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RESUMO

RODRIGUES, V. Andlise dos efeitos do colageno bovino e derivados na
proliferagao celular e biossintese de colageno em fibroblastos humanos. 2009.
74 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de Pés-Graduagao
Interunidades em Biotecnologia USP/Instituto Butantan/IPT, Universidade de Sé&o
Paulo, Sao Paulo, 2009.

O colageno é a proteina fibrosa predominante da matriz extracelular e é a
maior proteina constituinte do tecido conectivo. Alteragées nas taxas de colageno tipo |
na derme ocorrem durante o envelhecimento. A introdugdo de um agente eficaz para a
manutencao da pele durante o envelhecimento é importante, possibilitando a redugéo
destes efeitos. Neste projeto foram avaliados os efeitos proliferativos e de biossintese
de colageno, em fibroblastos humanos de derme normal tratados com colageno bovino
e derivados de diferentes perfis moleculares, colageno super hidrolisado, colageno
hidrolisado e gelatina, em diferentes experimentos, ades&do e viabilidade celular,
sintese de colageno e analises das fases do ciclo celular. Os resultados sugerem que
0 colageno bovino e derivados induzem as propriedades adesivas nos fibroblastos,
ndo desencadeiam efeitos citotdoxicos e induzem a biossintese de colageno pelos
fibroblastos. Os resultados de sintese de colageno indicam que concentragbes
menores de colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado podem ser utilizadas
em relagdo a amostra de gelatina. Comparando os resultados apdés 48 horas de
cultura na sintese de colageno e nas modificagdes na fase S do ciclo celular, as
células tratadas com as amostras de colageno super hidrolisado e colageno

hidrolisado induziram aumentos significativos.

Palavras-chave: Colageno hidrolisado; Fibroblastos; Picrosirius; Ciclo celular;
Proliferagao.



ABSTRACT

RODRIGUES, V. Analysis of bovine collagen and derivates effects in the cell
proliferation and collagen biosynthesis in human fibroblasts. 2009. 74 f. Master
thesis (Biotecnology) — Programa de Pds-Graduagao Interunidades em Biotecnologia
USP/Instituto Butantan/IPT, Universidade de S&ao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Collagen is the predominant fibrous protein of the extracellular matrix and it is a
major protein constituting connective tissue. Alterations in the rate of collagen type |
deposition occur during aging. The introduction of an efficient agent for the
maintenance of the skin during the aging process is important as it can reduce those
effects. Thus, the proliferative effects and collagen biosynthesis in normal dermis of
human fibroblasts were evaluated in this project. The fibroblasts were treated with
bovine collagen and its derivates from different molecular mass, as well as super
hydrolysate collagen, hydrolysate collagen and gelatine. Different assays were applied
as adhesion, cell viability, collagen biosynthesis, and cell cycle phases analysis. The
results suggest that the bovine collagen and its derivates can induce to adhesion
properties in fibroblasts, they do not produce cytotoxic effects, and they can induce the
collagen biosynthesis by fibroblasts. The results also show that super hydrolysate
collagen and hydrolysate collagen can be used in lower concentrations than gelatine in
collagen biosynthesis analysis. Analyzing the results after 48 hours of culture, the cells
treated with the samples of super hydrolysate collagen and hydrolysate collagen had
significant improvement in the collagen biosynthesis and in the modifications in the S

phase of the cell cycle.

Key-words: Hydrolysate collagen; Fibroblast; Picrosirius; Cell cycle; Cell proliferation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento

Os tecidos gradualmente passam por mudangas de acordo com a idade, sendo
que, na pele, essas alteragbes sao mais facilmente reconhecidas. Atrofia,
enrugamento, ptose e lassiddo representam os sinais mais aparentes de uma pele
senil. Mudancgas nas caracteristicas da pele humana durante o envelhecimento sao
freqlientemente determinadas por forgcas ambientais ou extrinsecas, tais como
radiagdo ultravioleta, assim como por fatores intrinsecos, alguns deles relacionados
com alteragbes no tecido conjuntivo da derme. Alteragdes no tecido conjuntivo, que
atua como alicerce estrutural para epiderme delineiam essas mudancgas na aparéncia
externa, que sao refletidas no estrato cérneo. As modificagdes do aparelho colageno-
elastico ao longo da vida estabelecem uma base morfolégica substancial para
compreender as adaptagcbes bioquimicas e biomecanicas da pele com a idade. A
espessura da pele e suas propriedades viscoelasticas ndo dependem apenas da
quantidade de material presente na derme, mas também de sua organizagao
estrutural. Uma das principais causas do envelhecimento € a perda de colageno no
organismo. Os musculos ficam flacidos, a densidade dos ossos diminui, as
articulagbes e os ligamentos perdem elasticidade e forga motora. A perda de colageno
ocorre a partir dos 30 anos, quando o corpo passa a perder 1% da proteina ao ano. As
alteragdes cutaneas durante o envelhecimento podem ser evidenciadas nas diferentes
camadas da pele e dependem de fatores individuais, geneticamente determinados,
que sofrem interferéncia de fatores externos e internos, aos quais a pele foi exposta
durante a vida. Relacionar o envelhecimento com as alteragcdes que ocorrem na pele
nao & simples, pois parece que muitas mudangas da pele, que sdo habitualmente
observadas no envelhecimento, podem nao ser resultado da idade por si s6, e ainda
necessitam ser esclarecidas. Por tanto, as mudangas observadas no envelhecimento
sdo mais “associadas ao” do que “causadas pelo” envelhecimento.

A firmeza da pele, a elasticidade e o tonus sdo gradualmente perdidos com o
envelhecimento cutdneo. Estas mudangas originadas na derme estado relacionadas
com a diminuicdo da habilidade das células, particularmente os fibroblastos, em
regenerar moléculas que compdem a MEC. O envelhecimento cutaneo é caracterizado
pela reducdo da espessura da epiderme e pelo achatamento da membrana basal.
Durante o envelhecimento cutaneo a epiderme e a derme tornam-se atrofiadas e finas
(YAMAMOTO et al., 2006; FREI et al., 1998).
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O envelhecimento leva a uma progressiva diminui¢gao de todos estes elementos
na pele (FREI et al., 1998, GARDNER et al., 1999, HUAXU et al., 2008). Além disso, a
organizagao tecidual e supra-molecular destas moléculas extracelulares séao
modificadas. Todas estas observagdes podem explicar a desorganizagdo aparente da
derme na pele envelhecida. E muito comum na pele envelhecida a atrofia epidérmica.
Estudos histologicos da espessura da epiderme mostraram um descréscimo 20% da
epiderme em peles foto-protegidas por periodo vital (YAMAMOTO et al., 2006; FREI et
al., 1998).

O processo de envelhecimento cutaneo pode ser dividido em envelhecimento
intrinsico e foto-envelhecimento. Clinicamente, a pele envelhecida naturalmente é
macia, palida e irrugada. Em contraste, a pele foto-envelhecida é aspera e associada
com despigmentacao e telangiectasia. Alteragdes no colageno, o principal componente
estrutural da pele, tem sido sugeridas como a causa das mudangas clinicas, como as
rugas e a perda de elasticidade da pele, observadas no foto ou natural
envelhecimento. Com o envelhecimento, a sintese de colageno é reduzida e os niveis
das MMPs sdo elevados nas peles protegidas do sol. Esta deficiéncia de colageno,
devido ao envelhecimento natural, surgiu a partir desta reducéo da sintese e aumento
da degradagéo do colageno com a concomitante elevagdo da expressao das MMPs
(CHUNG et al., 2001).

O envelhecimento provoca modificagdes no tecido conectivo da derme. As
bandas de colageno nas pessoas jovens séo finas e os fibroblastos sdo células ativas
e em estreito contato com os feixes de colageno (IMAYAMA e BRAVERMAN, 1989).
As fibras de colageno em pessoas idosas sdo fragmentadas e os fibroblastos estédo
quiescentes, sem nenhum contato com o colageno. A lesdo mais importante no
envelhecimento é a destruigdo da relagdo entre os fibroblastos e a matrix intersticial.
Nos fibroblastos & possivel ver as mudangas na arquitetura do citoesqueleto. Estas
mudancas rompem a unidade fibronectina - membrana plasmatica - citoesqueleto, o
que explica as mudangas metabdlicas e secretérias, a disfungdo da unidade matrix
intersticial — célula, e também as mudangas estruturais observadas no
envelhecimento.

Com o envelhecimento, mudangas maiores podem ser vistas dentro dos
componentes do tecido conectivo da derme. O colageno perde sua aparéncia regular e
fascicular, ha diminuicdo de material elastico e a populacdo de fibroblastos torna-se
fraca. O resultado do envelhecimento dermal é diferente para cada individuo e esta
relacionado com fatores genéticos e a exposicao a multiplos agentes (PIERAGGI et
al., 1984).
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O colageno muda tanto qualitativamente quanto quantitativamente com o
envelhecimento. As mudancgas qualitativas refletem-se na diminuigao da solubilidade e
na alteragdo de varias propriedades fisicas da molécula. O colageno fica mais estavel
com a idade. A medida que a pessoa envelhece, h4a um acimulo no nimero de
ligagbes covalentes cruzadas entre as cadeias a das moléculas de colageno e as
moléculas de colageno das fibrilas, 0 que causa um aumento na rigidez € na perda da
elasticidade do tecido conjuntivo.

A diminuicdo da quantidade de colageno no tecido epitelial é resultante de uma
diminuicdo da atividade metabdlica dos fibroblastos, que sdo as células responsaveis
por sua sintese.

A elasticidade da pele decresce com a idade, pois a elastina mostra uma
diminuicao progressiva no seu conteudo de lisina e de acido glutaminico. A diminuigédo
dos residuos de lisina também leva a diminuicdo de ligagdes cruzadas entre eles,
causando uma diminuicdo da elasticidade da molécula de elastina. Também ocorre
uma diminuicdo da producdo de elastina, devido a uma diminuicdo da atividade
metabdlica e do numero de fibroblastos.

O termo envelhecimento aplica-se também a todas as alteragdes quimicas e
estruturais da MEC, que ocorrem nas cadeias laterais de aminoacidos, principalmente
arginina, lisina e aspartato presentes no colageno tipo |I. Sdo alteragdes lentas. O
resultado é a redugdo na renovacao celular e perda das propriedades fisicas dos
tecidos, o que diminui a sua flexibilidade e permeabilidade (BAILEY et al., 1998).

Uma das reagdes mais importante que ocorre no envelhecimento é a glicagao
envolvendo a glicose (6 carbonos) e também pode ocorrer com a ribose (5 carbonos).
Nos tecidos, seus produtos sdo denominados como AGES (Advantaced Glycation
End-Products) (BAILEY et al., 1998) e podem levar a varias consequéncias. A
modificagdo da arginina pelos AGES, é uma consequéncia importante porque a
sequéncia arginina- glicina- aspartato € um sitio de reconhecimento de integrinas
responsaveis pela intermediagdo da adesdo de varias células sobre a MEC
(REKHTER, 1999), além de outros sitios de adesao celular que também s&o alterados
que incluem aspartato e arginina.

Alteragbes envolvendo os aminoacidos lisina e arginina provocam significativas
mudangas no perfil de distribuigdo de carga, modificando interagées dependentes de
ligacbes eletrostaticas, como a fibrinogénese do colageno (PROCKOP e FERTALA,
1998). Outras modificagdes quimicas e estruturais da MEC resultantes da reagédo de
agucares, principalmente a glicose, sado reagdes com as cadeias laterais dos
aminodacidos arginina, lisina e 0 aspartato presentes no colageno tipo I, resultando na
redugéo da renovagéo das células (REISER ET AL., 1992; CHAPMAM et al., 1990).
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1.2 Fibroblastos

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e protege o corpo de varias
agressdes. A pele compreende a epiderme e a derme, constituindo o epitélio
escamoso estratificado e o tecido conectivo respectivamente. A derme contém grande
quantidade de componentes da MEC, como colageno e GAGs, principalmente os
produzidos pelos fibroblastos (CHAMPION et al., 1992).

Os fibroblastos sao as células mais numerosas do tecido conjuntivo frouxo.
Sintetizam colagenos e elastina, além de outras substancias que farao parte da matriz
extracelular. Os fibroblastos sédo células com intensa capacidade de sintese, possuem
um nucleo abundante, com muitos prolongamentos e rico em reticulo endoplasmatico
rugoso. Ja os fibrécitos sdo células metabolicamente quiescentes. Estes podem voltar
para o estado de fibroblastos no caso de uma cicatrizagéo, por exemplo.

O fibroblasto tem prolongamentos citoplasmaticos irregulares, seu nucleo é
claro, grande, de forma ovdide, com cromatina fina e nucléolo evidente. O citosplama
é rico em reticulo endoplasmatico rugoso. O aparelho de Golgi & desenvolvido.

O fibrocito € uma célula menor, que tende a ser fusiforme e com menor nimero
de prolongamentos do que o fibroblasto jovem (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1974).

Os fibroblastos sdo responsaveis pela formagdo das fibras colagenas,
reticulares e elasticas, além de proteoglicanas. Portanto, os fibroblastos participam da
formagao de toda a MEC. No tecido conjuntivo de um adulto os fibroblastos n&o se
dividem com freqiiéncia, e entram em mitose apenas por conta de uma solicitagdo
aumentada, seja ela por sobrecarga funcional ou em resposta a lesdes (MORISCOT et
al., 2004). Apesar dos fibroblastos serem capazes de sintetizar e secretar varios
componentes da MEC, a sintese da molécula de colageno tipo | € a mais bem
estudada, principalmente devido a sua grande abundéancia e ampla distribuigdo em
varios locais do organismo.

A obtencdo de colageno pelos fibroblastos dermais consiste na sintese de
cadeias polipeptidicas individuais de colageno tipo | e Ill conhecidas como moléculas
precurssoras chamadas procolageno.

Durante a formagdo das fibras de colageno insollvel, proteases especificas
clivam os dominios carboxi e amino terminais, originando colageno — N (pN),
procolageno originado pela clivagem do propeptideo carboxi terminal, e colageno — C
(pC), procdlageno originado da clivagem do propeptideo amino terminal,
respectivamente. Procolageno tipo | e lll, colageno pN e colageno pC sdo moléculas
precurssores do colageno maduro, geralmente os niveis destas moléculas refletem o

nivel de colageno.
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A sintese de colageno tipo |, como a de qualquer proteina, se inicia no nucleo
onde os genes codificadores das cadeias a1 e o2 sdo ativados e produzem os
respectivos RNA mensageiros. Estes se deslocam do nucleo para o citoplasma, onde
sado traduzidos em cadeias polipeptidicas que sdo imediatamente internalizadas nas
cisternas do reticulo endoplasmatico. No interior do reticulo estes polipeptideos sofrem
processamento, sendo que o evento mais importante inclui a hidroxilagdo dos
aminoacidos lisina e prolina. Posteriormente lisina hidroxilada (hidroxilisina) ainda
sofre um processo de glicosilagdo. Cada cadeia a contém peptideos de registro nas
suas extremidades, que garantem o alinhamento correto destas cadeias, bem como
previnem a formagao de fibrilas no interior da célula. As cadeias a se organizam no
interior do reticulo endoplasmatico em grupos de 3, formando as moléculas de
procolageno, precurssora da molécula de colageno madura. Os residuos de
hidroxiprolina garantem a formagdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias q,
mantendo a coesdo entre as mesmas. As moléculas de procolageno sdo entdo
secretadas dos fibroblastos por meio de vesiculas. Na MEC as moléculas de
procolageno sdo digeridas por uma enzima também produzida e secretada pelos
fibroblastos, o procolageno peptidase. Finalmente o tropocolageno se associa
espontaneamente para formar as fibrilas de colageno (isso também ocorre nas
moléculas de colageno Il e lll). Certas proteoglicanas e glicoproteinas estruturais
desempenham papel importante na agregagdo do tropocolageno para formar as
fibrilas e mesmo as fibras de colageno (MORISCOT et al., 2004).

1.3 Matriz Extracelular - MEC

A MEC ¢é formada por glicoproteinas, colageno, glicosaminoglicana e
proteoglicanas como componentes estruturais mais importantes. Estes componentes
sdo secretados pelas células e se organizam no meio extracelular por meio de
interagdes multiplas com receptores especificos da membrana plasmatica (ZAGRIS,
2001). Estes componentes apresentam fungdo estrutural e mecéanica, além de
exercerem controle sobre a pressao oncdtica.

A MEC pode possuir componentes encontrados em todos os tecidos, ou
exclusivos de apenas um tecido (STEVENS e LOWE, 1995).
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FIGURA 1 - Representacédo esquematica da MEC (GOISSIS, 2008).

Os principais componentes da MEC estao indicados no esquema.

Componentes macromoleculares da MEC:

Glicoproteinas: estdao presentes neste grupo a fibronectina, bronectina,
tenascina, entactina e laminina. Essas macromoléculas estdo envolvidas no processo
de adeséo celular. Elas contém multiplos sitios de ligagao, podendo interagir entre si,
com outras moléculas da MEC ou com a superficie celular. Sdo responsaveis pela
organizagao do colageno, das proteoglicanas e das células em uma estrutura
organizada, configurando o que chamamos de tecido.

Lamininas: s&o glicoproteinas triméricas caracterizadas por apresentar elevada
massa molecular. Sdo importantes na adeséao celular, migragéo direcional, modulagao
mitogénica, direcionamento do axénio, manutengao do fendtipo de célula diferenciada
e a inducdo de novas maneiras de expressao celular.

Entactina: esta relacionada com a migragao direcional da célula.

Fibronectina: € uma proteina formada por duas cadeias polipeptidicas iguais, e
apresentam dominios multiplos de adesdo. Podem ligar-se ao colageno. Tem
importancia também na regulagdo do gene responsavel pela produgdo da colagenase,
enzima especifica para a degradagéo do colageno.
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FIGURA 2 - Representagéo da estrutura da fibronectina (GOISSIS, 2008).

*MNH,

No desenho esquematico esta representada a estrutura da fibronectina e seus

dominios de interagdo com ligantes.

Glicosaminoglicanas (GAGs): sdo componentes importantes nos processos
que controlam a proliferagdo celular, a migragéo, a diferenciagdo e a manutengao das
estruturas morfogenéticas.

A estrutura polibnica das glicosaminoglicanas conferem uma grande
capacidade de retencdo de agua destas estruturas. Elas também sdo responséaveis
por algumas interagdes célula-matriz, e consequentemente por algumas expressoées e
comportamentos celulares, como diferenciacéo e proliferagdo (REINERT e JUNDT,
1999; FREI et al., 1998).

As GAGs mais importante do ponto de vista fisiolégico, sdo o acido hialurénico,
o sulfato de condroitina, o sulfato de dermatan, o sulfato de queratan e sulfato de
heparam. Suas unidades basicas sao dissacarideos, formados por uma molécula de
acido urbnico e uma de N-acetilgalactosamina ou N-acetilglucosamina. As GAGs
apresentam alta massa molecular, com um numero elevado de cargas negativas
localizadas na superficie das células ou na MEC. O acido hialurénico € o unico, entre
as GAGs, que nao contém o grupo sulfato e também néo esta ligado a uma proteina
central. Sua massa molecular pode variar entre 100.000 — 10.000.000 Da. Em relagao
a sua associagao com proteinas, as GAGs podem ser divididas em dois grupos:

Grupo dos acidos hialurénicos: moléculas de alta massa molecular que formam
na MEC complexos com as proteoglicanas sem a participagdo de ligagdes covalentes.

Grupo das Proteoglicanas: € composto por macromoléculas formadas pela
associacdo das outras GAGs, por meio de ligagdo covalente. As proteoglicanas
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consistem em uma macromolécula formada por uma proteina central estrutural, na
qual varias GAGs se ligam covalentemente. Esta estrutura liga-se entdao a um acido
hialurénico, formando uma proteoglicana. As proteoglicanas participam de varios
processos celulares que incluem a proliferagéo, a migragao, a adesao e a agregagao
celular. Além disso, sao importantes no controle de processos inflamatorios e
remodelagem (HOSHI et al., 1999).

Proteina central ”i\ '

Acido hialurénico ~~ ;
Sulfato de queratan '

Sulfato de condroitina

FIGURA 3 - Representagdo de uma GAG, AH e uma proteoglicana (GOISSIS, 2008).

Osteopontina: embora seja uma glicoproteina é descrita separadamente. E
encontrada na MEC de todos os tecidos, mas tem fungao importante no tecido dsseo.
Apresenta varios dominios de adesédo de osteoblastos e osteoclastos.

Elastina: forma as fibras elasticas. As células produtoras de elastina na pele
séo os fibroblastos. Como o colageno, a elastina é rica em glicina e prolina. Também
possui residuos de aminoacidos polares como aspartato, glutamato, entre outros.
Além destes, a elastina contém dois aminoacidos incomuns, a desmosina e a
isodesmosina, formados por ligagdes covalentes entre os quatro residuos de lisina.
Essas ligacdes cruzadas sao responsaveis pela consisténcia elastica da elastina, que
é cinco vezes mais extensivel que a borracha.

Colageno: componente de fundamental importante descrito a seguir.



22

14  Colageno

A definicao para a palavra colageno, encontrada nos dicionarios atuais consiste
em, uma proteina de relevante importancia na constituicdo da matriz extracelular do
tecido conjuntivo. Substancia fundamental do tecido conjuntivo que, além de
preencher as lacunas dos tecidos parenquimatosos, produz fibras colagenas, elasticas
e reticulares.

O termo colageno existe ha muito tempo, deriva da palavra grega que significa
cola. Sua primeira definigdo no dicionario surgiu em 1983 como sendo aquele
constituinte dos tecidos que, por aquecimento, da origem a gelatina (JUNQUEIRA,
1993). Os colagenos sdo as principais proteinas da MEC perfazendo
aproximadamente 25% da massa protéica total do organismo, sendo os componentes
estruturais primarios da MEC, tendo papel fundamental na arquitetura tecidual, na
resisténcia dos tecidos e em uma ampla variedade de interagdes célula-célula e
célula-matriz (REINERT e JUNDT, 1999). O colageno € uma proteina fibrosa, insoluvel
e de importancia fundamental na MEC do tecido conjuntivo, sendo responsavel por
grande parte de suas propriedades fisicas. Uma das principais fungdes do colageno é
a de manter a estrutura fisica de uma espécie, devido a sua grande resisténcia
mecanica conferida pela sua organizagao macromolecular, que resulta na formagéao de
fibras, principalmente no caso do colageno tipo I. Os colagenos sao sintetizados como
pro-colagenos. Apds a secregdo dessas moléculas para o meio extracelular, seus
fragmentos terminais s&o clivados por meio de enzimas extracelulares, as
colagenases. Com a clivagem, sdo formadas as moléculas de colageno que se
polimerizam para formar fibrilas e estas, por sua vez, se agregam para constituir as
fibras colagenas (REINERT e JUNDT, 1999).

O colageno tipo | forma fibrilas de colageno que séo organizadas em fibras que
se associam com outros tipos de fibras ou com as proprias fibrilas de colageno
(MILLER, 1976). O tamanho das fibrilas de colageno € um fator importante para
determinar a natureza fisica do tecido (PARRY et al., 1978). O tamanho das fibrilas de
colageno depende do tipo de tecido e das condigdes fisiolégicas (HARALSSON e
HASSEL, 1995). As taxas de sintese e de degradagédo do colageno também podem
determinar o tamanho das fibrilas de colageno (ADACHI et al., 1999; BIRK et al., 1990)
responsavel por conferir forga e resisténcia (CHOI et al., 2007). O colageno tipo | é o
principal componente estrutural da MEC, responsavel pela manutencdo da estrutura
da derme (JUNG et al, 2007). Colageno tipo | é primeiramente sintetizado pelos
fibroblastos como um precursor soluvel, procolageno tipo |, o qual é secretado pelos

fibroblastos e sofre ag&o proteolitica para formar as fibras insoluveis de colageno. O
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TGF-B é responsavel pela transformacgao de procolageno em fibra de colageno (CHOI
et al., 2007). E sabido que o TGF-B potentemente estimula a sintese de colageno, e
tem sido demonstrado que o TGF-B diminui a expressao das MMP-1 e aumenta a
expressao do TIMP-1. TGF é expresso em pele humana normal in vivo, em
queratindcitos e fibroblastos. (SHIN et al., 2005).

O colageno ¢é abundantemente encontrado na pele, tenddes, vasos
sanguineos, cartilagem, ossos, cornea, estao presentes também nos intersticios de
todos os outros tecidos e o6rgdos, com excessdo do sangue, linfa e tecidos

queratinosos.

Fibroblasio

Tropocoligeno
Fibrila de
coldpano tipa
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Laghich {1992) (Tibra Relcular)

FIGURA 4 - Representagéo da biossintese de colageno (LIEBICH, 1993).

A biossintese de colageno pelos fibroblastos e sua organizagao na estrutura de

fibras € mostrada no modelo esquematico.

O colageno é uma proteina formada a partir de 19 cadeias a diferentes (cadeia
a: denominagdo dada a cada cadeia polipeptidica que forma a ftripla hélice do
colageno) e que associadas 3 a 3, dao origem a pelo menos 27 tipos diferentes de
colageno, que sao classificados de acordo com as caracteristicas da estrutura primaria
das cadeias a que formam a ftriple hélice. Cada cadeia a apresenta uma massa
molecular de aproximadamente 100.000 mol/g e para cada caso o colageno tipo |, a
cadeia a-1 contém 1056 residuos de aa e a cadeia a-2 1038 residuos, dando origem a
uma ftripla hélice (SILVA, 2005). O colageno tipo | é constituido por trés cadeias
polipeptidicas do tipo a4 (1) a4 (I)’e a, (I). Nos tecidos, é encontrado na forma de fibras

com didmetros ente 80 e 160 nm, formando a estrutura do sistema vascular, tendodes,
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tecido 6sseo e muscular (HAY, 1992). O colageno tipo | € abundantemente encontrado
no tecido cutédneo e também nos tenddes, 0ssos e cornea.

O colageno tipo | € formado por trés cadeias polipeptidicas caracterizadas pela
repeticdo de um ftriplete Gly-X-Y onde o X é geralmente uma Prolina (Pro) e Y € uma
Hidroxiprolina (Hip). As posi¢des X e Y, além da Prolina ou Hidroxiprolina, podem ser
ocupadas por outos aminoacidos naturais. Esta estrutura corresponde a sua unidade
monomeérica e recebe o nome de Tropocolageno (SILVA, 2005).

Analisando a composi¢gdo quimica, os aminoacidos mais significativos no
colageno tipo | consistem em: 33% de Glicina, 12% Prolina e 11% Hidroxiprolina, 0,7%
de de Hidroxilisina, ndo possui Triptofano (Trp) e os residuos de Tirosina encontram-
se exclusivamente na regido dos telopeptideos, que correspondem as regides nao
helicoidais do tropocolageno. Os aminoacidos polares correspondem a quase 40% da
molécula, 11% sao basicos e 9% acidos, os demais 17% correspondem a aminoacidos
hidroxilados. Aproximadamente 4% dos residuos correspondem a amidas de
Aspartato e Glutdmico (Glu). Uma caracteristica que diferencia o colageno de outras
proteinas é a presenca de alta concentragdo de glicina seguida de prolina e
hidroxiprolina. O prolina e o hidroxiprolina se originam da hidroxilagdo dos residuos de
lisina e prolina apods o processo de tradugéo (GOISSIS, 2008).



Quadro 1 - Aminoacidos do colageno tipo | e seus residuos nas cadeias a ef3

Classificacao Aminoacidos Cadeia a1 Cadeia 02
Estruturais Glicina 345 346
Estruturais Hidroxiprolina 114 99
Estruturais Prolina 127 108
Hidrofébico Leucina 9 18
Hidrofdbico Isoleucina 22 33
Hidrofébico Metionina 7 4
Hidrofébico Fenilalanina 13 15
Hidrofébico Tirosina 5 4
Hidrofébico Valina 17 34

Basico Lisina 34 21
Basico Arginina 53 56
Basico Histidina

Basico Hidroxilisina 4

Acido/ Amida acido aspartico 33 24

Acido/ Amida Asparagina 13 23

Acido/ Amida acido glutamico 52 46

Acido/ Amida Glutamina 27 24

Outros Alanina 124 111
Outros Treonina 17 20
Outros Serina 37 35

Fonte: GOISSIS, 2008.
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Um estudo, partindo da informagé&o que o colageno tipo | representa 90% do

total de colageno existente, estimou superficialmente que o niumero de mondmeros de

colageno tipo | (tropocolageno), no homem adulto é cerca de 10*" unidades. Sendo

assim, o colageno tipo |, € a molécula biolégica com maior numero de dominios

funcionais existente no reino animal (GOISSIS, 2008).

Sao encontrados na natureza mais de 27 tipos de colagenos, sendo o colageno

tipo | o mais importante. O colageno tipo | é responsavel nao somente pela

manutengcdo da integridade da maioria dos tecidos, devido suas propriedades

mecanicas (GOISSIS, 2008), mas também por agir nas funcionalidades teciduais em

fungéo de sua interagdo com as células presentes na MEC (HAY, 1992). Estudos tém
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mostrado que o colageno tipo | apresenta uma unidade fisica conhecida como
“periodo D”, a qual tem participagdo no controle de eventos bioldgicos que dependem
da adesao celular sobre a MEC para desencadear a expressao da atividade (DI
LULLO et al., 2002). Este “periodo D” é caracterizado por apresentar uma distribuigao
ordenada de aminoacidos que tem origem na interagdo particular das moléculas de
tropocolageno para a formacao das estruturas fibrilares que compdem a tripla hélice
(CHAPMAN et al., 1990). Estas interagbes sido dependentes das alteragdes
bioquimicas, assim como da agdo mecanica sobre os tecidos (HYNES, 2002). Estes
processos sao afetados pela simples presenga da sequiéncia de aminoacidos arginina,
glicina e aspartato na estrutura primaria do colageno tipo I, ou em outra proteina da
MEC como a fibronectina. Esta sequiéncia de aminoacidos arginina, glicina e aspartato
€ um dos determinantes mais importantes para adesao celular na MEC (HYNES,
2002; BHADRIRAJ e LINDA, 2000) apesar de existirem outras (KNIGHT et al., 1998;
GOISSIS, 2008).

O colageno e a elastina formam uma rede tri-dimensional constituindo a
arquitetura basal da derme, na qual dispersam outras substancias e células. Os
colagenos fibrilares sdo responsaveis pelas propriedades mecanicas e pela
integridade estrutural dos tecidos. A elastina € caracterizada pela sua alta forga
quimica e fisica e especialmente por sua caracteristica elastica (FREI et al., 1998;
GARDNER et al., 1999).

A fungéo do colageno € manter integra a estrutura fibrilar, ao mesmo tempo em
que esconde os sitios potenciais que dao origem a eventos celulares (KEENE et al.,
2000). O sitio de ligagdo da decorina ao colageno conforme estudo demonstra parece
ser o mesmo, onde deformagbes estruturais ocorrem induzidas por agcdes mecanicas
(BARENBERG et al., 1978).

A alteragédo da estrutura do colageno do tipo | pela oxidagdo (VARANI et al.,
2006) ou pela degradacgao proteolitica (VARANI et al., 2001) modifica sua atividade de

crescimento e inducao da proliferagcao celular.

1.4.1 Colageno e colageno hidrolisado

O colageno é o maior constituinte do tecido conectivo dos animais. A gelatina,
forma desnaturada do colageno € preparada em escala industrial a partir de matéria-
prima animal (OHGUCHI et al., 2006; OHARA et al., 2007). A gelatina € uma mistura
heterogénea de polipeptideos, os quais sdo produzidos por hidrélise do colageno.
Apéds degradacao enzimatica este colageno passa a ser um colageno hidrolisado, uma
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gelatina hidrolisada, a qual contém peptideos com uma massa molecular médio de 3 a
6 kDa (OESSER et al., 1999).

Do ponto de vista nutricional, a gelatina é considerada uma proteina nao
completa (OESSER et al., 1999), devido a auséncia do aminoacido triptofano, além da
baixa concentragdo de outros aminoacidos essenciais. A gelatina, além de seu
emprego como alimento, também é muito usada na medicina popular para melhorar a
circulagdo sanguinea (RAVELOJAONA et al., 2007; IWAI et al., 2005), e melhorar
problemas articulares (MORGANTI e RANDAZZO, 1984; OHARA et al., 2007) Muitos
outros usos terapéuticos vem sendo aplicados e estudados. Estudos mostram
positivos efeitos da ingestdo de gelatina hidrolisada no crescimento de cabelos e
unhas (MORGANTI e RANDAZZO, 1984). Outros estudos tém identificado no sangue
(OHARA et al., 2007; IWAI et al., 2005), ou no tecido cartilaginoso (OESSER et al.,
1999) a presenca de peptideos de colageno, apds ingestdo de gelatina hidrolisada,
esclarecendo o processo de absorcédo desta proteina. Castro, 2007 avaliou os efeitos
anti-ulcerativo e antitumoral de colageno hidrolisado bovino e suino em ratos e
camundongos respectivamente, onde o hidrolisado suino apresentou em torno de 60%
de inibicdo das lesdes ulcerativas quando administrado em dose Uunica e os
hidrolisados bovinos no experimento de dose dupla, a porcentagem de inibicdo das
lesbes ulcerativas gastricas foi maior que 70%, e no tratamento antitumoral os
hidrolisados bovino diminuiram a capacidade proliferativa celular. Oesser e Seifert,
2003 provaram a estimulagao de biossintese e secregéo de colageno tipo Il em cultura
de condrdcitos bovino em presenga de colageno hidrolisado tipo | e fragdo e colageno
hidrolisado tipo Il. Estudos demonstram que a ingestdo de peptideos de colageno
induz o aumento da densidade dos fibroblastos e aumenta a formacao das fibras de
colageno da pele porcos (MATSUDA et al., 2006), e a ingestédo de gelatina e peptideos
de colageno, induzem em indices diferentes a sintese de colageno em pele de ratos,
Shin'ichiro et al., 2002, sugerem que esta menor indugdo da sintese de colageno pela
amostra de gelatina deve ser causada por sua massa molecular aumentada em
relacdo aos peptideos, sendo assim uma menor massa molecular € importante para a

sintese de colageno da pele.

1.5 Integrinas

As integrinas sao moléculas heterodiméricas responsaveis pela adesao celular
a varios substratos e, conseqlientemente, respondem pela migragéo, proliferagédo e
diferenciagdo. Sao formadas por associagdo entre si de 16 subunidades a e . A

combinacdo de uma subunidade a e B caracteriza a especificidade de um receptor.
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Existem varios tipos de integrinas, sendo que, a integrina a4, € especifica da adesao

celular sobre o colageno.

1.6 Interagao célula - MEC

Uma das fungbes da MEC é interagir com as células promovendo ou regulando
fungdes como migragdo, adesao, proliferacao, diferenciagdo e morfogénese. Todas
estas funcdes sdo exercidas e controladas por meio da interagdo entre os multiplos
sitios que formam a MEC. Estes sitios interagem com as células através de receptores
de membrana, que sao proteinas de membrana, que incluem as integrinas e nao
integrinas.

A interagdo das células com o meio externo por meio destas proteinas de
membrana ocorre devido as funcionalidades receptoras. Estas proteinas participam da
transdugao de informagdes originadas na MEC para o interior celular, sinalizando uma
regulacéo ou modificagdo de uma atividade celular.

Neste estudo foram investigados os efeitos bioldgicos da adigao de super
colageno hidrolisado, colageno hidrolisado e gelatina em cultura de fibroblasto humano
normal. Os fibroblastos humanos normais foram tratados com diferentes
concentragdes dos colagenos e fragbes hidrolisadas. Apds os tratamentos foram
avaliadas as seguintes propriedades biologicas: adesao celular, citotoxicidade,
capacidade de aumentar a sintese de colageno e modificagdes nas fases do ciclo

celular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Estudo dos efeitos proliferativos na sintese de colageno e sintese celular, em
cultura de fibroblastos humanos de pele normal tratados com colageno bovino e
derivados.

2.2 Objetivos Especificos

- Obtengao de cultura primaria de fibroblastos de pele humana normal

- Analise da adesé&o e afinidade celular

- Analise da viabilidade e citotoxicidade celular pelo método colorimétrico de MTT
- Analise da sintese de colageno pelo ensaio colorimétrico de Picrosirius

- Analise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de colagenos

Todas as amostras foram produzidas e cedidas gentiimente, pela companhia
Gelita South America (Cotia, SP, Brasil):

- Colageno super hidrolisado lote 21866 06

- Colageno hidrolisado lote LF21638 05

- Gelatina lote M7293

Preparagéo e obtenc¢ao do colageno hidrolisado:

O tecido conectivo da pele bovina foi pré-tratada com NaOH e H,O, Apds
lavagem e neutralizagdo com acido, as proteinas foram desnaturadas por agquecimento
e posteriormente digeridas com proteases. A atividade enzimatica foi inibida por
inativacdo térmica. Apds estes procedimentos a solugdo foi concentrada e seca em
spray dryer.

Para a obten¢do de derivados de colageno hidrolisado com menores massas
moleculares, diferentes proteases foram empregadas.

A amostra de gelatina foi obtida pelo mesmo processo, porém sem a utilizagdo
de digestdo enzimatica, a secagem ocorre em tunel de resfriamento e o processo é

finalizado ap6s a moagem.

3.2 Preparo das solugdes das amostras protéicas

As amostras protéicas foram avaliadas nos ensaios de adeséo celular, MTT e
Picrosirius em 10 diferentes concentragdes: 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,5; 3,0; 6,0; 12; 25 e 50
mg/mL. Todas as solugdes foram preparadas com agua Milli-Q como solvente. O
ensaio de citometria de fluxo foi realizado apenas na concentragao de 50 mg/mL. Para
a amostra de gelatina, utilizou-se um banho-maria a 37 °C para dissolugdo da

amostra.

3.3 Preparo do meio de cultura

Na capela de fluxo laminar previamente esterilizada o meio de cultura RPMI 1640
(Sigma, Alemanha) em p6 foi preparado. Foram medidos aproximadamente 90% do
volume a ser preparado de agua Milli-Q (Millipore Corporation, EUA) (15 - 20 °C).

Adicionou-se lentamente o p6 sob agitagdo constante. Apds dissolugéo total do pé,
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acrescentou-se por litro 2,0 g de bicarbonato de sédio 5,6% e suplementado com 10%
(v/v) de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil) e antibidtico, gentamicina (100
U/mL; Roche, Alemanha). Completou-se o volume com agua Milli-Q e esterilizado por
fitragdo em membrana de 0,22 uym, GP Express Plus (Stericup, Millipore Corporation,
EUA). O meio de cultura preparado foi designado como meio RPMI-1640 completo e
armazenado de forma estéril em geladeira (+ 5 °C). Todos os ensaios realizados neste

projeto foram desenvolvidos na capela de fluxo laminar previamente esterilizada.
3.4 Preparo da cultura primaria

Os fragmentos de pele (1 cm?) foram obtidos de pacientes submetidos a
procedimentos de cirurgia dermatolégica normal de blefaroplastia, os quais fizeram
parte do projeto em colaboragdo (Protocolo de pesquisa 921/06), atendidos pelo
Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas de S&o Paulo da FMUSP. As
amostras utilizadas neste trabalho foram adquiridas de mulheres na faixa etaria de
quarenta anos, previamente selecionadas, coletadas de forma asséptica e
imediatamente colocadas em tubo cénico estéril contendo meio de cultura RPMI-1640
completo. O fragmento foi transferido para uma placa de Petri P-35 mm contendo meio
de cultura, e lavado para retirar o excesso de sangue, com o auxilio de uma pinga e
uma tesoura foram retirados os tecidos excedentes de gordura e tecido degenerado. O
fragmento ja “limpo” foi cortado em fragmentos diminutos, os quais foram distribuidos
em trés frascos de cultura (Nunc, Brand Products, Germany) (x 15 pedagos em cada)
com meio de cultura. As placas foram transferidas para uma estufa umidificada de
cultura com temperatura de 37 °C e 5% CO, e examinadas ao microscopio invertido,
trés vezes por semana, momento onde foi trocado o meio de cultura. Todas as células
cresceram em meio RPMI 1640 completo, em frascos de culturas (Nunc) com
superficie ventilada de 75 cm? Ao atingirem a subconfluéncia, as células foram
tripsinizadas (0,05% tripsina, Gibco, EUA) e plaqueadas em garrafas de 25 cm? para a
detecgdo da expressdo de marcadores especificos da linhagem de fibroblastos, por
citometria de fluxo e aliquotas desta suspensdo celular, congeladas em nitrogénio
liquido. Os fibroblastos utilizados foram obtidos de 1°, 2° e 3° passagens. Em todos
os experimentos, as células foram semeadas em placas de 96 pogos ou subcultivadas
em placas de Petri. Para cada experimento, de quatro a seis culturas paralelas, em

média foram utilizadas.



32

3.5 Ensaio de adesao celular — Violeta cristal

Foram adicionados em placa de 96 orificios fundo chato (Corning Inc, Nova lorque,
EUA) 100uL/pogo das solugdes de proteinas e incubados por 2 horas em temperatura
ambiente. Apos este periodo a placa foi lavada com solugdo tampao fosfato, pH 7,2
(PBS) e adicionado a cada poco 100 pL da suspensdo de fibroblasto (5x10°
células/mL). O grupo controle foi composto somente pela suspensao de fibroblastos
na mesma concentracdo, num volume final de 200 pL/pogo. Na seqléncia, as placas
foram incubadas em estufa de CO, a 37 °C por 24 horas. Apo6s a incubagéo, o
sobrenadante foi removido, as placas lavadas 3 vezes com solugdo tampao PBS, e
fixadas com 50 uL de paraformaldeido 0,2%, e incubadas em estufa de CO, a 37 °C
por 1 hora. Depois da incubacao as placas foram lavadas com a solugcédo tampao PBS,
secas a temperatura ambiente, por 24 horas. As placas foram coradas com 100
pL/pogo do corante violeta cristal (solugdo em acido acético 5%), por 10 minutos e
lavadas com solugdo tampdo PBS e secas a temperatura ambiente. As células
fixadas, aderidas e coradas pelo cristal violeta foram eluidas pela adigao de 50 yL de
metanol 50% e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Os resultados
foram capturados em espectrofotémetro (Thermo Plate — TR-Reader) para a obtengéo
da densidade Optica determinada a uma absorbancia no comprimento de onda de 550
nm. Todas as concentragdes foram testadas em octoplicatas.

3.6 Andlise da capacidade proliferativa e citotoxicidade - MTT

Para a analise da capacidade proliferativa e citotoxicidade dos fibroblastos
humanos normais incubados com diferentes amostras, empregou-se o método de MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) brometo 2,5-difeniltetrazodlio), descrito por Mosmann (1983).
Este método avalia a viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das
células vivas, capazes de reduzir o MTT por desidrogenases mitocondriais a cristais
de formazan pelas células vivas. Aliquotas de 100 pL/pogo da suspensdo de
fibroblastos foram cultivadas em placas de 96 orificios fundo chato na concentragao de
1 x 10° células/mL e incubadas por 18 horas em estufa de CO, a 37 °C. Apds este
periodo de incubagao foram adicionados 100 uL/pogo das solugbes de proteinas nas
diferentes concentragdes, exceto no grupo controle, que recebeu somente 200
puL/pogco da suspensdo de fibroblastos, na mesma concentracao celular. Apods o
tratamento as placas foram incubadas por 24 horas em estufa de cultura a 37 °C e 5%
de CO.,. Apds a incubagao foi adicionado em cada pogo 100 yL de MTT (solugdo 5

mg/mL), e incubadas por 3 horas em estufa de cultura a 37 °C e 5% de CO,. Apds
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este periodo, o sobrenadante foi removido e acrescentou-se 100 pL de dimetil
sulfoxido (DMSQO) a 10% para a dissolugao dos cristais de formazan, que se formaram
e se apresentaram como precipitado.

Os resultados foram adquiridos em espectrofotdbmetro (Thermo Plate — TR-Reader)
para a obtencdo da densidade 6ptica determinada a uma absorbancia no comprimento
de onda de 540 nm. Os resultados expressam a porcentagem média de células
viaveis. O valor da densidade 6ptica do grupo controle ndo tratado foi considerado
como 100% de viabilidade celular e os resultados das demais células tratadas foram
comparadas a este valor. Foram expressos também os valores de [Csy (ICsq -
concentracdo de uma determinada substancia necessaria para inibir 50% de um
processo bioldgico) e o R? (coeficiente de correlacdo) para as células tratadas. Todas

as concentracdes foram realizadas em octoplicatas.

3.7 Analise das fases do ciclo celular e morte celular — Citometria de fluxo

Foi adicionado em placas de Petri de 2 cm? (Nunc, Brand Products, Germany)
1 mL da suspensdo de fibroblastos na concentragdo de 1x10° células/mL e
incubadas em estufa de cultura a 37 °C e 5% de CO,, overnight. Os fibroblastos
atingiram, apds este periodo a confluéncia de 70%, quando foram adicionados 500 uL
das solugdes de colageno super hidrolisado, colageno hidrolisado e gelatina na
concentragdo de 50 mg/mL de proteina, exceto no grupo controle, que recebeu
somente 1,5 mL da suspensdo de fibroblastos, na mesma concentragédo celular. O
sobrenadante foi aspirado com o auxilio de uma bomba de vacuo e apds o periodo de
incubacao de 24, ou 48, ou 72 ou 96 horas, as suspensdes celulares aderidas foram
removidas pelo tratamento com 30 mg/mL de solugdo de tripsina por 10 minutos a
temperatura ambiente e inativada em seguida com 5 g/L do inibidor de tripsina e 0,1
g/L de ribonuclease — A. As células foram incubadas com solugdo de iodeto de
propidio (2 mg/mL, Sigma), para a avaliagdo da quantidade e integridade do DNA nas
fases do ciclo celular. A distribuicdo das fases do ciclo celular foi realizada em
citbmetro de fluxo FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Os resultados
obtidos pelo programa de aquisicdo Cell-Quest adquirido no citdmetro foram
analisados pelo software WinMDI 2.8 FACS. A aquisicdo da populagao celular, em
meédia de 10.000 eventos foi realizada pelo programa “Cell Quest” (BD) e o conteudo
de DNA medido em intensidade de fluorescéncia (FL2). Os resultados foram
expressos em porcentagem média de células distribuidas nas diferentes fases do ciclo
celular: apoptose (sub-diploide), GO/G1, S e G2/M. O teste foi realizado em oito

réplicas para cada proteina.
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3.8 Andlise da Biossintese de colageno — Picrosirius (Sirius red)

Foram adicionados em placas de 96 orificios 100uL/pogo da suspensdo de
fibroblastos na concentragdo de 5x10* células/mL e incubadas por 18 horas em estufa
de CO, a 37 °C. Apods este periodo de incubacao foram adicionados 100 uL/pogo das
solugdes de proteinas nas diferentes concentragdes, o grupo controle nao tratado
recebeu somente a suspenséo de fibroblastos na mesma concentragdo, num volume
final de 200 pL/poco. As células foram incubadas por 24 ou 48 horas em estufa de
cultura a 37 °C e 5% de CO..

Na seqliéncia as células foram lavadas duas vezes com solugéo tampéo PBS,
fixadas por 1 hora com 200 uL/pogo de solugéo Bouin a temperatura ambiente. Apos a
fixagdo as ceélulas foram lavadas duas vezes com agua destilada e secadas a
temperatura ambiente por 2 horas. Apds secagem as placas foram coradas com 200
pL/poco de solugédo vermelho Sirius (0,5 g vermelho Sirius F3B Gurr BDH, 500 mL
solugdo aquosa saturada de acido picrico e acido picrico solido, para aumentar a
saturagdo) por 1 hora, sob leve movimento a temperatura ambiente, protegido da luz.
Apds coloragao o sobrenadante foi removido por aspiragdo em bomba de vacuo, as
placas foram lavadas com 250 pL/poco de HCI 0,01 mol/L para a remocao do corante
nao fixado. Os colagenos corados no interior das células e os secretados para o meio
foram solubilizadas pela adigdo de 150 yL de NaOH 0,1 mol/L por 1 hora sob agitagao.

Os resultados foram adquiridos em espectrofotdmetro (Thermo Plate — TR-
Reader) para a obtencdo da densidade optica determinada a uma absorbancia no
comprimento de onda de 550 nm. Os resultados expressam a porcentagem média de
sintese de colageno. O valor da densidade optica do grupo controle n&o tratado foi
considerado como 100% de sintese de colageno e os resultados das demais células
tratadas foram comparadas a este valor para obtengdo da taxa de biossintese dos
demais grupos. Cada concentragéo foi analisada em octuplicata. Os resultados foram

comparados com a curva de padréo do colageno tipo | da Sigma (Sigma, Alemanha).

3.9 Anadlise das imagens pelo programa Image J 1.40

As contagens de células das micrografias foram realizadas com o auxilio do
software analisador de imagens Imaged 1.40. Foram realizadas 9 capturas de cada
condicao de tratamento dos fibroblastos em placas de 96 orificios, utilizando-se o
sistema de camara digital Sony-CCD, com 5,0 mega pixel de resolugao, e zoom
optico de 6,0 vezes, acoplada ao microscépio invertido Zeiss. A imagem inicialmente

capturada em microscopia de luz polarizada foi convertida para escala de cinza (8-
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bits). A partir dessa imagem foi obtida a imagem binaria (conversao para preto e
branco). Essa imagem foi entdo submetida a ferramenta de “threshold” do programa
para separagado do tom preto da célula do tom branco do “background”, dando origem
a imagem que foi analisada pela ferramenta de contagem automatica de particulas, no
caso celulas. No programa, os pixels com valores de brilho maior ou igual do que o
menor “threshold” e menor ou igual ao maior threshold sdo mostrados em vermelho. A
ferramenta de contagem automatica de particulas faz uma varredura na imagem,

contanto os objetos marcados pelo threshold, realizado anteriormente.

3.10 Anadlise estatistica

A analise estatistica foi obtida pelo método de Varidncia — ANOVA com teste
comparativo multiplo de Tukey. Os valores foram expressos em média * desvio
padrao, de cada experimento. Os valores significantes foram considerados com
p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagado as amostras de colageno e derivados

As analises fisico-quimicas das amostras de colageno e os perfis
cromatograficos das amostras utilizadas neste trabalho estéo apresentados nos Anexo
AaD.

4.2 Ensaio de adesao celular

Um dos objetivos propostos neste trabalho foi a avaliagao do grau de afinidade
que o modelo celular empregado apresentaria, apds os tratamentos propostos, através
da anadlise de adesao celular. As propriedades adesivas do colageno hidrolisado,
assim como da gelatina em fibroblastos de pele, vém sendo amplamente estudadas
nas areas da bioengenharia e no desenvolvimento de matrizes (MAA et al., 2003;
DAIA et al.,, 2005; DUTTA et al.,, 1995; LIU et al.,, 2007), bandagens, biofilmes,
enxertos, como recurso para tratamentos de recuperagéo de tecido cutaneo, feridas,
Ulceras e queimaduras. Li e colaboradores, 2005 em um estudo comparativo entre
colageno, colageno hidrolisado e gelatina em queratindcitos mostraram que estas
proteinas tém efeito sobre as células testadas, sendo um dos efeitos pesquisados a
adeséo celular.

Nos graficos a seguir foi demonstrado, que os fibroblastos de pele humana

normal aderem as proteinas do colageno e fragdes de maneira significativa.
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4.2.1 Analise do ensaio de adesao celular
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Figura 5: Andlise da adeséo celular dos fibroblastos normais tratados por 24 horas, com colageno super
hidrolisado, colageno hidrolisado e gelatina.

A figura 5 mostra o grafico do ensaio de adeséo celular para as trés amostras
testadas durante 24 horas de cultura. As células tratadas com as trés amostras de
colageno apresentaram altas taxas de adesao, superiores ao controle. Este resultado
de certa maneira ja era esperado, devido ao fato de que estas proteinas sao
conhecidas pelas suas propriedades adesivas (LI et al., 2005). No entanto, esta
analise entre as trés amostras de colagenos de perfis moleculares diferentes em
culturas de fibroblastos normais foi algo inovador proposto neste trabalho e provou
que, independente do tamanho da molécula de colageno, ha ades&o em relevantes
indices.

O aumento da taxa de adesdo para as células tratadas com a amostra de
colageno super hidrolisado em comparagédo ao controle foi de 1,7 vezes maior na
concentragdo de 0,1 mg/mL e 1,9 vezes na concentragdo de 50 mg/mL (Figura 5). Os
valores de adesao nas concentragbes de 0,1 mg/mL até 12 mg/mL nao diferem
estatisticamente, enquanto que a concentragdo de 25 mg/mL difere estatisticamente,
apenas da concentragdo 0,1 mg/mL. Ja a concentragcdo de 50 mg/mL difere
significantemente de todas as concentragbes analisadas.

As células tratadas com a amostra de colageno hidrolisado também apresentou
altos indices de adesao celular em comparagéo ao controle (Figura 5). Em todas as
concentragdes testadas, os resultados foram estatisticamente iguais, € o aumento de
adesao para esta amostra de colageno hidrolisado foi 1,7 vezes maior que o controle.
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O perfil de adesao celular encontrado na anadlise das células tratadas com a
amostra de gelatina foi o que apresentou maiores indices de adeséao celular entre as
trés as amostras testadas (Figura 5). O ponto inicial de tratamento 0,1 mg/mL
promoveu um aumento de 1,7 vezes adesao e de 2,3 vezes na concentragcido de
50 mg/mL.

Os resultados sugerem que independente da concentragcdo e da amostra
protéica, os fibroblastos aumentaram suas capacidades adesivas frente ao
tratamentos protéicos, sendo que as maiores taxas de adesdo foram obtidas pela
amostra de gelatina, seguida de colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado.

As analises estatisticas comparativa entre os diferentes grupos tratados versus

o controle encontram-se nos Anexos E a N.

4.3 Citotoxicidade celular e capacidade proliferativa — ensaio de MTT

O ensaio de MTT é amplamente utilizado para quantificar a proliferagdo e
citotoxicidade celular. Este teste proporciona analisar a funcionalidade mitocondrial e
consequentemente a viabilidade celular. O ensaio de MTT consiste na medida da

atividade da succinato desidrogenase das células.
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4.3.1 Citotoxicidade e viabilidade celular — Colageno super hidrolisado
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Figura 6: Histograma do experimento de citotoxicidade e viabilidade celular pelo método do MTT em
cultura de fibroblastos normais tratadas por 24 horas, com colageno super hidrolisado. Os
valores das médias foram expressos em % de viabilidade celular + desvio padrédo e o grau de
significancia obtido pelo teste de Variancia de ANOVA comparado ao controle.

Analisando os resultados obtidos no grafico da figura 6 pode-se observar que
nas menores concentragdes 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1,5 e 3,0 mg/mL todas as células
diminuiram os indices de viabilidade de maneira significante, quando comparado ao
controle, porém nao mostrando atividade téxica maior que 30% em média. A partir da
concentragdo 6,0 mg/mL até a concentragéo final de 50 mg/mL, todos os resultados
foram estatisticamente iguais ao controle.

Os resultados sugerem que as células tratadas com colageno super hidrolisado
em todas as concentragOes testadas ndo apresentaram efeito téxico, mantendo a
viabilidade celular, porém sem efeito proliferativo. Os valores de ICs, € R? das células
tratadas com colageno super hidrolisado foram 17 mg/mL e 0,92 respectivamente.
Quando analisamos os valores da IC50% e o indice de correlagdo (R?) desta amostra,
estes resultados sugerem que estas células apresentam correlagdo entre a

concentragao e a sua especificidade.
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4.3.2 Citotoxicidade e viabilidade celular — Colageno hidrolisado
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Figura 7: Histograma do experimento de citotoxicidade e viabilidade celular pelo método do MTT em
cultura de fibroblastos normais tratadas por 24 horas, com colageno hidrolisado. Os valores
das médias foram expressos em % de viabilidade celular + desvio padrdo e o grau de
significancia obtido pelo teste de Variancia de ANOVA comparado ao controle.

As células tratadas com a amostra de colageno hidrolisado apresentaram os
maiores indices de viabilidade celular, quando comparada ao controle (Figura 7). A
viabilidade celular seguiu uma curva do tipo dose-resposta. A concentragédo de 0,1
mg/mL foi estatisticamente igual ao controle, e a partir da concentragédo de 0,2 mg/mL,
houve aumento da viabilidade e inducdo da proliferacdo celular, comparado ao
controle.

No grafico apresentado na figura 7, o perfil de dose/resposta, nas
concentragdes de 0,2 e 0,4 mg/mL mostrou um aumento de cerca de 1,1 vezes mais
que o controle. Nas concentragdes 0,8 até 6,0 mg/mL o aumento médio foi de 1,3
vezes, e no intervalo de 12 a 50 mg/mL o aumento foi cerca de 1,6 vezes, que o
controle ndo tratado.

Nenhuma das concentragdes apresentaram efeitos toxicos significativos, a
partir da concentragdo 0,2 mg/mL ha uma aumento da resposta proliferativa. Os
valores de ICs, e R? das células tratadas com colageno hidrolisado foram 8 mg/mL e
0,90 respectivamente. Considerando o IC50%, para estas células foi menor que a
amostra anterior, e o seu coeficiente de correlagdo (R?), mostrou especificidade na

indugao da resposta proliferativa.
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4.3.3 Citotoxicidade e viabilidade celular — Gelatina
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Figura 8: Histograma do experimento de citotoxicidade e viabilidade celular pelo método do MTT em
cultura de fibroblastos normais tratadas por 24 horas, com com gelatina. Os valores das

médias foram expressos em % de viabilidade celular + desvio padrdo e o grau de
significancia obtido pelo teste de Variancia de ANOVA comparado ao controle.

Considerando as médias de viabilidade celular obtidas nesse experimento
(Figura 8), pode-se observar os menores valores de viabilidade celular nas duas
concentragdes iniciais de gelatina, 0,1 a 0,4 mg/mL. Nas concentragdes de 0,1 mg/mL
até 0,8 mg/mL os valores médios obtidos de viabilidade e proliferagéo celular foram
inferiores ao controle, demonstrando que este composto ndo apresenta efeitos toxicos
significativos.

A partir da concentragédo de 1,5 a 50 mg/mL, os resultados demonstraram de
modo significante, aumento de viabilidade celular e da resposta proliferativa em
relagdo ao controle. Os valores de ICs, € R? das células tratadas com gelatina foram
18 mg/mL e 0,80 respectivamente. A IC50% calculada e o coeficiente de correlagéo
(R?) demonstraram que as células tratadas com gelatina ndo apresentaram efeito
dose-resposta significativa em comparagdo as demais amostras com baixa

especificidade de resposta.
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4.3.4 Andlise comparativa das amostras dos colagenos nos experimentos de

citotoxicidade e viabilidade celular
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Figura 9: Histogramas das médias da citotoxicidade e da viabilidade celular em cultura de fibroblastos
normais tratadas por 24 horas, com colageno super hidrolisado, colageno hidrolisado e
gelatina. Os valores das médias foram expressos em % de viabilidade celular + desvio
padrdo e o grau de significancia obtido pelo teste de Varidncia de ANOVA comparado ao
controle.

As células tratadas com as amostras de colageno testadas ndo apresentaram
efeitos toxicos sobre os fibroblastos normais, mantendo a viabilidade celular, porém
sem efeito proliferativo, exceto a amostra de colageno hidrolisado, onde os resultados
sugerem indugéo da proliferagéo celular, apresentando efeito dose/resposta.

Destaca-se também que os efeitos das células tratadas com as amostras de
colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado foram especificos, enquanto a
amostra de gelatina ndo apresentou especificidade nas respostas de proliferagdo e
viabilidade celular. As analises estatisticas realizadas entre os diferentes grupos

tratados versus o controle encontram-se nos Anexos O a X.
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4.4 Biossintese de Colageno — ensaio de Picrosirius-red

A técnica de Picrosirius estima quantitativamente o colageno recém
sintetizado e o colageno total acumulado, durante o periodo de cultura. Este
parametro é fisiologicamente mais significante do que a taxa de incorporagao de *H-
prolina, pois o colageno neosintetizado pode ser degradado antes da deposigdo na
MEC. O vermelho de Picrosirius tem a capacidade de detectar as finas fibras, como
também as fibras, que foram depositas na MEC de maneira quantitativa.

As moléculas de colageno apresentam uma birrefringéncia classica,
caracteristica desta proteina. S&o ricas em aminoacidos basicos, que reagem
fortemente com o corante acido. Sirius red € um corante acido forte, que reage com o
colageno e promove o aumento da birrefringéncia. O aumento da birrefringéncia
promovida pela metodologia de Picrosirius & especifica para colageno, especifica para
deteccao de colageno em tecidos (JUNQUEIRA, 1979; MONTES, 1996). O colageno
tipo | na técnica de Picrosirius aparece sob luz polarizada, como espessas fibras, com
forte birrefringéncia, corada de vermelho ou amarelo, enquanto o colageno tipo lli
aparece como finas fibras com fraca birrefringéncia, coradas de verde. A cor da
birrefringéncia do colageno & determinada pelo didmetro da fibra e n&o pelo tipo
genético de colageno (JUNQUEIRA e MONTES, 1983). Este ensaio foi realizado em
dois tempos de tratamentos, 24 e 48 horas, com o objetivo de avaliar o tempo de
tratamento necessario para induzir de forma expressiva a biossintese de colageno,

apos os diferentes tratamentos dos fibroblastos normais.
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4.4.1 Biossintese de colageno — ensaio de Picrosirius 24 horas

4411 Biossintese de colageno 24 horas — Colageno super hidrolisado
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Figura 10: Analise da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais tratadas por 24 horas,
com colageno super hidrolisado, pela técnica de Picrosirius. Os valores foram expressos em
% de sintese de colageno * desvio padréo, e os valores de significancia obtidos pelo teste de
variancia de ANOVA comparado ao controle.

O grafico representado na figura 10 mostra a biossintese de colageno em
resposta a adigdo de colageno super hidrolisado. Quando analisamos as diferengas
estatisticas das células tratadas com colageno super hidrolisado em relagao ao grupo
controle no ensaio de Picrosirius mantidas por 24 horas de cultura, pode-se observar
um discreto aumento significante, na biossintese de colageno, nas concentragdes de
0,4, 0,8 e 3,0 mg/mL, sendo que, nas demais concentragdes os resultados s&o iguais
ao controle, exceto para as concentragbes de 25 e 50 mg/mL, que apresentaram
menores taxas de inducgao de sintese.

Ao observar os resultados, assim como as diferencas e semelhancgas
estatisticas, os resultados sugerem nas concentragdes de 0,4, 0,8 e 3,0 mg/mL, um

aumento cerca de 1,1 vezes na biossintese de colageno.
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4.4.1.2 Biossintese de colageno 24 horas — Colageno hidrolisado
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Figura 11: Anadlise da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais tratadas por 24 horas,
com colageno hidrolisado, pela técnica de Picrosirius. Os valores foram expressos em % de
sintese de colageno + desvio padrdo, e os valores de significancia obtidos pelo teste de
variancia de ANOVA comparado ao controle.

Como apresentado na figura 11, as células tratadas com a amostra de
colageno hidrolisado induziu de maneira significativa a biossintese de colageno, a
partir da concentragdo de 0,2 mg/mL, seguida de 0,4, 0,8 e 3,0 mg/m. O indice de
biossintese de colageno destas células tratadas com esta amostra variou
discretamente em relagdo ao grupo controle, com aumento em média 1,1 vezes. A
concentragdo de 50 mg/mL difere de forma significante do controle, porém para
menores indices de biossintese de colageno.

Os resultados obtidos para as células tratadas com colageno hidrolisado foram
semelhantes com os apresentados pelas células tratadas com a amostra de colageno
super hidrolisado. O indice médio de aumento de biossintese de colageno foi o
mesmo, cerca de 1,1 vezes em relagdo ao grupo controle, nas mesmas

concentracdes.
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4.4.1.3 Biossintese de colageno 24 horas — Gelatina
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Figura 12: Analise da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais tratadas por 24 horas,
com gelatina, pela técnica de Picrosirius. Os valores foram expressos em % de sintese de
colageno + desvio padréo, e os valores de significancia obtidos pelo teste de variancia de
ANOVA comparado ao controle.

As analises das médias de biossintese apresentado no grafico da figura 12
existem dois grupos de concentracbes com efeitos distintos. O primeiro grupo é
composto pelas concentragdes de 0,1 até 6,0 mg/mL, onde os resultados né&o
apresentaram diferencas, quando comparados ao controle. O outro grupo, que
corresponde as concentragbes de 12, 25 e 50 mg/mL, difere estatisticamente do
controle, com maiores indices de biossintese de colageno. O aumento de biossintese
de colageno para estas concentragdes foi de 1,2, 1,5 e 1,7 vezes mais que 0 grupo

controle respectivamente.
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4.4.1.4 Andlise comparativa da biossintese de colageno apods 24 horas de

tratamento.
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Figura 13: Andlise comparativa da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais, apds 24
horas com colageno super hidrolisado, colageno hidrolisado e gelatina pela técnica de
Picrosirius. Os valores das médias foram expressos em % de colageno sintetizado + desvio
padrdo e o grau de significancia obtido pelo teste de Varidncia de ANOVA comparado ao
controle.

Os resultados apresentados na figura 13 mostraram, que as células tratadas
com as amostras de colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado, induziram nas
mesmas concentragdes a biossintese de colageno. O aumento observado de sintese
foi mantido até a concentragdo de 6,0 mg/mL e a partir desta concentragdo houve
queda acentuada e altamente significativa em relagdo ao grupo controle, ndo tratado.
Ja o perfil desempenhado pela a amostra de gelatina mostrou-se distinto das outras
proteinas analisadas. A gelatina induziu aumento na sintese de colageno a partir da
concentragdo de 12 mg/mL.

Sendo interessante destacar que, para as trés amostras avaliadas, a
concentragdo de 6,0 mg/mL foi o ponto divisério entre o aumento ou descréscimo de
biossintese de colageno e, além deste fato, € importante observar que as células
tratadas com colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado geraram perfis
semelhantes entre si e distinto da gelatina. Isso pode ser explicado pela similaridade
estrutural das amostras.

As analises estatisticas comparativa entre os diferentes grupos tratados versus

o controle encontram-se nos Anexos Y a HH.
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4.4.2 Biossintese de coldgeno — ensaio de Picrosirius 48 horas

4.4.21 Biossintese de colageno 48 horas — Colageno super hidrolisado
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Figura 14: Analise da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais tratados por 48 horas,
com colageno super hidrolisado, pela técnica de Picrosirius. Os valores foram expressos em
% de sintese de colageno * desvio padréo, e os valores de significancia obtidos pelo teste de
variancia de ANOVA comparado ao controle.

A analise dos resultados da biossintese de colageno, apds 48 horas de
tratamento com colageno super hidrolisado (Figura 14) sugere que, exceto nas
concentragbes de 25 e 50 mg/mL, houve um aumento altamente significativo de
biossintese de colageno, comparado ao grupo controle. Nas concentragbes de 0,1
mg/mL até 0,8 mg/mL o aumento da biossintese de colageno foi cerca de 1,5 vezes
maior que o controle, enquanto que nas concentragdes de 1,5 mg/mL até 6,0 mg/mL o
aumento foi cerca de 1,8 vezes. O perfil dos resultados obtidos no ensaio de
Picrosirius de 48 horas para estas células tratadas com esta amostra foram
semelhantes aos obtidos nos experimentos de 24 horas, entretanto ocorreu um

aumento em média de 1,6 vezes.
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4.4.2.2 Biossintese de colageno 48 horas — Colageno hidrolisado
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Figura 15: Analise da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais tratados por 48 horas,
com colageno hidrolisado, pela técnica de Picrosirius. Os valores foram expressos em % de
sintese de colageno + desvio padrdo, e os valores de significancia obtidos pelo teste de
variancia de ANOVA comparado ao controle.

Os resultados encontrados no ensaio de biossintese de colageno no
tratamento com colageno hidrolisado por 48 horas (Figura 15) apresentaram um perfil
semelhante com os resultados da amostra de coldgeno super hidrolisado. A
biossintese de colageno aumentou até a concentracdo de 6,0 mg/mL de colageno
hidrolisado e a partir da concentragdo de 12 mg/mL houve queda.

O aumento de sintese obtido nas concentragdes de 0,1 mg/mL até 0,4 mg/mL
foi cerca de 1,6 vezes maior em relagdo ao controle e nas concentragbes de 0,8
mg/mL até 6,0 mg/mL foi cerca de 1,8 vezes.

Os resultados obtidos apos 48 horas para as células tratadas com a esta
amostra reproduziu o mesmo perfil que as culturas de 24 horas, porém este aumento

nos experimentos de 48 horas foi altamente significativo.
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4.4.2.3 Biossintese de colageno 48 horas — Gelatina
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Figura 16: Analise da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais tratados por 48 horas,
com gelatina, pela técnica de Picrosirius. Os valores foram expressos em % de sintese de
colageno + desvio padréo, e os valores de significancia obtidos pelo teste de variéncia de
ANOVA comparado ao controle.

O perfil de biossintese de colageno em resposta a amostra de gelatina (Figura
16) diferiu das amostras anteriores analisadas nos experimentos de 48 horas. As taxas
de biossintese de colageno foram aumentadas em resposta as maiores
concentragdes, sendo que até a concentracdo de 0,4 mg/mL os resultados n&o
diferiram significativamente em relagéo ao controle, a partir da concentragdo de 0,8
mg/mL ocorreu aumento na biossintese, até a concentragao final de 50 mg/mL. Nas
concentragdes de 0,8 mg/mL e 3,0 mg/mL houve aumento médio de 1,4 vezes,
quando comparado ao controle, e a partir da concentragao de 6,0 mg/mL até 50
mg/mL o aumento foi em média de 1,6 vezes maior.

O perfil de sintese de colageno obtido no tempo de tratamento de 48 horas
para as células tratadas com a amostra de gelatina reproduziu o obtido no tempo de
24 horas. Nas concentragdes iniciais os resultados nao diferiram do controle, e nas
maiores concentragdes houve aumento altamente significativo, com indices

semelhantes ao observados apds 24 horas.



51

4.4.2.4 Andlise comparativa da biossintese de colageno no periodo de 48

horas de tratamento.
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Figura 17: Analise comparativa da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais por 48
horas, com colageno super hidrolisado, colageno hidrolisado e gelatina pela técnica de
Picrosirius. Os valores foram expressos em % de sintese de colageno * desvio padréo, e os
valores de significancia obtidos pelo teste de variancia de ANOVA comparado ao controle.

As amostras de colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado
apresentaram perfis semelhantes e com maiores indices de biossintese de colageno
até a concentragdo de 6 mg/mL, quando comparadas aos fibroblastos tratados com a
amostra de gelatina e o grupo controle, apés 48 horas de cultura.

O aumento de biossintese de colageno induzido pelas amostras de colageno
super hidrolisado e colageno hidrolisado foi observada até a concentragdo de 6,0
mg/mL, e a partir da concentragdo 12 mg/mL houve decréscimo. A amostra de
gelatina, o perfil de biossintese de colageno obtido foi crescente com o aumento da
concentragéo.

As analises estatisticas comparativa entre os diferentes grupos tratados versus
o controle encontram-se nos Anexos Il a RR.
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4.4.2.5 Analise comparativas biossintese de colageno nos periodos de 24 e 48

horas de tratamento

240 —o- Colageno super hidrolisado - 24 horas =%¥— Colageno super hidrolisado - 48 horas
-l- Colageno hidrolisado - 24 horas —&— Colageno hidrolisado - 48 horas
—k— Gelatina - 24 horas —@- Gelatina - 48 horas
200
S)
o
& 160
o
o
o
(8]
3 120
]
3
£
? 80—
40

CO 01 02 04 08 15 30 60 12 25 50

Concentragao [mg/ml]

Figura 18: Andlise comparativa da biossintese de colageno em cultura de fibroblastos normais por 24 e
48 horas com colageno super hidrolisado, colageno hidrolisado e gelatina pela técnica de
Picrosirius.

Os experimentos de Picrosirius realizados apos 24 e 48 horas de tratamento
foram plotados em conjunto e apresentadas na figura 18.

Os resultados mostraram que apos 48 horas de tratamento, todas as amostras
na maioria das concentradas testadas, estimularam a biossintese de colageno pelos
fibroblastos normais.

O aumento foi significativo em relagdo ao controle em comparagao as células
tratadas com o colageno super hidrolisado apds 24 horas, em média de 1,1 vezes.
Enquanto, que apdés 48 horas a biossintese de colageno foi estimulada
significativamente e em média de 1,7 vezes.

A analise comparativa das células tratadas com a amostra de colageno
hidrolisado mostrou indices médios de aumento de biossintese de 1,1 e de 1,7 vezes,
nos periodos de 24 e 48 horas, respectivamente.  Por outro lado, as células tratadas
com a amostra de gelatina mostraram indices de aumento de 1,5 vezes, em ambos os

periodos de tratamento.



53

Em resumo, nos ensaios de Picrosirius de 48 horas, todas as células tratadas
estimularam em indices significantes a biossintese de colageno, em relagdo ao

tratamento de 24 horas.

4.4.3 Analise do numero de fibroblastos normais mantidos em cultura por 48 horas

no ensaio de Picrosirius pelo programa Image J

As contagens de células das fotomicrografias foram realizadas com o auxilio do
programa de analise de imagens Image J 1.40. Foram realizadas 9 capturas de cada
condicdo de tratamento dos fibroblastos em placas de 96 orificios, utilizando-se o
sistema de camara digital Sony-CCD, com 5,0 mega pixel de resolugao, e zoom 6ptico
de 6,0 vezes, acoplada ao microscopio invertido Zeiss, aumento final de 240X,
(Figuras 19 a 22).
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4.4.3.1 Fotomicrografia dos fibroblastos normais mantidos em cultura por 48 horas -

Colageno super hidrolisado

Figura 19: Fotomicrografia dos fibroblastos normais mantidos em cultura por 48 horas e tratados com a
amostra de colageno super hidrolisado — 6 mg/mL. (A) Imagem capturada pelo sistema de
captura Sony- CCD. (B) Imagem convertida para a escala de cinza com 8-bits de resolugéo.
(C) Imagem binaria. (D) Aplicagéo do “Threshold” do programa Image J.
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4.4.3.2 Fotomicrografia dos fibroblastos normais mantidos em cultura por 48 horas -

Colageno hidrolisado

Figura 20: Fotomicrografia dos fibroblastos normais mantidos em cultura por 48 horas e tratados com a
amostra de colageno hidrolisado — 6 mg/mL. (A) Imagem capturada pelo sistema de captura
Sony- CCD. (B) Imagem convertida para a escala de cinza com 8-bits de resolugéo. (C)
Imagem binaria. (D) Aplicagdo do “Threshold” do programa Image J.
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4.4.3.3 Fotomicrografia dos fibroblastos normais mantidos em cultura por 48 horas —

Gelatina

Figura 21: Fotomicrografia dos fibroblastos normais mantidos em cultura por 48 horas e tratados com a
amostra de gelatina — 6 mg/mL. (A) Imagem capturada pelo sistema de captura Sony- CCD.
(B) Imagem convertida para a escala de cinza com 8-bits de resolugdo. (C) Imagem
binaria. (D) Aplicagéo do “Threshold” do programa Image J.
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4.4.3.4 Fotomicrografia dos fibroblastos normais mantidos em cultura por 48 horas —

Grupo Controle - nao tratado.
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Figura 22: Fotomicrografia dos fibroblastos normais ndo tratados mantidos em cultura por 48 horas -
grupo controle. (A) Imagem capturada pelo sistema de captura Sony- CCD. (B) Imagem
convertida para a escala de cinza com 8-bits de resolug&o. (C) Imagem binaria. (D) Aplicagdo
do “Threshold” do programa Image J.

O valor médio do numero de células encontradas para a amostra de colageno
super hidrolisado (Figura 19) foi de 300 + 9,6 células por area analisada em cada
fotomicrografia. Para a amostra de colageno hidrolisado (Figura 20) o nimero médio
de células foi de 310 + 8,7. A amostra de gelatina (Figura 21) apresentou em média
270 £ 9,4 células por area analisada. O grupo de células nao tratadas — grupo controle
apresentou em média de 180 + 7,6 células (Figura 22).

As fotomicrografias das células tratadas com as amostras de proteinas no
ensaio de Picrosirius — 48 horas na concentragdo de 6 mg/ml, representaram numero
de células um perfil semelhante do obtido pelo ensaio de Picrosirius, sendo que as
amostras de colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado apresentaram numeros

similares e uma discreta diferenga da amostra de gelatina. Entretanto isso nao
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significa necessariamente que houve aumento do numero de células, pois a

metodologia empregada de Picrosirius avalia a sintese de colageno e n&o celular.

4.5 Analise das fases do ciclo celular - ensaio de citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite avaliagdes qualitativa e quantitativa das células e
de seus constituintes, como também analisar o conteiddo de DNA e RNA,
cromossomos, ploidia das células tumorais. Os experimentos de citometria de fluxo
utilizado para a avaliacdo e a distribuicdo das fases do ciclo celular foram avaliados
apos 24, 48, 72 ou 96 horas de tratamento com as diferentes amostras de proteinas
colagénicas na concentragao de 50 mg/mL de proteina.

4.5.1 Analise das fases do ciclo celular

Os fibroblastos normais cultivados por 24 horas com as amostras de colageno
super hidrolisado apresentaram modificagbes quantitativas na distribuicdo da
populagdo de células quiescentes GO/G1, em relagdo ao grupo controle (Tabela 1 e
Figura 23). A porcentagem de células distribuidas na fase G0/G1 apds o tratamento
com a amostra de colageno super hidrolisado foi de 46%. Quando comparadas as
demais fases do ciclo celular S, G2/M e apoptose, a amostra de colageno super
hidrolisado e o grupo controle, ndo apresentaram diferengas significantes. Nao foram
observadas diferengas entre as amostras de colageno hidrolisado e gelatina, quando
comparadas ao grupo controle.

A populagédo de células que apresentaram DNA fragmentado ou apoptdtica,
apos 24 horas de tratamento s6 foi encontrada no tratamento com a amostra de
gelatina.

Analisando os resultados dos fibroblastos tratados com as proteinas
colagénicas no tempo de tratamento de 48 horas, pode-se observar diferenga
estatistica em relacdo ao controle, nos resultados das células tratadas com colageno
super hidrolisado e colageno hidrolisado na fase S do ciclo celular e na fase de morte
celular apoptética. As células tratadas com colageno super hidrolisado e colageno
hidrolisado apresentaram 32,2% e 28,5% de células na fase S, respectivamente, e de
18,9% de células no grupo controle ndo tratado (Tabela 2). Na fase de morte celular
as porcentagens de células encontradas no tempo de tratamento de 48 horas foram de
7,8% para os grupos tratados com colageno super hidrolisado, 8,2% para o grupo
tratado com colageno hidrolisado que diferiram também de modo significante do grupo



59

controle nao tratado 22,4% (Tabela 2). As células tratadas com gelatina nao diferiram
significativamente do grupo controle.

As células tratadas com colageno e derivados apds 72 horas (Tabela 3) e 96
horas (Tabela 4), em nenhuma das fases do ciclo celular apresentaram diferengas
significativas, quando comparadas ao grupo controle.

Os valores obtidos apos 24, 48, 72 e 96 horas demonstraram que ao longo ao
tratamento houve aumento de células mortas em todos os grupos tratados e aumento
de células na fase S para as amostras de colageno super hidrolisado e colageno
hidrolisado, durante 48 horas. Na fase quiescente G0/G1 as células se mantiveram em
torno de 40% em todos os tempos de tratamentos. Na fase G2/M houve decréscimo,
apos 24 horas, 48 horas e se mantendo até 96 horas.

As analises estatisticas entre os diferentes grupos tratados versus o controle

encontram-se nos anexos SS a HHH.

4 .5.1.1 Anélise das fases do ciclo celular — 24 horas de tratamento

TABELA 1: Porcentagem de fibroblastos normais distribuidos nas diferentes fases do ciclo celular, apos
24 horas de tratamento com as amostras de colageno super hidrolisado, colageno
hidrolisado e gelatina.

. Colageno .
Fases do ciclo Colageno :

Controle super s Gelatina

celular . ; hidrolisado

hidrolisado

Apoptose 49+0,5 23+1,0 29+15 7,0£2,0
GO/G1 36,6 £4,0 45,5 +4,0* 40,5 +1,5 38,51 3,0
S 18,2+ 3,0 16,9+ 1,0 17,3+4,0 18,1+1,0
G2/M 29,7+5,0 29,6 £1,0 30,2140 28,8 £ 3,0

Os valores foram expressos em porcentagem (%) de células + desvio padrédo e os valores de
significancia obtidos pelo teste de variancia de ANOVA comparado ao controle.
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FIGURA 23: Histograma das imagens das fases do ciclo celular, apds 24 horas de tratamento. Analise
das fases do ciclo celular no ensaio de citometria de fluxo 24 horas de tratamento e
analisadas pelo programa e WinMDI 2.8 FACS. A) controle, B) colageno super hidrolisado,
C) colageno hidrolisado e D) gelatina. A area identificada como M3 representa a populacdo
na fase GO/G1, a area M2 a populagédo na fase S, a area M1 a populagcdo em

proliferagédo/divisdo fase G2/M, a area M4 — DNA fragmentado/ apoptético e M5 — restos
celulares/ necrose.

4 .5.1.2 Anélise das fases do ciclo celular — 48 horas de tratamento

TABELA 2: Porcentagem de fibroblastos normais distribuidos nas diferentes fases do ciclo celular, apos
48 horas de tratamento com as amostras de colageno super hidrolisado, colageno
hidrolisado e gelatina.

Fases do Colageno Colageno
. Controle super s Gelatina
ciclo celular . X hidrolisado
hidrolisado
Apoptose 224 +3,0 7,8 £ 3,0** 8,2+4,0* 17,6 £4,0
GO/G1 43,7+1,0 443+20 47,2+ 3,0 444 +20
S 18,9+ 2,0 32,2 £ 3,0*** 28,5+ 4,0* 223+2,0
G2/M 14,9+1,0 15,6 £ 2,0 16,2+ 2,0 15,8+ 2,0

Os valores foram expressos em porcentagem (%) de células + desvio. e os valores de significancia
obtidos pelo teste de varidncia de ANOVA comparado ao controle.
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4.5.1.3 Analise das fases do ciclo celular — 72 horas de tratamento

TABELA 3: Porcentagem de fibroblastos normais distribuidos nas diferentes fases do ciclo celular, apos
72 horas de tratamento com as amostras de colageno super hidrolisado, colageno
hidrolisado e gelatina.

Fases do Colageno Colageno
. Controle super s Gelatina
ciclo celular Lo hidrolisado
hidrolisado
Apoptose 27914 2265 26,5+ 2 32,8+2
GO/G1 43,4+ 3 43,7+ 2 42,8 +2 43,13
S 13,82 17,212 12,0+ 4 9,22
G2/M 149+ 1 16,5+3 18,72 149+3

Os valores foram expressos em porcentagem (%) de células + desvio e os valores de significancia obtidos
pelo teste de variancia de ANOVA comparado ao controle.

4.5.1.4 Analise das fases do ciclo celular — 96 horas de tratamento

TABELA 4: Porcentagem de fibroblastos normais distribuidos nas diferentes fases do ciclo celular, apos
96 horas de tratamento com as amostras de colageno super hidrolisado, colageno
hidrolisado e gelatina.

Fases do ciclo Colageno Colageno
Controle super S Gelatina

celular Lo hidrolisado

hidrolisado

Apoptose 248+4 30,07 30,2+3 2434
GO/G1 43,8+ 2 35917 351+3 452 +1
S 15,5+2 14,5+ 1 15,6 £+ 4 14,6 +3
G2/M 15,9+ 2 1956+4 16,9+ 2 15,9+ 2

Os valores foram expressos em porcentagem (%) de células + desvio e os valores de significancia obtidos
pelo teste de variancia de ANOVA comparado ao controle.
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5 DISCUSSAO

O envelhecimento da pele humana é caracterizado pela progressiva perda de
tecido cutdneo. Acredita-se que o mecanismo envolvido nesta perda tecidual idade-
dependente, pode ser devido a um aumento da degradagao da MEC, pela diminuigédo
da sintese ou pelo aumento dos processos catabdlicos (OHGUCHI et al., 2006;
RAVELOJAONA et al., 2007). No envelhecimento cutaneo o primeiro relato é a
redugéo no nivel de colageno tipo |, o principal componente da derme (JUNG et al.,
2007). Com a destruicdo do colageno que ocorre durante as décadas iniciam-se os
sinais aparentes de alteragdo na pele, os quais sdo resultados do efeito crénico a
exposi¢ao solar e do proprio envelhecimento natural (YAMAMOTO et al., 2006). A
introdugdo de um agente eficaz para a manutengao da pele durante o envelhecimento
€ importante, possibilitando a redugéo destes efeitos, por exemplo, na formagao das
rugas (LEE et al., 2007).

Neste projeto foram avaliados os efeitos proliferativos e de biossintese de
colageno, em fibroblastos humanos de derme normal tratados com colageno bovino e
derivados de diferentes perfis moleculares, colageno super hidrolisado, colageno
hidrolisado e gelatina, em diferentes ensaios, adesao, viabilidade celular, sintese de
colageno e modificagdes nas fases do ciclo celular.

Os resultados do ensaio de adesdo celular em culturas de fibroblastos de pele
humana normal, tratadas com colagenos bovino e derivados sugerem que,
independente do tamanho da molécula de colageno, houve aumento significativo dos
indices de adeséao celular (Figura 5). Independente da concentragado e da amostra, os
fibroblastos apresentaram afinidade pelas proteinas analisadas, sendo que as maiores
taxas de adesdo foram obtidas pela amostra de gelatina, seguida de colageno super
hidrolisado e colageno hidrolisado.

A adeséo celular € um parémetro importante para definir o grau de afinidade do
modelo celular empregado neste estudo. Varani, 2004, e colaboradores demonstram
que as interagbes celulares com colageno sdo mediadas por multiplos membros da
familia das integrinas 1, formando heterodimeros com as cadeias a1, a2 e a3.
Apesar de um grande numero de subunidades diferentes mediarem a adeséao celular
para o colageno, outras fungdes incluindo sintese de colageno, elaboragéo de enzimas
que degradam a matriz e contragao do colageno, sdo mediadas especificamente pelas
subunidades a.

Quando ocorre a interagédo do receptor ao seu ligante especifico, as alteragbes

conformacionais iniciam uma série de reagbes em cascata intermediada por enzimas,
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resultando na amplificagdo deste sinal. Esta cadeia de eventos é denominada de
transducao de sinal (LAUFENBURGER e LINDERMAN, 1993).

A transdugédo de sinal modula a resposta dos genes controlando, portanto,
fungdes celulares que incluem a sobrevivéncia, a proliferacdo, a migracdo e a
diferenciacdo. Um dos componentes celulares mais importantes na transducdo de
sinais sao as integrinas.

Estudos realizados por Gardner, 1999 e Varani, 2004 tém mostrado, por
exemplo, que além das interagdes com colageno que ocorrem por receptores com
dominio discoidina expressos em fibroblastos; que fibroblastos cultivados em matrizes
de colageno tri-dimensional resultam em fixagdo celular ao substrato, através de
receptores de integrinas de superficie celular especifica.

A adesao celular através das integrinas é seguida pela ativagdo da proteina
quinase (quinase de adesdo focal- FAK e quinase integrina-associada) no sitio de
adesdo. A fosforilagdo das proteinas por estas quinases permite que as proteinas
sejam incorporadas no formato de adesdo focal, e isto proporciona um sitio de
ancoragem para a actina citosolica, a qual polimeriza para formar o citoesqueleto de
actina.

Contracgdes das células baseadas no citoesqueleto actina-miosina promovida
pelo rigido suporte proporcionado pela estrutura de colageno geram um stress
mecanico sobre a célula ocasionando mudangas na forma, o que induz a amplificagao
do efeito indutor de sintese de colageno. Sob condigbes de stress mecanico, sinais
gerados da interagdo de fatores sollveis com seus receptores de superficie (sinais
gerados pelos proprios receptores de adesdo) sdo efetivamente traduzidos para o
nucleo por vias proteina quinase mitdgena-ativada e da via TGF-b. Genes para o
colageno intersticial, entre outros, sdo transcritos quando genes para MMP sao
reprimidos (GARDNER et al., 1999). Sob condi¢des na qual a tensdo mecanica sobre
as células é reduzida, contatos de adeséao focal dissolvem os filamentos de actina, e
estas despolimerizam. Neste estado de “relaxamento mecanico”, a transcrigdo génica
€ alterada, conseqlentemente, a sintese de colageno é diminuida e a produgdo de
MMPs é aumentada.

Os tratamentos dos fibroblastos humanos normais com colageno super
hidrolisado, colageno hidrolisado e gelatina sugerem que estas proteinas colagénicas
induziram aumento no indice de adesao celular, possivelmente pelo aumento da forca
mecanica na superficie do fibroblasto e da propria MEC de modo geral. O efeito mais
especifico para as amostras de colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado,
menores massas moleculares, pela afinidade ou avidez da ligagdo ao receptor

especifico e a geragdo de um segundo sinal para a sinalizagdo celular e, para a
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amostra de gelatina, a adesdo promovida por efeitos de simulagdo da matriz
conformacional da cultura e pelo aumento da forgca mecéanica no meio.

A avaliacao da viabilidade e citotoxicidade celular pelo ensaio de MTT mostram
que as células tratadas com as amostras de colageno super hidrolisado, hidrolisado e
gelatina em todas as concentragdes testadas nao foi toxico e nado foi capaz de induzir
efeito proliferativo significativo (Figura 9).

Considerando o guia da industria, preparado pelo Centro para avaliagdo de
droga e pesquisa (CDER) e pelo Centro de avaliagdo biolégica e pesquisa (CBER)
(1995) embasado nas regulamentagdes do FDA (Administragdo de alimentos e
drogas), pode-se considerar que apesar dos resultados de viabilidade celular das
células tratadas com colageno super hidrolisado e gelatina em baixas concentragoes,
tenham sido inferiores ao do controle, ndo consideramos estas amostras téxicas.

Esta afirmacéo pode ser confirmada pelo fato destas amostras serem produtos
de registro alimenticio, de uso ja comercial, com seus devidos registros atualizados,
garantindo a integridade e seguranga do produto para o consumo.

A descrigdo do processo de manufatura & outro ponto que pode garantir ainda
mais a qualidade do produto e seguranga para o usuario, demonstrando pelas
diversas etapas, que qualquer componente que poderia ser de risco é totalmente
neutralizado ou eliminado no decorrer do processo de obtengdo do produto. Outra
garantia que pode ser aplicada para mais uma seguranga do produto, auséncia de
citotoxicidade, sdo os laudos e certificados do controle de qualidade, que através de
varios limites, garantem a qualidade e pureza do produto.

Podemos assim, levando em consideragéo estes fatos, sugerir que os baixos
indices de viabilidade celular encontrado para os fibroblastos tratados com a amostra
de gelatina e colageno super hidrolisado em determinadas concentragdes nao
representam risco de toxicidade para a célula.

Nos ensaios de biossintese de colageno, as amostras de colageno super
hidrolisado e colageno hidrolisado, apresentaram perfis similares nos ensaios de
biossintese de colageno, apds 24 e 48 horas de tratamento (Figura 18).

E interessante destacar que, para as trés amostras avaliadas, a concentragdo
de 6,0 mg/mL foi o ponto divisério entre aumento ou descréscimo de biossintese de
colageno e, além deste fato, € importante observar que as células tratadas com as
amostras de colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado obtiveram perfis
semelhantes entre si e distintos das células tratadas com gelatina. Isso se explica
devido as semelhancgas estruturais, grau de hidrélise e cadeias polipeptidicas similares
(OHARA et al., 2007; OESSER e SEIFERT, 2003). As amostras de colageno super

hidrolisado e colageno hidrolisado possuem menor massa molecular do que a amostra
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de gelatina. Em seus processos de fabricagdo, para obtengdo dos colagenos super
hidrolisados e hidrolisados, sdo necessarias enzimas que gera cadeias polipeptidicas
menores, nao utilizadas no processo de obtencdo da gelatina. Esta agdo enzimatica
promove a clivagem destas cadeias polipeptidicas em diferentes sitios, produzindo
possivelmente dominios e radicais especificos, gerando uma proteina com estrutura e
caracteristicas diferentes.

Oesser e Seifert, 2003 utilizando colageno hidrolisado tipo I, uma fragdo de
colageno hidrolisado tipo | e colageno hidrolisado tipo Il em condrocitos bovinos
mostraram que os colagenos hidrolisados estimularam a secreg¢do de colageno nos
condrocitos, sugerindo que o colageno hidrolisado tem uma importancia nutricional
para o tecido cartilaginoso o que contribui para reduzir alteragées degenerativas na
MEC. Os condrdécitos em cultura tém forte tendéncia em diferenciar-se em fibroblastos,
0 que contribui para a importancia nutricional e de prevencdo degenerativa dos
fibroblastos.

Neste mesmo estudo Oesser e Seifert, 2003 mostraram um perfil de sintese de
colageno muito semelhante com o obtido neste projeto. O aumento de secrecdo de
colageno nos condrécitos bovinos até a concentracdo de 5 mg/mL de colageno
hidrolisado. A partir da concentragdo de 10 mg/mL houve queda, perfil muito
semelhante ao obtido neste projeto com fibroblastos de pele humana normal. As
células tratadas com as amostras de super colageno hidrolisado e colageno
hidrolisado, estimularam a sintese de colageno celular até a concentragao de 6 mg/mL
de proteina, a partir da concentragdo de 12 mg/mL houve decréscimo na sintese
celular de colageno. Os diferentes tipos de colagenos exerceram efeito estimulatério
sobre os condrocitos bovinos (OESSER e SEIFERT, 2003), o que foi explicado devido
as pequenas diferengas entre suas composigoes fibrilares, e muito provavelmente ao
produto obtido pela hidrolise. Esta hipotese podera ser aplicada nas amostras de
colageno, hidrolisado e super hidrolisado, sobre os fibroblastos humanos de pele
normal, avaliadas neste projeto. Os perfis moleculares demonstrado nos resultados
de GPC comprovam estas similaridades (Anexos B a D).

Uma andlise comparativa entre os resultados de biossintese de colageno
obtida nos experimentos de Picrosirius, apos 24 e 48 horas de tratamento, sugere que
com o aumento da fungdo do tempo, todas as células tratadas com as amostras de
proteina sao capazes de estimular a biossintese de colageno.

A técnica de Picrosirius avalia a biossintese de colageno pelo indice de
birrefringéncia das moléculas de colageno e permite a diferenciagdo das fibras de
colageno tipo | e colageno tipo lll, através de distintas coloragdes (MONTES, 1996;
JUNQUEIRA e MONTES, 1983), devido a caracteristicas diferentes entre as fibras. O
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colageno tipo | forma espessas e brilhantes fibras de colageno, que desenvolvem uma
coloragdo amarela ou vermelha. Por outro lado, o colageno tipo lll apresenta finas
fibras de pouca birrefringéncia, que se expressam através da coloragdo verde na
técnica de Picrosirius (JUNQUEIRA e MONTES, 1983). A pele é rica em colageno tipo
I, 85%, e menor concentragdo do tipo Ill, cerca de 15%. As analises das
fotomicrografias pelo programa Image — J, em culturas de fibroblastos normais
mostraram fibras espessas de coloragdo avermelhada, pela técnica de Picrosirius-
Red.

A ingestdo de peptideos de colageno melhora a fungdo da epiderme e da
derme, aumentando o didametro e a densidade das fibras de colageno na derme, pela
melhoria da forga mecanica da pele (MATSUDA et al., 2006). A forga mecanica
exercida sobre o fibroblasto desenvolve efeitos estimulatérios sobre a sintese de
colageno celular (VARANI et al.,, 2004; MATSUDA et al., 2006). Os resultados de
biossintese de colageno apos 48 horas mostram aumento da sintese de colageno
(Figura 17).

VARANI et al., 2002 utilizando fibroblastos dermais cultivados em sistema de
cultura reticulado expostos a MMP-1 relatou que, existe uma correlagdo entre a
presenca de fragmentos de colageno de alta massa molecular no reticulado, contragao
de colageno na presenca de fibroblastos dermais e diminuicdo da sintese de
procolageno tipo I. Este estudo demonstrou que a sintese de procolageno tipo | é
reduzida in vitro na presenga de fragmentos de colageno tipo | de alta massa
molecular. Quando os fragmentos gerados pela agdo de MMPs colagenoliticas, sao
degradados pela exposigcdo a MMPs com atividade gelatinolitica geram pequenos
fragmentos de colageno, reaturando desta forma a produgéo de procolageno.

Oesser e Seifert, 2003 sugerem que o colageno hidrolisado estimula a
biossintese de colageno em condrécitos por um possivel mecanismo de turnover de
colageno. O aumento de fragmentos de colageno na MEC, leva a um processo de
degradagédo do colageno fibrilar, induz a sintese e secregdo de colageno. Estes
pequenos fragmentos peptidicos menores que 10 KDa podem influenciar a sintese. Os
resultados de GPC das amostras de colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado
apresentados nos anexos B a D, demonstram perfil molecular inferior a 10 kDa.

Lavker, 1995 e Varani et al., 2001 demostraram em fibroblastos velhos a
redugdo da capacidade de sintese de colageno, simultaneamente a perda da
estimulagdo mecanica, resultante do decréscimo de fibras de colageno intacta.
Colageno danificado nado suporta um nivel de tensdo mecanica no fibroblasto
residente, necessaria para uma eficiente sintese de colageno. Isso explica o efeito da

gelatina, que em altas concentragdes induz a sintese de colageno, ndo por efeito
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sinalizador em fibroblastos, mas sim por simular a forca mecanica, que uma matriz
exerce, proporcionando a tensdo necessaria para desencadear a sintese de colageno.

A ingestdo de colageno hidrolisado de peixe mostrou que a suplementagéo
com colageno hidrolisado melhorou as propriedades da pele. O colageno hidrolisado
promove a sintese de colageno na pele através de uma transmisséo de sinal de
ativagao para os fibroblastos deste tecido (MATSUMOTO et al., 2006).

Existem varios estudos comprovando a absor¢do de colageno hidrolisado.
Ohara e colaboradores, 2007 comprovaram a presenga de peptideos de colageno no
sangue de pacientes que ingeriram colageno hidrolisado. Oesser e colaboradores,
1999 comprovaram a presenca de peptideos de colageno na pele, na cartilagem e no
plasma de camundongos, que ingeriram a gelatina hidrolisada marcada. lwai e
colaboradores, 2005 comprovaram a presencga de colageno no sangue de pacientes
que ingeriram colageno hidrolisado. Ohara e colaboradores, 2007 e Matsuda e
colaboradores, 2006, entre outros autores, sugerem que os efeitos causados pela
ingestao de peptideos de colageno sao proteina- especifico e ndo dependem apenas
do aumento da ingestao de aminoacidos. Os efeitos destes peptideos de colageno séo
tecidos dependentes e ocorrem em tecidos ricos em colageno.

Analisando os resultados obtidos nos ensaios de citometria de fluxo, as fases
do ciclo celular apds 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento (Tabelas 1 a 4), pode-se
observar que com aumento do tempo de tratamento, houve aumento de células mortas
para todos os grupos tratados e aumento de células na fase S para as amostras de
colageno super hidrolisado e colageno hidrolisado no tempo de tratamento de 48
horas. Enquanto na fase G0O/G1 as células se mantiveram em torno de 40% em todos
os tempos de tratamentos e na fase G2/M houve decréscimo apds 24 e 48 horas e
mantendo-se nesta fase até 96 horas.

O aumento de células na fase S das amostras de colageno super hidrolisado e
colageno hidrolisado sugere capacidade estimulatéria de sintese celular, que foram
comprovados pelos resultados dos experimentos de Picrosirius.

Os melhores resultados de sintese celular e biossintese de colageno foram
obtidos ap6s 48 horas de tratamento para as amostras de coldgeno com menores
massas moleculares.  Shin'ichiro et al., 2002 demonstraram em um estudo
comparativo da ingestdo de gelatina e peptideos de colageno, com perfis moleculares
muito semelhantes as amostras deste projeto, 100000 e 5000 Da respectivamente,
que os peptideos de colageno com menores massas moleculares, induziram de forma
relevante a sintese de coldgeno em pele de ratos do que a amostra de gelatina,
sugerindo que a massa molecular € importante para a sintese de colageno da pele.
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6 CONCLUSAO

Os resultados dos diferentes ensaios avaliados neste projeto sugerem que

as amostras de colageno bovino e derivados estimulam a adesdo dos

fibroblastos.

¢ O ensaio de viabilidade e citotoxicidade celular sugerem que as amostras
testadas ndo apresentam efeitos toxicos, mantém a viabilidade, sendo que
a amostra de colageno hidrolisado induz a proliferagéo celular.

e Os ensaios de Picrosirius de 24 e 48 horas de cultura sugerem aumento da
sintese de colageno pelos fibroblastos.

e As fases do ciclo celular mostraram que a amostra de colageno super

hidrolisado e colageno hidrolisado, apds 48 horas de tratamento induzem

aumento de sintese celular. Nos tempos superiores ndo foram observados

efeitos de

Em resumo os resultados deste projeto sugerem que o colageno bovino e
derivados aumentam as propriedades adesivas de fibroblastos humanos normais, nao
desencadeiam efeitos citotdxicos e induzem a biossintese de colageno. Os resultados
de sintese de colageno indicam que concentragcbes menores de coldgeno super
hidrolisado e colageno hidrolisado podem ser utilizadas em relagdo a amostra de
gelatina. Comparando os resultados apos 48 horas de cultura na sintese de colageno
e nas modificagbes na fase S do ciclo celular as amostras de colageno super

hidrolisado e colageno hidrolisado induziram aumentos significativos.
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ANEXOS

ANEXO A - Andlises fisico-quimicas das amostras de colageno

Caracteristica fisico-quimica Corl]?c?r%r;izas;é)er h(i:c;)rljl?sean doo Gelatina
Cinzas (%) 1,8 0,7 1,3
Proteinas (%) 89 91 85
Gordura (%) 0 0 0
Umidade (%) 7 7 5
pH 5,7 55 6,1
Peso molecular médio (Da) 1728 2789 104442
Proteina colagénica (%) 100 100 100

Fonte: Gelita South America.




ANEXO B - Cromatografia de permeacao em gel (GPC ) — Colageno super

hidrolisado

GPC 2000 Report
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Fonte: Gelita South America.
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ANEXO C - Cromatografia de permeagao em gel (GPC) — Colageno hidrolisado

GPC 2000 Report
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Fonte: Gelita South America.



ANEXO D - Cromatografia de permeacao em gel (GPC) — Gelatina

GPC 4000 Report

BioSep-SEC-S 4000 System
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ANEXO E - Analise estatistica do ensaio de adesao celular — 0.1 mg/ml

78

Pﬂélise estatistica - Adesdo - 24h — 0.1 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

(BRHOVE)

The P walue is < 0.0001,

considered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 3.864 then the P wvalue i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalue
CC w= C3H -T72.000 38.147 #**%* P«<0.001
Co w= CH -64.000 33.908 *** P«<0.001
CO w= GL -T72.000 38.147 #**% P<0.001
CEH w= CH 8.000 4,238 = B<£0.05
C5H wvs GL 0.000 0.000 mn=s P>0.05
CH wv= GL -8.000 4.233 = B<0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - CEBH -72.000 -79.293 -64.707
co - CH -64.000 -71.293 -56.707
Co - GL -72.000 -79.293 -64.707
C5H - CH 2.000 0.7075 15.293
C5H - GL 0.000 -7.293 T.293
CH - GL -8.000 -15.293 -0.7075




Anexo F - Anadlise estatistica do ensaio de adesao celular — 0.2 mg/ml

Fﬂélise estatistica - Ades&o - 24h - 0.2 mg/ml

Cme-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P walue is < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 3.864 then the P wvalue is less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference o F value
CC w= CSH -T73.000 33.717 *%*% P£0,001
CO w=s CH -63.000 25.088 *%*% Ps0.001
Co w=s GL -T3.000 33.717 **% P<0.001
C5H ws CH 10.000 4,619 = B<0.05
C5H wv= GL 0.000 0.000 n=s P»0.05
CH w= GL -10.000 4,619 = B<0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - CEH -73.000 -81.365 -64.635
cC - CH -63.000 -71.365 -54.635
CC - GL -73.000 -81.365 -64.635
C5H - CH 10.000 1.635 8.365
C5H - GL 0.000 -8.365 8.365
CH - GL -10.000 -18.365 -1.635
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Anexo G - Andlise estatistica do ensaio de adesao celular — 0.4 mg/mi

Fﬂélise estatistica - LAde=sdoc - 24h - 0.4 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

(BNOVA)

The P walue i=s < 0.0001,

considered extremely significant.

Variation among column means iz significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g is greater than 3.864 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalue
CC w= CSH -73.000 32.148 *=** P<0.001
CO w= CH —-63.000 27.744 #=*% P<0.001
CO w= GL -73.000 32.148 #=## P<0,001
C5H wvs CH 10.000 4.404 * B<0.05
C5H w= GL 0.000 0.000 mn= P>0.05
CH w= GL -10.000 4.404 ¥ B<0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - CE5H -73.000 -81.773 -64.227
CO - CH -63.000 -71.773 -54.227
Co - GL -73.000 -81.773 -64.227
C5H - CH 10.000 1.227 8.773
C5H - GL 0.000 -8.773 B8.773
CH - GL -10.000 -18.773 -1.227




Anexo H - Andlise estatistica do ensaio de adesao celular — 0.8 mg/ml
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Fﬂélise eztatistica - Ldesdo - 2Z4h - 0.8 mg/ml

Cne-way Analy=sis of Variance (ANOVAL)

The P wvalue i=s < 0.0001, considered extremely =significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Compari=sons Test

If the walue of g i= greater than 3.864 then the P wvalue i= le=s
than 0.05.

Mean
Compari=son Difference o F valne
CC w= CSH -T73.000 33.944 #%% P<0.001
Co w= CH -64.000 28.7589 #%% Po0.001
Co wv= GL -86.000 39.989 #%% Po0.001
C5H vs CH 3.000 4.185 = P<0.05
C5H vs GL -13.000 6.045 #** P<0.01
CH wv= GL -22.000 10.230 #*%*%* P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
CC - CBH -73.000 -81.309 -64.6591
CcCe - CH -64,000 -72.309 -55.6591
Co - GL -86.000 -94.30% -77.6591
CSH - CH 5.000 0.6909% 17.30%
C5H - GL -13.000 -21.309% -4.6591

CH - GL -22.000 -30.308 -13.651
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Anexo | - Analise estatistica do ensaio de adeséo celular — 1.5 mg/ml

Inali=se estatistica - Ldesdo - 24h - 1.5 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance [(ANOVL)

The P walue iz <« 0.0001, considered extremely =significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the walue of g is greater than 3.864 then the P wvalue is less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference o F wvalue
CC w= C5H -73.000 30.610 *=** P«<0.,001
CO wv= CH —-64.000 2&6.83F #=#% P<0.001
CO wv= GL —88.000 36.900 #=##% P«0,001
C5H vs CH 9.000 3.77¢4 mn=s P>0.05
C5H w= GL -15.000 6.290 *=% P<0,.001
CH v= GL -24.000 10.064 =#** P<0,001
Mean 95% Confidence Intervall
Difference Difference From To
CC - C5H -73.000 -82.214 -63.786
CO - CH —-64.000 -73.214 -54.786
Co - GL -88.000 -87.214 -T78.786
C5H - CH 9.000 -0.2143 18.214
C5H - GL -15.000 -24.214 -5.786

CH - GL -24.000 -33.214 -14.786




Anexo J - Analise estatistica do ensaio de adeséao celular — 3.0 mg/ml
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Inali=se estatistica - Ldesdoc - 24h - 3.0 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

(BNOVEL)

The P walue is < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

considered extremely significant.

If the walue of g is greater than 3.864 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference F wvalue
CC w= CSH -80.000 35.241 ==%* P<0.001
CO w= CH —-63.000 30.902 =## P«0.001
Co w= GL -91.000 44.837 #=#%#% P«£0,001
C5H ws CH 17.000 8.339 ***% P<0.001
C5H w=s GL -11.000 5.3%96 ** P«<0.01
CH wv= GL -28.000 13.734 #***% P«0.001
Mean 95% Confidence Interwval
Difference Difference From To
Co - CSH -80.000 -87.877 -T2.123
Co - CH -63.000 -70.877 -55.123
Co - GL -91.000 -98.877 -83.123
C5H - CH 17.000 123 24.877
C5H - GL -11.000 -18.877 -3.123
CH - GL -28.000 -35.877 -20.123




Anexo K - Andlise estatistica do ensaio de adesao celular — 6.0 mg/ml
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Lnalise estatistica - Adesdoc - 24h - 6.0 mg/ml

Cne-way Analwysis of Variance

[AMHOVA)

The P walue i=s < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

congidered extremely significant.

If the wvalue of g iz greater than 3.864 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalue
Co w= C5H -32.000 42.702 =*% P<0.001
Co wv= CH -63.000 32.808 #** P<0.001
CC v= GL -95.000 49.472 #**% P<0,001
C5H wv= CH 15.000 9.8894 *== P<0,.001
C5H wv= GL -13.000 6.770 **% P<0,.001
CH v= GL -32.000 1l6.664 *** P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H -82.000 -89.419 -74.581
cCo - CH -63.000 -70.419 -55.581
Co - GL -895.000 -102.42 -87.581
C5H - CH 15.000 11.581 26&.419
C5H - GL -13.000 -20.419 -5.581
CH - GL -32.000 -39.419 -24.581




Anexo L - Analise estatistica do ensaio de adesao celular — 12.0 mg/ml
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Fﬂélise estatistica - Adesdo - 24h - 12.0 mg/ml

Cne-way Analwysis of Variance

[AMHOVA)

The P walue i=s < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

congidered extremely significant.

If the wvalue of g iz greater than 3.864 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean

Comparison Difference o P wvalue
Co w= C5H -82.000 38.129 *#** P<0,001
Co wv= CH -69.000 32.084 *** P<0.001
CC v= GL -121.00 56.264 *** P<0,.001

C5H wv= CH 13.000 &.045 =+ P<0.01

C5H wv= GL -358.000 18.135 #*#** P<0.001
CH v= GL -52.000 24.180 *#** P<0.001

Mean 95% Confidence Interval

Difference Difference From To
Co - C5H -82.000 -90.309 -73.691
cCo - CH -69.000 -77.309 -60.691
Co - GL -121.00 -125.31 -112.&9

C5H - CH 13.000 4.691 21.30%

C5H - GL -39.000 -47.309 -30.691
CH - GL -52.000 -60.309 -43.6591




Anexo M - Analise estatistica do ensaio de adesao celular — 25.0 mg/ml
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Lnalise estatistica - Adesdo - 24h - 25.0 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

(ANOVA)

The P walue i=s < 0.0001,

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

congidered extremely significant.

If the wvalue of g iz greater than 3.864 then the P wvalue is less

than 0.05.

Comparison

Mean
Difference

d P wvalunue

co
co
co
C5H
C5H
CH

wa
wa
wa
wa
wa
wa

C5H
CH
GL
CH
GL
GL

Difference

-85.000
-72.000
-125.00

13.000
-40.000
-53.000

Mean
Difference

40.351 ==* P<0.
34.178 *** P<0.
9.335 =** P«0.
6.171 =** P<0.
18.989 *=* P«0.
25.160 **=* P<0.

001
001
001
001
001
001

55% Confidence Interval

From To

co
co
co
C5H
C5H
CH

C5H
CH
GL
CH
GL
GL

-85.000
-72.000
-125.00

13.000
-40.000
-53.000

-93.139 -76.861
-80.13% -63.861
-133.14 -116.86

4.801 21.13%
-48.135% -31.861
-61.135% -44.861




Anexo N - Analise estatistica do ensaio de adesao celular — 50.0 mg/ml
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ﬁnélise gestatistica - Ldesdo - 24h - 50.0 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

(ANOVA)

The P walue i=s < 0.0001,

congidered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 3.864 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference d P wvalunue
CC w=s CSH -90.000 41.160 *** P<0.001
CCo w= CH =-72.000 32.928 *** P«0.001
CC w=s GL -129.00 58 6 =**% P<0,001
C5H w= CH 18.000 8 2 ®#=% Po0,001
C5H wv= GL -39.000 17.836 *** P«0.001
CH wv= GL -57.000 26. 8 =% P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H -90.000 -93.443 -81.552
Co - CH -72.000 -80.448 -63.552
co - GL -129.00 -137.45 -120.55
C5H - CH 18.000 9.552 26.448
C5H - GL -39.000 -47.448 -30.552
CH - GL -57.000 -65.443 -48.552




Anexo O - Andlise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 0.1

mg/mi
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Lnalise estatistica - MIT - 24h - 0.1 mg/ml

Cne-way Analwysis of Variance

(ANOVA)

The P wvalue i=s < 0.0001,

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-EKramer Multiple Comparisons Test

congidered extremely significant.

If the wvalue of g iz greater than 4.159 then the P value i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalue
CC w= C5H 20.210 7.949 ***% Po0,001
CCo w= CH 2.980 1.172 n= P>0.05
CC wv= GL 49.640 19.525 #=** P<0.001
C5H w= CH -17.230 6.777 #= P<0.01
CEH w= GL 29.430 11.576 #*#*% P<0,001
CH wv= GL 46.660 18.353 *+* P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H 20.210 9.535 30.885
Co - CH 2.980 -7.6895 13.655
Co - GL 49,640 8.965 60.315
C5H - CH -17.230 -27.905 -6.555
C5H - GL 29.430 8.755 40.105
CH - GL 46.660 35.985 5T7.335
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Anexo P - Anidlise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 0.2 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

Lnalise estatistica - MIT - 24h - 0.2 mg/ml

| AHOVA)

by chance.

The P walue is < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

than 0.05.

Comparison

Mean
Difference

considered extremely significant.

If the walue of g iz greater than 4.19%9 then the P wvalue is less

P valunue

CC wv= C3H 19.550 18.653 *** P<0.,001
CCo wv= CH -10.500 10.018 #*** P<0.001
CC v= GL 31.840 30.379 #**% P«0.001
C5H wv= CH -30.050 28.6T71 #**% P<0.001
C5H wv= GL 12.290 11.726 *** P<0.001
CH v= GL 42.340 40.398 *** P«0.001
Mean 95% Confidence Intervall
Difference Difference From To
Co - C5H 19.550 15.149 23.951
Co - CH -10.500 -14.901 -6.09%
Co - GL 31.840 27.439 36.241
C5H - CH -30.050 -34.451 -25.64%9
C5H - GL 12.230 T.88 l16.691
CH - GL 42,340 37.8939%9 46.741
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Anexo Q - Andlise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular - 0.4

mg/mi

Lnalise estatistica - MIT - 24h - 0.4 mg/ml

Cne-way Analy=sis of Variance

[ ANOVL)

The P walue is < 0.0001,

considered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-KEramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g is greater than

than 0.05.

4.199 then the P

value is less

Mean
Comparison Difference P wvalue
CO w= CSH 17.680 19.248 #*#%% Ps0.001
CCo w=s CH -10.220 11.126 *** P«(0.001
CC w= GL 13.830 15.057 **% P«0.001
C5H w= CH -27.8900 30.374 ##%% P«£0,.001
C5H w= GL -3.850 4,191 mn=s P>0.05
CH wv= GL 24.050 26.183 =** P«<0.001
Mean 95% Confidence Interwval
Difference Difference From To
Co - C5H 17.680 13.823 21.537
Co - CH -10.220 -14.077 -6.363
Co - GL 13.830 9.873 17.687
C5H - CH -27.800 -31.757 -24.043
C5H - GL -3.850 -7.707 0.006942
CH - GL 24._.050 20.1%93 27.907
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Anexo R - Analise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 0.8

mg/ml

Bnalise estatistica - MIT - 24h - 0.8 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P wvalue i=s < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.159 then the P wvalue is less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P wvalue
Co w= C5H 17.770 §.854 *=% P<0.001
Co wv= CH -22.530 11.226 *** P<0.001
CC v= GL 12.850 6.403 =+ P<0.01
C5H wv= CH -40.300 20.080 #*#** P<0.001
C5H wv= GL -4.920 2.451 mn=s P»0.05
CH v= GL 35.380 17.82%9 #** P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H 17.770 9.343 26.187
cCo - CH -22.530 -30.957 -14.103
Co - GL 12.850 4.423 21.277
C5H - CH -40.300 -48.727 -31.873
C5H - GL -4.920 -13.347 3.507

CH - GL 35.380 26.8953 43.807
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Anexo S - Anadlise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 1.5 mg/mi

Cne-way Analysis of Variance

hﬂélise estatistica — MIT - 24h - 1.5 mg/ml

[BHOVR)

by chance.

The P walue i= < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-Kramer Multiple Comparisons

Test

than 0.05.

If the wvalue of g is greater than

4.199 then the P

considered extremely significant.

value i=s les=s

Mean
Comparison Difference P valune
CC ws CSH 15.710 6£.03%9 ** P<0.01
CC ws CH -22.380 8.604 *** P<0.001
CC w=s GL -11.550 4,440 ¥ B<0.05
C5H wv= CH -38.090 14.843 *=& P<0.001
C5H w=s GL -27.260 10.480 #*=& P<0.001
CH w= GL 10.830 4,163 mn= P»0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
CO - CSH 15.710 4,787 26.633
CoO - CH -22.380 -33.303 -11.457
Co - GL -11.550 -22.473 -0.6275
CE5H - CH -38.090 -45.013 -27.1&7
C5H - GL -27.260 -38.183 -1&6.337
CH - GL 10.830 -0.09251 21.753
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Anexo T - Analise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 3.0 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance

Bnalise estatistica - MIT - 24h - 3.0 mg/ml

[ANOVA)

by chance.

The P walue i=s < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-EKramer Multiple Comparisons

Te=st

than 0.05.

If the wvalue of g iz greater than

4.1599 then the P

congidered extremely significant.

value i=s less

Mean
Comparison Difference d P wvalue
Co w= C3H 16.370 10.343 *** P<0.001
Co w= CH -23.370 14.765 **= P<0.001
Co w= GL -18.300 11.562 *** P<0.001
C5H w= CH -39.740 25.108 *** P<0.001
C5H wv= GL -34.670 21.905 *** P«<0.001
CH wv= GL 5.070 3.203 mn= P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H 16.370 9.724 23.01e
co - CH -23.370 -30.016 -16.724
Co - GL -18.300 -24.946 -11.654
C5H - CH -39.740 -46.386 -33.094
C5H - GL -34.670 -41.316 -28.024
CH - GL 5.070 -1.576 11.716
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Anexo U - Analise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 6.0

mg/mi

Lnalise estatistica - MIT - 24h - 6.0 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance [(ANOVL)

The P wvalue is < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the walue of g iz greater than 4.19%9 then the P wvalue is less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P valunue
CC wv= C3H 6.130 2.928 mn=s P>0.05
CCo wv= CH -26.400 12.4%90 *** P<0.001
CC v= GL -18.800 8.894 #** DP<0,001
C5H wv= CH -32.590 15.418 *** P<0.001
C5H wv= GL -24.,9%30 11.823 *** P<0.001
CH v= GL T.600 3.595 mn= P>0.05
Mean 95% Confidence Intervall
Difference Difference From To
Co - C5H 6.190 -2.686 15.066
Co - CH -26.400 -35.276 -17.524
Co - GL -18.800 -27.676 -9.924
C5H - CH -32.590 -41.466 -23.714
C5H - GL -24.,9390 -33.866 -16.114

CH - GL T.600 -1.276 16.476
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Anexo V - Anadlise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 12 mg/ml

Lnalise estatistica - MIT - 24h - 12.0 mg/ml

Cne-wav Analysis of Variance (ANOVL)

The P wvalue i=s < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-EKramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.159 then the P wvalue is less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC w=s CSH 5.460 2.733 mn=s P>0.05
CC w= CH -43.300 21.673 #**% P«(0.001
CC w= GL -18.800 9.410 *=* P<0.001
C5H w= CH -48.760 24.406 *** P<0.001
C5H w= GL -24.260 12.143 *** P«0.001
CH wv= GL 24.500 12.263 =** P«<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H 5.460 -2.329 13.849
Co - CH -43.300 -51.689% -34.911
Co - GL -18.800 -27.18% -10.411
C5H - CH -48.760 -57.14%9 -40.371
C5H - GL -24.260 -32.649% -15.871
CH - GL 24.500 16.111 32.889
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Anexo W - Andlise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 25 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance

knalise estatistica - MIT - 24h - 25.0 mg/ml

[BAHOVA)

by chance.

The P walue i=s < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons

Te=st

than 0.05.

If the wvalue of g is greater than

4.1599 then the P

considered extremely significant.

value i=s less

Mean
Comparison Difference o P wvalue
Co ws CS5H 2.570 1.674 mn=s P>0.05
CC w= CH -50.870 33.12% *** P<0.001
CC w= GL -19.860 12.934 *** P<0.001
C5H w= CH -53.440 34.803 *** P<0.001
C5H w= GL -22.430 14.608 *** P<0.001
CH wv= GL 31.010 20.196 **= P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H 2.570 -3.878 3.018
Co - CH -50.870 -57.318 -44.422
Co - GL -19.860 -26.308 -13.412
C5H - CH -53.440 -59.888 -46.992
C5H - GL -22.430 -283.878 -15.982
CH - GL 31.010 24.562 37.458
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Anexo X - Analise estatistica do ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular — 50 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance

Fﬂélise estatistica - MIT - 24h - 50.0 mg/ml

[BAHOVA)

by chance.

The P walue i=s < 0.0001,

Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons

Te=st

than 0.05.

If the wvalue of g is greater than

4.1599 then the P

considered extremely significant.

value i=s less

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC w=s CSH 0.2000 0.2094 mn=s P>0.05
CC w= CH -66.000 65.094 *** P<0.001
CC w= GL -23.600 24.706 *=%*= P<0.001
C5H w= CH -66.200 65.303 *** P<0.001
C5H w= GL -23.800 24.916 *** P<0.001
CH wv= GL 42.400 44,388 *+*% P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H 0.2000 -3.811 4,211
Co - CH -66.000 -70.011 -&£1.989
Co - GL -23.600 -27.611 -19.58
C5H - CH -66.200 -70.211 -&62.189
C5H - GL -23.800 -27.811 -15.789
CH - GL 42.400 38.389 46.411
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Anexo Y - Andlise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 0.1 mg/ml

ILnalise estatistica - Picrosirius - 24h - 0.1 mg/ml

Cne-wav Analysis of Variance (ANOVA)

The P walue i=s 0.0032, considered wvery significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.1929 then the P wvalue i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference d P wvalue
Co w= C3H -1.640 0.5023 mn= P>0.05
Co w= CH -8.340 2.554 n= P>0.05
Co w= GL 13.830 4.238 = B<0.05
C5H w= CH -6.700 2.052 mn= P>0.05
C5H wv= GL 15.470 4.738 * B<0.05
CH wv= GL 22.170 6.790 ** P<0.01
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H -1.640 -15.350 12.070
co - CH -8.340 -22.050 5.370
Co - GL 13.830 0.1200 27.540
C5H - CH -6.700 -20.410 T7.010
C5H - GL 15.470 1.760 29.180
CH - GL 22.170 8.460 35.880
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Anexo Z - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 0.2 mg/ml

Lnalise estatistica - Picrosirius - 24h - 0.2 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance (ANOVA)

The P wvalue i=s < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g i=s greater than 4.159 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalue
CC w=s CSH -6.820 3.614 mn=s P>0.05
CC w= CH -10.830 5.771 *% P<0.01
CC w= GL 10.890 5.771 *% P<0.01
C5H w= CH -4.070 2.157 mn= P>0.05
C5H w= GL 17.710 9.385 *&* P<0.001
CH wv= GL 21.780 11.541 **% P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -6.820 -14.744 1.104
Co - CH -10.890 -18.814 -2.9&66
Co - GL 10.890 2.966 18.814
C5H - CH -4.070 -11.994 3.854
C5H - GL 17.710 9.786 25.634
CH - GL 21.780 13.856 29.704
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Anexo AA - Andlise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 0.4

mg/mi

Lnalise estatistica - Picrosirius - 24h - 0.4 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance ([(ANOVA)

The P wvalue i=s < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-EKramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.159 then the P value i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalue
CC w= C5H -7T.180 4.562 = BF<0.05
CCo w= CH -10.720 6.811 +** P<0.01
CC wv= GL 10.200 6.481 ** P<0.01
C5H w= CH -3.540 2.24% n= P>0.05
CEH w= GL 17.380 11.043 #**%* P<0.001
CH wv= GL 20.8920 13.292 =+* P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -7.180 -13.789 -0.5711
Co - CH -10.720 -17.32% -4.111
Co - GL 10.200 3.591 1e&.809
C5H - CH -3.540 -10.149% 3.069
C5H - GL 17.380 10.771 23.98%9
CH - GL 20.920 14.311 27.52%9
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Anexo BB - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 0.8

mg/mi

ﬁnélise estatistica - Picrosirius - 24h - 0.8 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance ([(ANOVA)

The P wvalue is 0.0007, considered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-EKramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.159 then the P value i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalue
CC w= C5H -8.040 4,233 = B<0.05
CCo w= CH -10.460 5.507 #% P«D.01
CC wv= GL 3.400 1.790 n= P>0.05
C5H w= CH -2.420 1.274 n= P>0.05
CEH w= GL 11.440 6.023 ** P<0.01
CH wv= GL 13.860 7.297 #*% P«D.01
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -3.040 -16.016 -0.06435
Co - CH -10.460 -18.436 -2.484
Co - GL 3.400 -4.576 11.376
C5H - CH -2.420 -10.396 5.556
C5H - GL 11.440 3.464 19.41%
CH - GL 13.860 5.88 21.836
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Anexo CC - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 1.5

mg/mi

Fﬂélise estatistica - Picrosirius - 24h - 1.5 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance (ANOVA)

The P wvalue i=s 0.0434, considered significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g i=s greater than 4.159 then the P wvalue is less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC w=s CSH -8.180 2.788 mn=s P>»0.05
CC w= CH -11.320 4.063 mns P>0.05
CC w= GL -1.440 0.4%08 mn=s P>0.05
C5H w= CH -3.740 1.275 m=s P>0.05
C5H w= GL 6.740 2.287 n= P>0.05
CH wv= GL 10.480 3.572 mn=s P»0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -8.180 -20.500 4,140
Co - CH -11.920 -24.240 0.3985
Co - GL -1.440 -13.7e0 10.88
C5H - CH -3.740 -16.0&60 8.580
C5H - GL 6.740 -5.580 19.060
CH - GL 10.480 -1.840 22.800
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Anexo DD - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 3.0

mg/mi

Fﬂélise estatlistica - Picrosirius - 24h - 3.0 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

[BAHNOVA)

The P wvalue i=s 0.0047,

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

congidered wvery significant.

If the wvalue of g iz greater than 4.1929 then the P wvalue i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P wvalunue
CC ws CSH -11.430 5.702 =% P<0.01
CCo w=s CH -11.610 5.7892 =% P<0.01
CC ws GL -8.230 4,105 mn= P>0.05
C5H w= CH -0.1800 0.08979 mn= P>0.05
C5H wv= GL 3.200 1.586 mn= P>0.05
CH wv= GL 3.380 1.686 mn= P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -11.430 -15.847 -3.013
Cco - CH -11.610 -20.027 -3.183
co - GL -3.230 -16.647 0.1875
C5H - CH -0.1800 -8.587 8.237
C5H - GL 3.200 -5.217 11.817
CH - GL 3.380 -5.037 11.787
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Anexo EE - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 6.0

mg/ml

Inglise estatistica - Picrosirius -

Cne-way Analysis of Variance

24h - 6.0 mg/ml

[ANOVA)

The P wvalue i= 0.0905,
Variation among column means iz not significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

consgidered not guite =significant.

If the walue of g is greater than 4.199 then the P value is less

than 0.05.

Mean
Compari=son Difference o F wvalue
CC w=s CSH -12.830 3.504 n= P>0.05
CC w= CH -12.760 3.485 mn= P>0.05
Co wv= GL -T.680 2.098 mn= P>0.05
C5H w= CH 0.07000 0.01%12 ns P>0.05
CEH w= GL 5.150 1.407 mns P>0.05
CH wv= GL 5.080 1.388 n= P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
CC - CBH -12.830 -28.203 2.543
cCe - CH -12.760 -28.133 2.6813
co - GL -T7.680 -23.053 7.683
C5H - CH 0.07000 -15.303 15.443
C5H - GL 5.150 -10.223 20.523
CH - GL 5.080 -10.2%93 20.453
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Anexo FF - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 12 mg/ml

Cne-way Analwysis=s of Variance

ﬁnélise estatistica - Picrosirius - 24h - 12.0 mg/ml

[ANOWVA)

by chance.

The P walue i=s 0.0016,

Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

than 0.05.

congidered wvery significant.

If the wvalue of g i= greater than 4.19%% then the P value i=s less

Mean
Comparison Difference o P wvalune
CC ws CS5H 5.830 1.810 n= P>0.05
CCo w= CH -1.890 0.5867 n= P>0.05
CC w= GL -17.620 5.470 % B<0.05
C5H w= CH =-7.720 2.387 n=s P>0.05
C5H wv= GL -23.450 T.28 #%  P«0.01
CH wv= GL -15.730 4.383 ~* B<0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H 5.830 -T7.6%96 19.356
co - CH -1.890 -15.416 11.636
Co - GL -17.620 -31.146 -4.0%94
C5H - CH =-T7.720 -21.246 5.806
C5H - GL -23.450 -36.976 -9.924
CH - GL -15.730 -29.256 -2.204
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Anexo GG - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 25

mg/ml

Fﬂélise estatistica - Picrosirius - 24h - 25.0 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

[BAHNOVA)

The P walue i=s < 0.0001,

congidered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.1929 then the P wvalue i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalunue
CC ws CSH 15.010 6.145 =% P<0.01
CCo w=s CH T.860 3.218 mn= P>0.05
CC ws GL -44 ,130 13.067 *** P<0.001
C5H w= CH -7.150 2.8927 n=s P»0.05
C5H wv= GL -59.140 24.213 *** P«(0.001
CH wv= GL -51.89%0 21.285 *** P«0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H 15.010 4,754 25.266
Cco - CH T7.860 -2.3%6 18.11s
co - GL -44.130 -54.386 -33.874
C5H - CH -7.150 -17.406 3.106
C5H - GL -59.140 -659.396 -48.88
CH - GL -51.990 -62.2496 -41.734
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Anexo HH - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 24 horas — 50 mg/ml

hﬂélise estatistica - Picrosirius - 24h - 50.0 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance (ANOVL)

The P walue i=s < 0.0001, considered extremely =significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-KEramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g is greater than 4.199 then the P walue i=s less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P valune
CC ws CSH 59.980 37.723 *** P<0.001
CC ws CH 34,450 21.867 #*#% PL£0,001
CC w=s GL -70.730 44.484 #*=% P<0.001
C5H wv= CH -25.530 16.057 ##*#% P«0.001
C5H w=s GL -130.71 82.207 #*#*% P«0.001
CH w= GL -105.18 &6.151 ##=& P«0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
CO - CSH 59.980 53.304 &6.656
CoO - CH 34.450 27.774 41.128
Co - GL -70.730 -77.406 -64.054
CE5H - CH -25.530 -32.208 -18.854
C5H - GL -130.71 -137.39 -124.03

CH - GL -105.18 -111.86 -98.504
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Anexo Il - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 0.1 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

Fﬂélise egtatistica - Picrosirius - 48h - 0.1 mg/ml

| AHOVA)

by chance.

The P walue is < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

than 0.05.

Comparison

Mean
Difference

considered extremely significant.

If the walue of g iz greater than 4.19%9 then the P wvalue is less

P valunue

CC wv= C3H —-52.340 15.177 #=*= P<0,001
CCo wv= CH -57.630 16.711 *** P<0,.001
CC v= GL -5.210 1.511 mn= P>0.05
C5H wv= CH -5.290 1.534 mn=s P>0.05
C5H wv= GL 47,130 13.667 *** P«0.001
CH v= GL 52.420 15.201 *** P«<0.001
Mean 95% Confidence Intervall
Difference Difference From To
Co - C5H -52.340 -66.820 -37.860
Co - CH -57.630 -72.110 -43.150
Co - GL -5.210 -19.69%0 9.270
C5H - CH -5.290 -19.770 9.1380
C5H - GL 47.130 32.650 61.610
CH - GL 52.420 37.940 &6.900
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Anexo JJ - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 0.2 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance

[AHOVA)

Lnalise estatistica - Picrosirius - 48h - 0.2 mg/ml

by chance.

The P walue i=s < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-EKramer Multiple Comparisons Test

than 0.05.

congidered extremely significant.

If the wvalue of g iz greater than 4.159 then the P wvalue is less

Mean
Comparison Difference P wvalue
CC w=s CSH -55.530 14.017 *** pP<0.001
CC w= CH -63.600 16.054 *** P«0.001
CC w= GL -5.800 1.464 mn=s P>0.05
C5H w= CH -8.070 2.037 mn=s P>0.05
C5H w= GL 49,730 12.553 #** P«0.001
CH wv= GL 5T7.800 14.590 #** P«<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -55.530 -72.165 -38.885
Co - CH -63.600 -80.235 -46.965
Co - GL -5.800 -22.435 10.835
C5H - CH -8.070 -24.705 8.565
C5H - GL 49.730 33.095 66.365
CH - GL 5T7.800 41.165 T4.435
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Anexo KK - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 0.4

mg/mi

Lnalise estatistica - Picrosirius - 48h - 0.4 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P walue is < 0.0001,
Variation among column means iz significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

considered extremely significant.

If the wvalue of g is greater than 4.199 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalune
CC w=s CSH -61.350 16.818 *** P<0.001
CC w= CH -71.850 19.697 **% P«0.001
CC w= GL -14,500 3.975 m=s P»0.05
C5H w= CH -10.500 2.878 mn=s P>0.05
C5H w= GL 46.850 12.843 **+ P<0.001
CH w= GL 57.350 15.722 *&%&% P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H -61,.350 -76.667 -46.033
Co - CH -71.850 -87.167 -56.533
cCo - GL -14.500 -29.817 0.8172
CEH - CH -10.500 -25.817 4,817
C5H - GL 46.850 31.533 62.1a67
CH - GL 57.350 42.033 7T2.6687




111

Anexo LL - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 0.8

mg/mi

ﬁnélise estatistica - Picrosirius - 48h - 0.8 mg/ml

Cne-way Analwysis=s of Variance

[ANOWVA)

The P walue i=s < 0.0001,

congidered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g i= greater than 4.19%% then the P value i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalune
CC ws CS5H -70.660 17.017 =*% P<0.001
CCo w= CH -78.600 18.92%9 #*#%* P<0.001
CC w= GL -30.040 T.235 ** P«<0.01
C5H w= CH -7.940 1.912 n= P>0.05
C5H wv= GL 40.620 9.783 *** P<0.001
CH wv= GL 453.560 11.695 *#* P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H -70.660 -88.095 -53.225
co - CH -78.600 -96.035 -61.165
Co - GL -30.040 -47.475 -12.605
C5H - CH -7.940 -25.375 9.485
C5H - GL 40.620 23.185 8.055
CH - GL 453.560 31.125 &5.9%55
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Anexo MM - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 1.5

mg/ml

Analise estatistica - Picrosirius - 48h - 1.5 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance (ANOVA)

The P wvalue i=s < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g i=s greater than 4.159 then the P wvalue is less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC w=s CSH -73.900 21.460 *** P<0.001
CC w= CH -81.050 23.537 *%*% P<0.001
CC w= GL -42.160 12.243 *** P<0.001
C5H w= CH -7.150 2.076 mns P>0.05
C5H w= GL 31.740 9.217 **% P<0.001
CH wv= GL 38.890 11.293 **+ P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -73.900 -88.360 -59.440
Co - CH -81.050 -95.510 -&66.580
Co - GL -42.160 -56.620 -27.700
C5H - CH -7.150 -21.610 T.310
C5H - GL 31.740 17.280 46.200

CH - GL 38.8%0 24.430 53.350
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Anexo NN - Andlise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 3 mg/ml

Fﬂélise estatistica - Picrosirius - 48h - 3.0 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance

[ANOVA)

The P walue i=s < 0.0001,

congidered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.1929 then the P wvalue i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference P wvalue
Co w= C3H —-T79.950 21.072 #=*= Ps0.001
Co w= CH -87.890 23.165 *** P<0.001
Co w= GL -53.660 14.143 *** P<0.001
C5H w= CH -7.940 2.093 mn= P>0.05
C5H wv= GL 26.230 6.923 ** P<0.01
CH wv= GL 34.230 9.022 #*** P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H -79.950 -95.882 -64.018
co - CH -87.890 -103.82 -T1.858
Co - GL -53.660 -69.5%92 -37.728
C5H - CH -7.8940 -23.872 T.992
C5H - GL 26.290 10.358 42.222
CH - GL 34.230 18.2%98 50.1a2
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Anexo OO - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 6 mg/mi

Fﬂélise estatistica - Picrosirius - 48h - 6.0 mg/ml

Cne-way Analysis of Variance

[BAHNOVA)

The P walue i=s < 0.0001,

congidered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.1929 then the P wvalue i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P wvalunue
CC ws CSH -82.160 23.540 *** P«(0.001
CCo w=s CH -89.790 25.726 *** P<0,.001
CC ws GL -6l.660 17.667 *** Pg0,001
C5H w= CH -7.630 2.186 mn= P>0.05
C5H wv= GL 20.500 5.874 ** P<0.01
CH wv= GL 28.130 8.060 #=* P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -82.160 -96.815 -&7.505
Cco - CH -89.790 -104.45 -T75.135
co - GL -61l.660 -76.315 -47.005
C5H - CH -7T.8630 -22.285 T.025
C5H - GL 20.500 5.845 35.155
CH - GL 28.130 13.475 42.785
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Anexo PP - Andlise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 12 mg/ml

Cne-way Analwysis of Variance

[AMHOVA)

Fﬂélise estatistica - Picrosirius - 48h - 12.0 mg/ml

by chance.

The P walue i=s < 0.0001,
Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

than 0.05.

Comparison

Mean

Difference

congidered extremely significant.

If the wvalue of g iz greater than 4.159 then the P wvalue is less

P wvalue

Co w= C5H -50.720 16.855 *** P<0.001
Co wv= CH -53.740 17.85% *** P<0.001
CC v= GL -66.110 21.96% *** P<0,.001
C5H wv= CH -3.020 1.004 mn= P>0.05
C5H wv= GL -15.330 5.114 = B<0.05
CH v= GL -12.370 4,111 mn= P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H -50.720 -63.356 -38.084
cCo - CH -53.740 -66.376 —-41.104
Co - GL -66.110 -78.746 -53.474
C5H - CH -3.020 -15.656 9.616
C5H - GL -15.390 -28.026 -2.754
CH - GL -12.370 -25.006 0.2656
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Anexo QQ - Analise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 25

mg/ml

Lnalise estatistica - Picrosirius - 48h - 25.0 mg/ml

Cne-wav Analysis of Variance (ANOVL)

The P wvalue i=s < 0.0001, considered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-EKramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g iz greater than 4.159 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC w=s CSH -2.550 0.68507 mn= P>0.05
CC w= CH -4.650 1.187 n=s P>0.05
CC w= GL -69.830 17.81% *** P«0.001
C5H w= CH -2.100 0.535% n= P>0.05
C5H w= GL -67.280 17.168 *** P«0.001
CH wv= GL -65.180 16.632 *** P«0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -2.550 -19.006 13.906
Co - CH -4.650 -21.106 11.80&
Co - GL -69.830 -B6.286 -53.374
C5H - CH -2.100 -18.556 14.356
C5H - GL -67.280 -83.736 -50.824

CH - GL -65.180

1.836 —-48.724
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Anexo RR - Andlise estatistica do ensaio de biossintese de colageno 48 horas — 50 mg/ml

Cne-wayv Analysis of Variance

Fﬂélise estatistica - Picrosirius - 48h - 50.0 mg/ml

[ANOVA)

by chance.

The P walue i=s < 0.0001,

Variation among column means is significantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

than 0.05.

congidered extremely significant.

If the wvalue of g iz greater than 4.1929 then the P wvalue i=s less

Mean
Comparison Difference d P wvalue
Co w= C3H 26.230 T.573 =%*% P<0,.001
Co w= CH 22.640 6.521 ** P<0.01
Co w= GL -T72.030 20.748 **= P<0.001
C5H w= CH -3.650 1.051 mn= P>0.05
C5H wv= GL -98.320 28.320 *** P<0.001
CH wv= GL -94.670 27.26%9 *** P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H 26.290 11.712 40.868
co - CH 22.640 8.062 37.218
Co - GL -72.030 -86.608 -57.452
C5H - CH -3.650 -18.228 10.%928
C5H - GL -98.320 -112.90 -83.742
CH - GL -94.670 -105.25 -80.092
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Anexo SS - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 24 horas — Fase de

Apoptose

Analise estatistica - Ciclo Celular - 0.05mg/ml - APOD

Cne-wayv Analysis of Variance

[BAHOVA)

The P wvalue i=s 0.0389,

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons

congidered significant.

Te=st

If the wvalue of g is greater than

than 0.05.

4.529 then the P

value i=s less

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC w=s CSH 2.570 2.584 mn=s P>0.05
CC w= CH 1.920 1.830 mn=s P>0.05
CC w= GL -2.130 2.142 mn=s P>0.05
C5H w= CH -0.6500 0.6535 n= P>0.05
C5H w= GL -4.,700 4,726 * BP<0.05
CH wv= GL -4.050 4,072 mn=s P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H 2.570 -1.934 T.074
Co - CH 1.820 -2.584 6.424
Co - GL -2.130 -6.634 2.374
C5H - CH -0.6500 -5.154 3.854
C5H - GL -4.700 -9.204 -0.195¢6
CH - GL -4.050 -8.554 0.4544
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Anexo TT - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 24 horas — Fase G0/G1

Fﬂélise estatistica - Ciclo Celular - 0.05mg/ml - GO/G1

Cne-wayv Analysis of Variance

[BAHOVA)

The P walue i=s 0.0320,

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons

congidered significant.

Te=st

If the wvalue of g is greater than

than 0.05.

4.529 then the P

value i=s less

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC w=s CSH -8.8900 5.159 = P<0.05
CC w= CH -3.8990 2.313 mn=s P>0.05
CC w= GL -1.970 1.142 mn=s P>0.05
C5H w= CH 4.8910 2.846 mns P>0.05
C5H w= GL 6.930 4.017 n=s P>0.05
CH wv= GL 2.020 1.171 m=s P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - Cs5H -8.900 -1&6.713 -1.087
Co - CH -3.8990 -11.803 3.823
Co - GL -1.870 -9.783 5.843
C5H - CH 4,910 -2.303 12.723
C5H - GL 6.930 -0.8825 14.743
CH - GL 2.020 -=-5.783 9.833
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Anexo UU - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 24 horas — Fase S

ﬁnélise egtatistica - Ciclo Celular - 0.05mg/ml - 5

Cne-wayv Analysis of Variance ([(ANOVA)

The P walue i=s 0.9274, considered not significant.
Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g i=s greater than 4.529 then the P wvalue i=s less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference d P wvalunue
CC w=s CSH 1.250 0.7910 mn=s P>0.05
CCo w= CH 0.9000 0.5695 mn=s P>0.05
CC w=s GL 0.10000 0.06328 n=s P>0.05
C5H w= CH -0.3500 0.2215 n=s P>0.05
C5H wv= GL -1.150 0.7277 mns P>0.05
CH wv= GL -0.8000 0.5063 n=s P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H 1.250 -5.907 8.407
Co - CH 0.89000 -6.257 8.057
co - GL 0.10000 -7.057 T.257
C5H - CH -0.3500 -7.507 6.807
C5H - GL -1.150 -8.307 6&.007
CH - GL -0.8000 -7.8957 6.357
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Anexo VV - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 24 horas — Fase G2/M

ﬁnélise estatistica - Ciclo Celular - 0.05mg/ml - G2

Cne-way Analysis of Variance

[AMHOVA)

The P wvalue i=s 0.9714,

Variation among column means is not significantly greater than expected

by chance.

Tukey-EKramer Multiple Comparisons Test

congidered not significant.

If the wvalue of g iz greater than 4.529 then the P wvalue i=s less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC wv= C3H 0.1000 0.04707 n=s P>0.05
CC wv= CH -0.4500 0.2118 n= P>0.05
CC v= GL 0.9500 ©0.4472 n=s P>0.05
C5H wv= CH -0.5500 0.258% n= P>»0.05
C5H v= GL 0.8500 0.4001 n= P>0.05
CH v= GL 1.400 0.6590 n= P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
CCo - C5H 0.1000 -9.522 .T22
Co - CH -0.4500 -10.072 172
Co - GL 0.9500 -8.672 10.572
C5H - CH -0.5500 -10.172 9.072
C5H - GL 0.8500 -8.772 10.472
CH - GL 1.400 -8.222 11.022
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Anexo WW - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 48 horas — Fase
Apoptose

Fné;;se estatistica - Ciclo celular - 0,05 mgs/mlL - RFD - 428H

One-way hnalyvsis of Variance (ANOVL)

The P walue i=s 0.0005, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukeyv-Eramer Multiple Comparisons Test

If the walue of g is greater than 4.256 then the P value is less
than 0.05.

Mean
Comparison Difference q F wvalune

CQ wz C5H 14.600 ==  P<O0.01
Co w= CH 14.240 == P<0.01
Co ws & 4.840 ns FP>0.05
C5H w=s CH -0.3800 ns F>0.05
C5H wv=s G -5.760 = B<0.05
CH w=s G -5.400 = B<0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Co - C5H 14.600 f.298 22.2324
cCo - CH 14.240 5.886 22.5%54
Co -G 4.840 -3.514 13.1%4
C5H - CH -0.3600 -8.0054 T.374
C5H - G -9.7e0 -17.4%94 -2.02¢




123

Anexo XX - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 48 horas — Fase G0/G1

Ln&lise estatistcica -

One-way Analysis of Variance

(BNOVE)

The F wvalue 1is=
Variation among

by chance.

Tukey-Kramer

column means is not significantly greater than expected

considered not sign

Multiple Comparisons Test

If the wvalue
0.05.

than

of g i= greater

Comparison

than 4.256 th

Mean
Differe

ificant.

en the P wvalue is less

nee F wvalne

co
Cco
co

C5H

e

~H

w3 |

w3
wa
w3
w3
=

Difference

|
-
o

I
i

L

|
(]
e

|

[ |
(LS )

=

[o%)

Mean

Differe

]

300 ns F>0.05
460 ns Fx0.05
600 ns PB>0.05
930 ns F>0.05
300 ns Fx0.05
800 ns PB>0.05

95% Confidence Interval

nce From To

Cco
Co
co

C5H

~oH

o
S H

n

s

[

| I T B R A

300 -4.26%  3.20%9
460 -7.7%% 0.27%2
600 -¢.33%  3.87%
930 -§.347  1.087
300 -4.147  3.287
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Anexo YY - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 48 horas — Fase S

F:é;;se estcatiscica -

0,05 mg/mL - 5 - 4

I

[ =

of Variance (RANCOVA)

The P walue is 0.0

.".2,

Variation among columnn

by chance.

Tukey-Kramer Multiple

considered extremely significant.

means is significantly greater than expected

Comparisons Test

If the value of g i=s g

than 0.05.

Comparison

reater than 4.256 then the P value is less

Mean

Difference o P valne

Difference

28.806 *** P<0.00]
6.333 ** P<0.01

B>0.05
F>0.05
F<0.01
= F<0.05

-1 k3 R
oy

1

95%
From

Confidence Interval
Ta

Mean

Difference

-13.350 -19.802 -6.898
-9.800 -16.052 -3.148
-3.370 -3.822 3

3.750 -Z2.Z:i3 .TEZ
9,980 4.007 15.953
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Anexo ZZ - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 48 horas — Fase G2/M

Fté;;se gstatiscica - Ciclo celular — 0,05 mg/ml — G2/ - 48H

Cne-way Analysis of Variance (RNOVLR)

The P wvalue is 0.

by chance.

considered not significant.
WVariation among column means is not significantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Testc

If the wvalue of g is greater
than 0.05.

Comparison

than 4.256 then the F wvalue is less

Mean
Difference o P wvalue

CO w= C5H -0.6300 0.6761 mns P>0.05
CO w= CH -1.180 1.277 mna P»0.05
Co wvs G -0.8000 ) ns P»0.05
C5H wv= CH -0.5600 O ns P»0.05
C5H v= G -0.1700 O ns P»0.05
CH v= G 0.3900 O ns P>»0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
CO - C5BH -0.6300 -4.596 3.33
Co - CE -1.180 -5.156 2.77a
co -G -0.8000 -4.766 3.le6
C5H - CH -0.5600 -4.232 3.112
C5H - & -0.1700 -3.842 3.502
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Anexo AAA - Andlise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 72 horas — Fase

Apoptose

Fné;;se e3tatistica - Ciclo celular - 0,05 mgi/mL - RPO - 72H

One-way Rnalysis of

Variance (ANOVLR)

The P walue i=s 0.0115, considered =significant.

Variation among column means is significantly greater than expected

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons

Test

If the walue of g iz greater than

than 0.05.

4.256 then the

P walue is less

Mean
Comparison Difference o P value
CC w=s C5H 5.280 ns P>0.05
CC ws CH 1.370 . ns P>0.05
CO ws G -4.960 2.658 n= P>»0.05
C5H w= CH -3.8%0 2.251 ns PF»0.05
C5H wvs & =-10.220 5.915 =* P«<0.01
CH vs & -6.330 3.663 n=s P>»0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From T
CC - C5H 5.260 -2.683 13,
Co - CH 1.370 -6.573 9.
co -G -4.980 -12.803 Z.
C5H - CH -3.8580 -11.244 3.
C5H - G -10.220 -17.574 -Z.&8
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Anexo BBB - Andlise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 72 horas — Fase G0/G1

Fté;;se estatistica - Ciclo celulsr - 0,05 mgi/ml - GO/G1

Cne-way Analysis of Variance (ANCOVA)

The P walue i=s 0.9%608, considered not significant.
Variation among column means is not significantly greater

by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

than 0.05.

than expected

If the walue of g is greater than 4.256 then the P wvalue is less

Mean
Comparison Difference o P wvalue
CC ws C5H -0 0.1 n=s P>0.05
CC ws CH 0. 0 0.4785 mns P>0.05
CO ws G 0 0 0.2353 ns P>0.05
C5H ws CH 0.8500 0.7202 ns P>0.05
C5H ws G 0.5400 ©0.4575 n=s P>»0.05
CH ws G -0.3100 0.2627 mn3 P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From Tao
0 - CEH -0.2400 -5.6686 5.188
co - CH 0.6100 -4.816 6.036
co - G 0 -5.126 5.726
CS5H - CH 0 -4.,173 5.873
C5H - G 0 -4.483 5.563
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Anexo CCC - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 72 horas — Fase S

Lnédlise estatistica - Ciclo celular - 0,03 mg/mlL - 3 - 72H

One-way Lnalysis of Variance (ANOVL)

considered wery significant.
1 means is signifiecantly greater than expected

Tukey-Eramer Multiple Comparisons Test

If the walue of g iz greater than 4.256 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P walue

CO w= C8 -3. 3.13% n= P>0.05
CO w= CH 1. 1.67é n= P>0.05

s

4.268 = B<0.05
200 % BF<0.05
000 *** P<0.001
.800 mn= P>0.03

Co ws &

o

Ki=]

Ki=]

ki 6 in
k3 oon
3
3
3

w0

Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From Ta

Co - CEH -5.390 1.

Co - CH 1.810 é.
-G 4.8610 5.
- CH 200

Gy o0
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Anexo DDD - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 72 horas — Fase G2/M

Lnélise estatistica - Ciclo celular - 0,05 mg/ml - &

M - T2H

Cne-way ARnalysis of Variance (ANCOVA)

Variation

by chance.

The P wvalue

Tukey—EKramer

wong column means is not significantly greater than expected

iz 0.2243, considered not significantc.

Multiple Comparison=s Test

than

Ya.

If the wvalue

of g i=s greater than 4.256 then the P walue is less

Mean
Comparison Difference o P value

Co ws C -1. 1.102 n=s P>0.05
CC wvs CH -3. 2.6816 ns PE>D.05
CQ wvs G 0. 0.000 ns P>0.03
C5H ws CH -2 1.636 ns P>»0.05
C5H vs 3 1 1.190 ns P>0.05
CH vs G 3.800 2.8286 ns P»0.05

Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To

CO - CSH -1. -7.781  4.3581
co - CH -3 -g.881  2.381
coo- G 0. -6.181  &.181
csH - cH -z -7.823  3.523

-G 1 -4.123  7.323




Anexo EEE - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 96 horas — Fase

Apoptose

130

Ln&lise e=sta

tistica - Ciclo

One-way Analwysis of Variance

celular

0,05 mg/mL — LPO -

96H

[BOVA)

The F walue
Variation

by chance.

Tukey-Framer

among

is 0.1106, con

Multiple Comparisons

Test

If the wvalue

than 0.05.

of g iz greater than

Comparison

4.256 then

Mean
Difference

the

zidered not significant.

column means iz not =significantly greater than expected

P wvalue iz le=s

o P wvalue

CO ws C5H

CO w= CE
Co wv= &
CE5H w=s CH

vs &
- -~

Lo v =

Difference

-5.170

-2,
5.
g.050

Mean
Difference

[

95%

From

.8985 mns P>0.05
.8307 mns FPF>0.053
1843 n= P>0.05
9954 n= Px0.05
343 ns P»0.05

L
L
[1s]

B>0.05

Confidence Interval
To

co
Co

Y

=4

0l

k3 o

253 5.913
653 3.513
603 11 3
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Anexo FFF - Anadlise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 96 horas — Fase G0/G1

F:é;;se estatistica - Ciclo

Cne-way Analysis of

celular -

Variance

0,05 mg/mlL - GO/

{BNOVEL)

The P wvalue is 0.0125,

WVariation among

by chance.

Tukey-EKramer Multiple Comparisons

Test

If the wvalue of g is greater than

than 0.05.

Comparison

4.256 then

Mean
Difference

considered significant.
column means is significantly greater than expected

the P value i= less

o

Co ws CEH
Co w= CH
CO wvs &
C5H w= CH
CEH vz G
CH v= =

Difference

Mean
Difference

-1
RV ¥
A

4.75

95%
From

Confidence Interwval
To

-1.857 17.6357
-1.057 18.

-11.157 8.357
-8.234 9.834
-18.334 -0.2664
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Anexo GGG - Analise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 96 horas — Fase S

COne-way Analysis of Variance

F:é;;se estatistica — |

(BNOVE)

The P wvalue

Variation &

iz

0.5511,

column

considered not significant.

means iz not significantly greater than expected

by chance.

Tukey-EKramer Mulciple

Comparisons

Test

If the value of g i=s g

than 0.05.

Comparison

reater than

4,256 then

Mean
Difference

the P wvalue

iz less

P wvalne

CC ws CEH
co
co

ws CH
3

vs CH

K=l

CH ws

Difference

Mean
Difference

n=s P>0D.05
ns P>0.05
ns P>0.05
n=s P>0D.05

BF>0.05
F>0.05

95% Confidence Interval

From

To

Co
co

co - G
CcSH - CcH

oo oy
o m
oo
Bononon

i
n
i
B
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Anexo HHH - Anadlise estatistica do ensaio de citometria de fluxo — 96 horas — Fase G2/M

F:é;;se estatistica - Ciclo celular - 2,05 mo/ml - G2/M - 28H

One-way Analysis of Variance ([ANOVL)

The P walue is 0.3070, considered not significant.
Variation among column means is not significantly greater than expected

by chance.

Tukeyv-Kramer Multiple Comparisons Test

If the wvalue of g is greater than 4.256 then the P wvalue is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference o P value

CC ws CSH -3.600 n=s P>0.05
wv=s CH -1.000 ns P>0.05
vs G 0.000 ns P»0.05
ws CH 2.600 ns P»0.05
vz = 3.600 2.517 ns P>0.05
CH ws G 1.000 0.6%%2 ns P>0.05

Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To

|
1

Co - ( -3.600 -10 2.5874
Co - CI -1.000 -7 5.574
Co - { 0.000 -6 6.574
C5H - CH 2.600 -3

n
ooy
I

1

L0
o






