKINS; GROSSMAN,
2013).
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Figura 2: Efeitos da radiacdo UV nas biomoléculas celulares da pele.
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Fonte: Modificada de Svobodova, Walterova e Vostalova (2006).

A radiacdo UV-A tem um impacto maior no estresse oxidativo do que o UV-B,
porque além da formacao de espécies reativas de oxigénio que danificam o DNA, proteinas e
lipidios, também promove o comprometimento da producéo de energia pelas células da pele
(HALLIDAY, 2005). A agressdo cutanea provocada pela radiagdo UV-A envolve
fundamentalmente mecanismos de fotossensibilizagdo, com inducdo da producao exacerbada
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) (SVOBODOVA;
WALTEROVA; VOSTALOVA, 2006).

A fotossensibilizacdo € um processo pelo qual as moléculas transformam energia
luminosa em energia e reatividade quimica. O principio basico da fotossensibilizacdo é a
excitacdo dos elétrons de uma molécula em que, no seu estado excitado, seja capaz de
transferir sua energia para outras moléculas, induzindo assim a formacéo de outras espécies
elétron-reativas (SEKAR et al., 2014). Este processo pode ocorrer por dois mecanismos
principais, conhecidos como tipo I e tipo Il. No tipo I, ocorre uma transferéncia de elétrons

por meio de uma interacdo direta entre um fotossensibilizador excitado e a biomolécula-alvo,
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resultando na formag&o de radicais livres, sem a participacdo da molécula de oxigénio para a
inducdo de danos nas moléculas. No tipo Il, h& o envolvimento do oxigénio molecular para
que ocorra a transferéncia de energia de um fotossensibilizador excitado, levando a producao
de EROs, e de outras espécies, atraves da presenca de cations metalicos (THIELE; ELSNER,
2001). Assim, a radiagcdo UV-A pode gerar radicais superoxido (O2), oxigénio singlet (*O2),
hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H202) e posteriormente, outras espécies reativas de
oxigénio (BERNEBURG et al., 1999; VILE; TYRRELL, 1995).

Figura 3: Mecanismos de dano indireto induzido por UV e formacdo de EROs. Sen
(fotossensibilizador), Sen” (fotossensibilizador excitado), R (base de DNA/aminoacido
aromatico, proteina), Me* (cation metalico).
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Fonte: Modificada de Svobodova, Walterova e Vostalova (2006).

A producéo natural de EROs e ERNs ocorre espontaneamente em todo o organismo.
Desta forma, existem mecanismos de defesa tecidual capazes de neutraliza-los, mantendo o
equilibrio pro-oxidante/antioxidante celular e tecidual, inclusive na pele, conhecidos como
antioxidantes. Os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos, também conhecidos
como enddgenos, e ndo-enzimaticos, também conhecidos como exdgenos. O sistema de
defesa antioxidante também é usualmente dividido em sistema antioxidante enzimatico, em
que estdo incluidas o superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px), e sistema antioxidante ndo-enzimatico, o qual € constituido por uma grande
variedade de substancias antioxidantes que podem ter origem enddgena, como a glutationa
reduzida (GSH), a coenzima Q e o acido urico, ou dietética, como as vitaminas A, C e E, 0s
carotenoides e o selénio (INAL; KAHRAMAN; KOKEN, 2001; SANDER et al., 2004). Em
especial, na pele destaca-se outro fator de protecdo, que é a producdo do pigmento melanina,

no qual protege a pele e os olhos contra as reagfes fototoxicas induzidas por luz ultravioleta
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(UV), sendo considerado uma resposta fotoprotetora adaptativa dos melandcitos para evitar
mais danos ao DNA (MAHMOUD et al., 2010; TAKAHASHI; NAKAMURA, 2005).

Figura 4: O desequilibrio entre a producdo de pro-oxidantes e antioxidantes nas células pode
levar a um aumento da producdo de radicais livres, como oxigénio ativado (O2) e espécies
reativas de oxigénio, causando sérios danos celulares.
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Fonte: Modificada de Wakamatsu, Dogru e Tsubota (2008).

Entretanto, quando ocorre excesso de formacdo de EROs, eles sobrecarregam 0s
mecanismos de defesa antioxidantes, resultando no desequilibrio entre formacdo de EROs e
producdo de antioxidantes, conduzindo ao estresse oxidativo (AFAQ; MUKHTAR, 2002;
HECK et al., 2004). Assim, quando o0 UV-A induz a producgéo exacerbada de EROs e ERNSs,
a ponto de superar a capacidade antioxidante das células-alvo (como os queratindcitos),
ocorrem alteracBes moleculares em &cidos nucleicos, lipideos e proteinas, podendo levar a
morte celular ou outras transformacfes fenotipicas e genotipicas, além da liberacdo de
citocinas pré-inflamatdrias (CHIARELLI NETO, 2014). Consequentemente, a radiacdo UV-A
atua como a principal responsavel pelo fotoenvelhecimento e cancer da pele (AGAR et al.,
2004; CHIARELLI NETO, 2014; NIIDA; NAKANISHI, 2005).

No fotoenvelhecimento a taxa de proliferacdo celular estd reduzida, e os demais
mecanismos de reparo tecidual aparecem comprometidos (FORE, 2006). A renovacao celular
pode ser estimada atraves da expressdo do PCNA, um marcador de proliferacéo celular que €
reativado progressivamente durante o reparo tecidual. Neste caso, 0 PCNA aparece expresso
na camada basal da epiderme, mas a migracdo do PCNA para as camadas superiores da
epiderme indica proliferacdo anémala e, possivelmente, um aumento do potencial maligno
subsequente. No caso da exposi¢do cutanea a radiacdo UV, a expressdo do PCNA é
dependente do tempo, dose e tipo de radiacdo (MOORE et al., 2004). Além de servir como
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um marcador de proliferacdo celular para queratindcitos expostos a radiagdo UV, onde
cronicamente poderia denotar risco de desenvolvimento de neoplasia, a abundéancia do PCNA
é fundamental para o processo de reparo do DNA.

Para que ocorra a renovacao celular é necessario a formacdo de novos vasos
(angiogénese), para que estes novos vasos possam levar nutrientes as &reas cutaneas mais
sensiveis, reestabelecendo a capacidade de reparo. O VEGF é produzido por ceélulas
endoteliais, queratindcitos, células de musculo liso, fibroblastos, plaquetas, neutréfilos e
macrofagos. Através de sua interacdo com diferentes receptores de superficie € capaz de
estimular a proliferagdo do endotélio vascular, secrecdo de matriz extracelular pelos
fibroblastos e indugdo de proteinas anti-apoptéticas nas células epiteliais. Devido a esses
efeitos, o VEGF pode ser considerado como o principal como fator pré-angiogénico
envolvido no reparo tecidual (BARRIENTOS et al., 2008).

Além da dificuldade de renovacéo celular, colaborando para o aumento da lesdo no
tecido, durante o estresse oxidativo intenso acontece sobrecarga da capacidade antioxidante
das células-alvo, ocasionando a peroxidacdo lipidica. Entre os produtos, o 4-HNE, €
considerado mediador de danos celulares importantes associados ao estresse oxidativo
provocado pelo UV-A, que reagem com grupos nucleofilicos de moléculas bioldgicas (DNA,
aminofosfolipideos e proteinas). A formacdo de adutos de aldeido (4-HNE) nas proteinas gera
disfuncéo celular e tissular progressiva, além de danos irreversiveis. A acdo patogénica do 4-
HNE ocorre, sobretudo, sobre a elastina, sendo diretamente relacionada a elastose actinica em
humanos. A elastina modificada pelo 4-HNE torna-se resistente a elastase, contribuindo para
seu acimulo na pele de camundongos expostos a UV-A, que juntamente ao colageno
danificado, configuram o achado histol6gico da degeneracdo basofilica do colageno. Assim, o
4-HNE emitido pela peroxidacdo lipidica atua como um mecanismo agravante no
fotoenvelhecimento (LARROQUE-CARDOSO et al., 2015). Outro produto da peroxidacdo
lipidica é o MDA, um aldeido reativo que frequentemente é utilizado como um marcador para
medir 0 estresse oxidativo em diferentes tecidos. Os niveis de MDA podem ser diretamente
correlacionados a quantidade e tempo de exposicdo ao UV-A na pele. Sua ativagdo é
estimulada principalmente devido a formacdo de oxigénio singlete decorrente do estresse
oxidativo provocado pelo UV-A (KHAN et al., 2018).

Em estudos anteriores, Li et al. (2016) e Salama et al. (2018) revelam que o estresse
oxidativo secundario a exposi¢do ao UV-A induz uma resposta inflamatoria importante, com
niveis aumentados de citocinas pro-inflamatdrias, incluindo o TNF-a, que por sua vez, tem

sido implicado na geracdo de EROs, mantendo um ciclo de inflamac&o e estresse oxidativo. A
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sinalizagdo mediada pelo TNF-a através de seus receptores TNFR1 e TNFR2, ¢ essencial para
a proliferacédo celular, diferenciagéo, apoptose, modulacdo das respostas imunes e inducéo de
inflamacéo durante o reparo cutaneo (BARRIENTOS et al., 2008). A cascata dos efeitos
bioldgicos associados a inducdo da via do TNF-a pelo estresse oxidativo, ocorre inicialmente
com a ligacdo do TNF-a ao TNFR1 que resulta ativagdo da quinase 1, a qual leva a agregacao
de um complexo de quinase a jusante - complexo IKK. Este complexo é composto pelos
componentes cataliticos - IKKa e IKKP - e uma proteina reguladora sobre o do fator de
transcricdo NFxB. O inibidor kB (IkB) regula fortemente o NFkB (NFxB p60 e NF«xB p50).
A fosforilagao de IkB pelo complexo IKK resulta na liberagdo do NFxB. O NF«B se transloca
para o nucleo e ativa os genes envolvidos na proliferacdo celular e na anti-apoptose. Além da
ativacdo do NFkB, a interacdo do TNF-a com seu receptor TNFR1 também esta associada a
inducdo da via das MAPKSs, ativando MKK3 que entdo fosforila p38 MAPK. O Phospho-p38
MAPK ¢é entdo importado para o nucleo, onde fosforila fatores de transcricdo especificos que
ativam varios genes relacionados ao estresse oxidativo e a proliferagéo celular (Fig. 5) (SHI e
SUN, 2018).

Figura 5 Via de sinalizacdo de TNFR1 e a via de NF-kB e MAPK estimulada por TNFa
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Em outras palavras, as EROs tém sido implicadas na inducdo de citocinas proé-
inflamatorias como o TNF-a, onde participa da ativagdo de uma variedade de fatores de
transcricdo, como 0 NF«B e na via das MAPKSs. Assim, o estresse oxidativo desencadeado no
processo de lesdo tecidual por UV-A elicia o processo de inflamatério mediado pelo TNF-a,
conduzindo a ativacdo de fatores de transcricdo pro-inflamatérios, como o NF«B,
responsaveis pelo controle da transcricdo génica da maioria dos agentes inflamatdrios, como
citocinas e quimiocinas, conduzindo consequentemente ao aumento de citocinas pro-
inflamatdrias, dentre elas o proprio TNF-o (SHAH e MAHAJAN, 2013).

Neste cenario, a produgdo de EROs e ERNs induzida por radiacdo UV gera respostas
quimicas e bioldgicas sequenciais que podem ser atenuadas através do tratamento com
produtos antioxidantes. Desta forma, agentes antioxidantes naturais ou sintéticos, que sejam
eficazes na prevencdo ou tratamento dos danos oxidativos induzidos pela radiacdo UV, tém
sido amplamente investigados (DUTHIE; KIMBER; NORVAL, 1999; TOBIN, 2011). Assim,
0 desenvolvimento de agentes preventivos e/ou terapéuticos para lesdes cuténeas induzidas
pela radiacdo UV tornou-se um assunto importante na pesquisa dermatoldgica (AFAQ;
MUKHTAR, 2002; AFAQ; MUKHTAR, 2006).

Em adicdo, quando se considera que o aumento dos niveis de éxido nitrico (NO)
associado ao dano nitrosativo € um evento importante na formacdo de lesdes cutaneas até 24
horas ap6s a radiacdo UV, principalmente quando se trata de radiacdo UV-B, e que tal
agressdo pode ser suprimida pelo uso de agentes antioxidantes, farmacos que possam atuar na
via do estresse nitrosativo também devem ser investigados (CARRARA et al., 2019; TERRA
et al., 2012a; TERRA et al., 2012b). Neste contexto, um dos principais produtos antioxidantes
relacionados a supressao dos danos secundarios ao estresse oxidativo e nitrosativo é a
riboflavina (SANCHES et al., 2014).

A riboflavina (Fig. 6) (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina), também conhecida como
vitamina B2, é um dos principais agentes antioxidantes naturais atualmente descritos, sendo
um composto hidrossoltvel desprovido de efeitos toxicos e presente numa ampla variedade de
alimentos, sobretudo leite e produtos lacteos, em carnes, peixes e vegetais de folhas escuras.
Sua importancia reside em ser precursora das coenzimas flavina mononucleotideo (FMN) e
flavina-adenina dinucleotideo (FAD), requeridas em grande numero de reacOes de
oxirredugdo, algumas fundamentais para o metabolismo celular aerdbico. Dentre as
oxidorredutases que utilizam o FAD como grupo prostético (denominadas flavoproteinas)

destacam-se as enzimas succinato desidrogenase (componente do Ciclo de Krebs), acil-CoA-
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desidrogenase (integrante da -oxidacdo de acidos graxos), NADH desidrogenase, citocromo

P450 redutase, xantina oxidase/ desidrogenase e glutationa redutase (POWERS, 2003).

Figura 6: Estrutura da riboflavina evidenciando o grupo flavina e o grupo ribitilo.

o]
N
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Riboflavin
Fonte: adaptado de Rubert, Aline et al. (2017).

A absorcdo da riboflavina, por via oral, ocorre predominantemente no intestino
delgado proximal, por meio de um processo de transporte mediado por carreador, onde podem
ser absorvidas até 30 mg de riboflavina. Durante o processo de absorcdo, inicialmente a
riboflavina livre é retomada pelos enterdcitos e sofre fosforilagdo ATP-dependente catalisada
por flavoquinases citoplasmaticas para formar a FMN. Outra porcdo da riboflavina é
convertida em FAD por meio da enzima FAD-sintetase. Portanto, a riboflavina pode entrar no
plasma na forma livre ou como FMN. A riboflavina livre pode ser transportada no plasma
ligada a albumina ou a certas imunoglobulinas. A excrecdo urinaria da riboflavina é
proporcional a sua absor¢do. (POWERS, 2003; YUASA et al., 2000).

A riboflavina tem demonstrado propriedades antioxidantes, protegendo tecidos
contra o dano oxidativo. O potencial antioxidante da riboflavina esta parcialmente relacionado
a FAD, que atua como coenzima da glutationa redutase, enzima responsavel pela regeneracéo
dos estoques celulares de glutationa reduzida. Além disso, a atividade antioxidante de outras
enzimas redutoras, como o NADPH e citocromo P450 redutase, também é dependente da
riboflavina. O comprometimento da atividade dessas enzimas torna O organismo mais
vulneravel a acdo das EROs (TOYOSAWA et al., 2004). De fato, Manthey et al. (2006)
reportaram que a deficiéncia de riboflavina pode resultar em diminuicdo da atividade da
glutationa redutase e consequente aumento do dano oxidativo as proteinas e ao DNA.

Além do fato da riboflavina dar origem as flavoproteinas (FMN e FAD), diversos

estudos tém apontado que o potencial antioxidante da riboflavina esta também associado a seu
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metabolito ativo, a di-hidrorriboflavina, uma molécula oriunda da reducéo da riboflavina pela
acdo da enzima flavina redutase dependente de NADPH. A di-hidrorriboflavina apresenta
importante acdo antioxidante mediante a reducdo do ion Fe*" presente no grupo heme de
algumas proteinas (BETZ et al.,, 1994; MACK; HULTQUIST; SHLAFER, 1995). Na
presenca da enzima flavina redutase dependente de NADPH, a riboflavina é rapidamente
convertida em di-hidrorriboflavina. Esta, ao entrar em contato com ions férricos circulantes,
promove a reducdo destes, convertendo-os em ions ferrosos e evitando, dessa forma, a
oxidacdo deliberada de lipideos e proteinas pelos ions férricos circulantes (MACK;
HULTQUIST; SHLAFER, 1995).

Alguns estudos demonstraram a atividade anti-inflamatdria da riboflavina, como no
trabalho de Toyosawa et al. (2004), em que a riboflavina aumentou significativamente as
taxas de sobrevida e reduziu os niveis plasmaticos das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-
1B, IL-6, INF-y e MIP-2, e de NO em modelo experimental de sepse murina induzida por
toxina ou por infeccdo bacteriana, por via endovenosa. Em outros modelos experimentais
relacionados a lesdo por isquemia e reperfusdo (I/R), a administracdo de riboflavina resultou
na diminuicdo da agressdo tecidual em consequéncia do estresse oxidativo. Em um estudo de
Iwanaga et al. (2007) que avaliou o potencial antioxidante e anti-inflamatério da riboflavina
por meio de transplante cardiaco experimental em camundongos, ficou demonstrado que a
riboflavina foi capaz de atenuar os efeitos da lesdo miocardica pela I/R hipotérmica,
reduzindo acentuadamente o dano oxidativo, o infiltrado inflamatorio neutrofilico e os niveis
da citocina pro-inflamatoria TNF-a, além de reduzir a resposta imune humoral e da
vasculopatia pos-transplante, implicando assim em menor rejeicdo aguda do enxerto,
aumentando a sobrevida dos animais tratados com riboflavina em comparagdo ao grupo
controle. Em outro estudo ficou demonstrado que a riboflavina protegeu o figado de
camundongos submetidos a lesdo por isquemia e reperfusao (I/R normotérmica), em que a
riboflavina agiu como protetora nos principais eventos que poderiam culminar em morte
hepatocelular, como o intenso estresse oxidativo e a resposta inflamatoria aguda, conferindo a
riboflavina um possivel papel de agente terapéutico contra lesdes hepaticas por I/R
(SANCHES et al., 2014).

Em relacdo aos danos cutineos, um estudo demostrou que animais deficientes em
riboflavina apresentaram dificuldades na cicatrizacdo de feridas (LAKSHMI; LAKSHMI,
BAMJI, 1989). O tratamento com riboflavina também foi relacionado a um melhor
prognoéstico nos casos de Ulcera de cornea aguda em coelhos (COLOMBO-BARBOZA et al.,
2014).
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Todavia, o efeito da aplicacdo topica da riboflavina no processo de prevencdo de
danos secundéarios a exposi¢do UV e sua capacidade de induzir reparo a pele lesada ainda é
desconhecido. Assim, 0 objetivo do presente estudo é investigar o possivel efeito antioxidante
da riboflavina por via topica e oral, na prevencéo e recuperacdo de lesdes na pele de animais

expostos a radiacdo UV-A.
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2 JUSTIFICATIVA

As afeccOes cutaneas e os canceres de pele sdo problemas de salde mundiais,
provocados essencialmente pela exposigdo exacerbada aos raios UV sem nenhuma protecao.
A evolucgéo para o cancer de pele ocorre principalmente pelo fotoenvelhecimento da pele, em
decorréncia do estresse oxidativo e de processos inflamatdrios intensos provocados pela
fotossensibilizacdo da mesma, devido a radiacdo de raios UV. A neoplasia maligna mais
diagnosticada mundialmente é o cancer de pele ndo melanocitico. Enquanto no Brasil, dados
epidemiol6gicos mostram um aumento continuo na incidéncia cancer de pele ndo melanoma e
melanoma. Além disso, devido as caracteristicas geograficas e tendéncias culturais, a
populacdo brasileira encontra-se entre 0s povos com a maior exposicdo anual ao sol,
necessitando urgentemente de medidas eficazes para a prevencdo do desenvolvimento de
canceres de pele provocados pelo fotoenvelhecimento. O processo de fotoenvelhecimento é
iniciado, majoritariamente, pelo estresse oxidativo, sendo sequenciado pela resposta
inflamatdria, acarretando em eventos que podem culminar em lesGes em todos 0s niveis
celulares, inclusive ao DNA, levando assim as modificagdes das estruturas celulares da pele,
ou até mesmo a morte celular. Nesta situacdo, estudos anteriores demonstraram efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios da riboflavina em diferentes 6rgdos como figado, pulmdes e
coracdo, que acarretaram na diminuicdo da morte celular e na preservacdo destes 6rgdos, mas
sem nenhum estudo que demonstrasse sua a¢do na pele. Neste cendrio, os autores do presente
estudo avaliaram se a riboflavina também foi capaz de exercer acdo antioxidante, com
consequente agdo anti-inflamatoria na pele. Para melhor esclarecimento das diferentes vias da
possivel acdo terapéutica da riboflavina na pele, este trabalho avaliou a administracdo da
riboflavina pelas vias tdpica e oral. Além da relevancia dos efeitos terapéuticos da riboflavina,
esta vitamina também é capaz de oferecer outros beneficios como ser barata e ser desprovida
de efeitos toxicos. Além disso, por ja ter sua utilizacdo aprovada pela Agéncia de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e pela Food and Drug Adminstration (FDA), a riboflavina pode ser

obtida de maneira acessivel, facilitando a praticidade de sua aplicacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi investigar o papel antioxidante da riboflavina,
comparando as vias de aplicacdo topica e oral, sobre a pele de animais expostos a radiacdo
UV-A.

3.2 ESPECIFICOS

¢ Analisar se 0 modelo experimental foi compativel as lesdes de fotoenvelhecimento,
adaptado do modelo de Andrade et. al. 2015;

e Analisar a recuperacao cutanea e o remodelamento dos depdsitos de coldgeno apés a
utilizacdo da riboflavina em ratos irradiados com UV-A,;

e Analisar os efeitos da riboflavina na proliferacdo celular e na expresséo fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) na pele de ratos que sofreram radiacdo UV-A;

¢ Analisar a acdo antioxidante da riboflavina sobre o estresse oxidativo cutaneo, e seus

efeitos nas vias de sinalizacdo pré-inflamatorias ap0ds a radiacdo UV-A em ratos.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 ANIMAIS

Ratos machos Wistar (n=42), pesando em torno de 200-250g, foram alojados em
condicdes padrdo, inclusive para temperatura e um ciclo claro/escuro de 12:12 h, com comida
e agua fornecidas ad libitum. Os procedimentos de gerenciamento de animais obedeceram aos
Principios Orientadores Internacionais para Pesquisa Biomédica envolvendo Animais. A
justificativa, o design e os métodos utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité
Institucional de Etica Animal Local (n°110/2019) (Anexo A). Houve um esforco para

minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o nimero de animais utilizados.

4.2 AMBIENTES E GAIOLAS

Os animais foram mantidos em condicdes controladas de temperatura (21+£2°C) com
ciclos luz-escuro de 12 horas. Os animais foram alojados em caixas de polipropileno com
tampa de pléstico, nas dimensdes de 48,3 x 33,7 x 26,5cm, e divididos em 3 e 4 animais por
caixa. Todos os animais foram adaptados as condi¢@es acima por no minimo uma semana

antes do inicio dos experimentos.



4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 7: Fluxograma do delineamento experimental
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Administracdo dos respectivos
cremes

Durante 11 dias

Gavagem 1 vez pordia(1ml),
e a partirdo quarto dia,
irradiados com UVA (450W),
por 8 dias, 1 vez ao dia

Durante 11 dias

Durante 8 dias, uma vez por
dia, foramirradiados com UVA
(450W) e tratados com os
respectivos cremes, durante 3

1

Histologia:
Avaliacdo do grau dalesdo no tecido
Sirus-Red:
Avaliacdo do depositode colageno
Bioquimica:
MDA: avaliagdo da peroxidagdo
GSH: defesa contra estresse oxidativo
Imunohistoquimica:
4-HNE: peroxidacdo lipidica (estresse oxidativo)
NFkB: fator de transcri¢do inflamatério
PCNA: proliferacgo celular
VEGF: crescimento do EndotélioVascular
Biologia Molecular:
NFkB: fator de transcricio inflamatério (WB)
TNF-R: resposta antioxidante (WB)
p38: proteina quinases ativadas por mitogénio
p38 (WB)
4-HNE: peroxidacdo lipidica (estresse oxidativo)
(WB)

irradiagdo + creme

dias, 1 vez aodia
riboflavina (Smg/100mL)

Fonte: da autora, 2021.

Os animais tiveram os pelos da regido do dorso removidos (4cmx8cm) com creme
depilatério da marca Depilsam®, sendo subdivididos nos seguintes grupos:

1 (SC) - animais ndo irradiados e tratados com veiculo tdpico (vaselina), 1 vez ao dia
por 3 dias (n=5);

2 (SR) - animais ndo irradiados e tratados com veiculo topico contendo riboflavina
(5mg/100ml), 1 vez ao dia por 3 dias (n=5);

3 (I0C) - os animais receberam veiculo (1 ml de solucdo glicofisiolégica), por
gavagem, 1 vez ao dia, por 11 dias e, a partir do quarto dia, foram irradiados com UV-A
(8min/dia), por 8 dias (n=8);

4 (IOR) - os animais receberam veiculo contendo riboflavina (500 uM/ml) por
gavagem, 1mL, 1 vez ao dia, por 11 dias e, a partir do quarto dia, foram irradiados com UV-A
(8min/dia), por 8 dias (n=8);

5 (ITC) - animais expostos a radiacdo UV-A (8min/dia), por 8 dias e tratados com
veiculo topico (vaselina), 1 vez ao dia, por 3 dias (n=8);

6 (ITR) - animais expostos a radiacdo UV-A (8min/dia), por 8 dias e tratados com
veiculo topico contendo riboflavina (5mg/100ml), 1 vez ao dia por 3 dias (n=8).

Todos os procedimentos ocorreram sob anestesia com quetamina e xilasina
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intramuscular com respectiva dose de 100 mg/kg de peso e 10 mg/kg de peso, com analgesia
pos-radiagdo com tramadol 20mg/Kg intraperitoneal.

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados sob anestesia com dose
excessiva de quetamina e xilasina intramuscular. A pele do dorso dos animais foi dividida de
modo sagital em 2 partes: uma area de 5 mm2 de pele dorsal superior foi removida de animais
irradiados com 2mm de adjacéncia, sendo fixada em formol tamponado a 10% por 24 horas e
incluida em blocos de parafina para posteriores analises histoldgicas e imuno-histoquimicas;
outra area de pele dorsal inferior foi resfriada imediatamente em nitrogénio liquido e estocada
a -80°C, para analises génicas e protedmicas; O mesmo procedimento foi realizado no grupo

controle, no qual n&o sofreram radiacéo.

Figura 8: Imagem representativa de coleta e processamento de amostras. Uma area de 5 mm2
de pele dorsal superior foi removida de animais irradiados com 2mm de adjacéncia para
posterior analise histopatologica e imuno-histoquimica. Amostras de pele dorsal inferior
foram removidas e armazenadas a -80°C para analise de estresse oxidativo local. O mesmo
procedimento foi realizado no grupo controle, no qual ndo sofreram radiacao.

Irradiagdo por UVA —

Analise para
Estresse Oxidativo

Fonte: da autora, 2021.

4.4 DETERMINACAO DA RADIACAO UV-A

O modelo experimental de lesdo cutanea por raios UV foi adaptado de Andrade et al.
(2015), a radiacdo foi realizada através do equipamento para Fototerapia (Prolumina
Equipamentos, Sdo Paulo, Brasil), no qual foi equipado com lampadas UVA NB (PUV-A,
com comprimento de onda de 100 a 315nm). A regido dorsal total dos animais foi exposta a
450W de UV-A durante 8 min, 1 vez ao dia, durante 8 dias de 6,6mW/cm?, sendo a dose

acumulada de 25,34J/cmz.
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4.5. ADMINISTRACAO DA RIBOFLAVINA

As doses de riboflavina utilizadas foram adaptadas do trabalho de SANCHES et al.
(2014), utilizando concentracdes de 500 uM/dose/animal.

4.5.1 Creme Dermatoldgico com Riboflavina

Os grupos ITC e ITR foram irradiados por UV-A (450W) por 8 dias (ANDRADE et
al., 2015). Apds esse periodo o grupo ITC durante 3 dias receberam 20g de veiculo (vaselina),
uma vez ao dia. E o grupo ITR durante 3 dias receberam 20g de creme de Riboflavina
(5mg/100mL; 500 uM/dose/animal).

4.5.2 Gavagem com Riboflavina

Os grupos 10C e IOR irradiados por UV-A (450W) por 8 dias. O grupo I0C durante
3 dias antes da irradiacdo, recebeu via oral, por meio de gavagem, 1,0mL de solucdo
glicosalina (0,9%) e durante os 8 dias de irradiagdo. O grupo IOR durante 3 dias antes da
irradiacdo, recebeu via oral, por meio de gavagem, 1,0mL de solucdo de Riboflavina (500
puM/dose/animal) diluida em solucdo glicosalina (0,9%) (n=8) (Sanches et al., 2014), e

durante os 8 dias de irradiacéo.

4.6 HISTOLOGIA

A partir do material parafinado foram realizadas preparac@es histologicas, coradas
em Hematoxilina e Eosina (H&E), nas quais foi estabelecida uma avaliacdo histoldgica
qualitativa sobre os efeitos da radiacdo UV-A na pele, como: atrofia/hipertrofia da derme e

anexos, morte celular, inflamagé&o, ceratose, degeneragdo do colageno, entre outros.

4.7. DEPOSICAO DE COLAGENO

A deposicédo de colageno foi avaliada através da coloracéo pelo Sirius red, estimando-

se a porcentagem de area marcada em 30 campos microscépicos (400x), utilizando o software
Image J (CAETANO et al., 2016).
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4.8 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Preparacdes da pele dos animais foram submetidas ao estudo imuno-histoquimico
para avaliacdo do grau de marcacdo para o Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), 4-
Hidroxinonenal (4-HNE), Nuclear fator Kappa B (NF«kB) e Vascular endotelial growth factor
(VEGF). Laminas contendo secc¢des teciduais de 4 pum de espessura foram desparafinizadas,
reidratadas, imersas em tampdo citrato (10 mmol/L,pH 6.0) e submetidas a recuperacédo
antigénica com vapor (Steamer) por 40 min. As laminas foram lavadas com PBS e imersas em
peréxido de hidrogénio 3% por 15 min para blogqueio da peroxidase enddgena, e Bloqueio de
proteina (Kit Reveal) por 10 min. As seccbes foram, entdo, incubadas com anticorpos
primarios especificos anti-PCNA (diluicdo 1:50, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA), NFKB (dilui¢ao 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), VEGF
(diluicdo 1:100, Abnova, CA, USA) e 4-HNE (Ab31163, diluicdo 1:200, Abcam PlIc,
Cambridge, Reino Unido), durante 1 horas a temperatura ambiente e em camara Umida. Apos
sucessivas lavagens em tampao fosfato (PBS), foi aplicado Bloqueador do Complemento por
10 min e Bloqueio do HRP por 10 min lavando com PBS e colocando o DAB (1:50) por 5
min. Na sequéncia, as amostras foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer e montadas
com Permount (Fischer Scientific, PA, E.U.A.). O percentual de imunomarcacéo foi avaliado

pela porcentagem de area marcada, utilizando o software Image J (CAETANO et al., 2016).

4.9 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DO NFKB, TNF-R, 4-HNE E P38
MAPK POR WESTERN BLOTTING

Para quantificacdo da expressdo proteica, fragmentos de pele (100 mg) foram
homogeneizados, em 1 mL de tampéo de lise (100 nM NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7,6, 0,1%
Triton contendo inibidores de protease e fosfatases), com triturador de tecidos (Polytron, NJ,
EUA). Os homogenatos foram incubados em gelo por 15 min e posteriormente centrifugados
a 13.000 rpm a 4°C por 20 min. O sobrenadante contendo a solucdo de proteina foi coletado e
aliquotado. A concentracdo de proteina foi mensurada pelo método colorimétrico BCA
(Thermo Fisher, Illinois, USA). 50 mg de proteina foram submetidos a eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida a 12% e transferidas para membrana de PVDF. Apds bloqueio com
solucdo TBS (pH 7,4) contendo 0,05% Tween 20 e 5% de leite desnatado por 2 horas a

temperatura ambiente, a membrana foi incubada “overnight” a 4°C com anticorpos primarios
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contra as seguintes proteinas: 1. subunidade p65 NF«kB (sc-8008, clone C-20, diluigédo 1:200,
Santa Cruz, CA, USA), 2. TNF-R (sc-7895, diluicdo 1:200, Santa Cruz, CA, USA), 3. 4-HNE
(ab46545, diluicdo 1:1000, Abcam), 4. p38 mitogen-activated protein kinases (p38-MAPK)
(Clone P3-TY, diluicdo 1:500, Sigma), e como controle endogeno para normalizacdo foi
usado o gene GAPDH (ab181602, diluicdo 1:1000, Abcam). O anticorpo secundario foi
utilizado na proporcéo 1:10.000 em TBS (pH 7,4) contendo 0,05% Tween 20 e 5% de leite
desnatado, com incubacdo por 1 hora. Foram realizados 3 ciclos de lavagem com TBS
contendo 0,05% Tween 20 entre as incubacGes das membranas. ECL primer (Amersham
Biosciences) foi o reagente utilizado para revelar o sinal quimioluminescente. As imagens
foram fotografadas no equipamento ChemiDoc™ XRS (BioRad). Utilizamos o software
Image Lab (BioRad) para quantificar a intensidade das bandas. A normalizacdo foi medida

pela expressdo do gene endégeno GAPDH.

4.10 ANALISE DA PEROXIDACAO LIPIDICA PELA QUANTIFICAGCAO DOS NIVEIS
DE MALONDIALDEIDO

A andlise da peroxidacdo lipidica foi feita seguindo a metodologia proposta por
Gererd-Monnier et al (1998). Amostras de peles (100mg) foram homogeneizadas em tampao
fosfato de so6dio 0,1 M e centrifugadas por 4.000 rpm a 4°C por 5min. A seguir, 200 uL do
sobrenadante foram adicionados a 650 uL de uma solucdo de 10 mM de 1-metil-2-fenilindol
em acetonitrila diluida em metanol (proporc¢édo 2:1 v/v) (Sigma-Aldrich), em seguida 150 ml
de &cido hidrocloridrico a 37% foram adicionados a reacdo. Apos breve agitacdo, os tubos
foram incubados por 40 min a 45°C. Em seguida os tubos foram resfriados e centrifugados
4000 rpm 4°C 10 min. Para a curva padrdo de malondialdeido (MDA), foi utilizado o produto
de uma reacdo de hidroélise de 1,1,3-3 — tetrametoxipropano (TMP) em &cido sulfurico a 1%.
A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 586 nm, em
espectrofotometro (BioMate, Thermo Scientific). Os resultados foram expressos em

nanomoles de MDA pelo peso da amostra em gramas (nmol/g amostra).
4.11 DETERMINACAO DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)
A quantificacdo da GSH foi realizada por método colorimétrico baseado na reagdo

do grupo sulfidrila com 5,5-ditiobis (2-acido nitrobenzoico) DTNB e leitura

espectrofotométrica no comprimento de onda de 412 nm. 100 mg de pele foram
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homogeneizados, no Homomix, em solu¢cdo de EDTA 0,02M, sob gelo. Desta suspensédo
homogénea foi retirada uma aliquota para determinacdo da concentracdo proteica (método
Bradford) e posterior normalizacdo da quantificacdo. Foi adicionado 1 mL de agua miliQ e
0,25 mL de &cido tricloroacético 50% (Sigma-Aldrich) em 1,25 mL do homogenato. A
solugdo permaneceu em repouso por 15 min e posteriormente foi centrifugada a 4.000 rpm
por 15 min em temperatura ambiente. 1 mL deste sobrenadante foi transferido para um tubo
onde foram adicionados 2 mL de solucdo Tris-HCL 0,4M, pH 8,9 e 50 pL de DTNB (acido
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoico) (Sigma-Aldrich). Apdés 5 min de repouso, a leitura da
absorbancia das amostras foi determinada por espectrofotometria a 412 nm. Os resultados
foram expressos em nmoles por miligrama de proteina (nmol/mg proteina). A concentracdo

foi calculada utilizando-se uma curva padrdo de GSH em EDTA (0,02M).
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Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 ARIBOFLAVINA INDUZ REPARO DA PELE IRRADIADA COM UV-A

5.1.1A riboflavina reestabeleceu a arquitetura usual da pele irradiada com UV-A

Os animais dos grupos nao irradiados tratados com veiculo (SC) ou veiculo com
riboflavina (SR) apresentaram epiderme com espessura adequada, respeitando a arquitetura
usual entre células maduras e basais, mantendo a produ¢do normal de queratina. As fibras
colagenas estavam alongadas e bem estruturadas na derme, sem degeneracdo basofilica.
Abundantes glandulas e anexos puderam ser observados (Fig. 9A e 9B, respectivamente).

A avaliacdo histolégica demonstrou também que os animais do grupo irradiado com
UV-A e tratado com veiculo sem riboflavina por via oral (IOC) apresentaram lesdes cutaneas
caracteristicas de radiacdo, como epiderme delgada, eventual presenca de bolhas epidérmicas,
discreto espessamento da camada cdrnea, desorganizacdo do colageno com ocasional
degeneracdo basofilica e diminuicdo de glandulas e anexos (Fig. 9C). Por outro lado, os
animais do grupo irradiado com UV-A e tratado com veiculo contendo riboflavina por via
oral (IOR) apresentaram epiderme mais espessa, raras bolhas epidérmicas, sendo que as
mesmas se encontraram de tamanho reduzido, camada cérnea com espessura usual, além de
colageno mais organizado e maior nimero de glandulas e anexos (Fig. 9D).

Similarmente, os animais irradiados com UV-A e tratados com veiculo sem
riboflavina, por via tdpica, (ITC) também apresentaram epiderme delgada, eventual presenca
de bolhas epidérmicas, aumento focal da camada cdrnea, desorganizacdo do colageno com
ocasional degeneracdo basofilica e diminuicdo de glandulas e anexos (Fig. 9E). Todavia, 0s
animais irradiados com UV-A e tratados com riboflavina, via topica, (ITR) apresentaram
discreta melhora em relacdo aos tratados apenas com veiculo, como a epiderme levemente
mais espessa, menor quantidade de bolhas epidérmicas e fibras colagenas menos
desorganizadas ou degeneradas. No entanto, estes efeitos foram mais insipientes quando

comparados ao grupo tratado por via oral (IOR) (Fig. 9F).
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Figura 9: Fotomicrografias representativas da histologia da pele de animais dos grupos SC
(A), SR (B), 10C (C), IOR (D), ITC (E), ITR (F) (H&E, 20x).

Fonte: da autora, 2021.
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5.2. A RIBOFLAVINA REMODELOU OS DEPOSITOS DE COLAGENO APOS
RADIACAO UV-A

A avaliacdo histoquimica pelo Sirius red demonstrou que 0s animais do grupo nédo
irradiados tratados com veiculo com ou sem riboflavina (SR e SC, respectivamente)
apresentaram estrutura cutanea adequada, com deposic¢do usual de coldgeno, além de fibras
colagenas alongadas e bem estruturadas (Fig. 10B e 10A). Os animais irradiados que
receberam riboflavina por via oral (IOR) apresentaram fibras coldgenas mais organizadas e
com recuperacdo dos depdsitos de colageno (Fig. 10D) em comparagdo aos animais do grupo
IOC, tratados com veiculo (Fig. 10C). Os animais irradiados tratados apenas com veiculo
topico (ITC) apresentaram diminuicdo e desorganizacdo das fibras colagenas (Fig. 10E),
enguanto que os animais irradiados e tratados com riboflavina topica (ITR) apresentaram
fibras coladgenas mais organizadas quando comparados ao grupo ITC, embora isso ndo tenha

se traduzido em aumento da deposic¢ao de colageno (Fig. 10F).
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Figura 10: Fotomicrografias representativas da marcacdo histoquimica de Sirius-Red pele de
animais dos grupos SC (A), SR (B), 10C (C), IOR (D), ITC (E), ITR (F) (Sirus Red, 20x).

Fonte: da autora, 2021.
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O Gréfico 1 apresenta a quantificacdo da deposicdo de colageno em cada grupo. Néao
foi observada nenhuma diferenca significante entre a deposi¢cdo de coldgeno nos animais nao
irradiados tratados com veiculo (20,87+0,88) ou com riboflavina (22,65+1,28) (P>0,05). Nos
animais irradiados com UV-A podemos notar um aumento significativo na producdo de
colédgeno no grupo que recebeu riboflavina por via oral (27,23+1,90) em relagdo ao grupo
tratado apenas com o veiculo (22,98+1,33) (P=0,01). N&o foi observada diferenca estatistica
entre os depositos de colageno nos grupos irradiados com UV-A e tratados topicamente com
veiculo sem riboflavina (23,74+1,98) ou com riboflavina (20,59+2,68) (P>0,05).

Grafico 1. Quantificacdo da deposicdo de coldgeno na pele de animais ndo irradiados
topicamente tratados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados com
tratamento por via oral com veiculo (IOC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados e
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0,05,
IOCXxIOR.
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Fonte: da autora, 2021.

53 A RIBOFLAVINA ESTIMULOU A EXPRESSAO DE CAPACIDADE
PROLIFERATIVA DAS CELULAS

As fotomicrografias demonstram a marcagdo imuno-histoquimica pelo PCNA na
pele dos animais dos grupos SC, SR, 10C, IOR, ITC e ITR (Fig. 11 A-F). Nos animais que
ndo sofreram radiacdo, a utilizagdo ou néo de riboflavina néo interferiu com a proliferacéo
celular (Fig. 11A e 11B). J& os grupos de animais que sofreram radiacdo e foram tratados com
riboflavina, tanto por via oral (Fig. 11D), quanto por via tépica (Fig. 11F) apresentaram
expressiva proliferacdo celular quando comparadas aos grupos irradiados e ndo tratados com
riboflavina, por via oral (Fig. 11C) e por via topica (Fig. 11E).
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Figura 11: Fotomicrografias representativas da marcacdo imuno-histoquimica de PCNA na
pele de animais dos grupos SC (A), SR (B), I0C (C), IOR (D), ITC (E), ITR (F) (PCNA,
20x%).

Fonte: da autora, 2021.
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A quantificagdo de PCNA expressa no Grafico 2, mostra que nos animais ndo
irradiados, a administracdo topica de riboflavina ou do veiculo, ndo foi capaz de estimular a
proliferacdo celular (1,85+0,29 e 1,13+0,49, respectivamente) (P>0,05). Todavia, 0s animais
que sofreram radiacdo por UV-A tratados com riboflavina por via oral (13,33£1,48) ou tdpica
(12,02+1,52) apresentaram aumento significativo na expressao de capacidade proliferativa das
células em ralagdo aos animais que foram tratados apenas com o veiculo, tanto por via oral
quanto tdpica (4,54+0,93 e 2,82+1,08, respectivamente) (P=0,0079 e P=0,0061,

respectivamente).

Graéfico 2. Quantificacdo da marcacdao imuno-histoquimica de PCNA na pele de animais ndo
irradiados tratados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados com
tratamento por via oral com veiculo (IOC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05,
IOCXIOR e e = P<0.05, ITCxITR.
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Fonte: da autora, 2021.

5.4 A RIBOFLAVINA AUMENTOU A EXPRESSAO DO VEGF

As fotomicrografias demonstram a marcagdo imuno-histoquimica pelo VEGF na pele
dos animais dos grupos SC, SR, 10C, IOR, ITC e ITR (Fig. 12 A-F). N&o houve diferencga na
marcacdo de VEGF nos animais ndo irradiados tratados ou ndo com riboflavina (Fig. 12A e
Fig. 12B), enquanto os animais tratados com riboflavina por via oral (Fig. 12D) e por via
topica (Fig. 12F) apresentaram expressiva marcacdo para VEGF quando comparados aos
grupos irradiados tratados com o veiculo, tanto por via oral (Fig. 12C), quanto por via tdpica
(Fig. 12E).
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Figura 12: Fotomicrografias representativas da marcacdo imuno-histoquimica de VEGF da
pele de animais dos grupos SC (A), SR (B), I0C (C), IOR (D), ITC (E), ITR (F) (VEGF, 20x)
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Fonte: da autora, 2021.
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Assim como ocorreu com a marcacdo pelo PCNA, ndo foi observada diferenca
significativa na expressdo de VEGF entre os animais nédo irradiados tratados apenas com o
veiculo (3,03+0,74) ou com veiculo e riboflavina (2,77+0,65) (p>0,05). Por outro lado, os
animais irradiados e que receberam riboflavina por via oral ou topica (7,46+2,06 e 6,53+1,61,
respectivamente), apresentaram aumento significativo na marcacdo pelo VEGF em relacéo
aos animais tratados apenas com o veiculo (1,45+0,50 e 1,39+0,48, respectivamente)
(P=0,0121 e P=0,0177, respectivamente) (Grafico 3).

Graéfico 3. Quantificacdo da marcacdo imuno-histoquimica de VEGF na pele de animais nédo
irradiados tratados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados com
tratamento por via oral com veiculo (IOC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05,
IOCXIOR e » = P<0.05, ITCXITR.
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Fonte: da autora, 2021.

55 A RIBOFLAVINA REDUZ O ESTRESSE OXIDATIVO PROMOVIDO PELA
IRRADIACAO UV-A

5.5.1. A riboflavina diminuiu a expresséo do 4-HNE

As fotomicrografias demonstram a marcagdo imuno-histoquimica pelo 4-HNE na
pele dos animais dos grupos CC, SR, I0C, IOR, ITC e ITR (Fig. 13 A-F), na qual se observa
que os animais ndo irradiados, tratados (Fig. 13B) ou ndo com riboflavina (Fig. 13A)
apresentaram expressdo basal de 4-HNE. Os grupos irradiados e tratados apenas com veiculo
por via oral ou tdpica (Fig.13C e Fig.13E, respectivamente) tiveram aumento na marcagéo de
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4-HNE, mas que regrediu em vigéncia do tratamento com riboflavina (Fig. 13D e Fig. 13F,

respectivamente).

Figura 13: Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de 4-HNE da pele dos grupos
SC (A), SR (B), IOC (C), IOR (D), ITC (E), ITR (F) (4-HNE, 20x).

Fonte: da autora, 2021.
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O grafico 4 apresenta a marcacgdo pelo 4-HNE, onde nota-se que 0s animais que nao
sofreram radiacdo tratados tanto com veiculo (1,15+0,43) quanto com riboflavina (0,81+0,30),
apresentaram baixa expressdo para o 4-HNE, sem diferenca estatistica entre eles (P>0,05).
Entretanto, houve aumento da marcacdo para 4-HNE nos animais irradiados tratados com
veiculo por via oral (16,21+0,89) ou tdpica (10,38+1,34). O tratamento com riboflavina
promoveu diminuigdo significativa na expressdo de 4-HNE por ambas as vias (8,90+1,85 e
5,93+£1,28, respectivamente) (P=0,0087 e P=0,0411, respectivamente).

Graéfico 4. Quantificacdo da marcacao imuno-histoquimica do 4-HNE na pele de animais nao
irradiados tratados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados com
tratamento por via oral com veiculo (IOC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05,
IOCxIOR e e = P<0.05, ITCxITR.
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Fonte: da autora, 2021.

A Figura 14 demonstra a expressao proteica de 4-HNE determinada por Western
Blotting na pele dos animais dos grupos CC, SR, 10C, IOR, ITC e ITR. Nao houve diferenca
significativa entre os animais ndo irradiados tratados com veiculo (0,24+0,01) ou com
riboflavina (0,26+0,03) (P>0,05). Os animais irradiados tratados por via oral com riboflavina
(0,33+0,02) apresentaram diminuicdo significativa na expressdo do 4-HNE em relacdo aos
animais tratados apenas com veiculo (0,45+0,03) (P=0,048). No entanto, 0s animais
irradiados tratados com veiculo tépico, acrescido ou ndo com riboflavina, ndo apresentaram
diferengas significativas (0,54+0,05 e 0,52+0,06, respectivamente) (P>0,05) (Gréafico 5).
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Figura 14: Expressao proteica de 4-HNE por meio da técnica de Western Blotting.
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Fonte: da autora, 2021.

Graéfico 5. Quantificacdo da expressdo da proteina de 4-HNE por Western Blotting na pele de
animais ndo irradiados tratados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados
com tratamento por via oral com veiculo (IOC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05,
IOCXxIOR.
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Fonte: da autora, 2021.
5.6. ARIBOFLAVINA REDUZIU A QUANTIDADE DE MDA

O grafico 6 demonstra os niveis teciduais de MDA na pele dos animais dos grupos
SC, SR, I0C, IOR, ITC e ITR. Os animais que ndo sofreram radiacdo e foram tratados tanto
com veiculo sem riboflavina (26,59+1,34), quanto com riboflavina (24,96 + 1,05),
apresentaram niveis fisiologicos de MDA, ndo apresentando diferenca estatistica entre eles
(P>0,05). A radiacdo promoveu aumento dos niveis de MDA nos animais tratados por via oral
ou topica apenas com o veiculo (29,28+1,67; 30,81+1,35 respectivamente). Contudo, nos
animais irradiados, o tratamento com riboflavina promoveu diminuicdo significativa dos
niveis de MDA apenas no grupo de animais tratados por via oral (18,95£3,02) (P=0,022), sem
apresentar diferenca estatistica no grupo de animais tratados com riboflavina por via topica
(30,04+0,80) (P>0,05).
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Grafico 6. Quantificacdo tecidual do MDA na pele de animais ndo irradiados tratados com
veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados com tratamento por via oral com
veiculo (1I0C) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados topicamente tratados com veiculo
(ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05, IOCxIOR.
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Fonte: da autora, 2021.

5.7 ARIBOFLAVINA AUMENTOU 0OS DEPOSITOS DE GSH

O grafico 7 demonstra os niveis teciduais de GSH na pele dos animais dos grupos
SC, SR, I0C, IOR, ITC e ITR. Os animais que ndo sofreram radiacdo tratados ou ndo com
riboflavina (29,18+2,18 e 30,10+3,78, respectivamente) apresentaram niveis preservados de
GSH, sem diferenca estatistica entre eles (P>0,05). No entanto, a radiacdo promoveu
diminuicdo nos niveis de GSH nos grupos tratados com veiculo por via oral (16,03+£3,46) e
por via tdpica (17,90+3,22). Entretanto, o grupo tratado com riboflavina por via oral
apresentou significativa recuperacdo dos niveis de GSH (52,30+11,20) (P=0,028), mas o
mesmo efeito ndo pdde ser observado no grupo tratado com riboflavina por via topica
(21,98+6,34) (P>0,05).
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Grafico 7. Quantificacdo tecidual da GSH na pele de animais ndo irradiados tratados com
veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados com tratamento por via oral com
veiculo (1I0C) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados topicamente tratados com veiculo
(ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05, IOCxIOR.
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Fonte: da autora, 2021.

5.8 A RIBOFLAVINA DIMINUIU A INFLAMACAO CUTANEA PROVOCADA PELA
RADIACAO UV-A

5.8.1. A riboflavina reduziu a expressao do receptor de TNFa (TNFR)

A Figura 15 mostra a expressao proteica de TNFR avaliada por Western Blotting na
pele dos animais dos grupos CC, SR, IOC, IOR, ITC e ITR. Os animais que ndo sofreram
radiacdo e foram tratados ou ndo com riboflavina (0,17+0,01 e 0,19+0,01, respectivamente),
ndo apresentaram alteracdo na expressdao dos niveis da proteina TNFR (P>0,05). A radiacédo
promoveu aumento na expressao proteica de TNFR no grupo tratado oralmente apenas com
veiculo (0,40£0,03), mas houve significativa diminuicdo dessa proteina no grupo tratado com
riboflavina (0,25+0,02) (P=0,0022). O grupo irradiado tratado topicamente com veiculo
também apresentou aumento na expressdo proteica de TNFR (0,36+0,01), entretanto ndo
houve reducdo de seus valores, mesmo com a adicdo de riboflavina ao veiculo (0,32+0,04)
(P>0,05) (Gréfico 8).



65

Figura 15: Expressao proteica de TNFR por meio da técnica de Western Blotting.
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Fonte: da autora, 2021.

Gréfico 8. Quantificacdo da expressdo proteica de TNFR por Western Blotting na pele de
animais ndo irradiados tratados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados
com tratamento por via oral com veiculo (I0OC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05,
IOCxIOR.
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Fonte: da autora, 2021

5.9. ARIBOFLAVINA INIBIU A EXPRESSAO DO FATOR DE TRANSCRICAO NF«B

A Figura 16 demonstra as fotomicrografias da marcagdo imuno-histoquimica pelo
NF«B na pele dos animais dos grupos SC, SR, 10C, IOR, ITC e ITR (Fig. 16 A-F) onde se
observa que nao houve diferenga na marcacdo de NFxB nos animais ndo irradiados e tratados
com veiculo (Fig. 16A) ou tratados com riboflavina (Fig. 16B). Houve uma maior expressao
de NFkB de modo similar nos animais irradiados tratados oralmente com veiculo (Fig. 16C) e
com riboflavina adicionada ao veiculo (Fig. 16D). Entretanto, os animais irradiados e tratados
com riboflavina por via topica (Fig. 16F) apresentaram diminui¢do na marcagdo do NFxB, em

comparacédo aos ndo tratados (Fig. 16E).
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Figura 16: Fotomicrografias representativas da pele dos grupos SC (A), SR (B), 10C (C),

IOR (D), ITC (E), ITR (F) (NFkB, 20x).
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Fonte: da autora, 2021.
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O grafico 9 representa a quantificagdo da marcacdo imuno-histoquimica de NFxB
demonstrando que a marcacdo do NF«B se apresentou baixa nos animais que ndo sofreram
radiacdo tanto ndo tratados (0,49+0,09), quanto tratados com riboflavina (0,73+0,28), sem
apresentar diferenca estatistica entre eles (P>0,05). Nos animais tratados com veiculo sem
riboflavina por via oral (12,33+0,40) houve aumento na expressdo de NFxB, em que niao pode
ser revertido pela acdo da riboflavina (11,53+0,77) (P>0,05). No entanto, nos animais
irradiados tratados com riboflavina por via topica (8,51+£1,10) ocorreu diminuicdo
significativa na expressao de NFkB em relagdao aos animais irradiados tratados com o veiculo

por via tdpica (14,80£1,36) (P=0,035).

Gréfico 9. Representando a quantificagdo da marcagdo da proteina NF«kB na pele de ratos
Wistar ndo irradiados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados com
tratamento por via oral com veiculo (IOC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). « = P<0.05,
ITCxITR.
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Fonte: da autora, 2021.

A Figura 17 apresenta a expressdo da proteina NFkB obtida por Western Blotting
realizado na pele dos animais dos grupos SC, SR, I0OC, IOR, ITC e ITR. Foi observado que
ndo houve diferenca significativa entre os animais ndo irradiados tratados ou ndo com
riboflavina (0,13+0,003 e 0,09+0,008, respectivamente) (P>0,05). Embora a expressdo
proteica de NFxB tenha aumentado nos animais irradiados e tratados com veiculo por via oral
(1,04+0,09), tal achado foi revertido com o uso da riboflavina (0,51+0,08) (P=0,0022).
Todavia, os animais irradiados tratados com riboflavina por via topica ndo apresentaram
diminui¢do significativa na expressdo de NFkB (0,57+0,04) em relacdo aos tratados com

veiculo (0,56+0,05) (P>0,05) (Grafico 10).
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Figura 17: Expresséo proteica de NFkB por meio da técnica de Western Blotting.
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Gréfico 10. Quantificacdo da expressdo proteica de NFxkB por Western Blotting na pele de
animais ndo irradiados tratados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados
com tratamento por via oral com veiculo (I0OC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05,
ITCxITR.

1.59

=
o
[

(relative values)
o
o
1

NFmB protein expression

SC SR I0C IOR ITC ITR

Fonte: da autora, 2021.

5.10 A RIBOFLAVINA REDUZIU A EXPRESSAO DO P38 MAPK

A Figura 18 representa a determinacdo da expressdo de proteinas de p38 MAPK por
Western Blotting na pele dos animais dos grupos SC, SR, 10C, IOR, ITC e ITR. Os animais
que ndo sofreram radiagéo, tanto ndo tratados (0,18+0,02), quanto tratados com riboflavina
(0,15+0,005), apresentaram expressdo proteica de p38 MAPK em niveis basais, sem
apresentarem diferenca estatistica entre eles (P>0,05). A radiacdo promoveu um aumento na
expressao proteica de p38 MAPK no grupo tratado com veiculo (1,06+0,02), mas houve
diminuicdo significativa na expressao proteica de p38 MAPK com o uso da riboflavina por
via oral (0,46+0,01) (P=0,028). Os animais irradiados e tratados com veiculo demonstraram

uma ampliacdo significativa na expressao proteica de p38 MAPK (0,34+0,40), contudo o
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tratamento com riboflavina por via tépica ndo foi capaz de resultar em reducéo significativa
dessa proteina (0,32+0,05) (P>0,05) (Gréfico 11).

Figura 18: Expresséo proteica de p38 MAPK por meio da técnica de Western Blotting.
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Fonte: da autora, 2021.

Gréfico 11. Quantificacdo da expressao da proteina p38 MAPK por Western Blotting na pele
de ratos Wistar ndo irradiados com veiculo (SC) e veiculo com riboflavina (SR); irradiados
com tratamento por via oral com veiculo (I0OC) e veiculo com riboflavina (IOR); irradiados
topicamente tratados com veiculo (ITC) e veiculo com riboflavina (ITR). o = P<0.05,
IOCxIOR.
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8 DISCUSSAO

As alteracdes histoldgicas relacionadas ao fotoenvelhecimento em humanos
envolvem o espessamento da camada coOrnea, atrofia epidérmica com algumas atipias
celulares, disperséo irregular de melanina, diminuicdo de glicosaminoglicanos e degeneragoes
das fibras colagenas e elasticas na derme. Tais achados tendem a culminar com elastose solar,
melasma e ceratose actinica. A presenca de anexos cutaneos também eventualmente esta
diminuida e pode ocorrer alteracdes vasculares. As barreiras de integridade e de imunidade da
pele, com o passar do tempo, passam a ser comprometidas. E finalmente, o carcinoma néo
melanocitico pode ser considerado o evento final e cumulativo dos danos provocados pela
radiacdo solar a pele (FORE, 2006). Quando se particulariza os danos relativos ao
fotoenvelhecimento provocados pelo UV-A, ja foi bem estabelecido que os fétons UV-A
penetram profundamente na pele e assim podem perturbar a adesao intercelular epidérmica e a
comunicacdo celula a célula, mediada por juncdes comunicantes, afetando a fixacdo dos
queratindcitos a membrana basal, comprometendo sua motilidade e estratificacdo celular.
Além disso, ha um desequilibrio entre a ativacdo de vias pro-apoptéticas e de proliferacdo
celular podendo resultar nas alteragcdes observadas na epiderme (NICULITE et al., 2018).
Estes dados corroboram com o modelo experimental apresentado por Andrade et al., 2015, no
qual a incidéncia de luz UV-A, na pele de camundongos hairless e juntamente na pele
humana, provocou até mesmo necrose de queratindcitos. Alguns danos cutaneos similares nos
animais expostos ao UV-A foram observadas no presente estudo, como por exemplo,
epiderme adelgacada, eventual espessamento da camada cérnea, desorganizacao do colageno
com ocasional degeneracdo basofilica e diminuicdo de glandulas e anexos. Tais alteracGes
foram revertidas com o uso de riboflavina, principalmente ministrada por via oral.

O dano na derme, mais especificamente, induzido pela radiacdo UV se manifesta
principalmente pela desorganizacdo das fibrilas de colageno e o acimulo de material anormal
contendo elastina, estes dois eventos em conjunto sdo denominados histologicamente como
degeneracéo basofilica do coldgeno. Esse processo ocorre inicialmente devido a fragmentacéao
do colageno dérmico resultante da ativacdo de metaloproteinases da matriz extracelular,
prejudicando a integridade estrutural da derme. Na sequéncia, os fibroblastos que produzem e
organizam o colageno ndo podem mais se ligar ao colageno fragmentado. A perda desta
ligacdo impede que os fibroblastos recebam informagfes de contato para que possam ser
reativados e acabam entrando em colapso. Assim, na pele que sofreu o processo de

fotoenvelhecimento, os fibroblastos colapsados produzem baixas quantidades de colageno e
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altos niveis de enzimas que degradam o préprio coldgeno (FISHER et al., 2008). Observou-se
ainda que principalmente o UV-A, entre todos os raios UV, penetra mais profundamente
através das camadas da pele e medeia os danos que ocorrem além da epiderme, ou seja, nas
fibras colagenas e de elastina na derme (WANG et al., 2010). Da mesma forma, radiacdo UV-
A causa a degeneragdo da matriz extracelular na derme, principalmente devido a interrupgéo
da homeostase do colageno, resultando no fotoenvelhecimento cutaneo (SHIM et al., 2012).
No presente estudo, o tratamento com riboflavina por via oral, também mostrou-se capaz de
reestabelecer os depdsitos de colageno, os quais passaram a se dispor sob uma arquitetura
mais organizada mesmo ap6s radiacdo UV-A. Estudos anteriores também reportam a
atividade da riboflavina no remodelamento do coldgeno corneano, mas nesse caso via
fotossensibilizacdo da riboflavina com UV-A, resultando na formacédo de oxigénio singlet, o
qual acarreta o envolvimento de histidina, hidroxiprolina, hidroxilisina, tirosina e treonina nas
ligacGes cruzadas com o coldgeno em tramas tridimensionais, tornando o coldgeno mais
firme, o que auxilia na terapéutica de patologias da cornea (McCALL et al., 2010; XU et al.,
2018). Todavia, 0 presente estudo mostra pela primeira vez, que a riboflavina, mesmo néo
fotossensibilizada pelo UV-A, ou seja, sem a producdo de oxigénio singlet associada, foi
capaz de promover a recuperacdo e o remodelamento dos depdsitos de colageno em animais
que sofreram radiacdo UV-A quando ministrada por via oral, sem que haja danos adicionais
relacionados ao estresse oxidativo.

Embora ndo se saiba o quanto atribuir aos efeitos do préprio envelhecimento celular
e aqueles secundarios a radiacdo solar, a consequéncia mais comum relacionada ao
fotoenvelhecimento humano, mas que também pode ser observada nos modelos envolvendo
animais expostos a radiacdo UV, é o afilamento da epiderme, principalmente devido a
retracdo das papilas dérmicas. A espessura geral da pele diminui com um declinio na
espessura do estrato espinhoso e uma diminuigdo significativa na espessura méxima da pele.
Varios fatores tém sido associados a esse processo, como a altura vertical diminuida de cada
queratinécito com aumento relativo da area de superficie dos cornedcitos, redugdo da
aderéncia dos queratinocitos, e sobretudo, o comprometimento da taxa de renovagao
epidérmica (NEERKEN et al., 2004). O tempo de renovacgdo da pele normalmente aumenta
em até 50% nos idosos. A atividade mitotica na camada basal torna-se reduzida e o tempo de
acesso das células da camada basal para o estrato corneo passa a ser aumentado. A maturacao
ordenada da pele ocorre de maneira mais lenta, incompleta ou desarticulada, o que também
pode estar associada ao maior risco de carcinoma ndo-melanocitico (WULF et al., 2004).

A radiacdo UV-A justamente compromete o0s niveis adequados do PCNA,
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implicando em prejuizo ao reparo do DNA danificado pela propria radiagdo. Como ha
envolvimento de mecanismos de estresse oxidativo nesses eventos, agentes antioxidantes
como a L-carnitina podem recuperar a expressao do PCNA na pele de animais que sofreram
exposicao a radiacdo UV-A (SALAMA et al., 2018). Foi observado que a riboflavina em altas
doses € capaz de induzir intensa proliferagdo celular em cultura de células de céancer de
pulm&o, antagonicamente por mecanismos relacionados a maior sintese de citocinas
associadas ao estresse oxidativo que induzem fatores de crescimento celular (YANG et al.,
2013). O estudo atual revelou que a exposicdo a radiacdo UV-A comprometeu a proliferacao
celular estimada pela expressdo do PCNA, mas que pode ser recuperada com o0 uso de
riboflavina, principalmente pelo tratamento por via oral.

Assim, como ocorreu uma maior expressdo da capacidade proliferativa celular nos
animais irradiados e tratados com riboflavina, os presentes dados também demonstraram uma
maior expressdo imuno-histoquimica de VEGF, denotando aumento de neoformacéo vascular,
ou seja, reestabelecimento da capacidade de reparo cutaneo nesses animais. De modo anélogo
aos estudos envolvendo riboflavina fotossensibilizada associada a liberacdo de oxigénio
singlet e remodelamento do colageno, também foram observados efeitos inibitorios deste tipo
de riboflavina sobre 0 VEGF, até mesmo como auxilio na terapia para diferentes patologias,
dentre as quais, a regressdo de tumor linfocitico (MIKKELSEN et al., 2019) e a diminuicdo
de vasculopatia associada a lesdes da cornea (XU et al., 2018). Todavia, no atual estudo,
trata-se de riboflavina ndo fotossensibilizada, que acarretou 0 aumento da expressdo do
VEGF, justamente o contrario dos estudos com riboflavina fotossensibilizada, onde ela atuou
como anti-angiogénica. Esta diferenca pode estar relacionada ao fato de que a
fotossensibilizacdo pode transformar a riboflavina, um produto classicamente antioxidante,
em pré-oxidante devido a liberagdo do oxigénio singlet associada.

De acordo com os dados expostos no presente estudo, observou-se que a riboflavina
reestabeleceu a arquitetura usual da pele, remodelou e recuperou os depdsitos de colageno,
induziu a expressdo da capacidade proliferativa das células e aumentou a expressdo de fator
de crescimento endotelial vascular. Logo, a riboflavina estimulou o reparo da pele irradiada
com UV-A. Para melhor entendimento dos mecanismos nesse processo envolvidos é
necessario que se foque no tipo de leséo provocada pelo UV-A e suas vias patogénicas.

A irradiacdo UV-A induz estresse oxidativo e ativa vias de sinalizacdo complexas
que estdo associadas a eventos celulares fundamentais na pele, incluindo adesao, proliferagéo,
diferenciacdo, senescéncia, transformacdo maligna e morte celular (NICULITE et al., 2018).

Acredita-se que a radiacdo UV-A exerca seu efeito carcinogénico por meio da geracdo de
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EROs, incluindo radical superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, com o
oxigénio singlet como a principal espécie, que por sua vez causa danos oxidativo de
macromoléculas, incluindo DNA e estruturas celulares. O UV-A é um iniciador relativamente
fraco, mas um promotor relativamente potente da carcinogénese (SYED et al., 2012).

Varios outros mecanismos foram implicados a lesdo por estresse oxidativo
provocado pela exposigdo cutanea ao UV-A, incluindo a redugdo nas defesas antioxidantes,
ativacdo da sinalizacdo inflamatoria e o recrutamento de células mononucleares inflamatorias,
inducdo de fatores de transcricdo sensiveis a redox e de proteases elastoliticas (LARROQUE-
CARDOSO et al., 2015). Dentre as defesas antioxidantes naturais da pele ha os croméforos
como a melanina e as flavinas que absorvem o UV-A na tentativa de neutralizar seus efeitos
deletérios. Todavia, a exposicdo intensa e/ou prolongada ao UV-A pode extrapolar a
habilidade dessas substancias enddgenas em prevenir a formacdo de EROs, gerando as
alteracbes cutaneas ja referidas (LIEBEL et al., 2012; MAHMOUD et al., 2010). Outros
agentes antioxidantes intracelulares (glutationa e acido ascérbico) ou enzimas como alcool
desidrogenase, glutationa transferase ou aldeido desidrogenase podem desintoxicar e
neutralizar aldeidos, inibindo a formacdo de adutos 4-HNE e assim, suas atividades
patogénicas (LARROQUE-CARDOSO et al., 2015). Dessa forma, durante a evolucdo do
estresse oxidativo, os niveis de antioxidantes endégenos como o GSH encontram-se
reduzidos, passando a serem recuperados apOs o0s estimulos pré-oxidantes serem
interrompidos e ocorrer diminuicdo das EROs.

O presente estudo demonstrou que a incidéncia de raios UV-A na pele de ratos
conduziu a um intenso estresse oxidativo, elevando os niveis do 4-HNE e MDA, ambos
subprodutos da peroxidacdo lipidica, além de diminuir os niveis teciduais da GSH cutanea.
Todavia, o tratamento com riboflavina por via oral foi capaz de reduzir os niveis de 4-HNE e
MDA, além de recuperar o aporte de GSH cuténea. Esses resultados demonstram que a
riboflavina, em sua forma nédo fotossensibilizada apresenta evidente papel antioxidante sobre
a pele de animais irradiados com UV-A, sendo capaz de reverter os danos causados pelo
estresse oxidativo nessa circunstancia. Em detalhes, a acdo antioxidante da riboflavina ocorre
por meio de FMN e FAD, que participam de uma série de reac¢fes redox, incluindo o sistema
de glutationa, no qual a GSH atua como um potente antioxidante endogeno em diferentes
tipos de células, cuja funcdo pode ser aumentada com o uso da riboflavina (DEY e BISHAY],
2016). Estudos prévios em diferentes 6rgdos demonstraram acdo protetora da riboflavina
contra o estresse oxidativo (BASHANDY et al., 2018; DEY e BISHAYI, 2016; SANCHES et
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al., 2014), entretanto este foi o primeiro a demonstrar efeitos protetores da riboflavina em
lesBes cutaneas através de sua acdo antioxidante.

Como descrito anteriormente, 0 TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatéria altamente
sensivel aos estimulos desencadeados pelo estresse oxidativo (LEONG e KARSAN, 2000).
Estudos anteriores revelam que o estimulo na producdo do TNF-o pode ser revertida com o
uso de fatores antioxidantes (SALAMA et al., 2018). Os dados atuais revelaram que 0s
animais expostos ao UV-A apresentaram aumento na expressao proteica do TNFR, mas o
tratamento com riboflavina por via oral foi capaz de inibir esse processo. Estudos anteriores
corroboram a atividade antioxidante da riboflavina interferindo em favor da reducdo dos
niveis de TNF-o (BASHANDY et al., 2018; DEY e BISHAY], 2016).

Como citado anteriormente, a inativacdo ou diminuicdo do NFxB pode ser o
elemento chave regulatorio no controle do processo inflamatdrio desencadeado pelas EROs.
Corroborando com estes mecanismos fisiopatologicos, no presente estudo 0s animais
irradiados apresentaram elevacdo da expressdo do fator de transcricdo NF«kB, relacionados a
atividade pro-inflamatdria. Todavia, o tratamento com riboflavina por via oral foi efetivo em
reduzir a produ¢ao do NF«B, quando avaliado por Western Blot e por via topica quando
observado através da expressao imuno-histoquimica. De fato, diferentes autores apontaram a
importancia bioldgica da riboflavina, principalmente como fator antioxidante e na
imunomodulacdo (GRIMBLE, 1997). Para adequada absorc¢éo e utilizacdo da riboflavina no
organismo é necessario que a proteina transportadora apical rfvt-3 (SLC52A3) e a proteina
transportadora basolateral rfvt-1 (SLC52A1) de riboflavina (SLC52A3) estejam integras e em
niveis normais, 0 que pode ser prejudicado pela acdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a,
(ANANDAM et al., 2018). Por outro lado, a SLC52A3 é ativada pelo NF«B, reestabelecendo
a absorcédo e o transporte da riboflavina (LONG et al., 2018). Coincidentemente, o NFkB é
ativado pelo proprio TNF-o durante os processos inflamatorios (SHI e SUN, 2018). Desta
forma, percebe-se que ha um processo modulador promovido pelo NFxB para que se
reestabeleca os niveis de riboflavina, especificamente obtida por meio da dieta, durante os
eventos inflamatdrios. Provavelmente, devido a estes mecanismos regulatorios na absorcao e
transporte da riboflavina da dieta e sua estreita relagdo com o controle do estresse oxidativo,
os resultados do presente estudo foram mais promissores com o uso da riboflavina por via
oral, com consequente e fundamental manutencdo dos niveis adequados desta vitamina no
organismo (LAKSHMI; LAKSHMI; BAMJI, 1989) mediante 0 aumento de seu consumo

decorrente do estresse oxidativo secundario a exposicédo UV-A.
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Conforme reportado, a ativacdo da via de sinalizagdo p38 MAPK ¢é decorrente
producdo das citocinas, como 0 TNF-a, e de sua ligagdo com seus respectivos receptores,
podendo culminar em uma cascata de sinais que resultam no aumento da resposta inflamatéria
e na exacerbacdo da ativacdo da fosforilacdo da p38 MAPK. Neste cenario, a via de
sinalizacdo p38 MAPK ativada € capaz de aumentar a expressao do fator de transcricdo c-Jun
na pele humana, responsével pelo aumento da expressdo das metaloproteinases teciduais e da
diminuicdo de pro-colageno I, resultando em, além da ativacdo da resposta inflamatdria, na
desestruturacdo da arquitetura tecidual (COSTA, 2015; SHAH e MAHAJAN, 2013).
Especificamente tratando-se da irradiacdo por UV-A, foi demonstrado que a ativagéo induzida
por UV-A de p38 MAPK é mediada por EROs e que 0 uso de agentes antioxidantes como a
L-carnitina é capaz de reverter esse processo (SALAMA et al., 2018). No presente estudo, 0s
animais irradiados com UV-A apresentaram maior expressdao de p38 MAPK, ou seja,
estiveram sujeitos a maior estresse oxidativo e consequente resposta inflamatéria mediada por
TNF-a. A administracdo da riboflavina por via oral reverteu este cenario, sugerindo a acao
inibitdria da riboflavina da ativacdo do p38 MAPK. Até o momento, ha poucos trabalhos
descrevendo a acdo da riboflavina na via de sinalizacdo p38 MAPK. A riboflavina atuou
inibindo a ativacdo da fosforilacdo de p38 MAPK em transplante de ilhotas pancreéticas de
ratos, (COBIANCHI et al., 2008), contudo, simplesmente ndo produziu nenhum efeito
significativo em cultivo de células leucémicas (SOUZA et al., 2006), mas em ambos 0S casos
a riboflavina foi utilizada sob a forma fotossensibilizada. Na verdade, a fotossensibilizacdo da
riboflavina, faz com que ela abandone seu papel usual de antioxidante, e comeca a
potencializar os efeitos pré-oxidantes do UV-A, conforme foi descrito em cultura de
fibroblastos humanos (YOSHIMOTO et al., 2020). A questdo da ministracdo de riboflavina
ndo fotossensibilizada em conjunto com 0s mecanismos que envolvem as proteinas
transportadoras de riboflavina da dieta ja reportados, poderia explicar os resultados mais
significativos quando o tratamento com a riboflavina foi feito por via oral no presente estudo.
A aplicacdo topica da riboflavina envolve questdes de biodisponibilidade, pois pode haver

uma pequena fotossensibilizagéo da riboflavina pela exposicao a luz ambiente.
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9 CONCLUSAO

eO modelo experimental adaptado obteve alteracbes compativel a
fotoenvelhecimento;

e A riboflavina foi capaz de promover a recuperacdo da pele dos ratos irradiada com
UV-A estimulando a recuperacéo e o remodelamento dos depdsitos de colageno;

e A riboflavina estimulou a expressao proliferativa das células e aumentou a expressao
do fator de crescimento endotelial vascular durante o periodo de reparo da pele dos ratos apds
a radiacdo por UV-A;

e A riboflavina revelou-se como potente antioxidante combatendo o estresse oxidativo
promovido pela radiacdo e apresentou efeitos inibitorios nas citocinas pro-inflamatorias, ou
seja, reduziu a inflamagdo cutédnea provocada pela radiacdo, envolvendo mecanismos
relacionados ao NFkB ¢ ao p38 MAPK;

Assim, a suplementacdo com riboflavina por via oral, mais do que sua aplicacao
topica, foi capaz de atuar como agente antioxidante e reparador sobre lesdes cutaneas
causadas por radiacdo UV-A, reforcando seu potencial terapéutico contra o estresse oxidativo,
com consequente acdo anti-inflamatdria. Estudos posteriores poderdo ser realizados para
melhor elucidacdo dos mecanismos de a¢do da mesma sobre a pele, bem como para avaliar a
aplicacdo clinica dos efeitos terapéuticos da riboflavina em individuos que foram expostos ao
sol.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Efeito da riboflavina na pele de
ratos irradiados com UV-A”, registrado com o nimero 110/2019, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Leandra Naira Zambelli Ramalho, envolvendo a produgdo, manutengio ou
utilizac@o de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para
fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADO
pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo, em 26 de agosto de 2019.

Este Protocolo prevé a utilizacdo de 40 ratos Wistar-OLD machos pesando
200g oriundos do Servico de Biotério da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdao Paulo. Vigéncia da autorizag¢do: 26/08/2019 a 01/08/2020.

We certify that the Protocol n® 110/2019, entitled “Effect of riboflavina in the skin of UV-A
irradiated rats”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the
Local Animal Ethical Committee from Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sao Paulo
in 08/26/2019. This protocol involves the production, maintenance or use of animals from phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except humans) for research purposes, and includes the use of 40
male Wistar-OLD rats weighing 200g from the Central Animal House of Ribeirdio Preto Medical
School. This certificate is valid until 08/01/2020.

Ribeirdo Preto, 26 de agosto de 2019
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