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RESUMO

O processo de envelhecimento da pele em humanos € um mecanismo bastante
complexo, uma vez que além dos efeitos do envelhecimento cronolégico a pele
também sofre os efeitos do envelhecimento extrinseco. De modo geral, as
modificagbes ocorrem parcialmente como resultado do acumulo de danos
enddgenos resultados da formacao continua de espécies reativas de oxigénio. O
estrato corneo permanece relativamente inalterado, mas a epiderme e a derme
sofrem um achatamento das juncbes dermo-epidérmicas, uma reducdo na
capacidade proliferativa e biossintética das células, que resulta em uma diminuicdo
da producdo de matriz dérmica, um aumento da expressao das metaloproteinases
de matriz (MMP), e um consequente adelgacamento do tecido cutaneo, reducdo da
vascularizacdo, reducdo da expressdo de colageno tipo | e desaparecimento
progressivo do tecido elastico na derme papilar. A L-arginina é o substrato da
sintese de Oxido nitrico e esta envolvida na angiogénese e na proliferacdo celular.
Ao mesmo tempo, a L-arginina € precursora indireta da sintese de colageno, por ser
utilizada na sintese de prolina, componente da fibra de pr6-colageno. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes concentragdes da L-arginina na
elasticidade da pele de camundongos, através da avaliacdo da forca ténsil suportada
pela pele, avaliacdo histoldégica e imuno-histoquimica, determinacdo do grau de
lipofilia da L-arginina, ensaio de retencéo, penetracdo e permeacdo cutanea e da
atividade proteolitica das MMPs por eletroforese em gel de poliacrilamida, com o
intuito de avaliar a possibilidade de usa-la como ativo cosmético em produtos
antienvelhecimento. Os resultados obtidos sugerem que a aplicacdo de L-arginina
melhora a resisténcia da pele a forca de tracdo para camundongos do grupo de
fémeas idosas e promove a formacdo de uma maior quantidade de fibras colagenas
e elasticas na pele quando aplicada na concentracdo de 15%. Nos grupos de
animais idosos, machos ou fémeas, tratados com L-arginina foi observada também
uma diminuigdo da atividade proteolitica das MMPs. Estudos posteriores devem ser
realizados para melhor elucidar o mecanismo da melhora da elasticidade da pele
pela aplicacédo de L-arginina.

Palavras-chave: envelhecimento; fibras colagenas e elasticas; L-arginina,

metaloproteinase.
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ABSTRACT

Skin, just like any other organ of the human body, suffers the effects of chronological
aging and, unlike the others, also suffers the effects of extrinsic aging. The process
of aging skin in humans is a quite complex mechanism that begins to be understood.
Overall, the changes occur partly as a result of the accumulation of endogenous
injuries resulting from the continuing formation of reactive oxygen species generated
by cellular oxidative metabolism. The stratum corneum remains relatively unchanged,
but the epidermis and dermis undergo a flattening of the dermal-epidermal junction,
reduction in the proliferative and biosynthetic ability of cells, which results in a
decrease in the dermal matrix production, increased expression of matrix
metalloproteinases (MMP), with a consequent skin thinning, reduced vascularization,
decreased collagen type | expression and progressive decrease of elastic tissue in
the papillar dermis. The loss of elastic fibers integrity is associated with progressive
reduction of skin elasticity. L-arginine is the substrate of nitric oxide synthesis and is
thus indirectly involved in many important regulatory mechanisms, such as
angiogenesis and cell proliferation. At the same time, L-arginine is an indirect
precursor of collagen synthesis because of its use in proline synthesis, a component
of procollagen. The aim of this study was to evaluate the influence of different
concentrations of L-arginine in mice skin elasticity in order to evaluate the possibility
of using it as a cosmetic ingredient in anti-aging products. For that, the tensile
strength supported by the skin, histological and immunohistochemical analysis, the L-
arginine lipophilicity, retention, penetration and permeation tests and proteolytic
activity of MMPs in polyacrylamide gel were evaluated. The results suggested that
the application of L-arginine improves the skin resistance to traction force in female
elder mice and L-arginine promotes the formation of a higher amount of collagen and
elastic fibers in the skin when applied at a concentration of 15%. In groups of aged
animals, males or females, treated with L-arginine it was also observed a decrease in
proteolytic activity of MMPs. Further studies should be performed to further elucidate
the mechanism of the skin elasticity improvement by application of L-arginine.

Keywords: skin aging, collagen and elastic fibers, L-arginine; metalloproteinase.
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1. INTRODUCAO

1.1. ENVELHECIMENTO CUTANEO.

A pele, considerada um dos maiores 6rgdos do corpo humano, € composta
por uma camada dupla que envolve toda a superficie corporal: a epiderme, camada
avascularizada e constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, e a
derme, camada subjacente a epiderme e constituida de tecido conjuntivo, rica em
fibroblastos e, consequentemente, em fibras elasticas, colagenas e
glicosaminoglicanos (figura 1). Tem como principal funcdo delimitar a area do corpo,
comportando-se, dessa forma, como uma barreira mediadora entre 0 organismo e o
ambiente (1,2). Além de revestir a superficie corporal, protege contra desidratacao,

infeccdes e lesBes provocadas por agressoes fisicas, mecéanicas e quimicas (3).
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Figura 1. Componentes celulares e extracelulares da pele jovem.

Epiderme avascular, rica em queratinécitos que séo fixados a membrana basal por juncdes dermo-
epidérmicas (DEJ). Derme vascularizada, com fibroblastos esparsos, 0s quais sé&o
predominantemente responsaveis pela sintese de colageno, fibras eldsticas e proteoglicanos,
componentes da matriz extracelular (4).

Assim como todos 0s outros Orgaos, a pele também sofre envelhecimento
cronoldgico e, diferente dos demais, ela esta em contato direto com o meio ambiente
e, portanto, ainda sofre envelhecimento como consequéncia das agressdes
ambientais (5-7). Esse processo de envelhecimento da pele em humanos € um

mecanismo complexo e frequentemente induzido por fatores intrinsecos, em grande



parte determinados geneticamente, e por fatores extrinsecos, causados por
exposicado ambiental, principalmente radiacdo ultravioleta, tabagismo, consumo
excessivo de alcool e ma nutricdo. Desses fatores externos, a exposicao ao sol &
considerado o mais deletério para a pele (4, 8-9).

No processo de envelhecimento da pele, 0s principais componentes
envolvidos sdo o colageno, a rede de fibras elasticas e os glicosaminoglicanos
(figura 2). O colageno, componente extracelular mais abundante da pele, fornece
propriedades de tracdo a derme. A rede de fibras elésticas fornece elasticidade a
pele e é responsavel pela composicdo de cerca de 2 a 4% da matriz extracelular na
pele foto-protegida. Os glicosaminoglicanos desempenham um importante papel na
hidratacdo da pele e na sinalizacdo biologica, e correspondem a apenas 0,1 a 0,3%
do peso seco da pele. A extrema longevidade dessas biomoléculas, quando
comparadas com as proteinas intracelulares, expfe as mesmas a lesdes
cumulativas, o que causa impactos sobre as propriedades biomecéanicas e sobre os
mediadores homeostéticos do tecido (4, 8).

No envelhecimento extrinseco, ou foto-envelhecimento, tém sido descritas
mudancas nesses trés componentes. Em contraste com o teor de
glicosaminoglicanos e da rede de fibras elasticas, as fibras de colageno, incluindo
colageno tipo | e decorina, estdo reduzidas. Na pele severamente fotoenvelhecida,
além da perda de colageno tipo | e lll em toda a derme, ha também a perda de
colageno VIl nas juncdes dermo-epidérmicas. Essa reducdo na producédo de fibras
colagenas tem sido acompanhada da degeneracédo da rede de colagenos ao redor
da area envelhecida e da quebra das fibras elasticas. Além disso, esse acumulo de
colageno parcialmente degradado tem efeito negativo sobre os fibroblastos (4,8,10)

Assim como o envelhecimento cronolégico, o envelhecimento extrinseco
também é um processo cumulativo. No entanto, enquanto o envelhecimento
cronoldégico depende somente do tempo, o foto-envelhecimento depende do grau de
exposicao ao sol e da pigmentacdo da pele. Estima-se que os efeitos da luz solar
representem até 90% do envelhecimento visivel da pele, particularmente nas peles
sem protecdo natural, associada aos niveis de melandcitos (5,11).

A pele fotoenvelhecida apresenta varias manifestacdes clinicas, como

aspereza, rugas, descoloracdo amarelada, telangiectasia, pigmentagao irregular,



uma série de neoplasias benignas ou potencialmente malignas, perda na
elasticidade, aumento na fragilidade e areas de purpura. Apresenta, ainda, fibras
colagenas espessas, fragmentadas e mais sollveis e fibras elasticas também
fragmentadas com uma progressiva calcificagao (9,7,12).

Muito ainda deve ser estudado para elucidar o mecanismo pelo qual a
radiacdo UV induz varios efeitos adversos a saude, mas ja é conhecido que o foto-
envelhecimento, a fotocarcinogénese e a foto-imunossupressao sao sequelas da
exposicdo a radiacdo UV, particularmente na faixa UVA (320 a 400 nm). Outra
caracteristica importante € que no envelhecimento extrinseco o encurtamento dos
telomeros, estruturas especializadas encontradas nas extremidades dos
cromossomos dos eucariontes e que tém papel central no envelhecimento
intrinseco, ndo funciona como um “relégio do envelhecimento” (9).

No envelhecimento intrinseco, ou cronoldgico, as alteracdes sao semelhantes
as gque ocorrem na maioria dos o6rgdos internos. As modificacbes ocorrem
parcialmente como resultado do acumulo de les6es enddgenas devido a formacao
continua de espécies reativas de oxigénio, que sdo geradas pelo metabolismo
oxidativo celular. O estrato corneo permanece relativamente inalterado, mas a
epiderme e a derme sofrem um achatamento das juncdes dermo-epidérmicas, uma
reducdo na capacidade proliferativa e biossintética das células cutaneas,
principalmente de fibroblastos, o que resulta em uma diminuicdo da producéao de
matriz dérmica, um aumento da expressdo das colagenases, em especial das
metaloproteinases de matriz (MMP), com um consequente adelgacamento do tecido
cutaneo, reducdo da vascularizacdo, reducdo da expressdo de colageno tipo | e
desaparecimento progressivo do tecido elastico na derme papilar. Em relacdo ao
colageno, além da reducdo do conteudo, as fibras existentes ficam mais densas e
localizadas aleatoriamente (8,13-14). Na derme reticular, tecido conjuntivo denso, a
rede elastica fica espessada, desorganizada e fragmentada. Essa perda da
integridade das fibras elasticas esta associada a perda progressiva da elasticidade
(12,14).

As diferencas histologicas entre o envelhecimento intrinseco e o foto-
envelhecimento € que no primeiro geralmente acontece a perda total da matriz

extracelular e no segundo ocorrem aumentos seletivos, como de elastina. No foto-



envelhecimento, a resposta inicial das fibras elasticas é a sua hiperplasia. A elastose
solar dérmica, emaranhado de fibras elasticas que formam uma massa amorfa, € a

principal caracteristica do foto-envelhecimento, figura 2 (12,14).

Colageno Fibras elasticas Glicosaminoglicanos

Idoso (fotoprotegido)

Envelhecimento intrinseco
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Envelhecimento extrinseco
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Figura 2. Pele envelhecida intrinsecamente e extrinsecamente.
Colageno, fibras elasticas e glicosaminoglicanos (visualizados com coloragdo de Picro Sirius
vermelho, método de coloragdo de Miller e &cido periddico, respectivamente) apresentaram
diferencas significativas entre a pele envelhecida fotoprotegida e fotoexposta (4)



Essas modificagBes colageno-elasticas explicam as adaptacdes bioquimicas
e biomecéanicas da pele com a idade, uma vez que a espessura e as propriedades
viscoelasticas da pele ndo dependem somente da quantidade de material presente
na derme, mas também da sua organizacdo estrutural. Dessa forma, para estudar o
envelhecimento da pele € necessario compreender as alteracdes estruturais e
funcionais que ocorrem com o0 avancar da idade e distinguir as mudancas
resultantes de um processo intrinseco daquelas que sao efeitos de processos
patolégicos ou agressfes ambientais externas. Além disso, deve-se levar em
consideracdo que a taxa de envelhecimento é significativamente diferente nas
diferentes populacdes, bem como nos diferentes sitios anatdmicos de uma unica
pessoa, variando caracteristicas da pele, como espessura total, espessura relativa

da derme e epiderme, dentre outras, independentemente da idade (8,11,13).

1.2. COLAGENO E FIBRAS ELASTICAS.

1.2.1. Colageno.

O colageno é a proteina mais abundante da derme, constituindo cerca de 70
a 80% de seu peso. E o principal componente estrutural da derme, responsavel pela
forca e suporte da pele humana (1,7,9). Sua sintese é feita pelos fibroblastos em
dois estagios, envolvendo eventos intracelulares, que dao origem ao pro-colageno, e
extracelulares, que dao origem ao tropocolageno, unidade basica do colageno. O
coldgeno maduro, por sua vez, forma fibrilas que sédo estabilizadas por ligacdes
cruzadas; essas fibrilas sédo responsaveis, em grande parte, pela forca e resisténcia
da pele (1,15-16).

Atualmente sdo conhecidos cerca de vinte e oito tipos de colageno,
juntamente com um grande numero de proteinas ligadas ao colageno, como
acetilcolinesterase, adiponectina e outras. Os colagenos sao classificados por
func@o e dominios homélogos em: colagenos formadores de fibrilas (coldgenos tipos
[ 1 10V, X, XXIV e XXVII), que séo a principal fonte de resisténcia a tracdo no

tecido animal; colagenos associados a fibrilas com tripla hélice ininterruptas-FACITs



(colagenos tipos IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXII e XXVI); colagenos formadores
de rede (tipos 1V, VI, VIII e X); colagenos transmembrana (tipos Xlll, XVIlI e XXV);
colagenos produtores de endostatina (tipos XV e XVIII); fibrilas de ancoragem (VII) e
colageno formador de filamento. Os colagenos fibrilares formam fibras e fibrilas
altamente organizadas que dao origem a tecidos especificos e fornecem suporte
estrutural para o corpo (15,17-18).

O colageno tipo | é predominante na derme e é considerado o mais
importante, por ser o mais abundante e amplamente distribuido no organismo. Pode
ser encontrado nos 0ssos, tenddes, pele, ligamentos, artérias, Utero e cornea. O
colageno tipo Ill, denominado reticulina, estd presente em grande quantidade na
derme; os colagenos tipo IV e VIl estdo presentes principalmente na membrana
basal; o tipo V apresenta estrutura fibrilar e esta presente de forma generalizada nos
0Ss0s, cartilagens, cornea e placenta, e o tipo VI compde uma fina rede dispersa nos
intersticios das grandes fibras de coldgeno e pode ser encontrado nos 0Ssos,
cartilagens, cornea e derme (1,18).

O colageno é sintetizado por fibroblastos e outras células, como osteoblastos
e odontoblastos, e catabolizado por um grupo de enzimas proteoliticas, as
metaloproteinases de matriz (MMP), produzidas por fibroblastos e outros tipos de
células, como queratindcitos, células endoteliais e células inflamatérias. Estas
enzimas, atuando em conjunto, podem levar a degradacao total de colageno, mas
existe um fator que influencia esse catabolismo, a presenca de inibidores fisiolégicos
das MMPs (TIMPs). No envelhecimento cronolégico, o que se observa € um
aumento dos niveis de MMPs com a idade, uma menor taxa da sintese de colageno
e reducdo dos TIMPs, o que explica o aspecto flacido da pele envelhecida (19-20).

Com o aumento da idade o conteudo das fibras de colageno da pele diminui e
muitas dessas fibras associadas a infancia tornam-se mais densas e dispostas
aleatoriamente (8,21). Geralmente, essas lesdes causadas a derme sédo
determinantes nas alteracdes que ocorrem no envelhecimento cronolégico e no foto-
envelhecimento e, apesar de todos os componentes da pele sofrerem modificacdes,
as mudancas qualitativas e quantitativas em relacdo ao colageno explicam muitas
das manifestacdes clinicas do envelhecimento, tais como rugas, flacidez,

rachaduras, entre outras (10,15,19).



A proporcao de colageno na derme reflete um equilibrio metabdlico entre os
processos de sintese e degradacdo (19,22). Com o aumento da idade a taxa
biossintética de colageno diminui, sendo menor na pele de individuos idosos do que
no tecido fetal ou durante os primeiros anos de vida. A propor¢do dos tipos de
coldgeno também se altera com a idade e, em geral, o conteldo de colageno por
unidade de area da superficie da pele diminui aproximadamente 1% ao ano. Os
niveis de colageno degradado sdo quatro vezes maiores na pele de idosos do que
na pele de jovens. Na pele jovem, 80% do coldgeno total da pele é tipo | e
aproximadamente 15% tipo lll, na pele mais velha a proporcdo de colageno tipo Il
tende a aumentar devido a reducéo apreciavel de colageno tipo | (8-9,23).

Na pele submetida a radiacdo ultravioleta, os niveis de colageno tipo | sédo
reduzidos em 59% e, apesar do colageno tipo | ser o mais abundante na pele, outros
tipos de colageno também sofrem os efeitos do envelhecimento. O colageno tipo 1V,
constituinte das juncdes dermo-epidérmicas e fundamental na estabilidade mecanica
da pele, ndo apresenta nenhuma diferenca significativa em relacdo a seus niveis
quando comparada a pele fotoenvelhecida a pele envelhecida naturalmente; no
entanto, niveis significativamente mais baixos de colageno tipo IV foram
identificados na base das rugas em comparacdo com os flancos das mesmas. Essa
perda de colageno tipo IV pode afetar a estabilidade mecénica das jun¢des dermo-
epidérmicas e contribuir para a formacao de rugas. Outro tipo de colageno afetado é
o tipo VII, principal componente das fibrilas de ancoragem, que ligam a membrana
basal a derme papilar. Em um estudo realizado por Craven e colaboradores, em
1997, foi observado um numero significativamente menor de fibrilas em pacientes
cronicamente expostos ao sol em comparagcdo com 0s controles normais. Outro
estudo mais recente mostrou que essa perda de colageno tipo VII € mais
proeminente na base da ruga (24,25). Baseada nesses resultados foi criada a teoria
de que as rugas podem resultar de um elo enfraquecido entre a derme e a epiderme
devido a degradacéo de fibrilas de ancoragem (9).

O conhecimento do papel do colageno no processo do envelhecimento
contribuiu para o uso de colageno bovino como agente de preenchimento, na

substituicdo do colageno perdido com a idade. Apesar do pouco conhecimento sobre



a patogénese das rugas ja foi demonstrado que as alteragbes no colageno sao

determinantes no envelhecimento (9).

1.2.2. Fibras eléasticas.

As fibras elasticas sdo estruturas altamente insolUveis, compostas por
elastina reticulada, microfibrilas ricas em fibrilina, microfibrilas associadas a
glicoproteinas, fibulina e fator de crescimento transformador latente ligado a proteina
(LTBPs). Estas fibras s@o importantes componentes da matriz extracelular de tecidos
dindmicos, como vasos sanguineos e pulmdes. Sua distribuicdo nos tecidos,
combinada com o baixo médulo de elasticidade e a alta resiliéncia da elastina,
permite as fibras elasticas complementarem a forca de tracao do colageno fibrilar. As
fibras elasticas sdo capazes de se deformar, de armazenar energia, sob cargas
fisiologicas normais, e de usar essa energia para voltar o tecido para o estado de
repouso. A manutencdo dessas propriedades mecéanicas € fundamental para a
funcdo dos tecidos dinamicos dentro do sistema cardio-respiratério, e tem sido
sugerido que a falha das fibras elasticas relacionada a idade pode ser responsavel
por um limite aparente de 100 a 120 anos na expectativa de vida humana (4,25).

Em geral, as proteinas da matriz extracelular apresentam uma longevidade
notavel, em particular as do sistema de fibras elasticas. Em contraste com muitas
proteinas intracelulares, em que a meia-vida € mensurada em horas ou, ho maximo,
em dias, muitas proteinas da matriz extracelular tém a meia-vida medida em anos.
Os colagenos tipo | e Il e a cartilagem, por exemplo, ttm meia-vida estimada de 15 a
95 anos, enquanto que a idade das fibras elasticas é equivalente a ou muitas vezes
maior que a idade do individuo (4). Além disso, a sintese e deposicao de elastina é
predominantemente limitada ao desenvolvimento fetal e pds-natal por um
mecanismo pdés-transcricional que medeia a decomposi¢cao do mRNA de elastina em
adultos. Apds a idade de 40-50 anos, por exemplo, a expresséo génica de elastina é
reduzida e ha desaparecimento progressivo do tecido elastico na derme. A reduzida
capacidade das células envelhecidas em ressintetizar essas fibras se apresenta
clinicamente na perda da capacidade de recolhimento da pele, caracteristica comum

da pele envelhecida. As proteinas da rede de fibras elasticas precisam funcionar por



muitos anos e, durante esse periodo, acontecem muitas lesdes e modificacbes
dependentes do tempo (4,8).

Na pele, o sistema de fibras elasticas € altamente ordenado e fundamental na
mediacdo da resisténcia do tecido. Este corresponde a cerca de 2 a 4% do peso
total da pele e € responséavel por suas propriedades retrateis. Na derme reticular, as
fibras elasticas de grande diametro encontram-se paralelas a superficie da pele.
Estdo conectadas as fibras elaulinicas, de menor diametro, na derme papilar e,
eventualmente, as fibras oxitalanicas, que conectam a derme papilar e a epiderme
através das juncdes dermo-epidérmicas. A proporcdo de elastina com relagdo a
fibrilina diminui com a proximidade da epiderme, e as fibras oxitalanicas parecem ser
somente microfibrilares (4,8,26-27).

O numero de doencas cutaneas revela o importante papel estrutural
desempenhado pelo sistema de fibras elasticas. Muitas dessas doencas séo
desordens hereditarias em um dnico gene, nas quais as estruturas elasticas séo
seletivamente destruidas. Individuos afetados por essas doencas apresentam
sintomas de envelhecimento cutaneo e perda da resisténcia da pele, como visto na
cutis laxa, uma doenca causada por um defeito especifico na elastina ou na
microfibrila da rede de fibras elasticas. Outra doenca causada por mutacdes em
componentes das fibras elasticas, especificamente mutacdes na fibrilina 1, é a
Sindrome de Marfan, que est4d associada a defeitos oculares (subluxacdo do
cristalino), cardiovasculares e esqueléticos. Mutacbes na fibrilina 2 causam
aracnodactilia contratual congénita, com sobreposicdo de sintomas esqueléticos e
oculares (27-28).

A complexidade do sistema de fibras elésticas, devido a seus varios
componentes, e o fato das fibras serem altamente insoluveis dificultam a medida
direta da sua taxa de biossintese. Entretanto, técnicas de biologia molecular
permitem medir os niveis de RNA mensageiro (MRNA) de elastina, o que serve
como indicativo da taxa de biossintese na pele. Em 1988, Fazio examinou 0s niveis
de mRNA nos fibroblastos a partir da pele de individuos de véarias idades, na faixa de
3 a 61 anos de idade, e os dados mostraram gue a taxa de biossintese de elastina
permaneceu relativamente estavel entre a terceira e quarta década de vida, apoés

isso declinava rapidamente. Os idosos tém uma menor capacidade de substituir as
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fibras elésticas perdidas pelo processo natural de degradagdo. Isso ocorre ao
mesmo tempo em que é perdida a capacidade de restaurar o quadro de fibras
colagenas e que ocorre o declinio dos niveis de glicosaminoglicanos, o que resulta
em uma hidratacéo reduzida e, consequentemente, uma atrofia dérmica (28).

O processo de envelhecimento tem efeitos profundos sobre a estrutura e
funcdo do sistema de fibras elasticas. A pele humana acumula tanto as lesdes
provenientes dos processos metabdlicos normais, quanto as resultantes das
interagbes com os fatores ambientais. Apesar desses dois processos,
envelhecimento intrinseco e envelhecimento extrinseco, serem independentes, e
envolverem mecanismos moleculares, bioquimicos e bioldgicos diferentes, ambos
resultam em grandes alteracdes nas fibras elasticas. A pele danificada pela radiacédo
ultravioleta é caracterizada por um acumulo de material elastético, enquanto as
areas protegidas do sol apresentam um numero diminuido de fibras elasticas. A
caracteristica comum associada a idade em ambos os processos é a perda das
funcdes normais das fibras elasticas, o que pode explicar algumas das
manifestagcbes do envelhecimento cutaneo, como rugas, flacidez, perda da
capacidade de resisténcia e elasticidade (25,29).

Na pele intrinsecamente envelhecida, a aparéncia lisa e as rugas finas,
associadas com uma fragmentacao gradual da rede de fibras elasticas, contrastam
com a pele fotoenvelhecida, a qual é levemente aspera, com rugas profundas e
histologicamente caracterizada pela perda de microfibrilas de fibrilina e fibulina a
partir da derme papilar. Na pele severamente fotoenvelhecida ocorre, ainda, uma
deposicdo altamente desordenada de material de fibras elasticas distribuidas ao
longo da derme (26). Esse material desorganizado de fibras elasticas, que consiste
basicamente em estruturas de elastina espessas com aspecto granular amorfo, é
conhecido como elastose dérmica. A exposicdo a luz ultravioleta induz esse
espessamento e enrolamento das fibras elasticas na derme papilar. Quando a
exposicao aos raios UV é crOnica, essas alteracdes também ocorrem da derme
reticular. Dessa forma, a intensidade do acumulo de fibras elasticas depende do
grau de exposi¢cdo ao sol. A etiologia basica das mudancas relacionadas a idade na

elastina ndo é bem compreendida como as mudangas relacionadas ao colageno,
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mas acredita-se que as metaloproteinases desempenhem um papel nesse processo,
uma vez que a MMP-2 degrada elastina (9,26,29).

Nos estudos realizados por Seite e colaboradores, em 2006, foi observado
que a radiacdo UVA, principalmente no intervalo do comprimento de onda de 340 a
400 nm, induziu uma deposicdo de lisozima nas fibras de elastina, e essa
associacdo de lisozima a essas estruturas de elastina correspondem a uma
degeneracéo basofilica induzida por exposicdo ao sol. A lisozima néo tem atividade
elastolitica in situ, no entanto, a sua ligacdo a elastina, limita a degradacédo de
elastina pela elastase leucocitaria humana (HLE). Além disso, foi observado um
efeito inibitorio direto da lisozima na HLE. Dessa forma, esses resultados do trabalho
de Seite e colaboradores sugerem que a lisozima impede a degradacao de elastina
por HLE depois da ligacdo das partes danificadas da rede de elastina e pela
interacdo direta da lisozima-HLE, que reduz a atividade proteolitica da HLE. Esses
dados contribuiram para uma melhor compreenséo das alteracfes relacionadas ao
sistema de fibras elasticas, tanto no envelhecimento intrinseco quanto no
fotoenvelhecimento (29).

Apesar da importancia dos mecanismos acelulares associados ao processo
de degradacao das fibras elasticas relacionados com a idade, a maioria dos estudos
de fotoenvelhecimento estdo focados na super-regulacdo e ativacdo das
metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs). Embora a atividade das MMPs
seja aumentada na pele exposta a radiagcdo UV, tal como a das MMP-2, MMP-3,
MMP-9, MMP-12 e MMP-13, metaloproteinases capazes de degradar componentes
das fibras elasticas, sua baixa especificidade com o substrato torna a expressao
destas enzimas um instrumento pouco preciso para mediar a precoce e especifica
degradacdo de fibrilina-1 e fibulina-5 das juncdes dermo-epidérmicas da pele
fotoenvelhecida. Além disso, a dificuldade de reparar as fibras elasticas danificadas
continua sendo um desafio para a biomedicina. A melhor opcéo ainda é a prevencao

das lesdes (4,26).

1.3. METALOPROTEINASES.
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As metaloproteinases de matriz extracelular (MMPSs) constituem uma familia
de endopeptidases zinco-dependentes, com atividade hidrolitica de amplo espectro
para as proteinas extracelulares. Sdo produzidas por varios tipos de células,
incluindo células epiteliais, fibroblastos e células inflamatérias, como, por exemplo,
os neutrofilos. S&o sintetizadas numa forma latente e secretadas como pr6-MMPs,
inativas. A ativacdo € acompanhada por proteases de clivagem, do plasma ou
tecidos, das interacfes cisteina-zinco incluidas no pro-peptideo N-terminal destas
enzimas. A ativagdo da maioria das MMPs ocorre fora das células e a maioria das
MMPs podem ser ativadas por outras MMPs ou por proteases de serina. Outros
grupos de MMPs néo sao secretados, permanecem ligadas as superficies celulares
(30-31).

A atividade das MMPs pode ser regulada em varios niveis moleculares,
incluindo a transcricdo, estabilidade do mRNA, a eficiéncia da translagéo,
compartimentalizacdo da enzima, ativacdo proteolitica do zimogénio ou inibicdo da
forma ativa. Os inibidores naturais mais importantes sdo os inibidores teciduais de
MMPs (TIMPs). As TIMPs sado proteinas secretadas, capazes de formar complexos
com as MMPs individuais, que tém um papel central na regulacéo, tanto da atividade
funcional quanto da ativacao individual das MMPs. Acredita-se que o equilibrio entre
as MMPs ativadas e os TIMPs determine a atividade as MMPs e a protedlise in vivo
(30,32).

As MMPs pertencem a um grupo de 25 membros, dos quais 24 séo
encontradas em mamiferos. Acredita-se que quatro em particular sejam importantes
na degradacao da matriz da pele. As acdes combinadas da colagenase (MMP-1, 57
kDa), gelatinase A (MMP-2, 72 kDa), gelatinase B (MMP-9, 92 KDa) e da
estromelisina 1 (MMP-3, 57 kDa), sdo capazes de degradar os colagenos da pele e
da rede elastica. As colagenases (MMP-1) sdo as Unicas proteases de mamiferos
capazes de hidrolisar fibras colagenas intactas; clivam o coldgeno em locais Unicos,
gerando fragmentos de 75 a 25 kDa, chamados de gelatina. Uma vez clivado no
dominio da tripla hélice, o colageno desnaturado pode ainda ser clivado pela
gelatinase e pela estromelisina (MMP-3), dando origem a um Unico aminoacido ou a
oligopeptideos. Além disso, tanto a MMP-2 quanto a MMP-9 (gelatinases A e B,

respectivamente) tém capacidade de degradar a rede de fibras elasticas, sendo que
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a MMP-9 apresenta maior atividade elastolitica e de degradagdo de fibrilina,
enquanto que a MMP-2 apresenta maior especificidade para colageno lll e € capaz
de degradar componentes da juncédo dermo-epidérmica (8,16,33).

As MMPs estao envolvidas em varios eventos proteoliticos, em circunstancias
fisiolégicas e patologicas, incluindo embriogénese, reabsorgdo 6Ossea, cicatrizagdo
de feridas, inflamac&o, angiogénese e cancer. As funcbes das MMPs incluem a
liberacdo de fatores de crescimento a partir da membrana celular ou membrana
extracelular, clivagem dos receptores do fator de crescimento a partir das células
superficiais, desprendimento das células de adesdo, e ativacdo de outras MMPs,
entre outras funcdes nao catabdlicas (16,31).

Durante o envelhecimento da pele, o equilibrio entre a sintese e degradacéo
da matriz extracelular é prejudicado. A colagendlise e a elastélise sdo atribuidas a
uma acao combinada de varios membros das MMPs. Em células senescentes, que
se acumulam no interior da pele humana envelhecida, a expressdao de MMPs
apresenta um padrdo alterado, em comparacdo com as ceélulas jovens.
Particularmente, a expressdo de colagenase-1 (MMP-1) e de estromelisina 1 (MMP-
3) sdo aumentadas nos fibroblastos da pele com o passar do tempo. Clinicamente,
a pele fotoenvelhecida é marcada por rugas finas e grossas, despigmentacao,
aumento da fragilidade e textura aspera. Histologicamente, poucas alteracdes
ocorrem na epiderme, em contraste com o tecido conjuntivo dérmico, que €
caracterizado por fibras colagenas danificadas e desorganizadas e macico acumulo
de material elastico, condicdo referida como elastose solar. Essas alteracfes
indicam que a luz UV provoca alteracdes nas proteinas da matriz extracelular e a
participacdo das MMPs é sugerida nesse processo (16,32).

A exposicdo a radiagdo UV aumenta a sintese de varios tipos de enzima que
degradam colageno, dentre elas, pelo menos trés tipos de MMPs, a colagenase
(MMP-1), a estromelisina (MMP-3) e a gelatinase B (MMP-9). Com excecdo da
MMP-14, a expressdo basal do mRNA dos membros das MMPs é extremamente
baixa na pele saudavel, na pele fotoprotegida e na pele de humanos adultos. As
acbes combinadas de MMP-1, MMP-3 e MMP-9 tém capacidade de degradar a
maioria das proteinas que compdem a matriz extracelular dérmica. Primeiro, a

exposicdo a radiagdo UV aumenta a quantidade do fator de transcri¢cdo c-jun; c-fos,
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um outro fator de transcricdo envolvido nessa cadeia ja € naturalmente abundante
na pele, sem a necessidade de exposicdo da mesma a radiacdo UV. A partir da
combinacgéo de c-jun e c-fos é formado o fator de transcricdo de proteina 1 (AP-1).
Por sua vez, AP-1 ativa os genes MMP, que estimulam a producdo de colagenase,
gelatinase e estromelisina. A degradacdo de colageno € mediada pela ativacdo de
AP-1 e inibicdo do fator de transformacdo do crescimento (TGF-B). Pesquisas em
seres humanos mostraram que com poucas horas de exposicdo a radiacdo UV,
metaloproteinases, especificamente colagenase e gelatinase, foram produzidas (9).
Dado que a colagenase ataca e degrada colageno intacto, a longo prazo, elevacdes
nos niveis de colagenases e outras metaloproteinases provavelmente resultem em
colagenos desorganizados e agregados na pele fotoenvelhecida. Notavelmente,
estas metaloproteinases podem representar o mecanismo pelo qual ocorre o
declinio de coladgeno tipo 1 em resposta a exposi¢cdo a radiacdo UV. Portanto, o
envelhecimento da pele (extrinseco e intrinseco) é marcado pela elevada atividade
de AP-1 e expressdao de MMP, inibicdo da sinalizacdo de TGF-B, bem como
reduzida sintese de colageno e aumento na degradacdo de colageno. Essas
mudancas tendem a ser exacerbadas no fotoenvelhecimento (9,16).

A metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) € considerada importante para a
degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular durante o cancer e outros
processos de remodelamento do tecido. Além do processo de remodelacao, a MMP-
9 também esta envolvida na epitelizagdo. Em experimentos feitos com
camundongos MMP-9 nulo, por exemplo, foi observada uma reepitelizacéo
comprometida e reduzido clearance de fibrinas. Além disso, esses camundongos
apresentaram deposi¢cdo anormal de matriz, o que foi evidenciado pelo alinhamento
irregular das fibras de colageno (34-35).

Dessa forma, o equilibrio entre a sintese e a degradacdo dos componentes da
matriz extracelular, principalmente pelas MMPs, estd intimamente relacionado ao

processo de envelhecimento da pele.
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1.4. ARGININA.

A L-arginina (figura 3), um aminodcido constituinte de varias proteinas do
corpo humano, € o substrato da sintese de Oxido nitrico e esta, portanto,
indiretamente envolvida em muitos mecanismos regulatérios importantes, tais como

angiogénese e proliferacéo celular (36).

NH,

Figura 3. Molécula de L-arginina (37).

A arginina € naturalmente ingerida nas dietas numa taxa de 3,5 g/dia, e esta
particularmente presente em certos produtos alimentares, como carnes e nozes.
Inicialmente considerado um aminoacido ndo essencial, € classificado atualmente
como semi-essencial (38). Em humanos, a arginina é sintetizada em quantidades
adequadas para sustentar a massa muscular e o0 tecido conjuntivo, mas
provavelmente em quantidades insuficientes para a ideal biossintese de colageno e
para o processo de cicatrizacdo. Pode ser metabolizada por arginase formando ureia
e ornitina. A ornitina (ORN) através da acdo da ORN-y—-aminotransferase é
convertida a semialdeido y-glutamico que € o link para a sintese de prolina (39). A
participacdo da arginase tem sido suposta no processo de cicatrizacao de feridas,
por afetar a proliferacdo celular local e, possivelmente, o metabolismo de colageno
(36). A suplementacao de arginina na dieta de humanos e roedores tem um efeito
significativo no processo de cicatrizacdo de feridas. Animais tratados com L-arginina
mostraram um aumento da forca ténsil da cicatriz e da deposicdo de colageno,
comparado ao controle (40).

O 6xido nitrico é sintetizado a partir da arginina e do O, (figura 4) por trés
isoformas de oOxido nitrico sintetase (NOS), a NOS neuronal (nNOS), a NOS
endotelial (eNOS) e a NOS induzivel (iINOS). A disponibilidade de arginina
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intracelular € um fator limitante para a producéo de NO. As proteinas ingeridas sdo
degradadas até arginina, a qual pode ser absorvida e metabolizada no figado, no
ciclo da ureia, ou ser transformada no epitélio intestinal em ornitina, que, juntamente
com a glutamina que é secretada na forma de glutamato, sdo convertidas em
citrulina. A citrulina absorvida pode ser transformada em arginina no ciclo renal ou
diretamente em L-arginina no citoplasma das células endoteliais e dos macréfagos.
No ciclo da ureia, a citrulina reage com o aspartato que oferece o segundo nitrogénio
para a sintese da ureia e produz o argininosuccinato pela a¢do da argininosuccinato
sintetase. O argininosuccinato formado é clivado pela argininosuccinato liase, dando
origem ao fumarato e a arginina. A arginina é hidrolisada pela arginase produzindo a
ureia e regenerando a ornitina, figura 5. Assim, a arginase e a NOS usam a arginina

como um substrato comum, podendo competir pelo mesmo (41-42).

NADPH NADPH
L-argining === N-hidroxi-L-arginina s==pp-L-citulina+
Cal-z 0

6xido nitrico (NO) ’

Figura 4. Sintese de 6xido nitrico a partir da L-arginina (41).

UREIA

CITRULINA

GLUTAMINA

™
8y ;
: " (macréfago)

ARGININA » TECIDOS

Figura 5. Esquema da absorcéo intestinal da arginina.

A arginina € absorvida diretamente ou pode ser transformada em ornitina e citrulina. A arginina
absorvida diretamente vai para o ciclo da ureia. A citrulina é transportada para os rins onde é
substrato da neosintese de arginina. Em algumas células, como macréfagos, a citrulina também é
transformada em arginina (41).
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Foi observado que o NO regula o catabolismo de coldgeno, desempenhando
um importante papel no processo de cicatrizacdo de feridas e deposicdo de
colageno. A atividade de INOS é a fonte primaria de NO no processo de
cicatrizacdo de feridas. Embora existam muitos estudos que indicam a inibicdo da
sintese de colageno pelo NO em varios tipos celulares, como arteriolas, células do
musculo vivo vascular e células mesoteliais, foi encontrado que o NO induz a sintese
de colageno nos fibroblastos da lamina prépria do intestino delgado e a
reepitelizagao no processo de cicatrizagao de feridas de pele normal. Esses estudos
indicam que a INOS e o NO participam do processo de cicatrizagdo de feridas (43).
A administracdo de inibidores de NOS resultou em um atraso na formacdo de
colageno e na reepitelizacdo. Além disso, a dificuldade de cicatrizacdo em diabéticos
tem sido associada com a reduzida sintese de NO (40).

Xia e colaboradores (2006) demonstraram que o 6xido nitrico pode aumentar
a sintese de colageno em células de tendao humano in vitro, e sugeriram que esses
resultados poderiam explicar, em parte, os efeitos benéficos dos doadores de 6xido
nitrico (NO) em modelos animais e durante o tratamento de tendinopotias em
ensaios clinicos em humanos (44). Chu e Prasad, 1999, mostraram que ha uma
correlacdo inversa significativa do nivel de NO com a producdo de colageno,
sugerindo o envolvimento da sinalizacdo de NO na modulacdo da producdo de
colageno (45).

As moléculas de colageno sao sintetizadas inicialmente como um precursor, o
pré-colageno. Na molécula de pro-colageno estédo os residuos de prolina que sofrem
hidroxilagdo pés-translacional pela prolil hidroxilase dando origem aos residuos de
hidroxiprolina, aminoacidos constituintes do colageno (46). Bioquimicamente, um
terco da molécula de coldgeno é composto por glicina, o proximo componente em
maior concentracdo é a prolina e seu derivado hidroxiprolina que, juntos, formam
23% da molécula de colageno (39). A prolina usada para a biossintese de colageno
em fibroblastos pode ser derivada de glutamina, glutamato ou ornitina. Em
experimentos realizados no fluido de feridas, a origem metabdlica da glutamina e do
glutamato permanece desconhecida, mas sabe-se que a ornitina pode ser
sintetizada localmente através do catabolismo da arginina pela arginase. A fonte de

7

arginase extracelular nos sitios inflamatorios ainda ndo € conhecida, mas
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provavelmente esta é liberada a partir dos macréfagos, por um processo de
secrecdo ativa ou como consequéncia da morte celular (47). Em alguns eventos, os
resultados sdo um decréscimo significativo no conteudo de arginina livre no espaco
extracelular e concentragdes de ornitina seis vezes maiores do que no plasma. O
acumulo de ornitina no espaco da ferida pode ser visto como uma vantagem no
processo de cicatrizag¢ao, isso porque a ornitina € um metabdlito precursor da prolina
e, assim, da sintese de colageno. Com efeito, foi demonstrado que o tamanho do
pool de prolina determina a taxa da sintese de colageno e que a sintese local de
prolina a partir de seus precursores metabolicos, como a ornitina, arginina,
glutamato e glutamina, é reforcada nessas circunstancias, aparentemente para
compensar a deficiéncia relativa da prolina pré-formada (39). Vérios trabalhos tém
mostrado a relacdo da arginina com a sintese e deposicao de colageno.

Baseado nisso, surgiu a ideia de avaliar a influéncia da L-arginina na

elasticidade da pele e a possibilidade de usa-la como ativo cosmético.

1.5. RETENCAO, PENETRACAO E PERMEABILIDADE CUTANEA.

A pele abrange uma érea superficial de mais ou menos 2 m? e sua espessura
€ de aproximadamente 2,97 mm. Além do estrato cérneo, parte mais externa em
contato direto com o meio ambiente, da epiderme e da derme, onde estdo 0s vasos
capilares que permitem a chegada dos medicamentos na circulacao sistémica, €
importante citar os anexos cutaneos que compdem a pele, como os pelos, cerca de
10 a 70 em cada cm?, e as glandulas sudoriparas, cerca de 200 a 250 em cada cm?,
0 gque varia de acordo com a regido do corpo (48-49).

O estrato cérneo é composto por células queratinizadas e mortas, 0s
cornedcitos, que estdo organizados em aproximadamente 20 camadas, garantindo
ao estrato uma espessura de cerca de 10 yum. Sua principal funcdo é impedir a
perda excessiva de agua para o meio ambiente, retendo a umidade, manter a
coesao celular e controlar a descamacéo (48). O estrato cérneo é a barreira principal
para a permeacédo de farmacos, sendo, assim, um passo limitante para a permeacao

cutanea (49).
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Existem duas vias para a penetracdo de substancias na pele, a via
transepidérmica e 0s anexos cutaneos. A via transepidérmica utiliza duas rotas
distintas, a intracelular e a intercelular. Pela rota intracelular, a substancia passa
através das células do estrato corneo, percorrendo caminhos hidro e lipofilicos, e €
uma rota geralmente percorrida por substancias hidrofilicas. Pela rota intercelular, a
substancia penetra a pele passando entre 0s cornedcitos. A penetracdo pelos
anexos cutaneos é considerada de menor importancia, uma vez que 0S anexos
cutaneos representam uma pequena fracao da superficie da pele, cerca de 0,1%. No
entanto, essa via pode ser importante para penetracdo de grandes moléculas
polares que ndo conseguem passar pela via transepidérmica. A rota através da qual
vai ocorrer a penetracdo é amplamente dependente das caracteristicas fisico-
quimicas da substancia, sendo a mais importante destas o coeficiente de particdo
Oleo-agua da substéancia, figura 6 (49).

Figura 6. Modelo esquemético das vias de penetracdo cutanea.
(A) e (B), penetracdo transepidérmica, (C) e (D), anexos cutaneos. (A) estrato cérneo intracelular, (B)
estrato corneo intercelular, (C) foliculo piloso e (D) ducto sebéceo (50).

Se o farmaco penetrar no estrato corneo, ele pode entrar na corrente
sanguinea por difusdo passiva (51). Entao, para ocorrer a permeacéao transdérmica
0S principais passos sdo: adsorcdo da substancia nas camadas superficiais do
estrato corneo, difusdo através do estrato cérneo e da epiderme e, finalmente,

permeacao através da derme papilar na microcirculacao, figura 7 (49).
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Fases da permeacao cutanea
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Figura 7. Fases da penetragdo cutanea.
Penetracdo, permeacéo e absorcéo (52).

A capacidade de penetracdo e permeacdo dos produtos farmacéuticos ou
cosmeéticos na pele € de extrema importancia para a eficacia dessas substancias.
Idealmente, os estudos de penetracdo e permeacdo cutanea através da pele
deveriam ser feitos com a pele humana, mas a inviabilidade desta condigcao ideal de
utilizacdo da pele humana para esses estudos conduz os estudos as alternativas
existentes, como em membranas sintéticas, culturas tridimensionais e modelos
animais. No Brasil, a pele da orelha de porco € amplamente utilizada, devido a sua
disponibilidade e principalmente por ser semelhante ao tecido humano quanto a
densidade de foliculos pilosos (53).

Segundo o Guidance for Industry da Food and Drug Administration (FDA), o
método para avaliar a liberacdo in vitro de formulacdes topicas se baseia no uso do
sistema de células de Franz, que € geralmente equipado com uma membrana
sintética (54). Os estudos de penetracdo e permeacdo sdo de suma importancia
para avaliar se a substancia estudada alcancara sua funcdo esperada no local

desejado.



21

2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da administracéo topica da L-

arginina na elasticidade da pele de camundongos.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Avaliar a eficacia in vivo da L-arginina na elasticidade da pele de
camundongos pela aplicagcdo topica na regido abdominal de
dispersdes de L-arginina nas concentragbes de 5%, 10% ou 15%,
durante 15 dias de tratamento;

e Avaliar a elasticidade da pele utilizando a medida da forca ténsil pelo
equipamento do tipo VersaTest®, acoplado a um dinamodmetro;

e Avaliar morfologicamente as fibras coldgenas, pela coloracdo de
Tricébmio de Masson, e as fibras elasticas, pela coloracdo de Verhoeff;

e Avaliar a expressdo de INOS utilizando a técnica de imuno-
histoquimica;

e Determinar o coeficiente de particdo 6leo/agua da L-arginina;

e Determinar a penetracdo e eventual permeacao das dispersoes de L-
arginina em glicerol, nas concentracfes de 5%, 10% e 15%, na pele
suina;

e Padronizar o método de quantificacdo de L-arginina pelo método
fotométrico;

e Avaliar a atividade proteolitica das metaloproteinases contidas na pele

dos camundongos submetidos ao tratamento com dispersdes de L-

arginina.

3. MATERIAS E METODOS.
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3.1. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS:

Agitador Biomixer QL-901;

Agitador de tubos MS1 — Minishaker - IKA®;

Agitador magnético - Variomag® - Electronicruhrer Multipoint HP6;
Balanca analitica AG204 DeltaRange® - Metler Toled;.

Balanca analitica AND HR-202;

Banho de 4gua com temperatura controlavel - Braun Thermomix 18BU;
Células de Franz;

Centrifuga Eppendorf 5810 R;

Centrifuga Jouan BR4i 17cm;

Centrifuga Sigma 2k15 2000 n73310

Espectrofotometro Shimadzu UV-1601;

Espectrofotdmetro U-2001 — Hitachi;

Freezer Nuare -85°C ultralow NU65-18G;

Geladeira Eletrolux Air flow DC 48;

Microscopio Axiolmager Al, Zeiss, acoplado a computador com software de

processamento de imagem digital AxioVision®;

Microscopio Olympus BX41, TSViewl;

pHmetro digital microprocessado Del Lab DLA-PH,;
Scanscope Aperio;

Tensidmetro VersaTest®;

Banho de aguia com Ultra-som — Thorton — T14.
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3.2.PREPARO DAS DISPERSOES DE L-ARGININA.

Foram preparadas dispersdes de L-arginina nas concentracdes de 5, 10 e
15% em glicerol para verificacdo da sua eficacia in vivo na elasticidade da pele de

camundongos.

3.3.AVALIACAO DA EFICACIA IN VIVO DA L-ARGININA NA ELASTICIDADE
DA PELE DE CAMUNDONGOS.

Para a avaliacdo da influéncia da L-arginina na elasticidade da pele foram
utilizados camundongos Swiss de diferentes faixas etarias, de modo a obter grupos
representativos (n = 5) de jovens (4 a 6 semanas de idade), adultos (11 a 13
semanas de idade), idosos (mais de 20 semanas de idade), fémeas e machos,
pesando entre 20 e 25 g. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, sob
condicbes controladas de luz e a temperatura ambiente, com agua e racgao
padronizada ad libitum. Para avaliacdo da eficacia in vivo da L-arginina na
elasticidade da pele, os camundongos receberam uma aplicacdo topica de uma
aliquota de 0,5 g das dispersdes de L-arginina, nas diferentes concentracdes, por 15
dias. A aplicacdo do diluente utilizado no preparo das suspensdes foi utilizado como
grupo 0 (zero) e a auséncia de aplicacoes foi utilizada como grupo controle. Apos o
periodo de tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia na camara de
dioxido de carbono. Foi, entdo, realizada uma tricotomia da regido abdominal e
amostras de pele, de aproximadamente 3 cm, foram retirados do animal.
Fragmentos deste tecido retirado foram removidos, fixados em formol tamponado e
processados para avaliacdo histologica. Outros fragmentos da pele foram mantidos
sob refrigeracdo a -80°C para posterior analise. Todos os procedimentos com
animais foram realizados de acordo com as normas do COBEA (Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal) e realizados sob aprovacdo do Comité de Etica no Uso

Animal da Universidade de Brasilia (Processo n® 47217/2009 — Anexo |).
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3.4.AVALIACAO DA ELASTICIDADE DA PELE.

As amostras de tecido removidas dos animas em estudo foram mantidas
Umidas por adicdo de solucdo fisiologica as mesmas. Os tecidos tiveram sua
elasticidade avaliada por medida da forca ténsil, com auxilio de um equipamento do
tipo VersaTest®, com um dinamdémetro acoplado. As amostras foram estiradas até

sua ruptura e a forca de tracdo maxima tolerada pelo tecido foi, assim, determinada.

3.5.AVALIACAO HISTOLOGICA E IMUNO-HISTOQUIMICA.

Fragmentos da pele retirada dos animais ap0s o tratamento foram imersos em
solucdo de formol a 10%, onde permaneceram por 48 h e, apOs este periodo,
receberam os procedimentos de rotina histolégica para inclusdo em parafina. Foram
feitos cortes histologicos de 5 ym de espessura, transversais em relagdo ao maior
eixo do fragmento da pele. Os cortes foram montados em laminas de vidro e
corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina, para a analise morfolégica do
tecido, Tricrobmio de Masson, para a analise das fibras colagenas (55) e método de
Verhoeff, para observacao de fibras elasticas (56). Os cortes foram analisados em
microscopio 6ptico e as analises foram baseadas nas caracteristicas histoldgicas do
tecido comparado ao tecido do grupo controle.

Os cortes dos tecidos foram também submetidos a técnica de imuno-
histoquimica, pela técnica de imunoperoxidase, para analise da expressao de iNOS.
As laminas histolégicas foram desparafinizadas com xilol e alcodis graduados.
Foram aquecidas em tampao citrato 10 mM, pH 6,0, a 96°C, durante 10 minutos e
posteriormente resfriadas a temperatura ambiente. O anticorpo policlonal Rabbit
Anti-Human Nitric Oxide Synthase-Inducible (INOS) (Spring, cédigo E3740), foi
diluido com diluente de anticorpo (Spring, cédigo ADS-125) na propor¢éo de 1:100 e
adicionado as laminas arrefecidas, que permaneceram nesta solucdo por 10

minutos. Apo6s o periodo de incubacdo, as laminas foram lavadas com PBS
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contendo 0,05% de Tween 20 e incubadas, a temperatura ambiente por 30 minutos,
com o polimero (Nichirei, Cod. 414341F). As laminas foram novamente lavadas com
PBS contendo 0,05% de Tween 20 e posteriormente, sobre estas, foi adicionada a
3,3’diaminobenzidina (DAB, Spring, cédigo DAB-125), diluido na propor¢cédo de 1:50
em tampao diluente de DAB, e mantida por 5 minutos. As laminas foram lavadas em
agua corrente e destilada e contra coradas com hematoxilina. Para o controle
positivo e negativo foram utilizados cortes de pulmédo. No controle negativo todas as
etapas foram realizadas, exceto a aplicacdo do anticorpo primério, nessa etapa foi
adicionado somente o diluente de anticorpo.

3.6. DETERMINAGAO DO GRAU DE LIPOFILIA DA L-ARIGININA -
DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE PARTICAO OLEO/AGUA (Koy).

Para avaliar o coeficiente de particdo Oleo/agua da L-arginina, o octanol foi
saturado com agua sob agitacdo e, posteriormente, os dois solventes foram
separados. A fase oleosa (octanol) foi guardada em geladeira e a fase aquosa foi
saturada com o aminodcido por agitacdo overnight. Apds o preparo da solucéo
saturada de L-arginina, esta foi filtrada e submetida a particédo liquido-liquido com o
octanol. Um controle contendo agua e octanol, sem arginina, também foi preparado
para ser usado como branco. A fase aguosa de cada amostra, inclusive controle, foi
entdo separada e submetida a centrifugacéo (57). A concentracdo de L-arginina
presente na fase aquosa foi determinada segundo metolodologia descrita por Moore
(58). A concentracado de L-arginina na fase aguosa de cada amostra foi quantificada
antes (C1) e depois da particdo com octanol (C2) e o Ko/ foi determinado segundo a

equacao (57):

Kon=C1=C»
C,
O grau de lipofilia da L-arginina foi determinado pela obteng&o do logaritmo da
base 10 do coeficiente de particdo Oleo/agua.



26

3.7.ENSAIO DE RETENCAO, PENETRACAO E PERMEACAO CUTANEA.

O teste de permeacao in vitro foi realizado em células de difusdo de Franz
equipadas com pele de orelhas de suinos. As orelhas de suinos foram obtidas em
frigorificos, retiradas antes que o animal tivesse sido escaldado, e lavadas em agua
corrente. A pele da parte externa da orelha foi cuidadosamente descolada com
bisturi e 0 excesso de gordura subcutanea foi retirado com auxilio de tesoura e pin¢ca
(figura 8). As peles foram cortadas em pedacos de aproximadamente 2 cm, de
acordo com o orificio das células de Franz, embaladas em papel aluminio e

armazenados em freezer (-20°C) por, no maximo, sessenta dias.

Figura 8. Preparacéo da pele de orelha suina.

(a) Orelha de suino lavada e ndo escaldada, (b) retirada da pele com auxilio de um bisturi, (c) retirada
do excesso de gordura subcutdnea com auxilio de tesoura e pinga, (d) fragmento de pele pronto para
ser utilizado (59).

Inicialmente foi feito o teste de recuperacdo do aminoacido da pele, a fim de
validar o método de deteccdo da L-arginia. O estrato corneo da pele suina foi
retirado pelo método de tape stripping, usando fita adesiva, com aplicacao da fita por

15 vezes. Diferentes fragmentos de pele suina foram tratados com uma solucao de
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L-arginina em metanol, na concentracdo de 2 mg/mL, por aplicacdo de 300 pL, 600
pL, 900 pL da solucéo de L- arginina ou somente metanol na pele, este ultimo usado
como o branco. Apos a aplicacao, a pele foi picotada e colocada em tubo de ensaio
conico, juntamente com 1,5 mL de 4gua. O material foi imerso por 30 minutos no
banho de agua com ultrassom, depois agitado em agitador do tipo vértex por 1
minuto e, finalmente, centrifugado a 2.113 xg a 25°C por 15 minutos. O
sobrenadante foi retirado e o processo todo foi repetido. Ao sobrenadante, resultante
das duas etapas do processo de extracao, foi acrescentada uma solucdo de acido
tricloroacético (TCA) a 80% na proporcao de 234 pyL de TCA para cada 1,5 mL de
amostra, a fim de precipitar as proteinas da pele. Apds agitacdo em agitador do tipo
vortex, a solucdo ficou em repouso por 10 minutos a 4°C. Em seguida, foi
centrifugada a 23.478 xg, a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante resultante teve o
pH ajustado para 5,2 com solugdo de NaOH 50% ou HCI 1N e foi submetido a
quantificacdo de aminoacidos pelo método de Moore.

A quantificagdo da L-arginina no ensaio de permeagdo foi semelhante ao
descrito para o teste de recuperacéo.

Para o teste de penetracdo, as células de difusdo de Franz foram montadas
de acordo como a figura 9. O compartimento receptor foi preenchido com tampao
fosfato 150 mM, pH 7,2, para mimetizar condicdes semelhantes ao sangue. A pele
da orelha suina foi disposta na célula deixando a derme em contato direto com a
solucéo receptora. Acima da pele foi colocado um anel de teflon com um orificio,
onde foram aplicadas as dispersbes de L-arginina nas diferentes concentracdes
(5%, 10% ou 15%). O compartimento receptor foi mantido sob agitacdo por 12
horas. As células foram mantidas a 37°C pela circulacdo de agua com temperatura
controlada. As células foram desmontadas, 0 excesso da formulacao foi retirado e as
peles foram submetidas ao tratamento para a recuperacdo da L-arginina, como

descrito anteriormente.
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Figura 9. Imagem esquemaética da célula de difusé@o de Franz. Praca, 2010 (50).

3.8. QUANTIFICACAO DE AMINOACIDO.

A guantificacdo de aminodacidos foi feita pelo método de Moore (58). Para
isso, foram adicionados 500 pL de solugéo de ninidrina a 2% a 100 pL de amostra. O
meio reacional foi agitado e incubado por 20 minutos a temperatura ambiente. Apés
este periodo, foram adicionados 3,5 mL de propanol a 50% ao meio reacional. A
leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 570nm. Para a confeccdo do branco, a
amostra foi substituida por agua destilada. Uma curva padrao da L-arginina foi feita

utilizando concentragfes de 300 ug/mL a 1200 pg/mL do aminoacido.

3.9.AVALIACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE METALOPROTEINASE
POR ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

Os fragmentos de pele dos camundongos, tratados ou ndo, mantidos sob
refrigeracdo a -80°C, foram pesados e picotados. Para cada 1 g de pele foram
adicionados 4 mL do tampéo Tris 50 mM contendo CaCl, 10 mM, pH 7,4, adicionado
dos inibidores de proteases fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF, Sigma-Aldrich) 0,2
M, fenantrolina (PHE, Sigma-Aldrich) 0,2 M e N-etilmaleimida (NEM, Sigma-Aldrich)
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0,2 M. As peles adicionadas do tampao com os inibidores foram homogeneizadas
em turrax e mantidas a 4°C overnight. As amostras foram entédo centrifugadas duas
vezes por 10 minutos a 9.168 xg a 4°C. O sobrenadante foi retirado e a
concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry (60). As amostras
foram avaliadas por eletroforese para detecgéo da atividade de proteinase em gel de

poliacrilamida contendo gelatina e para deteccédo de proteinas.

3.10. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS.

A placa de gel para a eletroforese para detec¢éo de proteina foi montada com

um gel de concentracao (5%) e 5 cm de gel de separacao (10%) contendo:

0 Acrilamida:bis-acrilamida (30:0,8) 3,3mL
0 Tris/HCI 3 M pH 8,8 com 0,4% de SDS 2,5mL
O Agua deionizada 3,9mL
0 Solucéo de Temed 10% em agua 10 pL
0 Solucéo de persulfato de amonio 10% em agua 40 L

O gel para avaliagéo de atividade proteinase foi acrescido de 1% de gelatina.
Nas cubas foi utilizado o tampéao Tris/glicina 25 mM, pH 8,3, contendo 0,1% de SDS
(61). As amostras foram diluidas 1:1 em sistema tampdo SDS-descontinuo
constituido por tampéao Tris/HCI 0,5 M, pH 6,7, 8% de SDS, 12% de glicerol e
0,003% de azul de bromofenol. Antes da aplicacdo, a amostra diluida neste tampéo
permaneceu em banho de agua a 37°C por 8 minutos. O volume de amostra
aplicado foi o equivalente a 40 ug de proteina

O gel foi submetido a uma pré-corrida de 15 minutos a 100 V. Durante a
eletroforese, a corrente aplicada foi também de 100 V, e esta corrente foi mantida
constante até que o corante tivesse migrado totalmente pelo gel de concentracao,
apos este periodo a corrente foi ajustada para 150V.

Ao término da eletroforese, o gel de poliacrilamida foi lavado rapidamente
com agua destilada e incubado com solucéo de Triton X100 a 2% por 1 hora. Apés
esse periodo o Triton-X100 foi retirado, o gel foi lavado com agua destilada e
incubado em tampéao Tris 50 mM contendo CaCl, 10mM, pH 7,4, a 37°C overnigth.
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Apés este periodo o gel foi submetido a coloracdo especifica para detec¢do de
proteinas, utilizando o corante Comassie Blue R350 (Phast Gel Blue R — Pharmacia
Biotech) diluido 1:1 em solucdo de acido acético a 20%. Apos a coloracdo, o
excesso de corante foi removido com solugéo de acido acético a 20%.

O marcador de proteinas BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder foi
utilizado para construcéo da curva padrdo e determinacdo das massas moleculares
das proteinas analisadas.

3.11. DOSAGEM DE PROTEINAS PELO METODO DE LOWRY.

A dosagem de proteinas foi feita pelo método descrito por Lowry e

colaboradores (60), usando a soro albumina bovina como padrao.

3.12. ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados obtidos nos ensaios foram avaliados estatisticamente. Para
verificar se testes paramétricos ou ndo-paramétricos deveriam ser empregados,
foram realizados testes preliminares de normalidade da distribuicdo amostral e,
guando pertinentes, o teste one-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para

multiplas comparac¢des foram utilizados.
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4. RESULTADOS

4.1.AVALIACAO DA ELASTICIDADE DA PELE IN VIVO.

Amostras de pele dos camundongos submetidos ao tratamento com as
diferentes concentracbes de L-arginina, somente glicerol ou nenhum tratamento
foram retiradas e estas foram submetidas a avaliacdo de sua resisténcia mecénica a
tracdo com o auxilio de um VersaTest® acoplado a um dinamdmetro. Os resultados

obtidos neste ensaio estdo demonstrados nas figuras 10 a 15.
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Figura 10. Avaliacdo da resisténcia mecéanica a tracdo da pele de camundongos machos
idosos.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispersédo de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), dispersdo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou né&o receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). * e #, diferenca significativa considerada
para P <0,05; n=5.
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Figura 11. Avaliacdo da resisténcia mecanica a tracdo da pele de camundongos machos
adultos.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispersdo de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), disperséo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou ndo receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL); n = 5.
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Figura 12. Avaliacdo da resisténcia mecanica a tracdo da pele de camundongos machos
jovens.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispersdo de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), dispersdo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou ndo receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). # e &, diferenca significativa
considerada para P < 0,05; n = 5.
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As figuras 10 a 12 mostram os resultados obtidos para o tratamento de
camundongos machos. Pode-se observar que para camundongos machos o
tratamento com L-arginina, em qualquer das concentra¢des testadas, produziu uma
diferenca significativa na forca ténsil necesséaria para ruptura da pele de
camundongos machos idosos. Houve diferenca significativa entre o grupo controle e
0S grupos tratados com L- arginina e do grupo tratado somente com glicerol e os
grupos tratados com L- arginina. Para camundongos machos adultos, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos tratados e o controle. Os experimentos
realizados em camundongos machos jovens mostraram diferenga significativa na
resisténcia mecanica da pele do grupo tratado somente com glicerina com 0S grupos
tratados com dispersdes de L-arginina nas concentragdes de 10% e 15% e entre o
grupo tratado com L-arginina na concentracdo de 5% e o grupo tratado com

disperséo de L-arginina a 10%.
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Figura 13. Avaliacdo da resisténcia mecénica a tracdo da pele de camundongos fémeas idosas.
Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispers@o de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), disperséo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou ndo receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). *, diferenca significativa considerada
para P <0,05; n =5.
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Figura 14. Avaliacdo da resisténcia mecénica a tracdo da pele de camundongos fémeas
adultas.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), disperséo de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), disperséo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.

15%) ou ndo receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). *, diferenca significativa considerada
para P <0,05; n=5.

30-
=
~ 204
2
g * # & * $
(] *
On 104
o *&$
L

*
0_
Q Y N Q°\° N
N © S h &

Figura 15. Avaliacdo da resisténcia mecéanica a tracao da pele de camundongos fémeas jovens.
Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispers@o de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), dispersdo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou nado receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). *, #, & e $, diferenca significativa
considerada para P < 0,05; n =5.
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As figuras 13 a 15 mostram os resultados obtidos para o tratamento de
camundongos fémeas. Pode-se observar que, para camundongos fémeas idosas, 0
tratamento com L-arginina, em qualquer das concentragdes testadas, produziu uma
diferenga significativa na forga ténsil necesséaria para ruptura da pele. Houve uma
diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos tratados com L- arginina,
sendo que essa diferenca foi maior para o grupo tratado com dispersédo de L-
arginina a 15%. Para camundongos fémeas adultas, houve diferenca significativa
entre 0 grupo controle e o grupo tratado com dispersdo de L-arginina a 10%. Os
experimentos realizados em camundongos fémeas jovens mostraram diferenca
significativa na resisténcia mecéanica da pele entre o grupo controle com os demais
grupos, entre o grupo tratado somente com glicerol e o grupo tratado com L-arginina
a 5%, entre o grupo tratado com L- arginina a 5% e o grupo tratado com L-arginina a
15% e entre o grupo tratado com L- arginina a 10% e o grupo tratado com L-arginina
a 15%.

4.2. AVALIACAO HISTOLOGICA.

4.2.1. Avaliacao das fibras de colageno.

As amostras das peles dos camundongos foram processadas para o estudo
histologico e coradas pelo método de Tricobmio de Masson para a avaliacdo das
fibras coladgenas. As laminas obtidas foram analisadas por intensidade de coloracdo
das fibras, por dois observadores distintos, e o0s resultados obtidos para
camundongos machos e fémeas estdo apresentados nas tabelas 1 e 2,

respectivamente.
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Tabela 1 - Avaliacédo das fibras colagenas na pele de camundongos machos.

Grupo Intensidade

CTRL +++

1d0S0 Glicerol +++
Arg. 5% ++

Arg. 10% ++

Arg. 15% ++

CTRL +++

Macho Glicerol ++
Adulto Arg. 5% ot
Arg. 10% +++

Arg. 15% +++

CTRL ++

Glicerol +++

Jovem Arg. 5% it
Arg. 10% ++

Arg. 15% +++

A analise qualitativa de fibras colagenas foi feita por dois observadores, em consenso. As
intensidades das fibras colagenas foram pontuadas como: -, negativa; +, quantidade de fibras
superior a 0% mas inferior a 30%; ++, quantidade de fibras superior 30% mas inferior a 70%; +++,
quantidade de fibras superior 70%.

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados das andlises das laminas
coradas para evidenciacdo de fibras coldgenas da pele de camundongos machos.
No grupo dos idosos, o grupo controle (CTRL) e o grupo tratado somente com
glicerol apresentaram uma intensidade de coloracéo de fibras colagenas superior a
70%, figura 16. J& os grupos tratados com dispersdes de L-arginina apresentaram
uma quantidade de fibras coldgenas coradas entre 30% e 70%. No grupo de
camundongos adultos, somente o grupo tratado com glicerol apresentou uma menor
quantidade de fibras coldgenas, quando comparado ao grupo CTRL, os demais
grupos ndo apresentaram diferencas na intensidade de coloracdo das fibras
colagenas. No grupo de camundongos jovem, as animais tratados com glicerol e
dispersdo de L-arginina a 15% foram os que apresentaram maior quantidade de
fibras colagenas, os demais grupos apresentaram fibras colagenas com intensidade

de coloracéo entre 30 e 70%.
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Figura 16. Analise de fibras colagenas na pele de camundongos machos idosos.

Andlise de fibras colagenas na pele de camundongos machos idosos do grupo controle (CTRL).
Coloracéo de Tricomio de Masson. (A) Aumento de 100x e (B) aumento de 400x.

Tabela 2 - Avaliagéo das fibras coldgenas na pele de camundongos fémeas.

Grupo Intensidade

CTRL ++
Idosa Glicerol +++
Arg. 5% ++

Arg. 10% ++
Arg. 15% +++

CTRL +

Fémea Glicerol ++
Adulta Arg. 5% i
Arg. 10% +++

Arg. 15% +
CTRL +++

Glicerol ++
Jovem Arg. 5% et
Arg. 10% ++
Arg. 15% +++

A analise qualitativa de fibras colagenas foi feita por dois observadores, em consenso. As
intensidades das fibras colagenas foram pontuadas como: -, negativa; +, quantidade de fibras
superior a 0% mas inferior a 30%; ++, quantidade de fibras superior 30% mas inferior a 70%; +++,
guantidade de fibras superior 70%.

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados das andlises das fibras
colagenas da pele de camundongos fémeas. No grupo das idosas, as peles tratadas
com glicerol (figura 17) e dispersdo de L-arginina a 15% apresentaram uma

coloracdo de fibras coldgenas com intensidade acima de 70%, os demais grupos
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apresentaram uma menor intensidade de coloracdo de fibras colagenas. No grupo
das adultas, o grupo CTRL e o grupo tratado com dispersdo de L-arginina a 15%
apresentaram uma coloracdo de fibras com intensidade abaixo de 30%, em
contrapartida o grupo tratado com dispersdo de L-arginina a 10% apresentou uma
coloracdo com intensidade acima de 70%, figura 18. Por fim, no grupo de
camundongos jovens, os camundongos do grupo CTRL, dos grupos tratados com
disperséo de L-arginina a 5% e a 15% apresentaram, na analise histoldgica, laminas
das fibras colagenas com intensidade de coloracdo acima de 70% e os demais
grupos apresentaram intensidade coloracao de fibras coldgenas entre 30% e 70%.

Figura 17. Andlise de fibras colagenas na pele de camundongos fémeas idosas.
Analise de fibras colagenas na pele de camundongos fémeas idosas tratadas somente com glicerol.
Coloracéo de Tricomio de Masson. (A) Aumento de 100x e (B) aumento de 400x.

Figura 18. Analise de fibras colagenas na pele de camundongos fémeas adultas.
Anélise de fibras colagenas na pele de camundongos fémeas adultas tratadas com dispersdo de L-arginina a
10%. Coloragdo de Tricomio de Masson. (A) Aumento de 100x e (B) aumento de 400x.
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4.2.2. Avaliacdo das fibras elasticas.

As amostras das peles dos camundongos foram submetidas a coloracdo pelo
método de Verhoeff para evidenciacao de fibras elasticas. As laminas obtidas foram
analisadas por contagem de fibras em trés campos distintos e aleatérios de um
reticulo quadriculado com 0,01 mm? de area, dividido em 100 partes iguais. Os

resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 19 a 24.
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Figura 19. Quantificacéo de fibras elasticas na pele de camundongos machos idosos.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispersdo de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), disperséo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou ndo receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL), n = 5.
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Figura 20. Quantificac&o de fibras elasticas na pele de camundongos machos adultos.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispersdo de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), dispersdo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou n&o receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). * e #, diferenca significativa considerada
para P <0,05; n =5.
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Figura 21. Quantificacéo de fibras elasticas na pele de camundongos machos jovens.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispers@o de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), disperséo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou n&o receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). * e &, diferenca significativa
considerada para P < 0,05; n =5.
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As figuras 19 a 21 mostram a contagem de fibras elasticas por area, na pele
dos camundongos machos. Na figura 19 foi possivel observar que ndo houve
diferenca na quantidade de fibras elasticas na pele dos camundongos idosos
machos, quando foram comparados os animais do grupo CTRL e os dos grupos
tratados. Na figura 20, no grupo dos adultos machos, houve diferencga significativa no
namero de fibras elasticas na pele dos animais do grupo CTRL e daqueles tratados
com dispersao de L-arginina a 5% e entre os animais do grupo tratado com glicerina
e os dos grupos tratados com dispersédo de L-arginina a 5% e a 10%. Ja na figura
21, no grupo dos jovens machos, houve diferenca significativa no niumero de fibras
elasticas da pele dos animais do grupo CTRL e os do grupo tratado com dispersao
de L-arginina a 10% e entre 0os animais do grupo tratado com dispersado de L-

arginina a 5% e a 10%.
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Figura 22. Quantificacdo de fibras elasticas na pele de camundongos fémeas idosas.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispers@o de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), disperséo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou nao receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). *, # e $, diferenca significativa
considerada para P < 0,05; n =5.
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Figura 23. Quantificacéo de fibras elasticas na pele de camundongos fémeas adultas.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), disperséo de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), disperséo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou ndo receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL). *, #, & e $, diferenca significativa
considerada para P < 0,05; n=5.
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Figura 24. Quantificacdo de fibras elasticas na pele de camundongos fémeas jovens.

Os animais foram tratados com glicerol (Glic.), dispers@o de L-arginina a 5% em glicerol (Arg. 5%),
disperséo de L-arginina a 10% em glicerol (Arg.10%), disperséo de L-arginina a 15% em glicerol (Arg.
15%) ou ndo receberam qualquer tipo de tratamento (CTRL); n = 5.
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As figuras de 22 a 24 mostram a quantidade de fibras elasticas por érea, na
pele dos camundongos fémeas. Na figura 22, é possivel observar que no grupo das
idosas fémeas houve uma diferenca significativa no niamero de fibras elasticas da
pele de camundongos dos grupos CTRL e tratado com dispersdo de L-arginina a
15%, figuras 25; entre os animais do grupo tratado somente com glicerol e os dos
demais grupos tratados com dispersao de L-arginina a 5%, a 10% e a 15% e entre
0s animais dos grupos tratados com dispersdo de L-arginina a 10% e a 15%. Na
figura 23, pode-se observar que os animais do grupo tratado com dispersao de L-
arginina a 10% apresentaram uma quantidade menor de fibras elasticas na pele
gquando comparados aos animais dos demais grupos. Além disso, ainda houve
diferenca entre os animais do grupo tratado com glicerol e os do grupo tratado com
dispersdo de L-arginina a 15%. Por fim, na figura 24, observa-se que no grupo das
jovens fémeas ndo houve diferenca entre o numero de fibras elasticas da pele dos

animais do grupo CTRL e os dos grupos tratados, figura 26.

Figura 25. Andlise de fibras elésticas na pele de camundongos fémeas idosas.

Analise de fibras elasticas na pele de camundongos fémeas idosas utilizando a coloragdo pelo
método de Verhoeff. (A) grupo controle, aumento de 200x; (B) grupo controle, aumento de 400x, (C)
grupo tratado com dispersdo de L-arginina a 15%, aumento de 200x e (D) grupo tratado com
dispersédo de L-arginina a 15%, aumento de 400x.
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asticas na pele de camundongos fémeas jovens.
Analise de fibras elasticas na pele de camundongos fémeas jovens tratadas com dispersdo de L-
arginina a 10%. Coloracéo de Verhoeff. (E) Aumento de 200x e (F) aumento de 400x.

Fémea ldosa
Fémea adulta
Fémea jovem
Macho idoso
Macho adulto

*H#H&
* H#
401
#e H& Macho jovem
20- | # & l l
LN i

Grupo CTRL

60-

Quantidade de fibras elasticas por area

Figura 27. Comparacdo entre a quantidade de fibras elasticas na pele dos camundongos
machos e fémeas dos grupos controle.

Animais sem qualquer tipo de tratamento (CTRL). As fibras elasticas foram contadas a partir de um
reticulo quadriculado 0,1 x 0,1 mm/100 divisbes, em trés campos diferentes. *, # e &, diferenga
significativa considerada para P < 0,05; n = 5.

A figura 27 mostra a comparacdo da quantidade de fibras elasticas na pele
dos camundongos dos grupos controles de machos e fémeas. No grupo das fémeas
a quantidade de fibras elasticas diminui significativamente com o envelhecimento, ao
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contrario dos machos, que apesar de terem menos fibras elasticas, mantém uma

guantidade relativamente uniforme em todas as idades.

4.2.3. Analise por imuno-histoquimica para deteccao de iNOS.

Os fragmentos das peles dos camundongos foram processados para analise

histol6égica por coloracdo imuno-histoquimica especifica para deteccao de iINOS. Os

resultados obtidos estdo apresentados nas tabelas 3 e 4, expressos em intensidade

e distribuicdo da coloragéo especifica para iNOS.

Tabela 3 - Avaliacdo por coloragdo imuno-histoquimica para deteccdo de iINOS na pele de

camundongos machos.

Grupo

CTRL
Glicerol

ldoso  Arg.5%
Arg.10%
Arg.15%

CTRL
Glicerol
Macho Adulto Arg.5%
Arg.10%
Arg.15%

CTRL
Glicerol

Jovem Arg.5%
Arg.10%
Arg.15%

Epitélio

+++, uniforme

+, difusa

+, difusa

+, difusa
+++, uniforme

Anexos
cutaneos

+, focal
+, focal

+++, uniforme

+, difusa
++, uniforme

+, difusa

+, difusa
++, uniforme
+, uniforme

Tecido
conjuntivo

+, uniforme

+++, uniforme
+, uniforme
+, difusa
++, uniforme

A andlise foi feita pela intensidade e distribuigcdo da marcacao para iINOS no epitélio, anexos cutédneos
e no tecido conjuntivo. O resultado representa a média das andlises de trés observadores distintos,
sendo duas patologistas. As intensidades das células positivas coradas foram pontuadas como: -,
negativa; +, coloracao de mais de 0% mas inferior a 30%; ++, coloracdo de mais de 30% mas inferior
a 70%; +++, colorac@o de mais de 70%. A distribuicdo da coloracao foi identificada como difusa, focal

ou uniforme.
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Nos resultados apresentados na tabela 3, pode-se observar que a pele dos
animais do grupo de camundongos machos idosos tratados com disperséo de L-
arginina a 15% foi a que apresentou uma coloracdo mais intensa para o marcador
de INOS quando comparada com a pele dos animais do grupo controle (CTRL) ou
dos demais grupos. A pele dos adultos machos apresentou coloracao negativa para
INOS praticamente em todas as estruturas observadas, sendo positiva somente
paras 0s anexos cutaneos dos animais tratados com disperséo de L-arginina a 15%.
A andlise da pele dos camundongos jovens indicou uma coloracdo especifica para
INOS numa intensidade de mais de 30% na epiderme, no tecido conjuntivo e nos
anexos cutaneos, exceto para os camundongos jovens tratados com disperséo de L-
arginina a 15%, que s6 apresentaram marcacao para iNOS nos anexos cutaneos.
Os camundongos jovens tratados com dispersédo de L-arginina a 10% foram os que

apresentaram maior intensidade de coloracao especifica para iINOS na epiderme,

figura 28.

Figura 28. Analise de iNOS por coloracdo imuno-histoquimica na pele de camundongos
machos.

Analise de iNOS por colorag@o imuno-histoquimica na pele de camundongos machos jovens tratados
com dispersdo de L-arginina a 10%. H& marcacgdo positiva para iNOS nas células do epitélio, do
tecido conjuntivo e nos anexos cutaneos. (A) Aumento de 100x e (B) aumento de 400x.
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Tabela 4 - Avaliacdo por coloragdo imuno-histoquimica para deteccdo de iINOS na pele de
camundongos fémeas.

Grupo Epitélio Anexos Tecido
cutaneos conjuntivo
CTRL +, difusa ++, uniforme ++, difusa
Glicerol - ++, uniforme -
Idosa Arg. 5% ++, uniforme ++, uniforme +, difusa
Arg.10% - ++, uniforme -
Arg.15% - ++, uniforme -
CTRL - - -
Glicerol - - -
Fémea Adulta Arg.5% * * *
Arg.10% ++, uniforme +, uniforme +, difusa
Arg.15% ++, uniforme ++, uniforme +, difusa
CTRL +, uniforme ++, uniforme ++, uniforme
Glicerol +, difusa +, difusa -
Jovem Arg. 5% ; - ;
Arg.10% +++, uniforme ++, uniforme +++, uniforme
Arg.15% - +, difusa +, difusa

A andlise foi feita pela intensidade e distribuicdo da marcacéo para iINOS no epitélio, anexos cutaneos
e no tecido conjuntivo. O resultado representa a média das andlises de trés observadores distintos,
sendo duas patologistas. As intensidades das células positivas coradas foram pontuadas como: -,
negativa; +, coloracdo de mais de 0% mas inferior a 30%; ++, coloracdo de mais de 30% mas inferior
a 70%; +++, coloracdo de mais de 70%; *, material insuficiente para andlise. A distribuicdo da
coloracéo foi identificada como difusa, focal ou uniforme.

Na tabela 4 observam-se os resultados obtidos para o grupo de camundongos
fémeas. A pele dos animais do grupo das fémeas idosas apresentaram marcacao
positiva para iINOS, com coloracdo de intensidade maior que 30% nos anexos
cutaneos, em todos tipos de tratamentos aplicados. Somente para os animais do
grupo CTRL e do grupo tratado com dispersao de L-arginina a 5%, houve uma
discreta marcacao positiva para iINOS na epiderme, figuras 29 a 31. No grupo dos
animais adultos, somente as fémeas que receberam tratamento com dispersao de L-
arginina apresentaram coloragéo positiva para INOS na pele. No grupo das jovens,
as fémeas que receberam tratamento com dispersdo de L-arginina a 5%

apresentaram coloracédo negativa em todas as areas observadas.
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Figura 29. Andlise da pele dos camundongos fémeas por coloracdo imuno-histoquimica para
deteccdo de iNOS.

Analise de INOS por coloragdo imuno-histoquimica na pele de camundongos fémeas idosas do grupo
controle. H& marcagédo positiva nas células do epitélio, do tecido conjuntivo e nos anexos cutaneos.
(A) Aumento de 100x e (B) aumento de 400x.

Figura 30. Andlise da pele dos camundongos fémeas por coloragdo imuno-histoquimica para
deteccao de iNOS.

Analise de iINOS por coloragdo imuno-histoguimica na pele de camundongos fémeas idosas tratadas
com disperséo de L-arginina a 5%. H& marcacao positiva nas células do epitélio, do tecido conjuntivo
e nos anexos cutaneos. (C) Aumento de 100x e (D) aumento de 400x.
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Figura 31. Andlise da pele de camundongos fémeas por coloracdo imuno-histoquimica para
deteccdo de iNOS.

Analise de iINOS por coloragéo imuno-histoquimica na pele de camundongos fémeas idosas tratadas
com dispersdo de L-arginina a 15%. Ha marcacdo positiva apenas nos anexos cuténeos. (E)
Aumento de 100x e (F) aumento de 400x.

4.3.DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE PARTICAO OLEO-AGUA DA L-
ARGININA.

O coeficiente de particdo 6leo/agua (Kos) da L-arginina foi determinado
utilizando o sistema octanol-agua. Ko,a mede a lipofilia da substancia em estudo e é
definido como a razdo da concentracdo da mesma, no equilibrio, apos dissolucéo
em um sistema de duas fases, formadas por dois solventes imisciveis, agua e
octanol.

ApoOs a dissolucdo da L-arginina na agua, particdo entre os dois solventes em
equilibrio e quantificacdo do aminoacido, os valores encontrados para Ko € Log

(Kosa) foram:

Kom= 0,147 + 0,028
e
Log (Koss) = -0,83699 + 0,089467,

demonstrando uma caracteristica de hidrofilia da L-arginina, que demonstrou um

baixo valor negativo do Log de Kgja.
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4.4. AVALIACAO DE RETENCAO, PENETRACAO E PERMEACAO CUTANEA.

A L-arginina aplicada sobre a pele de suinos foi submetida ao teste de
avaliacdo da retencdo, penetracdo e permeacao cutanea, por utilizacdo da células

de Franz.

As figuras 32 a 34 mostram, respectivamente, a quantidade L-arginina que
ficou retida no estrato corneo (EC), a quantidade L-arginina que penetrou todas as
camadas da pele, epiderme e derme, e a quantidade L-arginina que atravessou
todas as camadas da pele e atingiu o tampao receptor (TR), por variagdo da

concentracdo de L-arginina aplicada.
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Figura 32. Avaliacdo da retencéo cutanea de L-arginina.

As peles de orelhas suinas foram tratadas com 300 pL de disperséo de L-arginina nas concentragdes
de 5%, 10% e 15%. Apds 12 horas de contato das dispersdes com a pele suina, nas células de
Franz, o excesso da disperséo foi retirado com um papel de filtro e a fita adesiva utilizada para o
procedimento de tape-stripping foi processada para verificar a quantidade de L-arginina que
permanecia no estrato corneo. Diferenca significativa considerada para P < 0,05, n=3.
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Os resultados do teste de retencdo cutanea néo apresentaram diferenca
significativa para as diferentes concentracbes das dispersdes de L-arginina

utilizadas no ensaio.
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Figura 33. Avaliacdo da penetragcdo da L-arginina na pele (epiderme e derme).

As peles de orelhas suinas foram tratadas com 300 pL de disperséo de L-arginina nas concentracdes
de 5%, 10% e 15%. Apds 12 horas de contato das dispersdes com a pele suina, nas células de
Franz, da remocao do excesso da dispersdo com auxilio de um papel de filtro, e do procedimento de
tape-stripping, a pele foi processada para verificar a quantidade de L-arginina que havia penetrado,
mas ndo permeado a pele. Diferenca significativa considerada para P < 0,05, n = 3.

Pode-se observar pela figura 33 que as diferentes concentracdes das
dispersbes de L-arginina utilizadas no ensaio ndo demonstraram resultados

significativamente diferentes no teste de penetracéo cutanea.
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Figura 34. Avaliacdo da permeacdo cutanea da L-arginina.

As peles de orelhas suinas foram tratadas com 300 pL de dispersdo de L-arginina nas concentracdes
de 5%, 10% e 15%. ApdGs 12 horas de contato das dispers6es com a pele suina nas células de Franz,
a concentracdo de L-arginina capaz de atravessar todas as camadas da pele e atingir o tampé&o
receptor (TR) foi determinada. Diferenca significativa para P < 0,05, n = 3.

Para as diferentes concentracdes de L-arginina (5%, 10% e 15%) aplicadas
na pele de orelha suina, ndo houve diferenca significativa na quantidade L-arginina
gue permeou para o tampao receptor (TR).

Os resultados de retencdo, penetracdo e permeacdo cutanea obtidos para
cada uma das concentracdes das dispersdes de L-arginina usadas nos ensaios

foram comparadas entre si e estao apresentadas nas figuras 35 a 37.
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Figura 35. Avaliacdo da retencao, penetracéo e permeacdo cutanea da disperséo de L-arginina,
na concentragcao de 5%.

As peles de orelhas suinas foram tratadas com 300 pL de dispersédo de L-arginina na concentracao
de 5%. Apds 12 horas de contato da dispersdo com a pele suina nas células de Franz, a

concentracdo de L-arginina (ug) foi determinada no estrato corneo (EC), na pele (epiderme e derme)
e no tampdo receptor (TR). Diferenca significativa considerada para P < 0,05, n = 3.

200+

L-arginina (1g)

Figura 36. Avaliacdo da retencéo, penetracdo e permeacdo cutanea da disperséo de L-arginina,
na concentracao de 10%.

As peles de orelhas suinas foram tratadas com 300 pL de dispersdo de L-arginina na concentracao
de 10%. Apd6s 12 horas de contato da dispersdao com a pele suina nas células de Franz, a
concentracdo de L-arginina (ug) foi determinada no estrato corneo (EC), na pele (epiderme e derme)
e no tampao receptor (TR). *, diferenca significativa considerada para P < 0,05, n = 3.
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Figura 37. Avaliacdo da retencéo, penetracdo e permeacdo cutanea da dispersdo de L-arginina,
na concentracao de 15%.

As peles de orelhas suinas foram tratadas com 300 pL de dispersdo de L-arginina na concentragao
de 15%. Ap6s 12 horas de contato da dispersdo com a pele suina nas células de Franz, a
concentracao de L-arginina (ug) foi determinada no estrato corneo (EC), na pele (epiderme e derme)
e no tampao receptor (TR). Diferenca significativa considerada para P < 0,05, n = 3.

As figuras 35 a 37, mostram a quantidade L-arginina que ficou retida no
estrato corneo (EC), a quantidade L-arginina que penetrou todas as camadas da
pele, epiderme e derme, e a quantidade L-arginina que atravessou todas as
camadas da pele e atingiu o tampé&o receptor (TR) para cada concentracdo da
dispersdo de L-arginina aplicada na pele. Para as aplicacfes de 5% e 15% de L-
arginina, ndo houve diferenca significativa na quantidade que permaneceu no EC,
gue penetrou na pele e que permeou para o TR. Porém, para a aplicacdo de 10% de
L-arginina, houve diferenga significativa na quantidade que permaneceu no EC e na
guantidade que permeou para o0 TR, sendo maior a quantidade que permaneceu no
EC.

4.5.AVALIACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DA METALOPROTEINASE.

A atividade das metalopreteinases da pele dos camundongos foram avaliadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo gelatina, assim como o perfil
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proteico destas mesmas amostras foram avaliados por eletroforese em gel de
poliacrilamida sob condi¢cBes dissociantes.

As tabelas 5 e 6 mostram a atividade proteolitica das metaloproteinases
presentes na pele dos camundongos, apds tratamento das amostras para
eliminacdo de outras proteases. As amostras que apresentaram atividade
proteolitica foram as do grupo controle, sem tratamento algum, dos idosos machos,
do grupo tratado com disperséo de L-arginina a 10% dos adultos machos e do grupo
tratado com glicerol das idosas fémeas. As bandas correspondentes a cada proteina
que apresentou atividade proteolitica estdo mostradas nas figuras 39 a 40. A coluna
2 corresponde ao soro fetal bovino (SFB), que foi aplicado no gel de poliacrilamida,
apos tratamento idéntico ao das amostras, e usado como controle positivo.

As massas moleculares correspondentes a cada banda de proteina do
zimograma foram calculadas de acordo com a curva padrao obtida pela aplicacdo do
marcador de peso molecular de proteinas BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder
(10 a 190 kDa), figura 38.
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Figura 38. Curva padréo para determinacdo da massa molecular relativa.

Os padrées utilizados na construcdo da curva de calibrac8o para determinagdo da massa molecular
relativa das amostras foram os do marcador de massa molecular de proteinas na Invitrogen
(BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder). A melhor reta entre os pontos foi: log MM = -1,3256 x Rf
+2,3687 (R = 0,9966).
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Tabela 5 - Atividade proteolitica em gel de eletroforese (acrilamida/bisacrilameda 10% e
gelatina 1%) da pele de camundongos machos.

Grupo Atividade proteolitica Massa molecular Provavel MMP

calculada (kDa) correspondente

81 pro-MMP-8
57 pro-MMP-3
CTRL Sim 26 pro-MMP-7
Idoso 16 MMP-7 ativa ou
MMP-26 ativa
Glicerol Nao -
Arginina 5% Nao -
Arginina 10% Nao -
Arginina 15% Nao -
CTRL Néao -
Glicerol Nao -
ini 0, 3 -
Adulto Arg!n!na 5% Ngo ’
Arginina 10% Sim 28 pré-MMP-7
Arginina 15% Néao -
Jovem CTRL Nao -
Glicerol Nao -
Arginina 5% - -
Arginina 10% Néao -

Arginina 15% - -

As peles dos camundongos machos foram processadas e submetidas a andlise por eletroforese em
gel de poliacrilamida com 1% de gelatina. As amostras que apresentaram atividade proteolitica
tiveram a massa molecular destas bandas calculadas pela curva padrédo feita com o marcador de
proteinas (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder).
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Tabela 6 - Atividade proteolitica em gel de eletroforese (acrilamida/bisacrilameda 10% e
gelatina 1%) da pele de camundongos fémeas.

Grupo Atividade proteolitica Massa molecular Provavel MMP

calculada (kDa)  correspondente

90 pré6-MMP-9
Glicerol Sim 29 MMP-7 ativa
Idosa 20 pr6-MMP-7
Arginina 5% Nao -
Arginina 10% Nao -
Arginina 15% N&o -
CTRL Nao -
Glicerol N&o -
ini 0, 1 -
Adulta Arg!n!na 5% Nao
Arginina 10% N&o -
Arginina 15% Nao -
Jovem CTRL N&o -
Glicerol N&o -
Arginina 5% N&o -
Arginina 10% Nao -
Arginina 15% Nao -

As peles dos camundongos fémeas foram processadas e submetidas a analise por eletroforese em
gel de poliacrilamida com 1% de gelatina. As amostras que apresentaram atividade proteolitica
tiveram a massa molecular destas bandas calculadas pela curva padrédo feita com o marcador de
proteinas (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder).

As bandas com atividade protease encontradas na analise do SFB, coluna 2
das figuras 39 a 40, correspondem a proteinas de massas moleculares de 95+3 kDa
e 64+2 kDa, que equivalem a MMP-9 e a MMP-2. Possivelmente a banda
correspondente a massa molecular de 64+2 kDa corresponde a pr6-MMP-2. No
zimograma de atividade proteolitica das amostras de pele dos animais do grupo dos
machos idosos controle (figura 39, coluna 3) foram encontradas as bandas de
atividade correspondentes as massas moleculares de 81 kDa, a qual pode ser
correspondente a pro-MMP-8; 57 kDa, que sugere a presenca de pr6-MMP-3 na
amostra; 26 kDa que sugere a presenca de pr6-MMP-7 na amostra e 16 kDa, que
corresponde a uma massa molecular préxima a da MMP-7 ou da MMP-26. As
bandas de atividade proteoliticas encontradas no gel de andlise das peles dos

animais do grupo das fémeas idosas tratadas com glicerol (figura 40, coluna 3)
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corresponderam a massas moleculares de 90 kDa, sugerindo a expressdo de pro-
MMP-9 na amostra; 29 kDa e 20 kDa, ambas préximas a massa molecuar da MMP-

7, na forma ativa e da pro-enzima, respectivamente.
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-82 kDa -95 £3k kDa
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- 64 kD : a }
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Figura 39. Avaliagdo da atividade proteolitica por zimografia da pele de camundongos machos
idosos.

As peles dos camundongos foram processadas e submetidas ao gel de eletroforese. Coluna 1:
marcador de proteinas (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder), coluna 2: soro fetal bovino (SFB)
e coluna 3: amostra de pele de camundongo macho idoso controle.
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Figura 40. Avaliacdo da atividade proteolitica por zimografia da pele de camundongos fémeas
idosas.

As peles dos camundongos foram processadas e submetidas ao gel de eletroforese. Coluna 1:
marcador de proteinas (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder), coluna 2: soro fetal bovino (SFB)
e coluna 3: amostra de pele de camundongo fémea idosa tratada com glicerol.
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5. DISCUSSAO

A expectativa de vida esta aumentando continuamente. Segundo a
Organizacdo mundial de Saude, entre 1950 e 2025 a populacédo brasileira acima de
60 anos devera crescer 16 vezes, enquanto a estimativa de crescimento da
populacdo geral é de cinco vezes (62). Em muitos paises esta ocorrendo uma
transicdo demogréfica, envolvendo envelhecimento da populacdo e reducdo da
natalidade. Os avancos na medicina contribuiram significativamente para esse
aumento na expectativa de vida, especialmente durante o século XX. E estimado
que, nos proximos 45 anos, um ter¢co das mulheres estard na menopausa, e, com
isso, a medicina do antienvelhecimento ganhara ainda mais importancia (10).

Além disso, segundo Son e colaboradores (63), com 0 aumento da
expectativa de vida, as mulheres da modernidade poderdo passar mais de um tergo
da vida no periodo da pds-menopausa. Durante esse periodo, algumas alteracbes
hormonais, como perda na producdo de estrogénio, aceleram as mudancas
observadas na pele. A derme e a epiderme tornam-se mais finas, perdem
elasticidade e resisténcia a tracdo. A deficiéncia de estrogénio esta relacionada as
alteracdes nas fibras de colageno e nas fibras elasticas, resultando em enrugamento
e aumento da flacidez apds a menopausa. Tem sido demonstrado que a significativa
reducdo de colageno se inicia na menopausa e essa perda torna-se mais rapida
durante o periodo inicial da pés-menopausa, sendo que aproximadamente 30% do
colageno sédo perdidos nos primeiros cinco anos deste periodo. A taxa média da
perda de colageno é de 2,1% por ano pdés-menopausa (63).

Em uma sociedade em envelhecimento, a proporcédo de pessoas idosas, com
mais de 65 anos, compreende mais que 7% da populacdo em geral (7).

O envelhecimento € um processo natural e inevitavel da vida, mas, com o
aumento da populacdo idosa, a preocupacdo social com 0 esse processo tem
aumentado muito. E € na pele que os efeitos do envelhecimento sdo mais
aparentes, mais que em qualquer outro 6rgao (7).

Por esta razdo, juntamente com essas novas perspectivas de vida, as

investigagbes para manter a aparéncia da pele jovem aumentaram nas ultimas
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décadas. As rugas e a flacidez da pele ja sdo consideradas como um problema
dermatoldgico que pode ser combatido, e ndo mais como um resultado inevitavel do
envelhecimento (10).

Nos dltimos 40 anos, muitos progressos aconteceram no campo das
pesquisas sobre o envelhecimento, facilitando a compreensdo dos mecanismos
moleculares deste processo (64).

E como a pele tem uma funcéo fisioldgica de barreira para protecdo contra
danos ambientais, e ainda funciona como uma interface social entre a sociedade e o
individuo, os interesses e esforcos para prevenir o envelhecimento da pele estédo
crescendo rapidamente no campo da dermatologia e das industrias de cosméticos
(7). Por estas razfes, ha um grande interesse na descoberta de novas substancias e
métodos para o tratamento do envelhecimento.

Uma das medidas para prevenir e tratar o envelhecimento € aumentar a
sintese de colageno e elastina dérmicos pelo tratamento clinico topico com
dermocosméticos (64). Varias substancias tém sido testadas para avaliar sua
contribuicdo em retardar o processo do envelhecimento, pelos mais diversos
mecanismos, como pelo sequestro de espécies reativas de oxigénio e
restabelecimento do equilibrio redox (65), pela inibicdo da expresséo ou da atividade
das metaloproteinases (22), pelo aumento da expressdao ou manutencdo das
atividades dos TIMPs (66), pela inibicdo da elastose (14), ou pela simples protecao
contra a radiacdo UV, que promove a formacdo de espécies reativas de oxigénio
gue desencadeiam varios desses processos responsaveis pelo envelhecimento (67).

Dentre os tratamentos cosméticos mais utilizados contra o envelhecimento
hoje em dia esta o peeling quimico para revitalizacdo da pele (10), para o qual uma
das opcOes terapéuticas € o acido retindico, ou tretinoina. Este previne a perda de
colageno, pela inibicdo da MMP-2, e estimula a formacdo de novo colageno. Os
retindides podem, ainda, influenciar o reparo do DNA e a expressdo génica para
aumentar a produgdo de matriz extracelular. Em experimentos realizados em ratos,
observou-se uma diminuicdo nas rugas apos tratamento com 0,05% de &acido
retindico por duas semanas (22).

Foi demonstrado, também, que o tratamento com a coenzima Qo melhora a

producdo de colageno tipo IV e a expresséo de elastina em fibroblastos (68).
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Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa e de nossos colaboradores,
foi observado que camundongos que tiveram a suplementacdo da dieta com L-
arginina, por administracdo oral, ou receberam arginina por administracéo topica,
durante um processo de cicatrizacdo de ferida operatéria, apresentaram uma
cicatrizagdo precoce quando comparados com 0s animais do grupo controle. Além
disso, foi observada, na pele dos animais tratados, uma maior producao de fibras
colagenas, que também se apresentaram mais organizadas e maduras quando
comparadas com a pele dos animais do grupo controle (resultados nao
apresentados). Como ja mencionado, Soneja e colaboradores (2006) também
encontraram um aumento da forca ténsil da cicatriz e da deposicdo de colageno no
processo de cicatrizacdo, em comparacdo com o controle (40). Esses resultados
sugeriram um efeito positivo da arginina na producdo de coldgeno e instigaram a
investigacdo do efeito deste aminoacido na pele integra, para avaliar a sua influéncia
na elasticidade da pele e sua possivel utilizacdo como cosmético.

Como ja mencionado, o envelhecimento é caracterizado por continuas
alteracOes celulares e moleculares, com diminuicdo progressiva da capacidade de
homeostase do organismo e consequente senescéncia e morte celular programada
(apoptose) (64). Tanto no envelhecimento intrinseco quanto no envelhecimento
extrinseco, a pele é marcada por alteragcbes nas funcdes normais das fibras
elasticas, o que pode explicar algumas das manifestacbes do envelhecimento
cutdaneo como as rugas, a flacidez da pele e a perda da resisténcia e elasticidade
(29).

As fibras colagenas, produzidas pelos fibroblastos, estdo dispostas
paralelamente a superficie da pele, o que garante uma elevada resisténcia a tracéo,
e impede que ela seja rasgada por distensdo. A elastina, por sua vez, garante
resiliéncia e elasticidade a pele (69).

O envelhecimento altera 0 metabolismo dos fibroblastos reduzindo sua vida
atil, bem como a sua capacidade de sintetizar colageno. Durante o envelhecimento,
a reducado proporcional dos proteoglicanos de cadeia longa, juntamente com o
aumento simultaneo das pequenas moléculas de proteoglicanos, intensifica a
sintese de fibras colagenas e o0 seu alargamento, o que diminui a elasticidade da

pele. A derme se atrofia, devido a reducédo de colageno e alguns proteoglicanos, e o
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mesmo acontece com o tecido adiposo da hipoderme. O colageno tipo IV, que forma
uma rede densa ao nivel das juncdes dermo-epidérmicas, pode sofrer uma
diminuicdo, enfraquecer essa juncdo e comprometer a estabilidade mecéanica da
pele. O sulfato de condroitina, que consolida a ligacdo das fibras colagenas e
contribui com a manutencdo da hidratacdo cutédnea, também diminui durante o
envelhecimento (70).

No presente trabalho, foram realizados experimentos in vivo para avaliar a
influéncia da L-arginina na resisténcia da pele a tracdo. Apos a eutanasia, as peles
dos camundongos tratados foram submetidas a distenséo, para avaliagdo da forca
de tracdo maxima suportada pelo tecido antes da sua ruptura, e os resultados estéao
apresentados nas figuras 10 a 15.

Nos camundongos machos idosos, foi observado que as peles submetidas ao
tratamento com dispersdo de L-arginina, durante 15 dias, suportaram uma maior
forca de tracdo até a ruptura, quando comparadas as peles dos animais tratados
somente com glicerina e as peles dos animais do grupo controle (figura 10). No
grupo dos adultos machos n&do houve diferenca significativa entre os grupos tratados
com o grupo controle (figura 11). Ja no grupo dos jovens machos, as peles dos
camundongos tratados com glicerina foram menos resistentes que a pele dos
camundongos do grupo controle e dos grupos tratados com dispersbes de L-
arginina. Entre os grupos tratados, houve ainda diferenca significativa entre as peles
tratadas com disperséo de L-arginina 5% e L-arginina 15% (figura 12).

Como a pele de idosos naturalmente apresenta perda de colageno e fibras
elasticas, o que deixa a pele mais fina e flacida, era de se esperar uma menor
resisténcia a forca ténsil. Em contrapartida, os grupos tratados com dispersdes de L-
arginina apresentaram maior resisténcia a forca ténsil (figura 10). Nos grupos dos
animais jovens adultos ndo houve nenhuma diferenca significativa nos resultados
obtidos para o grupo controle e os grupos tratados com L-arginina, isso pode ser
devido ao fato de que as fibras colagenas inatas permanecem intactas nesses
animais, garantindo resisténcia a tracdo. No entanto, nos jovens, 0 grupo tratado
somente com glicerina teve menor resisténcia a tragdo quando comparado aos
grupos tratados com dispersfes de L-arginina na concentracdo de 10% e 15%

(figura 12). Este foi um resultado inesperado, visto que a glicerina é considerada
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capaz de melhorar a hidratacao, a elasticidade e a funcéo de barreira da pele (69) e
vem sendo usada ha milénios em formulacdes cosméticas para pele.

Como mencionado anteriormente, L-arginina € metabolizada no ciclo da ureia,
dando origem a ornitina, que é o link para a producéo de prolina, que, por sua vez, é
utilizada pelos fibroblastos para sintese de colageno (39). Isto pode explicar a
elasticidade aumentada na pele dos camundongos idosos tratados com o
aminoacido.

Nas fémeas idosas foi observado o mesmo aumento de resisténcia da pele a
forca de tracdo quando se administrava topicamente as dispersfes de L-arginina nos
camundongos (figura 13). Nas fémeas adultas, diferente do ocorrido com o0s
machos, houve um aumento significativo na resisténcia da pele a forca de tracdo nos
animais do grupo tratado com dispersédo de L-arginina a 10%, quando comparados
aos animais do grupo controle (figura 14). Essa diferenca de comportamento entre
0s animais dos diferentes géneros pode ter sua explicacdo na perda de colageno
gue tem seu inicio no fim do periodo fértil das fémeas. Os efeitos relacionados a
deficiéncia de estrogénio incluem atrofia, diminuicdo de coldgeno e conteudo de
adgua, diminuicdo das secrecdes sebaceas, perda da elasticidade da pele e
manifestacfes de hiperandrogenismo (72). Em ratos, a ooforectomia, por si so, é
capaz de acelerar o envelhecimento da pele e aumentar sua sensibilidade a
radiagdo ultravioleta. Dessa forma, a deficiéncia de estrogénio pode ser responsavel
pelo envelhecimento da pele no inicio do periodo infértil (69). No grupo dos
camundongos jovens fémeas, todos os animais tratados com dispersdes de L-
arginina apresentaram maior resisténcia da pele a forca ténsil, sendo esta diferenca
maior entre 0s animais do grupo controle e os animais do grupo tratado com
dispersdes de L-arginina a 5% e 10%. Também houve diferenca entre os animais do
grupo tratado s6é com glicerina e os animais do grupo tratado com disperséo de L-
arginina 5%, sendo que as peles dos animais do grupo tratado com a menor
concentracdo de L-arginina, 5%, foram as que apresentaram maior a resisténcia a
tracdo (figura 15). Nos jovens, como as fibras colagenas ainda estdo integras e
exercendo sua funcdo normal, o tratamento com L-arginina parece complementar

essa resisténcia a forga ténsil.
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O coldgeno € a proteina mais abundante, em peso, nos animais,
correspondendo a 30% do total de proteinas nos mamiferos. E a principal proteina
do tecido conjuntivo, tenddes, ligamentos e cornea, além de formar a matriz dos
0ssos e dentes (15). O colageno tipo | € o principal componente da matriz
extracelular e a proteina estrutural mais abundante na pele. No envelhecimento da
pele uma caracteristica marcante é a fragmentacdo desse colageno fibrilar, o que
prejudica as propriedades mecéanicas da pele e as funcfes das células da derme.
Clinicamente, essa deficiéncia se manifesta em cicatrizacdo tardia, propensdo a
contusao, pele fina, dentre outras (20).

Na pele jovem as fibras colagenas sdo mais abundantes e bem organizadas,
sao finas, onduladas, com unidades fibrilares uniformes. Na pele envelhecida as
fibras coldgenas sao fragmentadas e desorganizadas, e sdo espessas, 0 que indica
uma degradacdo parcial do colageno. Esse colageno envelhecido resulta das
progressivas ligacbes cruzadas entre si (73). Analises bioguimicas quantitativas
revelaram que a quantidade de colageno fragmentado é 4,3 vezes maior nos idosos,
com 80 anos de idade, que nos jovens, com 21 a 30 anos de idade (20). As
alteracdes hormonais que acontecem no envelhecimento também influenciam as
mudancas observadas nas fibras colagenas, principalmente nas mulheres (69).

Nas analises das fibras colagenas, a partir dos cortes histolégicos das peles
dos camundongos corados com Tricbmio de Masson, foi possivel observar que o
grupo controle (CTRL) dos animais machos apresentava mais fibras coldgenas na
pele do que os animais do grupo CTRL das fémeas, isso para quase todas as faixas
etarias, exceto para 0s jovens, que apresentaram alta intensidade de coloracéo para
fiboras coldgenas nas laminas de pele de machos e fémeas. Essa diferenca
observada entre machos e fémeas pode ser explicada pela deficiéncia caracteristica
de estrogénio na fase final da idade fértil.

Ainda no grupo dos idosos machos, foi observado que a pele dos
camundongos tratados com dispersdes de L-arginina apresentou uma menor
qguantidade de fibras coldgenas quando comparadas com a pele dos animais do
grupo CTRL. Segundo Lin e seus colaboradores (74), alguns estudos mostraram
gue o NO induz tanto a expressao de MMP-1 quanto a ativacdo de enzimas em

culturas de condrécitos. Além disso, inibidores de NOS diminuem a atividade das
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colagenases, reduzindo a destruicdo de cartilagens em modelos caninos de artrite
(74). Como o NO pode ser produzido a partir da L-arginina, o tratamento da pele
com dispersdes de L-arginina pode ter induzido uma maior produgéo de NO, o que
induziria a expressdo de MMP-1, e explicaria a menor quantidade de fibras
coldgenas nos grupos tratados, uma vez que 0s animais do grupo controle
apresentavam altas concentracfes das fibras colagenas.

Choe e colaboradores (67) avaliaram o efeito de NO na producdo de MMP-1 e
MMP-2 em fibroblastos humanos tratados com um doador de NO, para mimetizar 0s
efeitos do NO na expressao de MMP. Os autores encontraram que o doador de NO
usado nos ensaios aumentou a producdo de MMP-2 em 243% com relacdo aos
fibroblastos nao tratados. A secrecdo de MMP-1 também aumentou, mas em menor
grau que a MMP-2. Para avaliar a hipotese de que a producdo de MMP nas células
irradiadas com UV néo seria mediada por NO, os autores avaliaram também o efeito
combinado do tratamento das células com o doador de NO e com a radiacdo UV.
Os resultados mostraram que o efeito da irradiacdo das células com UV e do
tratamento com o doador de NO na produgcédo de MMP-1 pelos fibroblastos néo foi
cumulativo, e que a radiacdo UV sozinha promovia a produ¢do de MMP-1 num nivel
préximo ao maximo. Por outro lado, os resultados desse trabalho sugeriram que
MMP-2 parecia ser influenciado por ambos os tratamentos, a irradiacdo com UV e o
doador de NO ao mesmo tempo. Além disso, foi demonstrado, pelo tratamento dos
fibroblastos com um analogo do GMP ciclico, que o aumento da producdo de MMP-1
e MMP-2 pelo doador de NO usado no estudo néo foi resultado do efeito téxico
deste doador de NO as células, mas foi mediado por NO, ou por metabdlitos
relacionados a este, e que o NO e o GMP ciclico possivelmente medeiam o aumento
da produgcdo de MMP induzida por UV. Avaliando, por fim, a acdo de inibidores de
NOS na producdo de MMP, os autores concluiram que seus resultados sugeriam
gue NO afeta a producdo de MMP-1 e MMP-2 através da via do GMP ciclico, e é um
importante sinal mediador na regulacdo da producdo de MMP por fibroblastos
irradiados por UV (67).

Os resultados obtidos quando a pele dos camundongos foram submetidas a
coloragdo por imuno-histoquimica especifica para iINOS (tabelas 3 e 4) concordam

com esta hipétese, uma vez que os animais idosos machos do grupo tratado com
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dispersdo de L-arginina a 15%, cujas andlises histologicas da pele apresentaram
menor intensidade de coloracéo para fibras colagenas, foram 0s que apresentaram
maior marcacdo para iINOS no epitélio. O mesmo ocorreu com 0S animais jovens
machos, cujas analises histoldgicas das peles apresentaram intensidade de
coloragdo para colageno um pouco menor que a dos animais em outras faixas
etarias, mas foram o0s que na analise imuno-histoquimica apresentaram maior
marcacao especifica para iINOS. Ainda, dentre 0os animais jovens, 0s grupos tratados
com glicerol e dispersédo de L-arginina a 15% apresentaram uma maior quantidade
de fibras coldgenas. Uma outra hipotese para explicar este fendmeno seria a
metabolizacdo da arginina, dando origem a ornitina e glutamina, que por sua vez
podem originar a prolina, que faz parte da molécula de pré-colageno, precursor do
colageno (46-47).

Como a L-arginina é, ao mesmo tempo, substrato para a producdo de NO,
qgue induz a producdo de MMP, e fornece substrato para a sintese de colageno, via
producdo de prolina, isto torna a compreensdo de seu efeito sobre a melhora da
elasticidade da pele mais complexa. O efeito benéfico da arginina na producédo de
coldgeno pode ser similar ao que ocorre com a suplementacdo de arginina nos
processos de cicatrizacdo de feridas em camundongos diabéticos. O fato dos
animais com diabetes exibirem uma deficiéncia de NO na regido das feridas
favorece a atuacdo da arginina como promotor da cicatrizacdo em modelos de
diabetes (40). J4 nos animais saudaveis, ndo diabéticos, em que os niveis de NO
em ambientes de feridas é normal, esse efeito benéfico da arginina no processo de
cicatrizacdo de feridas ndo é tdo pronunciado.

De modo diferente ao observado nos camundongos machos, no grupo das
fémeas idosas, 0os animais do grupo tratado com glicerol e disperséo de L-arginina a
15% apresentou maior quantidade de fibras coldgenas. Nas fémeas, as alteracdes
de hormdnios no fim da idade fértil podem influenciar o decréscimo da quantidade de
fibras coldgenas e as dispersfes de L-arginina podem ter contribuido para a sintese
de colageno pelo fornecimento de prolina. No grupo das fémeas jovens, como era de
se esperar, o grupo CTRL ja apresentou maior quantidade de fibras colagenas que o
grupo das idosas. Nesse grupo, as fémeas jovens tratadas com glicerol e disperséo

de L-arginina a 10% apresentaram uma menor quantidade de fibras colagenas.
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Provavelmente essa quantidade de L-arginina ja produz muito NO que pode estar
induzindo a expressao de colagenases. Mais uma vez os resultados concordam com
a imuno-histoquimica especifica para deteccdo de INOS, em que houve intensa
marcacao de iINOS para o grupo tratado com dispersao de L-arginina a 10%, tanto
no epitélio quando no tecido conjuntivo.

Um efeito comum nos animais machos e fémeas jovens tratados com
dispersdo de L-arginina a 15% foi que estes ndo exibiram marcacado de iINOS no
epitélio ou apresentaram muito pouca marcacdo de INOS no tecido conjuntivo,
enquanto apresentaram altas concentracdes de colageno em todos os grupos dos
diferentes tratamentos.

O oxido nitrico € uma molécula mensageira que desempenha um papel critico
na circulacdo, diminuindo o ténus vascular, ativacdo de plaquetas e leucdcitos,
proliferacdo de células do musculo liso, deposicao da matriz extracelular e morte das
células endoteliais (75). O NO é endogenamente gerado a partir da L-arginina pela
enzima oxido nitrico sintetase (NOS). No tecido humano trés isoformas da NOS sao
expressas, duas formas constitutivas, NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal
(nNOS), e uma forma induzivel (iNOS). A INOS medeia eventos citotoxicos e
eventos citostaticos no sistema imune, com propriedades antibacterianas,
antiparasitarias e antitumoral (43).

Recentemente foi observado que o NO desempenha um papel importante no
processo de cicatrizacao de feridas, por regular o catabolismo de colageno. Além
disso, foi observado que os fibroblastos humanos dérmicos expressam eNOS e
INOS, que podem ser importantes durante o estagio do processo inflamatorio, ou
depois, na fase de proliferacdo e remodelacdo do tecido, apés a lesdo. Embora
varios estudos indiquem a inibicdo da sintese de colageno por NO em varios tipos
celulares, como arteriola, masculo liso vascular e células mesoteliais, outros estudos
mostram que o NO induz a sintese de colageno nos fibroblastos da lamina propria
do intestino delgado e na reepitelizacdo da pele normal nos processos de
cicatrizagao (43).

A andlise de INOS por imuno-histoquimica na pele dos camundongos do
estudo demonstrou, no grupo de animais idosos machos, que o grupo tratado com

dispersdo de L-arginina a 15% apresentou coloracao positiva para iNOS para mais
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de 70% das células da epiderme, anexos cutaneos e tecido conjuntivo (tabela 3). De
acordo com os resultados de Durante e seus colaboradores (75), a remocéo de L-
arginina pela arginase inibe a expressao de iNOS através da repressao da traducéo,
bem como diminui a estabilidade da proteina iINOS. Além disso, a arginase pode
inibir a producdo de NO mediada por iNOS através da geracao de ureia. Assim, 0s
autores sugerem que a arginase pode influenciar negativamente na producédo de NO
(75). Dessa forma, a L-arginina aplicada na pele dos camundongos pode estar
aumentando a expressado de iNOS, mas esta também pode ser resultado de algum
processo inflamatorio instalado como consequéncia do envelhecimento extrinseco.

Nos adultos machos (tabela 3), somente 0s anexos cutaneos apresentaram
coloracédo positiva para iINOS. De uma forma geral, nas analises da pele por imuno-
histoquimica, quando alguma das camadas da pele eram coradas para iINOS, o0s
anexos cutaneos eram sempre corados. Nos jovens, todos os grupos de animais
apresentaram coloracao positiva para iNOS, exceto no grupo tratado com disperséo
de L-arginina a 15%, com intensidade maior no tecido conjuntivo dos camundongos
do grupo controle e no epitélio dos camundongos tratados com L-arginina a 10%. O
proprio processo da sintese de colageno, que é mais evidenciado em jovens e
regulado por NO, corrobora com essa maior quantidade de iINOS no grupo jovem.

Nas fémeas idosas, mais de 30% e menos de 70% das células dos anexos
cutaneos foram coradas, tanto no grupo controle quanto nos grupos tratados. No
entanto, na epiderme e no tecido conjuntivo, as células s6 foram coradas no grupo
controle e no grupo tratado com dispersdo de L-arginina a 5%. Nas adultas, os
grupos tratados com dispersao de L-arginina a 10 e a 15%, tiveram mais de 30% e
menos de 70% das células da epiderme coradas para INOS e menos de 30% das
células do tecido conjuntivo coradas (tabela 4).

A atividade antagonista das citocinas pro-inflamatérias contra TGF-8
desempenham uma funcdo essencial na manutencdo da homeostase e na
deposicdo de matriz extracelular, e estudos tém tentado demonstrar 0 mecanismo
molecular por tras deste antagonismo exercido pelas citocinas pro-inflamatérias. A
inducéo diferencial de c-jun e JunB, fatores de transcricdo da familia do AP-1 que
exibem atividade antagonista da transcricao, fundamenta a regulacéo diferencial do

gene de expressdao da MMP-1 pelo TGF- e citocinas pro-inflamatdrias, incluindo
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TNF-a e IL-1. Outras vias de sinalizagdo ativadas em resposta a varios estimulos
fisiolégicos ou ambientais, como, por exemplo, a luz UV, também tém sido
demonstradas (76).

De modo geral, as MMPs participam da regeneracdo do tecido por serem
capazes de degradar quase todos os tipos de proteinas da matriz extracelular. Por
outro lado, TGF-B é uma citocina que funciona como um modulador critico na
biossintese de componentes macromoleculares na matriz extracelular. O
desequilibrio entre eles € uma das causas direta do envelhecimento da pele (77), ao
mesmo tempo que a compreensao e manipulacdo destes mecanismos moleculares
podem ser utilizadas para o desvio deste equilibrio em dire¢cdo a um processo de
rejuvenescimento.

Nas ultimas décadas, com a destruicdo continua da camada de ozénio na
atmosfera, as pessoas estdo cada vez mais expostas a radiacdo UV, uma das
principais causas do envelhecimento extrinseco.

Além da regulacéo da expressdo de MMPs, a exposicao excessiva a radiacao
UV provoca um processo de inflamagcdo agudo na pele, e prostaglandinas (PGs) e
oxido nitrico desempenham uma funcéo importante no processo inflamatério. UVB
induz a producéo de ciclooxigenase 2 (COX-2), que é a enzima responsavel pela
limitacdo na velocidade de reacéo de formacao de PGs, além de induzir a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS). ROS promovem a ativacdo da proteina
quinase ativada por mitégenos (MAP quinase), que recruta c-fos e c-jun para o
ndcleo, ativa o NF-KB e regula o gene relacionado ao processo pré-inflamatorio
(78).

Uma vez que a atividade do sistema de defesa diminui com o
envelhecimento, os niveis de ROS sdo gradualmente elevados e promovem a perda
da homeostase da pele. A reducdo do estresse oxidativo pode contribuir
efetivamente para a recuperacdo da homeostase da pele e, consequentemente,
para a prevencdo dos eventos que danificam fisicamente a estrutura da matriz
dérmica. Sob estresse oxidativo, a elastase, enzima que hidrolisa a elastina na
derme, é ativada, levando a perda da elasticidade dérmica. O envelhecimento da
pele também é caracterizado pelo aumento anormal das ligagbes cruzadas entre as

proteinas da matriz. A ligacdo cruzada entre as proteinas da matriz, como coldgeno
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e elastina é fundamental para manter a resisténcia da pele; no entanto, ligacées
inadequadas, que aparecem devido a presenca de ROS, deterioram as propriedades
mecanicas da pele (65).

Trabalhos recentes demonstraram que o aumento da expressdao de MMP-1
dependente da idade também é ROS-dependente (figura 41).
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Figura 41. Modelo de inducéo redox-dependente de MMP-1 associado & senescéncia. Adaptado
de Kar e colaboradores, 2010 (79)

Além disso, durante o envelhecimento, enquanto a expressdo das
metaloproteinases aumenta, o nivel dos inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMPs) diminui. Portanto, um desequilibrio entre a sintese e a degradacdo de
colageno resulta na reducéo da espessura dérmica (66).

A avaliagdo da expressao das metaloproteinases na pele dos camundongos,
por meio de zimografia em gel de eletroforese contendo gelatina (tabela 5) mostrou
que, nos machos, somente a pele dos animais idosos do grupo controle e dos
animais adultos do grupo tratado com dispersao de L-arginina a 10%, apresentaram

atividade proteolitica no gel. As bandas de proteina com atividade proteolitica
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encontradas para as amostras dos animais idosos do grupo controle correspondiam
a massas moleculares de 81 kDa, que pode ser correspondente a pro-MMP-8, 57
kDa, que sugere a presenca de pr6-MMP-2, 26 kDa e 16 kDa, que sugere a
presenca de pro-MMP-7 (metaloelastase) e MMP-7 ativa. No grupo de animais
adultos, a banda encontrada correspondia a uma massa molecular de 28 kDa,
possivelmente pro-MMP-7, figura 13.

Na tabela 6, que traz os resultados obtidos para os ensaios da avaliacdo de
atividade proteolitica das amostras de pele dos camundongos fémeas, pode-se
observar que a atividade proteolitica para os animais deste género s6 foi encontrada
nas amostras dos animais do grupo tratado com glicerina das idosas. As bandas de
proteinas que mostraram atividade proteolitica correspondem a massas moleculares
de 90 kDa, que sugere a expressao de pr6-MMP-9, 29 kDa e 20 kDa, que sugere a
expresséo de pr6-MMP-7 e MMP-7 ativa, respectivamente (figura 40). E importante
observar que para o grupo de fémeas idosas nao foi possivel realizar este ensaio
para 0 grupo que nao recebeu nenhum tipo de tratamento, tendo o grupo tratado
com glicerol funcionado, assim, como o Unico grupo controle.

Em resumo, as amostras de pele do grupo de animais idosos, tanto de
machos quanto de fémeas, apresentaram proteinas com atividade proteolitica, de
acordo com o esperado, ja que no envelhecimento acontece um aumento da
expressdo das MMP. O mesmo grupo de animais idosos, ao receber o tratamento
com dispersédo de L-arginina ndo apresentou atividade proteolitica. Esses resultados
sugerem gue o tratamento com dispersdes de L-arginina pode ter inibido, de alguma
forma, a expressao das MMPs.

Um fato curioso de se observar é que, diferente do que aconteceu com a
expressdo de INOS e a intensidade de coloracdo de coldgeno nas laminas
histol6gicas das amostras de pele dos camundongos, que estavam correlacionadas,
a atividade proteolitica das MMPs presentes nas amostras, e demonstradas na
zimografia (figuras 39 e 40), ndo coincidiu com a expressao de iINOS nas amostras
de pele. Estudos futuros, que incluam ensaios com mais especificidade para a
analise da expressdo das MMPs e de outras proteinas envolvidas neste processo,
como a arginase e os TIMPs, devem ser conduzidos, além da avaliacdo de citocinas

inflamatorias neste processo.
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A rede de fibras elasticas ocupa cerca de 2 a 4%, em volume, da derme. Tem
como principal funcdo garantir resiliéncia e flexibilidade. As fibras elasticas sao
projetadas para manter a funcéo elastica por um determinando tempo de vida e,
dessa forma, sofrem alterac6es com o envelhecimento, especialmente entre os 30 e
70 anos de vida. No envelhecimento intrinseco, a fragmentacéo das fibras elasticas
resulta na diminuicdo do namero e no diametro das fibras. Com o aumento da idade
observa-se uma diminuicdo da elasticidade fisiologica da pele (80).

Junto com essas mudancas, as células envelhecidas apresentam reduzida
capacidade de ressintetizar as fibras elésticas degradadas naturalmente (8, 27).
Diante disso, foi avaliado a influéncia da L-arginina nas fibras elasticas da pele dos
camundongos. Os cortes histolégicos foram preparados e a coloracao utilizada para
a evidenciacéo das fibras elasticas foi a de Verhoeff. Como os cortes foram corados
em dois blocos, algumas laminas apresentaram um fundo que dificultou a contagem
das fibras elasticas e, por este motivo, futuramente novos analises deverao ser feitas
para esclarecer alguns resultados.

Comparando somente o grupo controle (CTRL) dos idosos machos e fémeas,
ndo houve diferenca significativa na quantidade de fibras elasticas entre 0os grupos.
No entanto, os grupos CTRL dos animais adultos e jovens fémeas apresentaram
maior quantidade de fibras elasticas que os machos na mesma faixa etaria. Além
disso, as fémeas apresentaram uma diminui¢céo significativa na quantidade de fibras
elasticas com o envelhecimento, ja 0s machos mantiveram uma certa
homogeneidade na quantidade das fibras nas diferentes faixas etarias. Essa
diminuicdo das fibras elasticas proeminente nas fémeas pode ser explicada pela
deficiéncia caracteristica de estrogénio na fase final da idade fértil.

Entre os animais machos do grupo idoso ndao houve nenhuma diferenca
significativa entre o grupo CTRL e os grupos tratados. Ja os animais fémeas do
grupo de idosos apresentaram uma maior quantidade de fibras elasticas na pele
com o tratamento de dispersao de L-arginina a 15%. No grupo de animais jovem,
tanto de fémeas quanto de machos, ndo houve diferenca no numero de fibras
elasticas da pele com o tratamento topico de L-arginina. Esses resultados sugerem
que a L-arginina pode contribuir de alguma forma para o aumento de fibras elasticas

na pele em camundongos idosos.
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A pele tem como principal fungdo a protecdo do organismo contra agentes
quimicos, fisicos e biologicos. Funciona como uma eficiente barreira contra
penetracdo e permeacdo de substancias exdégenas. No entanto, o que representa
uma protecdo para o ser humano € um empecilho para a acdo terapéutica e
cosmética de substancias farmacéuticas aplicadas topicamente (53).

Dessa forma, a eficacia de uma substancia farmacéutica aplicada por via
topica depende, ndo somente de suas propriedades farmacolégicas, mas também
da sua biodisponibilidade no local de agcédo (81). A permeacdo de um farmaco na
pele depende, principalmente, das suas propriedades fisico-quimicas, do
comportamento do farmaco na formulacdo farmacéutica e de seu comportamento no
organismo (82).

Varios fatores podem afetar a absor¢cdo do farmaco na pele, como a
espessura da pele, o grau de hidratacéo, o fluxo sanguineo, o nimero de foliculos
pilosos, a concentracdo de lipideos, o pH da superficie da pele, a integridade do
estrato corneo, dentre outras. O estrato cérneo, camada de células mortas e
queratinizadas, € considerado a principal barreira a permeacdo dos farmacos na
pele. Outro aspecto de extrema importancia é o fluxo transdérmico, que é fortemente
influenciado pelo coeficiente de particAo da substancia, ou seja, pelas suas
caracteristicas de hidrofilia ou lipofilia (82).

O coeficiente de particdo Oleo/dgua da L-arginina foi determinado usando o
sistema de particdo octanol/agua. O valor encontrado para Ko foi de 0,147 + 0,028
e para o Log Ko foi de -0,83699 + 0,089467. Esses valores indicam o caréater
hidrofilico deste aminoéacido.

A L-arginina também foi submetida ao teste de retencdo, penetracdo e
permeacdo cutanea, usando como modelo a pele de orelha suina. A pele de orelhas
suinas foi utilizada por apresentar propriedades histolégicas e bioquimicas
semelhantes a pele humana. E considerado o modelo animal mais relevante em
substituicio a pele humana. Varios estudos demonstram similaridade de
permeabilidade a farmacos, entre a pele humana e a pele suina, sendo a pele de
orelhas de suinos aplicaveis a estudos in vitro (83).

Avaliando a concentracdo de L-arginina que ficou retida no EC, que penetrou
a pele e que a permeou, para cada concentracdo de dispersdo de L-arginina
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aplicada, ndo houve diferenca significativa de comportamento entre as dispersdes
com concentracfes de 5% e 15%. No entanto, para a concentracdo de 10%, a
quantidade de L-arginina que ficou retida no estrato corneo foi maior que a
quantidade de aminoacido que conseguiu permear através da pele. Mas o
importante € que a L-arginina apresentou o mesmo perfil de penetracdo para as

diferentes concentracoes.
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6. CONCLUSOES.

O tratamento topico com L-arginina melhorou a resisténcia da pele dos
camundongos a forca de tracdo para os animais do grupo de fémeas e
machos idosos.

A pele dos animais machos idosos apresentou mais fibras colagenas que
a das fémeas idosas.

A perda de fibras elasticas na pele dos camundongos com o
envelhecimento foi mais proeminente nas fémeas que nos machos.

O tratamento topico com dispersdo de L-arginina na concentracdo de 15%
nas fémeas idosas promoveu a formacdo de maior quantidade de fibras
colagenas e elasticas na pele dos camundongos.

No grupo dos machos idosos, adultos e jovens e das fémeas jovens houve
uma correlacdo inversa entre a expressao de iINOS e a quantidade de
fibras colagenas na pele.

Nos grupos dos animais idosos, machos ou fémeas, o tratamento com L-
arginina diminuiu a atividade proteolitica das MMPs na pele.

A L-arginina apresentou um carater hidrofilico e, para todas as
concentracfes estudadas, mostrou um perfil de retencéo, penetracdo e

permeacado cutanea similar.
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