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APRESENTACAO

A Atena Editora traz ao leitor na obra “Condi¢bes Teérico-Praticas das Ciéncias da
Saude no Brasil” 69 estudos cientificos que investigaram, com uma abordagem plural, o
panorama nacional acerca dos desafios que a ciéncia e a academia cientifica enfrentam
ante a saude publica.

Os textos foram compilados em trés volumes, cada qual com seu eixo tematico,
respectivamente: “Populacéo Brasileira & Saude Publica”, que traz ao leitor estudos que
investigaram algumas das principais patologias que compde o quadro epidemiolégico no
Brasil atual; “Atuacdo Profissional em Saude” que, por sua vez, é composto por artigos
que revisam o papel do profissional de salde seja em sua formagdo académica, seja em
sua atuacao clinica; e, “Cuidado Integrado e Terapéutico”, volume que apresenta, discute
elou propbe opgdes de terapia em salde coletiva e individual com foco nos aspectos
biopsicossociais que permeiam o cotidiano da saude no pais.

Almeja-se que a leitura deste e-book possa incentivar o desenvolvimento de
estratégias de atuacéo coletiva, educacional e de inclusdo social de modo a subsidiar,
na esfera do condicionamento tebrico e pratico, a continuidade da produgéo cientifica
brasileira.

Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
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RESUMO: Os cromossomos em nosso
genoma carregam a informagdo genética de
como envelheceremos, mas é 0 epigenoma o
responsavel pela sua expressao e estabilidade,
estimulando ou silenciando genes. A regulagéo
epigenética pode ocorrer por meio da expressao
dos microRNA (miRNAs) cujo aumento pode
causar o envelhecimento cutédneo. Nesse
estudo foi avaliada a correlagéo entre o efeito
antienvelhecimento de um ingrediente contendo
extratos de maca e gengibre e a modulagéo de
miRNAs. Os resultados indicaram, por meio de
testes ex vivo, que o ingrediente estudado atua
por meio da regulagdo de vias epigenéticas de
5 miRNA essenciais para reduzir e desacelerar
0 aparecimento de sinais do envelhecimento,
estimulando proteinas relacionadas a resisténcia,
integridade e regeneracdo da pele, como
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Colageno | e IV, Decorina, Fibronectina, Fibrilina-1, Fibulina-5 e de Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF). Testes clinicos demonstraram melhora na firmeza e elasticidade do tecido
cutaneo além da redensificagdo da derme, aumento da renovacao celular, redugdo de rugas
e uniformizag&o do relevo e do tom da pele.

PALAVRAS-CHAVE: Epigenética, Epigenoma, miRNA, Antienvelhecimento.

REJUVENATION MICRORNAS: THE ROLE OF EPIGENETIC IN THE GENE
REGULATION OF CUTANEQOUS AGING

ABSTRACT: The chromosomes in our genome carry the genetic information of how we will
age, but it is the epigenome that is responsible for their expression and stability, stimulating
or silencing genes. Epigenetic regulation can occur through the expression of microRNA
(miRNAs) whose increase can cause skin aging. In this study, the correlation between the
anti-aging effect of an ingredient containing apple and ginger extracts and the modulation of
miRNAs was evaluated. The results indicate, through ex vivo tests, that the studied ingredient
acts by regulating epigenetic pathways of 5 miRNA essential to reduce and deaccelerate
the appearance of signs of aging, stimulating proteins related to resistance, integrity and
regeneration of the skin, such as Collagen | and |V, decorin, Fibronectin, Fibrillin-1, Fibulin-5
and Epidermal Growth Factor (EGF). Clinical tests showed an increase in skin firmness and
elasticity, in addition to the redensification of the dermis, increased cell renewal, reduction of
wrinkles and improvement in skin tone uniformity and skin relief.

KEYWORDS: Epigenetics, Epigenome, miRNA, Anti-aging.

11 INTRODUGAO

Epigenética representa os mecanismos hereditarios reversiveis, espontaneos ou
estimulados por influéncias internas e externas (tais como: alimentacao, atividades fisicas,
exposi¢ado ao sol ou poluicéo e intera¢des sociais) que ocorrem sem qualquer alteracéo da
sequéncia do DNA e que podem causar padroes de envelhecimento distintos mesmo entre
dois individuos geneticamente iguais (PAL; TYLER, 2018).

D’Aquila et al. (2013) revisaram as mudancas relacionadas a longevidade humana
do ponto de vista biolégico ocorrida nas Ultimas duas décadas e concluiram que as
alteracbes decorrentes do processo de envelhecimento ndo devem ser avaliadas apenas
pela anatomia e fisiologia dos individuos, mas também pelas modificacdes que se sucedem
a nivel molecular e celular. Cavalnese et al. (2009) citam que o estudo da epigenética
abrange todos os mecanismos para o desdobramento do cédigo genético em inUmeros
processos durante a vida celular, como desenvolvimento, diferenciacdo, resposta ao
estresse e também mudancas estruturais, bioquimicas e funcionais da célula.

Saldanha e Watanabe (2015) apontaram que a regulacdo de alguns dos genes
relacionados a componentes celulares e estruturais da pele sao afetadas por mecanismos
epigenéticos. A alteracdo na expressdo génica desses componentes pode desencadear
alteracbes bioldgicas comumente encontradas na pele envelhecida, tais como:
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desorganizagéo de componentes da matriz extracelular (MEC) e perda da integridade da
derme, devido a alteragdes na MEC, impedindo sua associagdo com fibras de colageno e,
como consequéncia, reduzindo as propriedades mecéanicas da pele.

Um dos alvos dos estudos epigenéticos € o efeito da presenca de micro-RNAs
(miRNA), uma espécie de RNA nédo codificadora (ncRNA), sobre o processo de transcricao
e, consequentemente, sua interferéncia na sintese de proteinas celulares. Embora as
moléculas de ncRNAs ndo sejam traduzidas em proteinas, muitas delas séo capazes de
regular a tradu¢cdo de mRNAs e, assim, o miRNA age como uma espécie de “interruptor
genético” (KATO et al., 2011).

Estudos in vitro realizados por Holly et al. (2015) indicaram, a partir de um conjunto de
380 miRNAs analisados, que 57 deles estao significativamente associados a senescéncia
replicativa e mecanismos de envelhecimento da pele. Além disso, o perfil de regulacéo do
miRNA no tecido envelhecido € evidenciado por inimeros estudos e demonstra de forma
global que a regulacgéo positiva € maior que a negativa (GONZALO, 2010). Outros estudos
também apontam que marcadores epigenéticos entre diferentes células do mesmo tecido
aumentam com a idade (MOSKALEYV et al., 2014). Schipper et al. (2007), ao analisarem a
expressao de miRNAs em células sanguineas mononucleares de pacientes com Alzheimer,
identificaram alteracbes em miRNAs que controlam genes associados a fun¢ao mitocondrial,
ao estresse oxidativo e a proliferagéo celular.

Ja Li et al (2016) realizaram um estudo com fragmentos de pele humana, entre dois
grupos de doadores: jovem (<10 anos) e idoso (> 60 anos) e evidenciaram que 0os miRNAs
relacionados ao mecanismo do envelhecimento cutédneo séo significativamente regulados
no tecido dérmico dos idosos quando comparados aos jovens. Além disso, os autores
demonstraram por meio da andlise de interacdo bioinformatica que os miRNAs supra-
regulados influenciam em mRNAs importantes para a integracdo da estrutura dérmica
da pele. Um dos miRNAs estudados apresentou, via estudo funcional, impacto sobre os
fibroblastos, respondendo a inducédo a apoptose celular e alteragdo na expressao genética
de marcadores relacionados ao envelhecimento da pele, como COL1A1 (colageno 1),
elastina e MMP-1 (metaloproteinase-1).

Nessa perspectiva, o presente estudo avaliou se o efeito antienvelhecimento de
um ingrediente composto por extratos de Malus domestica e Zingiber officinale em 6leo de
canola decorreria da regulagédo epigenética por meio da modulacao de miRNAs.

21 METODOLOGIA

2.1 Avaliacao miRNA

Fragmentos de palpebras (ex vivo) de tecido humano foram adquiridos a partir de
cirurgias eletivas (blefaroplastia) de pacientes saudaveis de 45 a 60 anos foram incubados
com uma formulagéo com 1% do ativo ou placebo durante 24 horas. Os fragmentos de
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pele foram adquiridos no Centro Cirurgico do Banco de Olhos do Hospital Oftalmologico
de Sorocaba (BOS-HOS), localizado em Sorocaba - Sdo Paulo. A aprovagdo do estudo
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HOS-BOS através da Plataforma Brasil esta sob
o relatorio consubstanciado, nUmero 659.934. O tecido excisado foi entdo submetido ao
processo de maceragdo com o auxilio do aparelho Tissue Ruptor®(Qiagen), em seguida, o
miRNA foi extraido usando mini kit miRNAse (217004 Qiagen).

Para identificar os miRNAs que poderiam ser induzidos pelo tratamento com
ingrediente, analisou-se o perfil de expressao do miRNA comparativo. utilizando-se painéis
miRNA humanos TagMan OpenArray. O software de anélise de gPCR (Applied Biosystems)
do OpenArray foi utilizado para analisar e revisar os valores de amplificagéo e ciclo de limiar
(Ct) obtidos. Os valores médios de expresséao foram calculados para cada miRNA utilizando
o grupo placebo como referéncia para identificar miRNAs reguladas diferencialmente. Para
a previsdo de metas de miRNA expressos diferencialmente, foi utilizado o software MR-
microT da Diana Tools.

2.2 Expressao de proteinas por analise de Imunofluorescéncia

Fragmentos de pele humana de blefaropatia de pacientes saudaveis com idade entre
45-60 anos foram tratados por 72 horas com 10mg / cm? de uma férmula contendo 2% de
ativo ou seu placebo. Os fragmentos de pele foram adquiridos no Centro Cirargico do Banco
de Olhos do Hospital Oftalmologico de Sorocaba (BOS-HOS), localizado em Sorocaba -
Sao Paulo. Sec¢bes de 10um foram coletadas, incubadas com anticorpos primarios para
Anti-Colageno 1 (Abcam; ab90395) ou Anti-Colageno 4 (Sigma; SAB4500382) ou Anti-
Decorina (Abcam; ab151988) ou Anti-Fibronectina (Santa Cruz Biotech; sc 69681) ou Anti-
Fibrilina-1 (Santa Cruz Biotech; sc20084) ou Anti-Fibulina-5 (Santa Cruz Biotech; sc23062)
ou Anti-EGF (Santa Cruz Biotech; sc1341), seguido de incubacao com anticorpo secundario
(Invitrogen A11001) e contra-coloragao por DAPI (4’-6-Diamidino-2-fenilindole, marcador de
DNA).

A intensidade de fluorescéncia emitida pelos anticorpos especificos utilizados
no tratamento das secc¢des foi analisada com o Microscépio de Fluorescéncia (Leica-
DM1000 / LAS-Leica Application Suite). As imagens obtidas foram tratadas com o software
ImageJ® para quantificacdo dos pixels gerados pela proteina alvo. A andlise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA e teste de Dunnett. Os grupos estudados sdo considerados
estatisticamente significativos quando o valor de p € menor ou igual a 0,05.

2.3 Estudo clinico: firmeza, elasticidade e espessura da pele

Quarenta e quatro voluntarias, com idades entre 40 e 60 anos, com sinais de
envelhecimento facial (rugas profundas e linhas finas) avaliaram uma formulacdo contendo
2% do ativo ou o placebo. Os produtos foram aplicados duas vezes por dia no rosto e

as voluntarias foram analisados nos dias 0, 14, 28 e 56. Para firmeza e elasticidade, um
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Cutometer® MPA 580 (Courage & Khazaka) foi utilizado na area periorbital para andlise dos
parametros RO e R7. Para avaliagdo da espessura da pele, as voluntérias foram submetidas
a andlise de ultrassom com Voluson E®. Para avaliagdo de tom de pele, foram utilizados
Visia® e analise de imagem pelo software Image Pro Plus.

2.4 Estudo clinico: relevo cutaneo

Vinte e trés voluntarias, com idades entre 45 e 65 anos, com sinais de envelhecimento
facial (rugas profundas e linhas finas) avaliaram uma formulagéo contendo 2% do ativo ou
do placebo (hemi-face). Os produtos foram aplicados duas vezes por dia no rosto e os
voluntarios foram analisados nos dias 0, 30, 60 e 90. Rugas, textura/tom da pele foram
avaliados por Primos® e VisiaCR®.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ativo apresentou potencial de agdo sobre 5 miRNA que estédo relacionados ao
silenciamento do Colageno Tipo I, Colageno Tipo 1V, Decorina e Fibronectina (Figura 1).

Proteinas Alvo

) COL1A2
peo,ses [ThsasmiR=AB05 ™ ¢):eno Tipo | Cadeia Alfa 2)

p<0643 [IASEMIR=519:8p" COL4A3
(Colageno Tipo IV Cadeia Alfa 3)

p<0.260" [ hsa=miR=388:5p
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. _miR- COL4A6
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Expressao de miRNA relativo ao controle

Figura 1: Expressao ex vivo de miRNA (Ativo 1% versus placebo) (n=6).
As alteracdes de expressao de miRNAs (Figura 1) foram corroboradas pelo aumento,
em niveis estatisticamente significativos (p<0,05), da sintese de: Colagenos | (+136%) e

IV (+45%), Decorina (+138%), Fibronectina (+102%) observados no teste ex vivo, além de
Fibrilina-1 (+39%), Fibulina-5 (+33%) e EGF (+238%) (Figura 2).
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Controle Placebo Ativo 2%

Fibrilina-1 Fibronectina Decorina Colageno IV Colageno |

Fibulina-5

EGF

Figura 2: Avaliagéo por imunofluorescéncia de colageno tipo | (verde), colageno tipo IV (verde),
decorina (verde), fibronectina (verde), fibulina-1 (verde) fibulina-5 (verde), fator de crescimento
epidérmico (vermelho) e contra-retenc@o por DAPI (azul, marcador de nucleos celulares). Imagens de
microscopio com ampliagdo de 40x.
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Os resultados expressos na Figura 2 demonstram uma evidente capacidade do
ativo de atuar na estimulagé@o de biomarcadores associados a pardmetros como renovagao
celular, firmeza e elasticidade da pele.

O colageno tipo | (COL-1) representa a proteina mais abundante em humanos, e
o componente estrutural fibrilar chave da pele. Ortolan et al. (2013) realizaram andlises
histologicas e morfométricas em 218 fragmentos de pele pré-auricular de mulheres
caucasianas para avaliar a influéncia do envelhecimento na qualidade da pele. Nesse
estudo foi observada uma diminuicdo acentuada do colageno tipo | em amostras de pele
de mulheres de 60 a 69 anos.

O colageno tipo IV (COL-4) é um componente importante da membrana basal, a qual
€ responsavel por uma epiderme fortemente vinculada a derme e representa uma barreira
seletiva para controlar a troca molecular e celular. Le Varlet et al. (1998) estudaram a
influéncia da idade do doador na expressao de colageno em bidpsias de pele pds-auricular
de quatro doadores e observaram uma quantidade menor de colageno tipo IV em juncbes
dermo-epidérmicas adultas.

Em relacéo a fibrilogénese de coldgeno, segundo Kadler et al. (2008), embora o
COL-1 forme fibras espontaneamente in vitro, a formacao in vivo ndo é simples. As fibrilas
contendo COL-1 ndo se formam na auséncia de fibronectina, ligantes de fibronectina e
integrinas (ligantes de colageno). Fibronectina e integrinas séo essenciais para a formacao
de fibrilas de coldgeno em culturas celulares e células mesenquimais embrionarias in vivo.

Alguns outros estudos também indicam as decorinas como fatores-chave no
processo de fibrilogénese de colageno. Decorina (DCN) é um membro da pequena familia
de proteoglicanas ricos em leucina (SLRP). Além da fibrilogénese do colageno, os SLRPs
desempenham um papel importante na modulag¢éo do fator de crescimento e na regulacéo
direta do crescimento celular (KRESSE; SCHONHERR, 2001). Decorina se liga a varios
tipos de colageno, incluindo os tipos |, II, 1l e VI, além de TGF-3 e outras proteinas (REED;
10ZZ0, 2002). Os efeitos da auséncia de decorina na pele foram extensivamente estudados
em modelo de camundongos. A caracteristica mais notavel observada em camundongos
com deficiéncia de DCN foi uma pele extraordinariamente solta e fragil com afinamento
dérmico visivel no exame microscépico (DANIELSON et al., 1997).

Outra importante proteina presente na matriz extracelular (MEC), responséavel pela
manutenca@o das propriedades mecénicas da pele é a fibrilina (FBN), uma glicoproteina
essencial para a formagéo de microfibrilas. Microfibrilas séo filamentos que formam fibras
que transmitem a aparéncia elastica da pele, e servem de suporte para tecidos mais rigidos
(GASSER et al., 2011).

A fibulina-5 também € uma glicoproteina essencial para a elasticidade do tecido
cutaneo, capaz de regular a deposigéo de elastina. Localizada no MEC com LOXL1 (enzima

importante na renovacéo de fibras elasticas), a fibulina-5 atua sinergicamente com essa
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enzima e tropoelastina (precursor de elastina) na formacgéao eficiente de reticulagbes que
culminam na estabilizac&o das fibras elasticas (NAKAMURA et al., 2002).

Os resultados clinicos obtidos no presente estudo corroboram os indicios observados
nos testes ex vivo, indicando eficacia estatisticamente significativa (p <0.05) na melhora da
firmeza (+8,6%) e elasticidade (+15,9%) da regido periorbital além de redensificacdo da
derme (+28,7%), contribuindo para reducdo de rugas e também melhoria significativa (p
<0.05) na uniformidade do tom da pele (+4,6%) apos 56 dias de uso do Ativo 2% (Figura 3).
O placebo né@o apresentou melhora estatisticamente significante.

DO D56

Figura 3: Aspecto da pele (rugas e uniformidade do tom da pele) no inicio do estudo (DO) e
apos 56 (D56) dias de utilizagdo do Ativo 2%. Imagens captadas por VISIA®.

A analise do relevo cutaneo utilizando PRIMOS® permitiu avaliar parametros como
rugosidade/textura (Sq), profundidade méaxima de rugas (Smax) e profundidade média de
rugas (Sz). A avaliagéo clinica do microrelevo da pele ap6s 90 dias utilizando o ativo 2%
apresentou melhora de 4,9% na rugosidade da pele, melhora de 11,0% na profundidade
méxima das rugas e melhora de 8,7% na profundidade média das rugas, em comparagéo
com o placebo (Figura 4).

Do D90 =

Figura 4: Imagens obtidas pelo equipamento PRIMOS® para analise de relevo cutaneo (rugas,
linhas de expresséao e textura da pele) no inicio do estudo (D0) e apés 90 dias (D90) de uso de
2% do ativo. (Escala lateral em pm).
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41 CONCLUSOES

Os resultados indicam que o ingrediente estudado atua através da regulacdo de
vias epigenéticas de 5 miRNA essenciais para reduzir e desacelerar o aparecimento de
sinais do envelhecimento, estimulando proteinas relacionadas a resisténcia, integridade
e regeneragcédo da pele melhorando a firmeza e elasticidade, redensificando a derme e
uniformizando o tom da pele.
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