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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito da Vitamina C em
culturas de queratinécitos humanos submetidos a hipdxia gasosa, quanto a
agressao celular e ao estresse oxidativo. O método constitui-se no isolamento e
cultivo de queratinocitos humanos em 40 garrafas, que foram divididas em
quatro grupos: controle, controle com vitamina C, hipoxia e hipéxia com
vitamina C. Os queratinocitos foram submetidos a hipoxia por substituicdo
gasosa no interior das garrafas por uma mistura contendo 95% de nitrogénio e
5% de COs,durante 30 minutos. Foram avaliados a agressao celular através de
dosagem DHL e o estresse oxidativo pela dosagem de MDA. Os resultados
demonstraram que a hipoxia aumentou em cerca de 8 vezes a liberacdo de DHL
pelos queratindcitos € que a vitamina C foi eficaz em inibir esta agressado.
Quanto a produc¢do de radicais livres, a hipoxia dobrou os valores de MDA dos
grupos controle, sendo que a vitamina C levou a um aumento de peroxidacao
lipidica.

Assim, concluimos que a vitamina C foi capaz de diminuir de
maneira significante a agressao celular pela hipoxia, havendo entretando piorado

o estresse oxidativo (ndo significante).

XX1
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1. INTRODUCAO

A preocupagdo com as perdas de tecido por alteracdo do aporte
nutricional tem sido de grande importancia em vérias areas da medicina.

Em Cirurgia Plastica, o conhecimento detalhado dos mecanismos de
isquemia e necrose cutinea tem merecido estudos, seja na busca de
substancias que melhorem o aporte nutricional a enxertos ou retalhos
(vasodilatadores), seja através de drogas que reduzam o dano celular dos
tecidos submetidos a diminui¢do de sua irrigacdo (hipoxia, diminui¢do de
aporte energético, producdo de radicais livres).

Intimeros estudos t€ém dedicado especial atencdo a este assunto em
trabalhos clinicos (HAERTSCH, 1981; BARCLAY, 1982; FERREIRA, 1985;
FERREIRA et al, 1986 a,b,c; FERREIRA et al, 1987 a,b,c; FERREIRA et al,
1988), em animais (FERREIRA ET AL, 1995) e mais recentemente em
células cultivadas em laboratério (DUARTE, 2001).

O conhecimento do comportamento bioloégico das substincias
relacionadas a morte de cé€lulas epiteliais € de grande importancia em Cirurgia
Plastica, visando o aprimoramento do tratamento de queimaduras, lesdes
traumaticas, tumores benignos e malignos da pele, cicatrizes hipertréficas,

ulceras cronicas, processos de isquemia-reperfusdo (retalhos micro-cirirgicos)
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entre outros. Os radicais livres (RL) ou espécies reativas toxicas do oxigénio
(ERTO) e do nitrogénio (ERN) estdo envolvidos em maior ou menor grau em
todos estes processos.

Radical livre pode ser definido como sendo qualquer espécie quimica
que apresente vida independente e que possua um ou mais elétrons nao
pareados em sua camada de valéncia. A presenca desses elétrons nao pareados
faz estas espécies apresentarem propriedades paramagnéticas, gerando uma
molécula altamente reativa e instavel (DEL MAESTRO, 1980; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1989).

As mais importantes manifestagdes da produgdo de radicais livres sdo a
peroxidacao lipidica e a oxidagdo protéica (STADTMAN, OLIVER,1991).

Vérias doencgas degenerativas humanas tém sido associadas com a
peroxidacdo lipidica como arterosclerose e envelhecimento (AMES et
al,1993), cancer (CERUTTI, 1985), artrite reumatéide (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1989), doencas cardivasculares (CHAKRABARTY et al,
1992) e toxicidade por elementos quimicos (AMES, 1983).

No nosso meio, diversos autores tém se dedicado ao estudo de
fenOmenos oxidativos em retalhos cutdaneos como DUARTE (1996),
HUFFENBAECHER (1996), SANTOS (1996), ABLA (1997), GOMES

(1997), CYMROT (1999) e OKAMOTO (2001).
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Assim como acontece em outros tecidos, as células epiteliais estdo
constantemente produzindo radicais livres, elementos estes rapidamente
removidos por defesas proprias do organismo que envolve eficientes sistemas
antioxidantes enzimaticos € nao enzimaticos. Desta maneira, ha uma
prevencdo dos efeitos deletérios dos RL e se mantém um equilibrio entre
agentes pro-oxidantes e antioxidantes, resultando em uma estabilidade celular
e tecidual (FUCHS et al1989; BISSETT et al,1990; YOHN et al,1991).

Como antioxidantes celulares enzimaticos podem ser citados a
superoxido dismutase, catalase, tioredoxima redutase e a glutationa
peroxidase. Dentre os ndo enzimaticos, de baixo peso molecular, os mais
importantes sdo o beta-caroteno, glutationa (GSH), o d-tocoferol e a vitamina

C (BEATE et al, 1997).

A vitamina C atua como um potente antioxidante em fluidos biolégicos
(FREI et al, 1989), neutralizando fisiologicamente as espécies reativas toxicas
do oxigénio (ERTO) e espécies reativas do nitrogénio (ERN) (HALLIWELL,
1996). Evidéncias clinicas de interacdo da vitamina C com substincias
oxidantes tém sido encontradas em fluidos extracelulares como o que reveste a
arvore respiratéria e o plasma (CARR, FREI, 1999). A vitamina C €
rapidamente depletada nestes fluidos em condi¢des de estresse oxidativo como

tabagismo (LYKKESFEKD et al, 1997), inflamacdes relacionadas com a
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artrite reumatoide e na sindrome da angustia respiratéria do adulto

(HALLIWELL et al, 1996).

A vitamina C, ao reagir com radicais livres pode regenerar outras
pequenas moléculas antioxidantes como d-tocoferol, glutationa (GSH), [3-
caroteno de suas respectivas espécies radicais. Interacdo da vitamina C com o
radical a-tocoferoxyl acaba por regenerar o a-tocoferol movendo o radical da
fase lipidica para a fase aquosa, prevenindo assim a peroxidacdo lipidica
mediada pelo a-tocoferoxyl.

A vitamina C é um efetivo antioxidante por véarias razdes.
Primeiramente, apds reagir com um radical livre, a vitamina C se transforma
no radical livre ascorbyl, que tem um baixo potencial de reducdo
(BUETTNER, 1993). Segundo, o radical ascorbil reage com outro radical
1déntico, formando vitamina C e dcido dehidroascérbico (DHA). Além disso,
a vitamina C pode ser regenerada pela reacdo entre o radical ascorbil e DHA
por dois mecanismos diferentes (um sistema enzima-dependente e outro ndo
enzima-dependente). Os sistemas enzima-dependentes sdo catalizados pela
semidehidroascorbato redutase (NADH-dependente) (WELLS, JUNG, 1997) e
pela tioredoxina redutase (NADPH-dependente) (MAY, 1998). Como
sistemas nao enzimaticos podem ser citados o GSH e o 4acido lipdico

(WELLS, JUNG, 1997).
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Em algumas condi¢cdes patoldgicas como diabetes, doencas
inflamatoérias da pele (Idpus eritematoso, psoriase, dermatite de contato) ou
cicatrizagdo de feridas, grandes quantidades de vitamina C extracelular sdo
oxidadas a DHA, que pode passar para o interior das células e novamente ser
reduzida a vitamina C. Tem sido demonstrado que a captacao e a reducdo
intracelular de DHA formado no intersticio contribui para manutencdo das
concentracdes de vitamina C no interior das células (SAVINI et al, 2000).

Estudos de mecanismos de transporte t€m demonstrado dois sistemas
diferentes envolvidos na obtencao intracelular de vitamina C pelas células de
animais mamiferos: Na'-dependente co-transportador de vitamina C e
transporte de DHA facilitado pela glucose (TSUKAGUCHI et al, 1999).

Ap6s a obtengdo intracelular de DHA, este pode ser reduzido por
reacdo quimica direta com a glutationa reduzida (WINKLER et al, 1994),
porém todas as etapas desta reacdo ainda estdo em estudo e parece haver
diferencas de acordo com o tecido implicado na reacao.

Outros autores também tém descrito o papel pré-oxidante da vitamina C
quando em presenca de metais pesados (FUKUTAWA et al, 1981;
BHATNAGAR, 1996). Apesar da ocorréncia desta reacdo in vitro, sua
relevancia in vivo tem sido motivo de controvérsia, principalmente pela baixa

disponibilidade destes ions na forma livres nos sistemas organicos. Entretanto,
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em algumas condi¢des patoldgicas, estes metais podem ter suas ligagdes com
proteinas desfeitas (por exemplo: ceruloplasmina, ferritina, transferrina),
podendo assim reagir com a vitamina C e gerar radicais livres.

SANTOS (1996) desenvolveu estudo em retalhos isquémicos no dorso
de ratos, onde a vitamina C diminuiu de maneira significante a necrose dos
retalhos quando comparados ao grupo controle. No grupo de tratamento houve
também uma reducao significativa da peroxidacao lipidica (quantificada pela
dosagem de MDA) medidas no sangue e na pele normal. Paradoxalmente, na
pele do retalho as dosagens de MDA mostraram-se mais elevadas que o grupo
controle.

Posteriomente, KUGIYAMA et al (1998) estudando a resposta do
diametro da artéria coronaria esquerda em pacientes submetidos a infusdo de
acetilcolina (Ach) combinada a infusdo de vitamina C ou soluc¢do salina
(placebo) sugeriram que a vitamina C pode atenuar os espasmos vasculares.

Assim, propusemos um prosseguimento a estes trabalhos utilizando
novamente a vitamina C como anti-oxidante em modelo experimental de
células epiteliais cultivadas, evitando os possiveis efeitos da vitamina C sobre

a fisiologia vascular dos retalhos.
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O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da vitamina C em culturas de
queratindcitos humanos, submetidos a hipdxia gasosa, na agressao celular e no

estresse oxidativo.
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2. LITERATURA

A fim de facilitar a leitura, as principais obras referentes ao tema foram

divididas em literatura sobre antioxidantes nos tecidos e na cultura de células.

2.1. TECIDOS E ANTIOXIDANTES

GOMES (1993) estudou os efeitos da nicotina em dose “leve”
(0,6mg/kg/dia) e “pesada” (1,2mg/kg/dia) na viabilidade cutanea de retalhos
isquémicos em dorso de ratos. Com o objetivo de analisar a reversibilidade da
suspensdo do uso da nicotina, o autor dividiu os animais em dois grupos: no
primeiro 0s animais receberam a nicotina no pré € no pds-operatdrio € no
segundo somente no pré-operatorio. A conclusdo deste estudo foi de que a
suspensdao da nicotina no pos-operatorio pode levar a uma diminui¢do das

necroses cutaneas.

ASHOORI et al (1994) utilizaram, em retalhos cutaneos randomicos e
retalhos ilhados, o 4cido elagico, curcumin 4cido clorogénico e O-tocoferol

nas doses de 10, 60, 80, e 100 UM uma vez ao dia, durante trés dias. Os
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autores demonstraram a relagdo de dependéncia entre o nivel de peroxidagao
lipidica (medido pela dosagem do malonaldeido) e o grau de necrose nos dois
tipos de retalhos; a ocorréncia da peroxidacdo lipidica antes e depois da
reperfusdao e que dentre as substancias testadas, o 4cido elagico foi o mais
eficaz na supressdo da peroxidacdo lipidica, aumentando a viabilidade dos

dois tipos de retalho.

DUARTE (1996) estudou o efeito do dimetilsulf6xido (DMSO) em
retalhos isquémicos do dorso de ratos com base cranial. Esta droga, um
antioxidante, foi administrada por via enteral em 28 ratos nos quais foram
realizados retalhos cutaneos randomicos com dimensdes de 10 x 4 cm. O
grupo controle recebeu agua destilada diariamente. O grupo experimental
recebeu DMSO na dose de 2ml/kg/dia. Neste estudo a média das porcentagens
das areas de necrose cutanea foi menor no grupo testado (67,5% no grupo
controle e 31,37% no grupo experimental). Os valores do malonaldeido no
soro, na pele sd e na regidao de transicdo entre pele sd e a necrética, foram

menores no grupo experimental do que no controle.

HUFFENBAECHER (1996) realizou estudos, administrando manitol

por via intraperitoneal na dose de 400mg/kg em ratos submetidos a elevacao
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de retalhos cutaneos isquémicos na regido dorsal. Essa droga foi administrada
15 minutos antes do ato operatorio e cinco minutos apos o mesmo. Ao final de
sete dias de observacdo, o autor obteve como resultado, menores areas de
necrose cutanea nos grupos de experimento do que no grupo controle. Os
niveis de malonaldeido, tanto no sangue quanto nos fragmentos cutaneos
provenientes de bidpsias na pele normal e pele da transi¢do vidvel-necrética
foram menores quando comparadas aos do grupo que recebeu apenas solugdo

salina.

SANTOS (1996) estudou o efeito da vitamina C em retalhos isquémicos
do dorso de ratos. A dose empregada de vitamina C foi de 500 mg/kg de peso
por via enteral 30 minutos antes da cirurgia e nos dias subseqiientes,
diariamente, at€é o sétimo poés-operatorio. A 4rea de necrose foi
significantemente menor no grupo que recebeu a vitamina C quando
comparado ao grupo controle (67,5% de necrose no grupo controle € 52,5% no
grupo experimental). No grupo de tratamento houve também uma redugio
significativa da peroxidacdo lipidica (quantificada pela dosagem de MDA)
medidas no sangue (680 ng/ml no grupo controle e 408 ng/ml no grupo
experimental) na pele normal (2038 ng/ml no grupo controle e 1238,3 no

grupo experimental). Na transi¢do entre pele sa e pele necrotica, no interior do
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retalho, as dosagens de MDA mostraram-se mais elevadas que o grupo que
recebeu a vitamina C do que no grupo controle (1235 ng/ml no grupo controle

e 3113,2 no grupo experimental).

WU et al (1996) realizou modelo experimental de isquemia em orelhas
de 40 coelhos (ligadura de dois dos trés pediculos vasculares da orelha) e
hipéxia gasosa onde culturas de células (garrafas de cultura foram colocadas
em estufas com concentracdo de oxigénio de 3,5% por 48 a 72 horas). Em
cada uma das orelhas isquémicas foram realizadas trés ferimentos de 6 mm de
diametro e testadas doses de 1, 5, 30 e 40 pg de fator de crescimento de
queratinocito (KGF). Os autores observaram que na quantidade de 1pg ndo
houve melhora da cicatrizacdo e que nas doses de 5, 30 e 40 HUg houve
aumento significativo na re-epitelizacdo. Com 30 g a camada de epitélio foi
trés vezes mais espessa que o grupo controle (solucao salina). Houve também
maior formacdo de tecido de granulacdo em todos os grupos tratados com
KGF, sendo esta forma¢ao maior no que recebeu 40 g (avaliado no 10° dia
pOs-operatorio). As culturas de fibroblastos e queratindcitos demonstraram
uma maior proliferacdo celular e produ¢do de TGF-a (fator de crescimento
transformador a, tido como estimulador da proliferacao de queratindcitos e

fibroblastos, agente angiogénico e promotor da deposicdo de matriz



17

extracelular) quando os meios de cultura eram suplementados com KGF e que
este fator de crescimento promoveu maior proliferacdo celular quando as

culturas foram submetidas a hip6xia gasosa.

ABLA (1997), utilizando a N-acetilcisteina (NAC) por via enteral na
dose de 300 mg/kg durante sete dias, em ratos submetidos a elevacdo de
retalhos cutaneos isquémicos de dorso constatou a eficicia dessa droga na
reducdo da necrose desses retalhos. Nesse trabalho, os valores do
malonaldeido no soro significantemente maiores no grupo controle quando
comparados ao grupo experimental. Dentro deste grupo os niveis de
malonaldeido no soro estiveram mais elevados nos animais que evoluiram
com areas de necrose maiores no retalho. Esses dados, segundo o autor, ndo
permitem estabelecer uma relagdo direta entre os niveis plasmaticos dessa
droga e a extensdo da necrose no retalho devido a inespecificidade do método
e a possibilidade de estarem ocorrendo processos oxidativos em outros
tecidos. No retalho, bidpsia coletada na area de transi¢do entre pele sa e pele
necrotica apresentou niveis de malonaldeido mais elevados no grupo de
tratamento do que no grupo controle, embora a area de necrose cutanea tenha

sido menor no grupo que recebeu a NAC. Segundo o autor, esse fato poderia
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ser explicado pela presenca de tidis protéicos intracelulares responsiveis pela

manutencado da capacidade regenerativa da célula.

GOMES (1997) estudou a influéncia da N-Acetilcisteina (150
mg/kg/dia) e da nicotina (1,2 mg/kg/dia) nos retalhos cutineos randdomico em
ratos. A agressdao oxidativa provocada pelas espécies reativas toxicas do
oxigénio foi avaliada por meio de dosagens de malonaldeido em quatro
regioes dos retalhos (extremidade distal da necrose, transicio da pele
normal/necrose, pele vidvel a 1cm distal a base do retalho, pele normal fora do
retalho) e no sangue destes animais. O autor conseguiu concluir que a area de
necrose fol maior no grupo que recebeu somente a nicotina injetavel e também
que a N-Acetilcisteina ndo previniu a necrose tecidual. No grupo controle, os
niveis de malonaldeido foram maiores no soro do que nos retalhos, indicando
um alto grau de lesdo oxidativa sistémica. Nos retalhos do grupo controle, a
extremidade distal da necrose apresentou os valores médios maiores em
relacdo aos das demais areas. No grupo tratado com N-Acetilcisteina, os
valores médios do malonaldeido no soro foram menores quando comparados
aos dos fragmentos cutineos nas areas viaveis de pele, nao havendo diferenca
significante em relacdo as areas de necrose e de transi¢ao necrose/pele normal.

Nos retalhos dos animais submetidos a N-Acetilcisteina, os niveis de
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malonaldeido foram menores nas areas de necrose do que nas éareas de
transicdo necrose/pele normal ou de pele normal, indicando que essa
substincia ndo foi eficiente como anti-oxidante. O grupo tratado com nicotina
e N-Acetilcisteina apresentou niveis de malonaldeido elevados nos fragmentos
de pele, porém nao houve diferenca significante entre as areas testadas; o soro
destes animais também apresentou medidas elevadas desse aldeido, ndo
diferindo significantemente das dos fragmentos cutaneos. Nos ratos tratados
exclusivamente com nicotina, os fragmentos cutdneos ndao apresentaram
diferencas significantes de malonaldeido, que se mostrou elevado no soro
desses animais. Nao houve diferenca significante nos niveis de MDA entre os

fragmentos de pele e o soro.

KUGIYMA et al (1998) estudaram a resposta do diametro da artéria
coronéria esquerda em pacientes submetidos a infusdo de acetilcolina (Ach)
combinada a infusdo de Vitamina C ou solucdo salina (placebo) em 32
pacientes com angina coronariana espastica e em 34 pacientes controle. Como
conclusdes, obteve que a vitamina C atenuou 0 espasmo coronariano em
pacientes com angina espastica, mas o mesmo efeito ndo foi observado nos

pacientes do grupo controle (sem doenca coronariana).
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CYMROT (1999) estudou o comportamento do estresse oxidativo e da
defesa antioxidante em ratos submetidos a retalhos cutadneos isquémicos.
Nesse experimento, o autor realizou retalhos cutaneos com base cranial em
dorso de ratos, que foram divididos em trés grupos de seis animais. No pds-
operatorio imediato (POI), no terceiro (PO3) e no sétimo pos-operatério (PO7)
os animais foram avaliados clinica e laboratorialmente. As andlises
laboratoriais revelaram niveis de malonaldeido no soro significativamente
menores no grupo POI do que no grupo PO3 e PO7; os niveis de malonaldeido
nos fragmentos cutineos ndo diferiram entre si. Os valores da capacidade
antioxidante total no soro dos animais, ndo apresentaram diferencas
significativas entre o0s grupos, porém nos fragmentos cutaneos eles

diminuiram significativamente no decorrer do tempo.

FABIAN et al (2000) estudou etapas da cicatrizacdo de feridas em
orelhas de coelhos submetidos a isquemia e aos efeitos do oxigénio em alta
pressao (HBO) e ao curativo sob pressao sub-atmosférica (VAC). Um total de
41 animais foram submetidos a ligadura de dois dos trés principais pediculos
das orelhas, bilateralmente, e criadas quatro feridas circulares de 8§ mm em
cada orelha. Os autores promoveram curativos simples em 21 orelhas,

curativos VAC em 21 orelhas. Os outros 20 animais foram submetidos a
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camera hiperbarica, sendo que em 20 orelhas foi realizado curativo simples e
em outras 20 orelhas foram submetidas a curativos VAC. A avaliacdo
realizada quanto ao tecido de granulacdo demonstrou que os curativos VAC
apresentaram mais formacgao deste tecido (comparados aos curativos simples),
enquanto que os submetidos a HBO ndo apresentaram melhores resultados
estatisticos (nem quando comparados ao curativo simples nem ao curativo
VAC). A avaliacdo quanto a re-epitelizacao foi observado que o curativo VAC
apresentou crescimento epitelial mais rapido (quando comparados ao curativo
simples), enquanto que os animais submetidos a HBO ndo apresentaram

aumento da epitelizacdo (nem quando comparados aos curativos VAC).

COELHO (2000) realizou estudo sobre a influéncia do oxigénio em alta
pressdo (hiperbarico) em enxertos de pele no rato. A avaliagdo morfoldgica e
morfométrica dos enxertos revelou um aumento das fibras colagenas e

elasticas, assim como um aumento de neoformacao vascular.

OKAMOTO (2001) estudou o estresse oxidativo local e sist€émico em
retalhos cutineos isquémicos em dorso de ratos, na fase aguda, at€ uma hora
apos a elevacdo dos retalhos. Foram estudados 30 animais distribuidos em 5

grupos (1 minuto, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos e 60 minutos) nos quais
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foram coletadas amostras dos fragmentos cutaneos de diversas areas dos
retalhos elevados (das areas mais distais em relagdo a base do retalho para as
mais proximais) € uma amostra de sangue de cada animal, nos mesmos
periodos citados. Uma amostra ndo isquémica, fora do retalho foi analisada e
serviu como controle. Neste estudo, concluiu-se que o estresse oxidativo local
e sistémico, avaliado pelo MDA, € maior nos periodos mais precoces apds 0O

ato operatorio (15 minutos para o soro € 5 minutos para o retalho isquémico).

2.2. CULTURA DE CELULAS E ANTIOXIDANTES

GREEN et al (1979) afirmaram que com o desenvolvimento das
culturas de queratindcitos humanos, obtido até esta data, tornava-se possivel
pensar no uso de pequenos fragmentos de epiderme para obter-se grandes
extensOes de epitélio estratificado bastante semelhante a epiderme normal e
que, portanto, poderia ser utilizado para reparar lesdes epidérmicas extensas.
Descreveram os pontos que consideraram os mais importantes em relagao a
cultura de queratindcitos: 1. As células epidérmicas dos neonatos podem ser
transferidas para multiplos subcultivos com o uso associado das células 3T3.
2. Uma dunica célula pode iniciar uma coldonia que forma um epitélio

estratificado, sendo que as células que ficam aderidas a superficie do frasco de
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cultura tornam-se semelhantes as da camada basal da epiderme, enquanto as
células que afastam-se dessas tornam-se terminalmente diferenciadas. 3. A
multiplicacdo dos fibroblastos presentes na amostra original de epiderme €
controlada pela acdo inibitoria das células 3T3. 4. As células epidérmicas
cultivadas apresentam, a microscopia eletronica, as caracteristicas histologicas
principais dos queratindcitos. 5. As cé€lulas mantém o numero diploide de

cromossomos e nao desenvolvem linhagem estabelecida.

GOTO, TANAKA (1981) utilizaram modelo experimental de
membranas celulares cuja fracio foi retirada de cérebro ratos, para estudo dos
efeitos da vitamina C (10mM) na peroxidacao lipidica a na atuacdo da enzima
Na,K-ATPase. Ap6s submeter as células a um método especifico para o
isolamento da membrana lipidica, foram realizados experimentos para
determinacao da atividade enzimatica através da adicao de ATP e da
peroxidacdo lipidica (avaliado pelo método Ottolenghi modificado). Foram
testados os efeitos inibidores da vitamina C (na presenca e na auséncia de
metais pesados), dopamina (DA), catecolaminas (EGTA). Os autores
observaram uma forte reacdo de peroxidacdo quando o substrato (membrana
lipidica) foi adicionado a ATP e vitamina C e que esta reacdo nio aconteceu

quando metais pesados foram mantidos suprimidos do meio. A DA e as
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EGTA também inibiram a peroxida¢do quando na presenca de ATP. A agdo
da enzima Na,K-ATPase teve sua acdo fortemente inibida pela vitamina C,
DA e EGTA. Assim, os autores discutem a possivel ligacdo irreversivel do
radical ascorbato sobre os grupos sulfidrilas (sensiveis a radicais livres)
presentes na enzima Na,K-ATPase. EGTA e DA poderiam atuar como
eliminadores do radical ascorbato e impedindo a inibicdo da atividade
enzimatica. Também foi discutida a possivel importincia da presenca da
vitamina C e da enzima Na,K-ATPase em compartimentos separados por uma

membrana plasmatica, nos seres vivos.

FUJIMOTO et al (1982) estudando a peroxidacdo lipidica em
mitocondrias de células hepaticas de ratos. Os animais foram sacrificados por
decapitagdo e tiveram o figado retirado e imediatamente colocados em solugao
salina fria. Apos a sua homogeneizacdo foi feita a retirada da sucrose, pois
este elemento interfere na reacdo do acido tiobarbitirico. A seguir as
mitocondrias foram separadas e as amostras resultantes divididas em duas
partes: uma delas para experimentos de peroxidacdo lipidica e o outro para
quantificacoes de vitamina C, ferro, e fosfolipides no interior das
mitocondrias. Para o estudo da peroxidagdo lipidica foram utilizados a

vitamina C, o ferro e o N, N’- difenil-p-fenilenediamina (DPPD) a 10"M, que
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¢ um potente eliminador de radicais livres. A avaliacdo da producgdo de
radicais livres foi feita pela dosagem do MDA. Os resultados da peroxidacao
lipidica demonstraram que a vitamina C e o metal pesado (ferro), cada um
isoladamente nio induziram a um aumento significante na formac¢ao de MDA.
Quando as duas substancias foram adicionadas simultaneamente ocorreu uma
significante formacao de radicais livres. Porém, quando a estes elementos foi
adicionado DPPD ocorreu diminui¢do significante dos niveis de MDA com
diminui¢do da vitamina C no interior das mitocondrias de cerca de 50%, sem
entretanto alterar a entrada mitocondrial de ferro. Os autores sugerem o
possivel envolvimento positivo da peroxidacdo da vitamina C pelo ferro, o que
facilitaria a penetracdo do radical dehidroascorbato para o interior da
mitocondria. Novos estudos sdo sugeridos para confirmacao desta hipétese,
bem como para o melhor conhecimento dos mecanismos de transporte trans-
membrana do DPPD. Ainda neste estudo os autores observaram que o 4cido
aracdonico € o fosfolipide de membrana mais utilizado como substrato na

peroxidacdo lipidica (ocorreu um consumo de 39 a 41% do mesmo).

LIEBLER et al (1986) estudando lipossomos compostos por uma bi-
camada de fosfolipides, induziu a peroxidacao lipidica pela adi¢do de metais

pesados (ferro), H,O,, associado a vitamina C (concentr¢oes de 0,1 a I1mM).



17

Como anti-oxidantes foram utilizados o a-tocoferol e o GSH, sendo que os
resultados foram avaliados pela dosagem do MDA.

Como resultados, observaram que o sistema (Fe*?/H,O,/lipossoma)
mostraram aumento do MDA quando submetidos a vitamina C, ao GSH e a
ambos. Quando, ao sistema, foi associado o a-Tocoferol e a vitamina C houve
uma reversao do efeito pré-oxidante da vitamina C, com uma prevengao da

deplecdo do a-Tocoferol por 90 minutos.

FALANGA et al (1991) estudaram os efeitos da hipéxia em culturas
de fibroblastos submetidos a hipdxia gasosa na gene da secre¢ao de TGF-Blc
(fator de crescimento transformante f1) e na transcri¢do génica do RNAm
responsavel pela producdo destes fatores de crescimento. Os fibroblastos
foram obtidos de fragmentos de derme humana cultivados até atingir
condicao de semi-confluéncia. As culturas foram submetidas a concentragcdes
normais de oxigénio (5%CO,, 15% O,) e a hipoxia foi feita por substituicao
gasosa de oxigénio nas estufas por nitrogénio, até atingir concentragcao de 2%
de oxigénio. Os resultados foram avaliados apds 24, 48 e 72 horas. Como
resultados, os autores ndo encontraram diferengas quanto ao nimero e forma
das células submetidos ou nao a hipéxia. Quanto aos niveis de TGF-p1, aos

24 horas de hip6xia ndo houve aumento, porém apds 48 horas houve
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aumento significativo, que chegou a 9 vezes apos 72 horas. Quanto aos
niveis de RNAm para TGF-f1 houve uma diminui¢do nos dois grupos nas
primeiras 24 horas. Em contraste, em culturas expostas a hipoxia houve
aumento nos niveis de RNAm para TGF-1 de cerca de 8 vezes. Estes efeitos
foram revertidos quando as culturas foram novamente expostas a
concentragdes de oxigénio de 15% por 24 horas. Assim, os autores
concluiram que a exposi¢do prolongada de fibroblastos a hipéxia induz um
grande aumento seletivo na produ¢ao de TGF-B1, regulado por aumento por
aumento da atividade de transcrigdo do gene para TGF-B1. Os autores
discutem ainda que, neste trabalho ndo foram testados a atividade bioldgica

de TGF-B1 sintetizado por estimulo de hip6xia.

IANNONE et al (1993) estudaram a formac¢do de radicais livres em
queratinocitos humanos frescos ou cultivados, submetidos a hipdxia e a varios
peroxidos como: cumene hidroperdxido (cum-OOH), t-butil-hidroperoxido (t-
but-OOH) e benzoil-peréxido. A hipoxia foi realizada por substitui¢do do
conteudo gasoso das garrafas por nitrogénio pelo periodo de 10 minutos de
incubacdo. Os meios de cultura foram suplementados com deferoxamina
(quelante do ferro). Os resultados foram avaliados pelo teste de exclusao de

azul de tripam (viabilidade), DHL (agressdo celular) e espectroscopia da
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ressonancia-spin de elétrons (RSP) para avaliacdo dos radicais livres. A
ativacdo intra-celular de radicais livres pode ser demonstrada pelos agentes
hidrofilico e membrana-impermeavel (acido 3,5-dibromo-4-
nitrosobenzenosulfonico ou DBNBS) e agentes lipofilicos, membrana
permeavel (a-4-pyridyl-1-6xido-N-t-butyl-nitrone ou POBN). Os radicais
livres reagem com marcadores DBNBS ou POBN que sdo facilmente
identificaveis por espectroscopia ESR. Os resultados mostraram ndo haver
diferencas entre as células epiteliais frescas e as cultivadas, quanto a formagao
dos radicais livres. O experimento em que o agente pro-oxidante Cum-OOH
foi utilizado em altas concentracoes (25mM) houve um severo dano celular,
demonstrado por auséncia de exclusdo do corante azul de tripam e por alta
liberagdo de DHL (cerca de trés vezes maior que o controle). Neste caso,
como houve uma grande destruicdo celular foi possivel a deteccao de radical
methyl para RSP pelo marcador DBNBS (membrana-impermeéavel). Em
baixas concentracdes de Cum-OOH (1 mM) e t-but-OOH em altas (25mM) e
baixas concentracoes (1 mM) ndo ocorreram alteracOes na viabilidade celular
pelo teste de exclusdo de azul de tripam e houve apenas modesta alteracao do
DHL. Ainda assim, a formacdo de radicais livres no meio extra-celular foi
detectado por DBNBS. O benzoil per6xido ndo evidenciou formacdo de

radicais livres. No experimento em que as células foram submetidas a hipoxia,
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a producgdo de radical methyl foi significativamente aumentada, apesar de ndo
ter sido demonstrado mudangas na viabilidade celular (azul de tripam) e na

agressao celular (DHL).

DARR et al (1993) estudaram a sintese de coldgeno e a producdo de
radicais livres em culturas de fibroblastos. Neste trabalho, as culturas de
células foram submetidas aos efeitos da vitamina C (concentracdes de 200 uM
e ImM), associados ou ndo a quelantes de ferro (Desferral e EDTA) e a outros
antioxidantes (Catalase e SOD). Os resultados foram avaliados quanto a
producdo de colageno e quanto a produgdo de radicais livres demonstrado pela
presenca de TBARS (Substancias reativas do 4cido tiobarbitirico) e também
pelo malonaldeido. Foi analisada também a influéncia do meio liquido onde as
células se encontravam. Como resultados, os autores observaram que a adig¢do
da vitamina C ao meio de cultura aumentou a producdo de TBARS (inibida
pela adicdo de quelantes de ferro), sem alterar a producdo de colageno.
Quando as células receberam a vitamina C nas concentragdes de 200 UM e
1mM, associada a catalase e a SOD também ocorreu aumento das taxas de
TBARS, sem alteracdo da producdo de colageno. Com relacio a influéncia do
meio liquido dos fibroblastos, os autores observaram dosagens de TBARS

aumentadas pela presenca de vitamina C quando o meio era solucido salina
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tamponada por fosfato (PBS) e ndo em meio normal (DMEM). Concluiram
que a vitamina C promove um aumento na formac¢ao de radicais livres quando
em PBS pela provavel presenca de metais livres, e que este aumento nao
representou uma diminui¢do na atividade dos fibroblastos, expressada pela

producao de colageno.

KANEKO et al (1993) realizaram experimento em cultura de células
endoteliais humanas obtidas de veias umbilicais. Foi utilizado o hidroperoxido
do 4cido linoleico (LOOH) como agente pro-oxidante e a vitamina C, o
a-tocoferol e quatro derivados lipofilicos da vitamina C (6-O-Palmitoyl, 6-O-
Estearoyl, 2,6-O-Dipalmitoyl éster e 2-O-Octadecyl éster) como antioxidantes.
A viabilidade celular foi avaliada pelo método do azul de tripam. Os autores
observaram que as culturas celulares incubadas com vitamina C (50uM e
500uM) 24 horas antes de serem colocadas em contato com LOOH, nao foram
protegidas do dano oxidativo. Porém, quando LOOH foi colocado em contato
com culturas previamente incubadas com derivados lipofilicos da vitamina C
os efeitos protetores se mostraram efetivos, porém pouco intensos. Quando as
culturas foram expostas ao agente oxidante e a associacdo da vitamina C com

a-tocoferol também nao houve diminui¢cdo do dano oxidativo, sendo que
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quando a vitamina C foi substituida por seus derivados lipofilicos, ficou

demonstrado efeito sinérgico na diminui¢ao do estresse oxidativo.

BHATNAGAR (1994) estudou os fendmenos oxidativos em midcitos
de ratos os quais foram irrigados com tert-butil hidroperoxido (t-BHP), um
agente oxidante, dithiothreitol (DTT), um inibidor da oxidacdo de tiols;
prometazina, que inibe a quebra de dcidos graxos insaturados e sulfato ferroso
associado com ascorbato (Fé-ASC). Neste trabalho foram analisados as a
carga energética total das células, ATP, ATP-ADP, TBAR (produto da
peroxidacao lipidica), tidis protéicose nao protéicos. Com o uso de Fé-Asc as
células mantiveram-se viaveis (o que pode ser demonstrado por sua
capacidade de eliminar o corante azul de tripam) e mantiveram a morfologia
durante todo o experimento. Embora tenha ocorrido um grande aumento na
concentracdo da TBAR, ndo houve reducido do tiois protéicos ou da carga
energética total. Os tidis ndo protéicos e o ATP sofreram pequena reducio. A
prometazina inibiu o aumento de produtos da peroxidacdo lipidica induzida
pelo Fé-Asc. O autor concluiu que o dano celular irreversivel induzido pela
acdo dos radicais livres deve ser decorrente também da perda de tiois protéicos

e que a carga energética total da célula e a peroxidacdo lipidica ndo mantém
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relacdo direta com a viabilidade dos midcitos submetidos ao estresse

oxidativo.

MUKHOPADHYAY et al (1993) realizaram estudos do estresse
oxidativo na peroxidacao lipidica e na oxidacdo protéica de microssomos de
células cardiacas de porcos da raca guinea. Neste estudo o estresse oxidativo
foi induzido de duas maneiras diferentes: um pela presenca de O, (gerada pela
acdo da xantina-oxidase em acetaldeido) e o outro pela adicdo de NADPH as
aliquotas examinadas. Varios antioxidantes foram testados, dentre eles a
vitamina C (na concentracao de 100iuM) e avaliados pela peroxidacao lipidica
(formacdo de hidroperoxido lipidico-LOOH e de MDA) e pelo dano protéico
(eletroforese em gel de sodio dodecil sulfato poliacramida — SDS-PAGE). A
deferroxamina foi utilizada com quelante de ferro. Como resultados os autores
observaram que, na auséncia de ferro livre, o estresse oxidativo iniciado pelo
radical O, é totalmente prevenido pela vitamina C e pela superdxido
dismutase (SOD). A Catalase, o a-tocoferol, a Glutationa, o Acido Ijrico, a
Thiourea, o Manitol, e a histidina ndo foram efetivos Na auséncia do quelante
de ferro, a produ¢cdo de MDA e de LOOH nao s6 nao foi prevenida, como teve
um aumento de 25% e 30%, respectivamente (o autor sugere a provavel

presenca de metais “contaminantes” nos reagentes utilizados). Quando o
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estresse foi iniciado pelo NADPH a produ¢do de LOOH foi inibida
exclusivamente pela vitamina C. O dano oxidativo de proteinas de
microssomos do figado de porcos também foi totalmente inibido pela vitamina
C, independentemente se o estresse oxidativo foi iniciado pelo O, ou pelo
NADPH. Os autores sugerem ainda que os resultados podem ser extrapolados
ao homem, pois os porcos da raca guinea, assim como os seres humanos nao

produzem vitamina C.

MUKHOPADHYAY et al (1995) demonstraram que NADPH da inicio
a peroxidacao lipidica e ao dano oxidativo de proteinas em microssomos de
todos os tecidos extra-hepaticos como pulmao, rim, glandula adrenal, cérebro,
quando na auséncia de ferro. Demonstrou também que tanto a peroxidacdo
lipidica quanto o dano oxidativo sdo prevenidos de maneira especifica pela

vitamina C.

HERRICK et al (1996) realizaram estudos da produ¢do de matriz extra-
celular (colageno e fibronectina) por fibroblastos oriundos de tlceras
isquémicas ou pele normal. A pesquisa submeteu ainda as culturas de
fibroblastos a hipoxia gasosa (por substitui¢cdo dos gases da estufa por mistura

contendo 95% de Nz e 5% de CO»), por 20 minutos, levando a uma pO, menor
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que 20 mmHg no meio de cultura. Os autores observaram que em condicdes
normais de oxigénio, a produc¢do de fibronectina foi equivalente nos
fibroblastos derivados de ulceras isquémicas quando comparados aos
derivados de pele normal, sendo que estes produziram uma quantidade maior
de coldgeno. Quando os fibroblastos foram submetidos a hipdxia, ndo
ocorreram diferencas quanto a producdo de fibronectina, havendo uma
diminuicdo da sintese de colageno. Esta diminuicdo foi ainda maior nos
fibroblastos derivados da pele normal do que nos derivados de tlceras
isquémicas. Os autores sugerem que possa haver uma adaptacdo lenta dos

fibroblastos ha um regime de hipdxia progressiva nas ulceras isquémicas.

STEWART et al (1996) estudaram os mecanismos de dano do DNA por
radiacdo ultravioleta B (UVB) na dose de 4 a 750 mJ/cm? e a acdo da vitamina
C (0,4 ou 0,8 pg/ml), selenita (5 ou 12,5 UM) e o Trolox® (anilogo da
vitamina E soldvel em agua na dose de 10 ou 20 pg/ml). Os estudos foram
realizados em queratinocitos de ratos cultivados (BALB/c MK-2). O dano
sobre 0 DNA foi medido pela formacdo de 8-hidroxydeoxyguanosina
(80hdG), a viabilidade celular pelo método de exclusdo de corante azul de
tripam e a peroxidagdo lipidica pela producdao de TBARS. Como resultados,

observou que a viabilidade celular ndo se alterou com a dose de UVB. A
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peroxidacdo lipidica aumentou ap6s 24 horas da irradiacdo nas doses de 200 e
500 mJ/cm?. A peroxidacdo lipidica ndo aumentou apOs quatro horas de
irradiacdo. O dano sobre o DNA foi maior com o aumento das doses de UVB
e os trés nutrientes diminuiram de maneira significante o dano sobre 0 DNA

irradiado.

TEBBE et al (1997) realizaram culturas de queratindcitos e as submeteu
aos efeitos oxidantes da irradiacdo ultravioleta tipo A (UVA) na dose de 20
J/cm?. Utilizou a vitamina C como antioxidante nas concentracdes de 1072, 10°
10°10% e 10°M por cinco dias e teve como marcadores do nivel de agressdo
celular a desidrogenase latica (DHL) e de lesao oxidativa o MDA, TBARS e o
consumo de glutationa. Foram estudados também a secrecdo e a expressao de
RNAm das inter-leucinas Il-1a e I1-6. Como resultado, os autores observaram
que a peroxidacgdo lipidica induzida por UVA foi inibida pela vitamina C de
maneira concentracdo dependente: o0 MDA teve redugdo de 47% e o TBARS
mostrou reducao de 49% quando comparado ao controle (que nao recebeu
vitamina C). A liberacdo de DHL foi 45% menor com a presencga de vitamina
C e a expressao de RNAm para Il-1a mostrou-se semelhante a de células ndo
irradiadas, quando na presenca de vitamina C. Os resultados da expressdo de

RNAm para I1-6 foi semelhante para irradiados e ndo irradiados e nao
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apresentou mudangas ao ser colocado em contato com vitamina C. A secre¢ao
de IlI-1a e II-6 foi significativamente maior em queratindcitos irradiados de
que nos nao irradiados. Nas culturas irradiadas e submetidas a vitamina C
houve diminuicdo significante de secrecdo destas citoquinas. Assim, oS
autores concluem que a vitamina C apresentou um grande efeito protetor em
queratinocitos humanos cultivados e submetidos a agdo de UVA em relagdo a

peroxidacdo lipidica e a secrecdo de citoquinas pro-inflamatorias.

DETMAR et al (1997) referiram-se a pele como um tecido composto,
constituido por uma por¢ao avascular (células epiteliais), com alta demanda
metabdlica e dependente da derme adjacente para sua nutricdo. Este tecido
passa por situagdes de hipéxia como na presenca de tumores malignos e na
cicatrizagdo de feridas. Assim, para estudar a acdo do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), também chamado fator de permeabilidade
vascular (VPF) os autores submeteram fragmentos de pele, culturas de
fibroblastos, de queratindcitos e de células endoteliais a hipéxia. Para o estudo
de VPF/VEGF foram analisadas sua expressdo génica (RNAm) em
queratinocitos, fibroblastos e células endoteliais, bem como seus receptores
(FIt-1 e KDR). As culturas foram submetidas a hipéxia por substituicao do

conteudo gasoso das estufas por uma mistura contendo 95% de N> e 5% de
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CO,. Os autores observaram que a expressao de RNAm para VPF/VEGEF foi
significativamente aumentada em queratindcitos, fibroblastos e em células
endoteliais apOs 24 horas de cultura. A hip6xia também aumentou a expressao
deste RNA nos trés tipos de células. A expressdo de receptor Flt-1 para
VPEF/VEGF foi induzido pela hipéxia enquanto que o receptor KDR foi
inibido pela baixa concentracdo de oxigé€nio. Os autores concluiram que a
hipoxia regula a angiogé€nese cutianea e a permeabilidade micro-vascular por
dois mecanismos diferentes: induzindo a producdo de VEGF/VPF em células
epiteliais, mesenquimais e endoteliais e por dois mecanismos de modulac¢io

distintos de expressdo de seus receptores nas células endoteliais.

GHOSH et al (1997) estudaram a peroxidacao lipidica em microssomos
de figado de porcos. Aos microssomos foram adicionados NADPH-P450
redutase (inibidor da peroxidagdo lipidica), P450, quelante do ferro
(deferoxamina, 20 uM), varios antioxidantes (testados) e anticorpo anti-P450.
A vitamina C foi utilizada na concentracao de 20uM. A peroxidacgao lipidica
foi avaliada pela formacao de dienos, hidroper6xidos lipidicos (LOOH) e pelo
MDA. Os autores observaram que a peroxidac¢do lipidica iniciada por NADPH
¢ tempo dependente e foi totalmente inibida pela vitamina C, medida pela

formacgao de conjugados dienos (LOOH). Além disso, demonstraram também
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que a peroxidagdo ¢ mediada pelo citocromo P450 (processo foi
completamente inibido com uso de anticorpos anti-P450). Outros agentes
antioxidantes como superoxido dismutase, catalase, O-tocoferol, manitol,
acido drico, histidina, tiourea, [3-caroteno e probucol ndo tiveram qualquer

efeito sobre este sistema.

O’TTOLE et al (1997) estudaram o efeito da hipéxia sobre a motilidade
dos queratinocitos humanos cultivados. A retirada de oxigénio das culturas foi
feito pela introducao de uma mistura gasosa contendo 95% de nitrogénio e 5%
de didéxido de carbono nas estufas de cultura por 18 horas. Os autores
observaram que os queratinocitos colocados sobre uma camada de
fibronectina e colageno exibiram mobilidade 40% maior quando em hipdxia,
quando comparados aos colocados em condi¢des normais de oxigénio
(controle). A hipoxia ndo alterou a sintese e secrecdo de proteinas pelos
queratinocitos. Quando comparados ao grupo controle, os queratinocitos
submetidos a hip6xia mostraram aumento na expressao e redistribuicao de
proteinas (ezrim, radixim e moesim) associadas a lamelopodia, que sdo
alteracoes de conformacdo da membrana plasmatica responsavel pela
motilidade celular. Observaram ainda que a hip6xia diminuiu a secre¢ao de

laminina-5, agente inibidor da motilidade de queratindcitos. A hipoxia nao
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alterou o nimero de receptores de membrana para integrina (receptores para

EGF) e aumentou a secrecdo de colagenase tipo IV.

DURAO JUNIOR (1999), estudando os efeitos de fatores de
crescimento sobre células renais submetidas a privagdo de glicose e hipoxia
gasosa, utilizou modelo experimental onde a substituicdo dos gases se fez no
interior das garrafas. Assim, cada garrafa foi fechada com uma rolha de
silicone e lacrada com parafilm. Agulhas foram utilizadas para transfixar a
rolha e através de uma destas agulhas, um sistema para infusdo de mistura
gasosa contendo 95% de nitrogénio (N2) € 5% de dioxido de carbono (CO,)
foi conectado. Durante vinte minutos, 3 a 4 litros por minuto desta mistura foi
infundida com a diminui¢cdo da concentra¢do de oxigénio do meio de cultura
para valores médios de 35mmHg (medidos por gasometria do liquido do meio
de cultura). O autor concluiu que o fator de crescimento de hepatocitos (HGF)
permitiu uma reducio da liberacdo de DHL e do fendmeno de apoptose em

células renais MDCK.

DREHER et al (1999) demonstraram que o dano oxidativo é um evento
bastante rdpido e que a vitamina C previne este tipo de lesdo se estiver

presente em altas concentragdes. A auséncia de mecanismos que reciclem a
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vitamina C pode resultar no seu rapido consumo e deplecdo com a

conseqiiente perda da capacidade de defesa antioxidante da célula.

SHIMMURA et al (1999) estudaram a formacao de radicais livres e
morte de células corneanas induzidas pelo uso de laser excimer. Antes da
irradiacdo por laser utilizaram os seguintes antioxidantes: superoxido
dismutase (SOD), dimetil sulféxido (DMSO) e EPCK-1 (um andlogo das
vitaminas C e E). Relataram que a formacdo de radicais livres ocorreu as
custas do radical hidroxila e que sua formagdo foi inibida de forma dose
dependente pela adicao de DMSO e EPCK-1. O uso de super6xido dismutase
ndo surtiu 0 mesmo efeito, o que foi explicado por sua atuagdo ser mais
importante sobre o radical super6xido. Os autores inferiram que o resultado do
uso de antioxidantes neste estudo pode significar que a formagao dos radicais
livres pode participar da regulacdo da cicatrizacdo das lesdes do estroma
corneano, através do comprometimento da integridade da membrana celular

ou atuando sinergicamente com outros fatores que favorecam a apoptose.

GRAGNANI FILHO (1999) estudou o restabelecimento da barreira
epidérmica avaliada pela medida da capacitancia elétrica superficial (SEC) da

epiderme em enxerto composto de queratinocitos cultivados e derme acelular
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humana in vitro e in vivo. A medida da SEC in vitro foi realizada 24 horas
apos a elevacdo dos enxertos compostos a interface ar-liquido durante 30 dias.
A avaliagdo microscopica dos enxertos compostos in vitro (n=6) demonstrou a
formagdo parcial da camada cérnea (SC) no terceiro dia e completa no sétimo
dia apds a elevacdo a interface ar-liquido. A medida da SEC e a avaliacdo
microscopica delimitaram a formagdo do SC entre o quarto e o sexto dia. Os
enxertos compostos in vitro foram transplantados para o dorso de cinco ratos
atimicos ap0s 10 dias em cultura. A auto-enxertia de pele foi realizada em trés
ratos. A medida da SEC dos enxertos compostos, auto-enxertos e pele normal
do rato fo1 avaliada e fo1 mantido o baixo valor da SEC antes da enxertia,
sugerindo que a interface ar-liquido favoreceu a maturacdo do enxerto
composto in vitro. Nao foi observada diferenca estatistica entre os enxertos de
rato e a pele normal do rato. Quando comparada com os auto-enxertos de rato,
a contracdo dos enxertos compostos foi significativamente maior. O autor
concluiu que a medida da SEC € uma técnica ndo invasiva que determina um
indice quantitativo da formacdo da barreira, que pode ser empregada em
estudos experimentais e clinicos na definicdo do restabelecimento da barreira

da epiderme.
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SAVINI et al (2000) realizaram estudos referentes ao transporte e
“reciclagem” da vitamina C em queratindcitos humanos da linhagem HaCaT.
A vitamina C € transportada para o interior da célula por um sistema co-
transportador Na*-dependente e atinge o patamar maximo em cerca de seis
horas apos sua adi¢do ao meio de cultura. A vitamina C ao entrar em contato
com um radical livre vai inativa-lo, sofrendo um processo de reducao para dar
origem ao 4acido dehidroascorbico (DHA). Neste trabalho os autores
demonstraram que o DHA presente no intersticio € transportado para o interior
das células por um outro sistema transportador Na*-independente ¢ mediado
positivamente por transportadores de hexose. Esta entrada de DHA € bastante
rapida, atingindo seu patamar maximo cerca de 30 minutos apds o inicio do
processo. Ao penetrar na célula, o DHA sofrerd a acdo de mecanismos
enzimaticos (provavelmente mais de uma enzima) com atividade redox
(disulfide/dithiol), glutationa-independente, que acaba por regenerar DHA em

vitamina C.

DUARTE (2001) realizou estudos em cultura de queratindcitos
submetidos a hipoxia gasosas e a privacdo de glicose, com e sem uso de um
antioxidante, DMSO, avaliado através da dosagem do MDA. Concluiu que o

DMSO foi eficiente na reducdo do estresse oxidativo de culturas de
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queratinocitos, causado pela privacdo de glicose e hipdxia, avaliado pelos

valores de MDA comparando-se aos grupos controle.
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3. METODOS

3.1. CULTURA DE CELULAS

Quanto a cultura de queratinécitos, foram realizadas as seguintes

etapas:

3.1.1. Cultura de fibroblastos J2-3T3

Para cultura de queratindcitos foi necessario o desenvolvimento
de uma cultura prévia de fibroblastos, chamada de camada sustentadora. Os
fibroblastos utilizados neste trabalho sdo de origem de ratos, da linhagem 3T3-
J2, originalmente fornecidos por HOWARD GREEN (do Departamento de
Biofisica e Fisiologia da Harvard Medical School, Boston, Ma).

Os fibroblastos 3T3-J2 descongelados foram colocados em
garrafas de plastico de 175 cm?, na quantidade de 5x10° células por garrafa
com meio de cultura para 3T3-J2.

ApOs a semeadura das células nas garrafas, os cuidados com

relacdo ao meio gasoso foram tomados da seguinte maneira: preenchimento
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das garrafas com mistura de CO2 a 10% em ar por 10 segundos, sendo entao
procedido o firme fechamento das garrafas, que foram colocadas em
incubadora imida com atmosfera de CO2 a 5% e 37° C por duas horas. Apds
este periodo, a tampa da garrafa foi aberta permitindo a saida do excesso de
gas produzido. A tampa da garrafa foi entdo parcialmente fechada (para
manter o pH da garrafa em equilibrio com o do meio ambiente - 7,2) e
novamente armazenada em incubadora.

O crescimento celular foi observado diariamente em microscopio
especifico e os meios de cultura trocados a cada dois dias.

O crescimento das células manteve a linhagem 3T3-J2 e supriu a

necessidade da camada sustentadora para o cultivo de queratindcitos.

Figura 1: Garrafa de cultura (175¢m?) com células 3T3-J2.
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3.1.2. Cultura de queratinécitos humanos

3.1.2.1. Coleta da pele

Fragmentos de pele de prepticio de criancas submetidas a postectomias
foram coletados e colocados em tubos coOnicos estéreis de 50 ml, contendo
30ml do meio de cultura para queratindcitos sem fatores de crescimento. Estes
frascos permaneceram a baixas temperaturas em caixa de isopor preenchida
com gelo. As bidpsias assim obtidas foram processadas até 6 a 8 horas apods
sua obtencao.

Todos os doadores tiveram termo de consentimento assinado pelos pais.

Figura 2: Bi6psia de pele para isolamento dos queratindcitos.
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3.1.2.2. Cultura propriamente dita

A cultura dos queratindcitos foi realizada de acordo com o método
descrito por GREEN et al (1979), revisado em 1985. Em cada experimento
foram utilizadas diferentes linhagens de queratindcitos.

ApOs a realizacdo do isolamento e a adicdo dos queratinodcitos as
garrafas previamente semeadas com fibroblastos da linhagem J2-3T3 (50% de
confluéncia), as mesmas foram colocadas em estufa aquecida a 37°C. A fase
gasosa foi mantida pela abertura parcial da tampa das garrafas quando as
mesmas se encontravam dentro da estufa, onde a concentracdo de gases é
mantida constante (5% CO; e 95% de ar).

O meio de cultura fora trocado a cada dois a trés dias e foi constituido
por uma mistura 3:1 de DMEN e meio F12 de HAM, ou seja, 750ml1:250ml
respectivamente para um total de 1 litro; suplementado com 10% soro fetal
bovino (FBS); 24mg de adenina; 1mg de toxina do coélera (Vibrio Cholerae,
Tipo Inaba 569B); 2 ml de penicilina/estreptomicina; 2ml de hidrocortizona;
Iml de transferrina/triiodo-L-tironina (transferrina humana, parcialmente
saturada de ferro), (3,3’,5 triiodo-L-tironina, sal s6dico); 1,3ml de insulina; o

pH foi ajustado em 7,2. Este meio foi esterelizado com filtro 0,45um e

armazenado em refrigerador de 2 a 4°C, mostrando coloracdo vermelha.
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Figura 3: Cultura de queratindcitos em garrafas de 25 cm?

3.2. HIPOXIA

Cada garrafa de cultura foi fechada com rolha de silicone e lacrada com
parafilm. Utilizamos duas agulhas para transfixar a rolha e através de uma
destas agulhas foi conectado um sistema para infusdo de mistura gasosa
contendo 95% de nitrogénio (N2) e 5% de di6xido de carbono (CO2). Durante
30 minutos, 3 a 4 litros por minuto desta mistura gasosa foi infundida com a
intencdo de promover a maior substituicdo possivel do conteido gasoso da
garrafa. Ainda durante a infusdo, as garrafas foram mantidas sobre agitador de
maneira a garantir equilibrio gasoso entre liquido e gases no interior da

garrafa, conforme proposto por DURAO JR, 1999.
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As garrafas de cultura que ndo foram submetidas a hipoxia foram
retiradas da incubadora e agitadas pelo mesmo periodo.
Ap6s o término do periodo de hipdxia todas as garrafas foram abertas

para os procedimentos de extracao de DHL e dosagem do MDA.

Figura 4: Sistema de gases contendo 95% de N, e 5% de CO..



17

3.2.1. Estabelecimento do tempo de hip6xia

O tempo de hipdxia foi de 30 minutos, tendo sido determinado
em projeto piloto preliminar a realizacdo deste trabalho. Os resultados obtidos

para defini¢do do tempo de hipdxia encontram-se demonstrados em anexo.

Figura 5: Garrafas submetidas a substituicdo gasosa por 30 minutos.
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3.3. Permeabilidade da membrana celular

A liberacdo da enzima intracelular desidrogenase lactica (DHL), foi
utilizada como marcador de lesdo da membrana celular. A relacido entre a
atividade do DHL extracelular (meio de cultura) e a atividade total (celular +
meio de cultura) guardando uma relagdo com o grau de lesao celular.

A enzima DHL cataliza a reduc¢do do piruvato a lactato. No ensaio a
conversdo de piruvato a lactato, associada a oxidacdo estoiquiométrica de
NADH a NAD foi seguida espectrofotométricamente ( HITACHI U-3210,
Japdo) contra um branco a 340 nm: Piruvato + NADH o Lactato + NAD" .
Durante toda a leitura, as amostras foram mantidas sob agitacdo e temperatura

de 25°C constantes.

3.3.1. DHL no meio de cultura

Todo o meio de cultura foi aspirado e transferido para um tubo conico,
centrifugado a 2000 rpm durante quatro minutos e a seguir, o sobrenadante foi

retirado para leitura, utilizando-se 300pl da amostra, 100 pl da solucdo de

piruvato de sédio a 10%, 100 pl de solugdo de NADH 2mM, 100 pl de
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solucdo de Tris HCL 1M EDTA 5 mM pH de 8,0 e 400 pl de 4gua destilada

para completar o volume final de 1 ml.

3.3.2. DHL celular

Realizada a aspiracdo de todo o meio de cultura, as células foram
lavadas com 5 ml de PBS por duas vezes. A seguir, adicionou-se 500 pl de
solucdo do detergente Triton X-100 (Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA)
a 1% e as garrafas de cultura foram incubadas a 37°C por um periodo de 30
minutos para a ocorréncia da lise celular. As células foram raspadas das
garrafas e o conteudo levado para leitura. Utilizamos 50 pl desta amostra, 100
Ml de solucdo de piruvato de sédio a 10%, 100 pl de solucdo de NADH 2 mM,
100 pl de solucao Tris HCL 1M EDTA 5mM pH de 8,0 e 650 pl de dgua
destilada para completar o volume final de 1 ml.

Os resultados foram expressos e porcentagem (%) de liberacdo de

DHL.

ATIVIDADE DA ENZIMA NO MEIO DE CULTURA
DHL~= x 100
ATIVIDADE TOTAL DA ENZIMA (Meio + célula)
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Figura 6: Garrafa de cultura e espétula utilizada para realizacdo do

raspado dos queratinocitos.

3.4. Peroxidacao lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada pelo método do
4cido tiobarbitirico com determinacio do MDA (PERCARIO, 1994).
Para a dosagem do MDA, foram colhidas amostras das células

cultivadas e dos meios de cultura, que foram armazenadas a 4°C por até sete

dias e depois desse periodo a -80°C. A dosagem das concentragdes de MDA
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nas amostras de meio de cultura e nas de homogeneizado celular foi realizada
pelo método do 4cido tiobarbitirico, em que a S00ul da amostra junta-se
1,0ml do reagente do acido barbitirico (TBA ImM em KH,PO; 75mM). Em
seguida leva-se ao banho-maria (95°C/60 minutos), apds a incubacdo, deixa-se
esfriar a temperatura ambiente ou em 4agua corrente. Adiciona-se 4,0ml de
alcool n-butilico, homogeneiza-se bem e centrifuga-se a 3000rpm por 15
minutos. Coleta-se 3,0 ml do sobrenadante para a leitura espectrofotométrica a
535nm. Duas leituras sdo realizadas e o valor final de absorbancia €
determinado pela média das duas leituras. Com o valor de absorbancia
determina-se a concentragao de MDA, a qual € expressa em ng/ml. O intervalo

de normalidade empregado é de 0 a 440ng/ml.

3.5. Vitamina C

A vitamina C utilizada neste experimento foi o L-Ascorbic Acid

obtdida do laboratério Sigma Chemical Company®.

3.5.1. Dose utilizada
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A dose de vitamina C utilizada neste trabalho foi a de 50pg/ml

(PONEC, M., et al, 1997).

3.5.2.Definicao do momento da administraciao da vitamina C

As garrafas que receberam vitamina C foram suplementadas 8 horas

antes da hip6xia e cinco minutos antes da retirada do oxigénio.

3.6. Grupos de estudo

Os grupos de estudo foram assim divididos:

- GRUPO CONTROLE SEM VITAMINA C (G-1)
- GRUPO CONTROLE COM VITAMINA C (G-2)
- GRUPO DE HIPOXIA SEM VITAMINA C (G-3)

- GRUPO DE HIPOXIA COM VITAMINA C (G-4)



3.7. Experimentos:

17

Os queratinocitos cultivados, logo que atingiram a confluéncia

total das 40 garrafas foram divididos nos quatro grupos acima descritos e

assim distribuidos:

Grupos de experimento

Nuamero de garrafas

Grupo 1 — Controle sem VITAMINA C 10
Grupo 2 — Controle com VITAMINA C 12
Grupo 3 — Hipoxia 12
Grupo 4 — Hipoxia com VITAMINA C 14

TOTAL 48

3.8. Método estatistico

Para avaliarmos possiveis diferencas entre os grupos previamente

definidos, tanto para a variavel DHL quanto para a variavel MDA usamos o

teste ndo paramétrico para “k” amostras independentes de Kruskal-Wallis,

complementado quando necessario pelo teste de comparagdes multiplas.

O nivel de rejeicao para a hip6tese de nulidade foi fixado sempre em um

valor menor ou igual a 0,05 (5%).
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Quando a estatistica calculada apresentou significancia usamos asterisco
(*) para caracteriza-la, caso contrario, isto €, nao significante usamos NS.

As médias foram calculadas e apresentadas a titulo de informacao.

Nao se calculou desvio-padrao pois, usando-se métodos nao
paramétricos estamos pré-supondo que as varidveis em causa hao se

comportam como curva de Gauss e, portanto, nao ha sentido em seu calculo.

4. RESULTADOS

4.1. Dosagem de DHL
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Os resultados da dosagem de DHL nas amostras dos quatro grupos de
estudo, constituidos de grupo controle, controle com vitamina C, hipdxia e
hipoxia com vitamina C, suas respectivas médias e resultados estatisticos sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Dosagem de DHL nas amostras das garrafas dos grupos
controle, controle com vitamina C, hipéxia e hipoxia com vitamina C,

respectivas médias e resultados estatisticos.

Controle Cop tro!e com Hipo6xia Hl.p ox1.a com
vitamina C vitamina C
16,91 7,39 76,47 3,59

2,82 7,41 55,15 10,56
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13,50 5,80 64,71 10,69

19,59 12,44 49,21 14,25
6,22 9,93 25,47 4,56
5,64 11,59 52,72 9,93
5,77 5,26 54,23 11,15
5,03 5,93 59,57 9,76
7,19 6,83 68,56 6,18
9,62 5,88 69,68 7,99
6,18 58,73 10,69

6,37 4491 9,89

9,23

10,58

Média 9,23 7,58 56,62 9,22

Teste de KRUSKAL-WALLIS
X2 Calc =27,433
Comparacdes significantes:
-Controle (G1) menor que Hipoxia (G3);
-Controle com vitamina C (G2) menor que Hipoxia (G3);

-Hipo6xia com vitamina C (G4) menor que Hipoxia (G3).

4.2. Dosagem do MDA
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Os resultados da dosagem de MDA nas amostras dos quatro grupos de
estudo, constituidos de grupo controle, controle com vitamina C, hipdxia e
hipéxia com vitamina C, as respectivas médias e resultados estatisticos sao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Dosagem de MDA nas amostras das garrafas dos grupos
controle, controle com vitamina C, hipéxia e hipéxia com vitamina C,

respectivas médias e resultados estatisticos.

Conle_Comle D ipoia s
14,00 127,00 56,00 99,00
71,00 56,00 141,00 123,00
56,00 56,00 141,00 198,00
71,00 28,00 183,00 71,00
14,00 14,00 28,00 42,00
14,00 28,00 14,00 42,00

28,00 42,00
169,00 254,00
183,00 169,00
Média 40,00 51,50 104,78 115,56

Teste de KRUSKAL-WALLIS

X2 Calc = 6,289 NS
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Os resultados encontrados referentes dosagens de DHL e do MDA
foram analisados através das médias de cada grupo, as quais foram

demonstrados no grafico 1.

Grafico 1- Médias das dosagens de DHL e do MDA dos grupos

controle, controle com vitamina C, hipoxia e hipéxia com vitamina C.

média H DHL EMDA

120,00+

100,00+

80,00

60,00+

40,00+

20,00+

0,00 ‘ ‘ ‘ !
Controle Controle com Hipodxia Hip6xia com

grupo
vitamina C vitamina C
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5. DISCUSSAO

O conhecimento dos elementos que podem influenciar o comportamento
biolégico dos queratindcitos € de grande importancia para a manutengdo da
homeostase do meio interno, seja por promover um melhor processo
cicatricial mais préximo do ideal, seja pelo controle de doencas a ele
relacionadas. Na cicatrizagdo de feridas os queratindcitos constituem-se em
um dos mais ativos grupos de célula, promovem a re-epitelizacdo por
complexas etapas que envolvem estimulos inflamatdrios, proliferagcdo, adesao,
migracdo, maturacdo celular e producdo de fatores de crescimento que irdo
atuar sobre as proprias células epiteliais ou em células da derme subjacente
(LIANCUN et al, 1996).

No tratamento de queimaduras extensas, por vezes O paciente nao
apresenta areas doadoras suficientes para a retirada de enxertos de pele.
GREEN et al (1979) realizaram transplantes de células epidérmicas humanas
cultivadas em camundongos atimicos e obtiveram epiderme humana nesses
animais, o que estimulou o uso clinico de células cultivadas.

Em 1984, GALLICO et al descreveram o uso de queratinOcitos

autdlogos cultivados em duas criancas vitimas de queimaduras que atingiam
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mais de 95% da superficie corpérea, relatando boa epitelizagdo, mas sem
referéncia de resultados em longo prazo.

WOODLEY et al (1988) chamou aten¢do para o fato de que a auséncia
de derme nas queimaduras de terceiro grau compromete o resultado final dos
enxertos autologos cultivados, que se apresentam frageis, suscetiveis a
formacao de bolhas e escaras.

Com isso, varios substitutos dérmicos passaram a ser estudados,
procurando resolver a falta de resisténcia dos enxertos de queratinOcitos e
mantendo uma barreira epidérmica eficiente (GRAGNANI,1999).

Melhorado o problema da resisténcia tecidual e da eficiéncia da
barreira epidérmica, ainda persistem dificuldades pela ocorréncia freqiiente de
bolhas, provavelmente pela inadequada adesdao na jung¢do dermo-epidérnica.
Ao nosso ver, o uso clinico de queratinocitos cultivados ainda encontra-se
restrito a vitimas com perdas de extensas areas de cobertura cutinea e devem
estar associados ao uso de substitutos dérmicos. GRAGNANI (1999)
demonstrou que a associagdo de substituto dérmico (derme acelular humana)
com enxerto de queratindcitos humanos cultivados permite a formacdo de uma
barreira epidérmica eficiente. Este trabalho foi muito importante ndo apenas
pela metodologia aplicada para a comprovacdo da eficiéncia da barreira

dermo-epidérmica, mas também por trazer uma conclusdo fundamental para a
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aplicabilidade clinica dos enxertos de queratindcitos humanos cultivados sobre
derme acelular.

Apesar de ainda persistirem problemas a serem solucionados, referentes
a aplicabilidade clinica das culturas de queratindcitos, seu uso como
instrumento para pesquisa do comportamento bioldgico das células epiteliais
tem sido de grande importancia. Inimeros autores t€m utilizado estas culturas
celulares para estudo de citoquinas produzidas por células epiteliais (ou que
nela agem), receptores de membrana, proliferacdo, migracao e diferenciacio

celular, atuacao génica, mecanismos de apoptose e necrose, dentre outros.

5.1. O MODELO EXPERIMENTAL

Os modelos experimentais de pesquisa sobre necrose t€ém evoluido nas
ultimas décadas. Inicialmente, a inviabilidade clinica de um determinado
tecido era justificada principalmente por motivos anatdomicos, levando os
pesquisadores a se dedicarem a disseccoes em cadaver para um
aprofundamento nos conhecimentos da anatomia vascular dos retalhos
(FERREIRA, 1986 a,b,c). A evolucdo do conhecimento anatdmico permitiu a

diminuicdo de necroses em um grande numero de retalhos, sem entretanto
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impedi-la. Com o objetivo de diminuir estas ocorréncias, os estudos passaram
a ser realizados para um melhor conhecimento da fisiologia vascular e de
aspectos hemodinamicos dos tecidos. Enquanto os estudos anatdmicos eram
realizados predominantemente em cadaveres, aqui se fez necessario a
participacdo de seres vivos para se tentar alcancar as conclusdes desejadas.
Animais de pequeno porte como caes, porcos, coelhos e principalmente ratos
auxiliaram em importantes descobertas (GOMES, 1993; ASHOORI, 1994;
DUARTE, 1996; HUFFENBAECHER, 1996; LIANCUN, 1996; SANTOS,
1996; ABLA, 1997; GOMES, 1997; CYNROT, 1999; FABIAN, 2000;
OKAMOTO, 2001).

Na medida em que a medicina foi evoluindo para encontrar explicagoes
sobre os processos bioquimicos de morte celular, estes modelos experimentais
em animais passaram a ndo ser a melhor opcdo. Ao se pesquisar a acdo de uma
determinada droga sobre a necrose tecidual em um animal, mostrou-se dificil a
comprovagao especifica sobre qual dos constituintes do tecido a droga
realizava seu efeito (vasos, nervos, mesénquima, etc). Os conhecimentos a
respeito das culturas de tecido em laboratorio vem permitindo estudos mais
especificos da acdo de drogas sobre cada um destes constituintes celulares,
sendo hoje uma importante ferramenta de trabalho nos principais centros

mundiais de producio de conhecimento em Cirurgia Plastica e Dermatologia.
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Modelos experimentais com fragdes de constituintes celulares (membrana,
mitocondria, nidcleo) também t€m se mostrado eficiente para estudo de
sistemas especificos.

No nosso meio, estudos sobre viabilidade de tecidos tém seguido esta
mesma trajetoria. Trabalhos anatomicos e clinicos de grande importincia
sobre vascularizacdo de retalhos facio-cutineos (FERREIRA, 1986a,b,c)
foram seguidos de estudos em animais e recentemente em cultura de células.

GOMES (1993) desenvolveu estudo em ratos, mostrando o importante
papel da nicotina sobre retalhos isquémicos. Este trabalho trouxe grande
contribuicdo por sua aplicabilidade, pois concluiu que a interrup¢do do fumo
nos periodos poOs-operatorios diminui significativamente a chance de
ocorréncia de necroses. Porém, como este estudo foi realizado em retalhos,
ndo foi possivel estabelecer o nivel da agressdo relativo da nicotina sobre os
diversos constituintes do retalho. Devido a importancia do tabagismo em
nossa sociedade, achamos que novos estudos em cultura de células ainda
devam ser realizados, para a busca de drogas que diminuam os efeitos nocivos
da nicotina.

CYMROT (1999) realizou o mesmo retalho no rato para estudar o
comportamento do estresse oxidativo e a defesa oxidante no pds-operatdrio,

concluindo que o nivel de MDA no soro aumentou significativamente entre
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pOs-operatorio imediato, 3° dia pds-operatorio e 7° dia pds-operatorio. A
avaliacdo da capacidade antioxidante total no soro ndo apresentou diferenca,
sendo porém observado diminui¢do significativa das defesas antioxidantes no
interior dos retalhos com o decorrer do tempo pds-operatério. Este trabalho foi
importante por observar nao apenas a agressao oxidativa (pelo MDA), como
também o comportamento das defesas antioxidantes nos retalhos cutineos.

Dentro desta linha de estudo, OKAMOTO (2001) estudou o estresse
oxidativo nos retalhos isquémicos no rato na fase aguda (at€ uma hora da
elevagdo do retalho), concluindo que a producao de radicais livres € maior nas
fases mais precoces apds o ato cirurgico. Este trabalho veio comprovar a
necessidade de atuacdo precoce com drogas antioxidantes para se evitar
necroses cutaneas causadas por isquemia agudas.

DUARTE (1996) demonstrou efeito do DMSO na diminui¢do da
necrose em retalhos isquémicos do dorso de ratos, creditando esta melhora de
viabilidade tecidual a sua acdo antioxidante. HUFFENBAECHER (1996)
estudou o manitol e ABLA (1997) estudou a N-acetilcisteina como
antioxidantes no mesmo modelo experimental. Estes modelos experimentais
foram importantes no estabelecimento de drogas que possam diminuir a
necrose tecidual por isquemia, mas merecendo ainda novas etapas para

estabelecimento do padrao de consumo das defesas antioxidantes. Além disso,
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o estudo destas drogas em cultura de células poderia trazer resultados mais
especificos quanto a sua acdo sobre os queratindcitos.

DUARTE (2001) prosseguiu nos estudos de DMSO, demonstrando que
o mesmo ¢é capaz de diminuir a peroxidacdo lipidica em cultura de
queratinécitos humanos submetidos a hipoxia. Achamos que esta continuidade
de trabalho foi bastante esclarecedora a respeito do papel do DMSO nas
culturas de queratindcitos, devendo ainda ser estudado o comportamento das
defesas antioxidantes na presenca de DMSO.

SANTOS (1996) descreveu a reducdo da necrose em retalhos
isquémicos de ratos, submetidos aos efeitos da vitamina C, tendo entretanto
observado um aumento significativo da peroxidacdo lipidica no interior dos
retalhos. Resultados semelhantes foram obtidos por ABLA (1997). Este
resultado discrepante da melhora da viabilidade dos retalhos com o uso de
antioxidantes, apesar da maior producdo de radicais livres observada nos
estudos de SANTOS (1996) e ABLA (1997), nos intrigou, levando ao
prosseguimento desta linha de estudos. Diferentemente, ASHOORI (1994)
demonstrou a relagdo de dependéncia entre o nivel de peroxidagdo lipidica e o
grau de necrose dos retalhos, resultados semelhantes aos obtidos por

DUARTE (1996) ¢ HUFFEMBAECHER (1996). Consideramos que estas
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diferencas encontradas deverdo ser explicadas com estudos mais especificos
dos fendmenos oxidativos em culturas de células.

Estudando drogas que pudessem diminuir o espasmo dos vasos
coronarianos, KIYOTAKA et al (1998) demonstrou que a vitamina C possui
potente efeito anti-vasoconstric¢do. Assim sendo, a diminui¢do da necrose
observada por SANTOS (1996), creditada aos efeitos celulares antioxidantes
da vitamina C, podem ter ocorrido também pela inibicdo do vasoespasmo.
Com estes conhecimentos, demos prosseguimento ao nosso estudo, excluindo
a acdo vascular da vitamina C, em modelo experimental de cultura de
queratinocitos humanos, submetidos a privacio de um componente

nutricional: o oxigénio e com suplementacao de outro componente: a vitamina

C.

5.1.1. Cultura de queratindcitos

Neste estudo, utilizamos o modelo de cultura descrito por GREEN et al
(1979) e revisado em 1985, que se mostrou satisfatério. Neste modelo, o
cultivo inicia-se pela semeadura de fibroblastos da linhagem 3T3-J2 que
foram gentilmente cedidos por HOWARD GREEN. Apoés atingir um

crescimento adequado, foram adicionados os queratindcitos (anteriormente
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isolados) que se proliferaram e se agruparam em col6nias de maneira
constante e semelhante nas diversas garrafas, o que possibilitou a realizagdo
dos experimentos em condi¢des bastante parecidas para posterior comparagao.

O momento que elegemos para realizagdo dos experimentos foi quando
as culturas atingiram uma confluéncia bastante proxima do total da superficie
das garrafas. Esta confluéncia era facilmente observada pela pouca existéncia
de espacos nao ocupados pelos queratindcitos e pela auséncia praticamente
total de fibroblastos (que foram desaparecendo a medida que as colOnias
foram se confluindo).

A escolha da fase de confluéncia poderia ser: pré-confluente (espagos
abundantes entre as coldnias), confluentes (praticamente auséncia de espagos
entre as coldnias) e pods-confluentes (além de ndo existir espacos entre as
colOnias, os queratinOcitos ja comegcam a se apresentar em varias camadas). A
fase pré-confluéncia foi descartada porque poderiamos ter um nimero de
fibroblastos ainda grande e os resultados alcancados ndo poderiam ser
imputados ao comportamento exclusivo dos queratindcitos. A fase poOs-
confluente também foi descartada ja que estas colonias, ao confluirem passam
a se estratificar em diversas camadas e diferenciam-se, podendo assumir
comportamento diferente (talvez menos sensiveis a hipoxia). Assim, optamos

pelas culturas em fase intermediaria, que chamamos de confluentes.
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FALANGA et al (1991) utilizou padronizacdio semelhante quanto a
confluéncia de fibroblastos em seus estudos. Ao final dos experimentos
consideramos a escolha adequada, propondo que novos estudos devam ser
realizados com as culturas de células epiteliais em fase pds-confluéncia para
comparacdo com os resultados aqui obtidos.

Nao observamos ocorréncia de contaminacgoes.

5.1.2. A privacao de oxigénio

A preocupacdo com a boa nutricdo dos tecidos acompanha praticamente
a histéria da medicina. Patologias que hoje tém sua fisiopatologia bem
estabelecida pelos conhecimentos dos fendmenos da isquemia, com ou sem re-
perfusdo, como as obstrugdes vasculares dos diversos territdrios da anatomia
humana t€ém sido objeto de muitos estudos por parte de pesquisadores.
Individuos idosos com doencgas vasculares e ma perfusio dos membros

inferiores sdo freqiientemente afetados por ulceras cutaneas de dificil
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cicatrizacdo. Retalhos ou enxertos podem ser necessarios para fechamento
dessas lesdes.

A hipoxia esta relacionada a diversos fatores que podem dificultar a
cicatrizagdo de feridas, tais como diminuicdo da proliferacdo de fibroblastos,
da producao do coldgeno (HERRICK et al, 1996) e da angiogénese
(DETMAR et al, 1997).

Enquanto a hipdxia pode dificultar o processo de cicatrizagdo, altas
concentracdes de oxigénio (camara hiperbéarica) t€m sido descritas como
elemento util na resolucdo de feridas e integracao de enxertos (COELHO,
2000).

De maneira oposta, O’TOOLE (1998) demonstrou que queratinocitos
cultivados apresentam maior capacidade de migracdo quando submetidos a
hipoxia gasosa. A proliferacda celular também mostrou-se aumentada em
culturas de queratinocitos submetidos a hipoxia gasosa (LIANCUN, 1996).
Estes achados mostram-se aparentemente contraditérios com a experiéncia
clinica de que tecidos melhor perfundidos com oxigénio acabam por cicatrizar
mais rapidamente. Devemos lembrar que os fendOmenos que ocorrem na
epiderme (queratindcitos) podem mesmo depender menos do oxigénio, pois
este € um tecido avascular (DETMAR et al, 1997). Assim, os efeitos benéficos

da hipdxia sobre a migracdo e proliferacdo dos queratinocitos podem ndo ser
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mais importantes, in vivo, que os efeitos deletérios da hipdxia sobre os demais
grupos de células (dérmicas, vasculares, inflamatdrias, etc) atuantes na
cicatrizacao das feridas. Além disso, estudos em culturas ndao levam em
consideracdo a influéncia da proliferacdo bacteriana que ocorre nas tulceras
isquémicas in vivo. Por outro lado, FABIAN et al (2000) estudou a influéncia
do oxigénio hiperbarico (HBO) e a pressao subatmosférica (VAC) em feridas
isquémicas da orelha de coelhos e observou que o HBO ndo aumentou a
epitelizacdo e a formacgao de tecido de granulagdo. O curativo VAC aumentou
a epitelizacdo e a formacao de tecido de granulacado. Estes resultados do HBO
sdo controversos com outros trabalhos da literatura, demonstrando que novos
estudos sobre a acao do oxigénio nos diversos constituintes da pele devam ser
realizados.

Vérios modelos de privacdo de oxigé€nio t€m sido utilizados, mas os
mais freqiientes realizam a substituicdo gasosa do ambiente onde as células se
encontram. Esta privacdo pode ser realizada na estufa onde sdo mantidas as
garrafas, conforme FALANGA et al (1991), HERRICK et al (1996) e
O’TTOLE et al (1997) ou nas proprias garrafas como IANNONE et al (1993)
e DURAO JUNIOR (1999).

A substituicdao gasosa nas estufas impede sua utilizagdo simultanea para

outros experimentos. Como grupos de pesquisadores normalmente usam a
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mesma estufa para manutencdo de suas culturas celulares, somente centros
que possuem varios destes equipamentos podem realizar este modelo. Quando
a substituicdo gasosa € feita diretamente nas garrafas em que as células sao
cultivadas, pode-se obter uma diminui¢do significativa da presenca de
oxigénio com custos relativamente baixos. Em seu estudo, DURAO JUNIOR
(1999) demonstrou que com este método a pO, no liquido de cultura fica em
torno de 35mmHg. Assim, chamamos de hipdxia e ndo andxia, o estresse
oxidadivo que ocasionamos. Consideramos que a hipdxia realizada no
presente estudo foi suficiente para promover uma significativa agressao
celular evidenciada pela liberacdo de DHL para o meio extracelular.

O tempo de hipoxia foi definido por projeto piloto realizado
previamente e que consideramos adequado.

Vale ainda discutir outros efeitos da hipoxia sobre os queratindcitos,
como os estudados por O’'TTOLE et al (1997). Este trabalho demonstrou que
a hipéxia aumentou a mobilidade, a producdo de colagenase tipo IV e a
producdo de proteinas relacionadas a lamelopodia (ezrim, radixim e moesim)
pelos queratinocitos. Assim achamos que o modelo de substituicdo gasosa

pode ser util em outros estudos da atividade de queratindcitos.
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5.1.3. A vitamina C

Dentre as varias substincias com acdo anti-oxidante enzimaticos (
superoxido dismutase, catalase e a glutationa peroxidase) e ndo enzimaticos
(beta-caroteno, glutationa, o a-tocoferol e a vitamina C) (TEBBE et al, 1997)
escolhemos a vitamina C por ser uma substancia ndo produzida pelo
metabolismo humano, ter pouca toxicidade, baixo custo e facil uso na pratica
clinica.

KANEKO et al (1993) utilizou derivado lipofilico da vitamina C como
antioxidante. Este estudo foi interessante pois este derivado teria maior
presenca na camada lipidica da membrana celular, onde predominantemente
ocorre a peroxidacao lipidica. Porém os resultados observados pelos autores,
com relagdo a diminui¢do do estresse oxidativo, foram pouco efetivos.

A dose utilizada de 50pg/ml de vitamina C foi obtida a partir de
trabalhos da literatura (PONEC, et al 1997). Outros autores ainda utilizaram
doses bastante diferentes: LIEBLER et al (1986) 0,1 a 1,0 mM; DARR et al
(1993) 200uM e 1 mM; KANEKO et al (1993) 50uM e 500uM; STEWART
et al (1996) 0,4 ou 0,8 ug/ml; TEBBE et al (1997) 10> a  10°M; GHOSH

et al (1997) 20uM.
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Como visto, existe grande variagdo nas doses utilizadas de vitamina C
nos diversos trabalhos da literatura, muitos dos quais fizeram uso de varias
concentracdes na busca do efeito mais adequado. Em conseqiiéncia disto,
achamos que a dose ou concentragdo ideal ndo estd definitivamente aceita e
trabalhos futuros ainda deverdo estabelecé-la. De posse destes dados da
literatura, tivemos que decidir qual a dose a ser utilizada neste estudo e
seguimos a proposta por PONEC et al (1997) pois a concentracdo obtida de
vitamina C (250uM) € a mais proxima ao que deve ser encontrada no plasma
humano (LEVINE et al, 1998).

SAVINI et al (2000) demonstrou que a vitamina C sofre processo ativo
de penetracdo no interior da célula e que o tempo para se alcancar o maior
nivel intracelular é de cerca de seis horas. Além disso, o DHA (a forma
oxidada da vitamina C) também apresenta uma penetracdo ativa e alcanga o
maior patamar intracelular em cerca de trinta minutos. Ap0s penetrar na célula
o DHA sofre acao enzimatica de 6xido-reducao voltando a formar vitamina C.

Com estes dados de literatura definimos em nosso protocolo pela
colocagdo da vitamina C oito horas antes da hipdxia, permitindo assim o
tempo necessario para sua penetragao para o espaco intracelular. Além disso,
voltamos a colocar um meio enriquecido com vitamina C trinta minutos antes

da hipbéxia para permitir sua presenca no espaco extracelular durante a
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hipoxia. Como demonstraram DREHER et al (1999) este é um evento bastante
rapido e a vitamina C deve estar presente em altas concentragdes para evitar
sua rapida deplecdo por ocasido da injuria. Assim, no momento da hipdxia,
esperamos ter tido uma adequada concentracdo de vitamina C tanto nos
espacos extracelular como no intracelular. Consideramos que com este
protocolo conseguimos os efeitos antioxidantes nos momentos desejados.

Estes estudos de SAVINI (2000) referentes ao transporte
transmembrana da vitamina C enfraquecem teorias de que o meio intracelular
estaria isolado dos efeitos oxidantivos da vitamina C, conforme sugerido por
GOTO e TANAKA (1981). Neste trabalho os autores observaram forte
inibicdo da enzima Na, K-ATPase na presenca de vitamina C por provavel
ligacdo de radicais livres ao grupo sulfidrila desta enzima. A explicagdo
proposta pelos autores para ndo ocorréncia significativa desta inibi¢do nos
seres vivos, seria pela separacdo fisica da vitamina C (extracelular) da enzima
(intracelular) pela membrana plasmatica. Acreditamos que novos trabalhos
deverao esclarecer as agOes intracelulares da vitamina C, como tentaram fazé-
lo FUJIIMOTO et al (1982) ao estudarem seus possiveis efeitos nas
mitocOndrias de células hepaticas de ratos.

A maioria dos autores que utilizam a vitamina C como anti-oxidante em

culturas de células, adicionam também quelantes de ferro (deferroxamina) ao
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meio de cultura (FUJIMOTO et al, 1982; IANNONE et al, 1993;
MUKHOPADHYAY et al, 1993; DARR et al, 1993; MUKHOPADHYAY e
CHATTERIEE, 1994; MUKHOPADHYAY et al, 1995; GHOSH et al, 1997).
Isto se deve ao fato de que metais contaminantes podem estar presentes na
preparacdo de constituintes do meio e acabem servindo como doadores de
elétrons e, por esta razdo, atuem como agentes pro-oxidantes. Neste trabalho,
optamos pela ndo adi¢ao deste quelante por trés motivos principais: primeiro
porque trabalho anterior realizado por SANTOS (1996) com modelo
experimental in vivo de necrose cutdnea em ratos, utilizando a vitamina C
(sem uso de quelantes de ferro) foi possivel observar uma redugdo significante
das areas de necrose no grupo de tratamento (com vitamina C) apesar do
aumento da peroxidacgdo lipidica medida pela dosagem de MDA. Gostariamos
de observar se este comportamento se mantém em estudo celular. A segunda
razdo foi porque este trabalho se destina a ser o precursor de outros estudos
dentro do mesmo tema e assim servird como referéncia inicial para posterior
evolucao no estudo dos mecanismos de morte celular e suas relacdes com a
vitamina C. Finalmente, porque no metabolismo dos seres vivos ndo €
possivel o isolamento do ferro e da vitamina C. Diferentemente dos estudos
laboratoriais controlados, a co-existéncia destes elementos, ainda que em

pequenas quantidades, € uma realidade, sem que isto leve a danos severos a
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vida dos organismos. FUJIMOTO et al (1982) até sugerem que esta co-
existéncia seja importante para que ocorra uma entrada mais ripida de
vitamina C para o interior da célula. Assim, o modelo de estudo que
propusemos se diferencia da maioria dos estudos laboratoriais da literatura,

mas se aproxima da realidade bioquimica das células.

5.1.4. Marcadores de dano celular

Vérios estudos tém dedicado atencao a diferentes etapas do
metabolismo celular que podem ser alvo de dano da agressdo sofrida por uma
célula. Quantificacdo do ATP celular, dosagem de calcio, métodos
colorimétricos de avaliagdo de viabilidade celular (Azul de Tripam, Acridin
Orange), estudos de mecanismos de apoptose/necrose (eletroforese de DNA
em gel de agarose), ciclo celular (citometria de fluxo), mecanismos oxidativos
celulares (producdo de MDA ou TBARS, Ressoniancia Paramagnética de
Spins), entre outros.

Optamos pela quantificacdo da liberacdo de DHL pelos queratinocitos
como método indicador do nivel de agressao celular e pela dosagem do MDA
como método de avaliacdo do estresse oxidativo. Outros autores escolheram o

DHL foi escolhido como marcador de agressio como ITANNONE (1993),
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STEWART (1996), TEBBE (1997) e DURAO JR (1999) enquanto KANEKO
(1993) e BHATNAGAR (1994) utilizaram o azul de tripam.

Ja em relacdo a peroxidagdo lipidica quase todos os autores utilizam
como marcador o método do 4cido tiobarbitirico (MDA ou TBARS), com
excecao de IJANNONE (1993) fez uso da espectroscopia de ressonancia de
spins (RSP). A RSP € um método de estudo mais caro e exige aparelhagem
especifica, sendo possivel a demonstracdo da formacado de radicais livres por
graficos. O método do 4cido tiobarbiturico consiste de reagdes quimicas, com
baixo custo e facil realizacdo, que determinam a formag¢do dos TBARS
(reagentes do 4cido tiobarbitirico) cujo elemento mais freqiiente € o
malonaldeido (MDA). Estes TBARS sdo subprodutos da peroxidacao lipidica
de membranas plasmaéticas.

Ao final dos estudos, consideramos que os métodos escolhidos
inicialmente mostraram-se adequados aos objetivos propostos, salientando que
novas etapas desta pesquisa se fazem necessarias para o entendimento do

comportamento do consumo das defesas antioxidantes dos queratindcitos.
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5.2. ANALISE DOS RESULTADOS

5.2.1. Dosagens de DHL

Os resultados obtidos demonstram que a vitamina C foi capaz de
diminuir de maneira discreta e ndo significante a quantidade de DHL liberado,
quando comparados os grupos controle com e sem vitamina C.

Com a realizacdo da hip6xia, os valores de DHL aumentaram cerca de
seis vezes, demonstrando a efetividade da agressao causada pelo mecanismo
de hipoxia proposto. Assim, durante a fase experimental pudemos confirmar
os achados observados no projeto piloto, de que a hipéxia de 30 minutos foi
suficiente para causar um alto nivel de agressao celular. Achamos que este
modelo de hipoxia mostrou-se valido e pode ser utilizado por outros
pesquisadores interessados no estudo de substancias que atuem na morte
celular de queratindcitos submetidos a hipoxia, porém novos trabalhos devem
ser realizados para determinacdo mais correta do tempo em que estas células
comecam a apresentar aumento da liberagdo de DHL. Outro fator que vale ser
discutidos € a correlagdo deste achado com a pratica clinica, onde
freqiientemente permitimos que tecidos permanecam em isquemia por horas

ou dias (isquemia em baixa temperatura), sem que possamos notar a perda de
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viabilidade destes tecidos. Achamos que a quantificagdo do DHL se destina a
mensurar a agressao celular, que ndo necessariamente leva a morte celular.
Mesmo em um enxerto de pele parcial existe a presenca de parte da derme
com seus respectivos constituintes, que podem apresentar diferente
sensibilidade a isquemia.

Os resultados obtidos no grupo tratado com vitamina C e submetido a
hipoxia observamos uma redugdo significante dos niveis de DHL, que se
mostraram proximos dos valores do grupo controle, indicando que a vitamina
C foi eficaz em reverter os efeitos da agressdo induzida pela hipoxia. Estes
resultados sao concordes com os observados por TEBBE (1997) que obteve
reducdo de 45% na liberacdo de DHL no grupo submetido aos efeitos da
vitamina C quando comparados ao grupo controle. Assim, podemos verificar
que as células submetidas a hipdxia sofrem menor agressdo quando na

presenca de vitamina C.

5.2.2. Dosagens do MDA

A observacdo dos dados relativos as dosagens do MDA nos grupos

controle e controle com vitamina C mostrou que a simples adi¢ao de vitamina
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ocasionou um aumento ndo significante da peroxidacdao lipidica nestas
amostras.

Quando comparamos as dosagens de MDA do grupo submetido a
hipdxia aos grupos controle (com e sem vitamina C), vemos um significativo
aumento da peroxidacdo lipidica, sugerindo que o modelo de retirada de
oxigénio foi efetivo na producao do estresse oxidativo.

A anélise dos valores do MDA do grupo submetido a hipdxia e que
receberam vitamina C mostra novamente um grande aumento, porém nao
significante, da producdo de radicais livres em relacdo aos grupos controle
(com e sem vitamina C) e ao grupo de hipoxia. Estes achados sdo inversos aos
obtidos por DUARTE (2001) que observou reducao significante do MDA em
queratinocitos cultivados e submetidos ao DMSO. SHIMMRA et al (1999)
também obtiveram diminui¢do dos radicais livres pelo DMSO em células
corneanas submetidas a laser excimer. A piora na producdo de radicas livres
nos grupos que receberam vitamina C pode ser interpretada pelo fato de que a
vitamina C deve ter atuado como um agente pré-oxidante, possivelmente pela
presenca de metais contaminantes nos meios de cultura. Por ndo termos
utilizado quelantes para inativar estes metais, podemos interpretar que
provavelmente a vitamina C tenha atuado favorecendo a produc¢do de radicais

livres. Como os trabalhos sobre o assunto usam rotineiramente quelantes de
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ferro, ndo € possivel uma comparacgao direta dos dados por n6s obtidos com o0s
encontrados nas referéncias da literatura. Entretanto KANEKO et al (1993)
também observou melhora na protecdo celular ao estresse oxidativo quando
células endoteliais foram expostas ao hidroper6xido do acido linoleico (agente
oxidante) e a vitamina C (antioxidante). Quando o agente antioxidante foi
trocado por derivados lipofilicos de 4cido ascorbico, seus efeitos protetores
foram efetivos mas pouco intensos. Estes resultados nos conduzem a um
questionamento sobre a real influéncia da solubilidade do agente antioxidante

sobre a membrana lipidica celular.

5.2.3. Comparacao dos valores do DHL e do MDA

A observacdo dos graficos comparativos do DHL com MDA nos
diversos grupos mostrou que apesar do aumento dos valores de MDA em
todos os grupos que receberam vitamina C, este aumento ndo se refletiu na
piora da viabilidade dos queratindcitos medido pelo DHL. Ao contrario disso,
todos os grupos que receberam vitamina C apresentaram diminui¢do da
permeabilidade das membranas celulares a esta enzima, sendo capaz da
praticamente anular os efeitos deletérios da hip6xia com o retorno das

dosagens de DHL a valores proximos aos dos grupos controle. Quando
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comparamos os nossos resultados com os obtidos por TEBBE et al (1997),
observamos semelhancas com relacdo aos efeitos dose-dependente da
vitamina C quanto a diminuicdo da agressao celular (medida pelo DHL) e
resultados diversos quanto ao estresse oxidativo (MDA). Entretanto, como
agente oxidante (UVA) e as doses de vitamina C foram diferentes, ndo ¢é
possivel realizarmos comparacdes absolutas de valores. Ainda com relacio a
esta publicagdo, achamos que em futuros trabalhos devemos incluir pesquisas
sobre a liberacdo de citoquinas pelos queratindcitos, assim como a realizada
por estes autores. Estes resultados aparentemente contraditorios de melhora da
viabilidade celular apesar do aumento da producdo de radicais livres nos leva
a suposi¢ao de algumas hipoteses. Podemos interpretar que a vitamina C
diminui a vulnerabilidade dos queratindcitos perante a hipéxia por mecanismo
ndo esclarecido, sendo necessarios novos estudos para melhor esclarecimento
dos mecanismos de morte celular. Outra interpretagdo, agora dentro das
teorias de oxidologia seria de que ao estimular a produgao de radicais livres a
vitamina C tenha sido transformada em DHA, que possui uma ripida
penetracdo para o interior das células. ApOs esta etapa, por acdo enzimatica,
DHA pode ter gerado vitamina C em maiores quantidades no espaco
intracelular onde, de alguma maneira pode ter atuado como agente protetor

celular.
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Apesar da aparente contradicdo entre a diminuicdo da lesdo celular
mostrada pela dosagem de DHL e o aumento da agressdao por radicais livres
evidenciada pela dosagem do MDA obtida com o uso da vitamina C, estes
achados estdo de acordo com o que observamos no estudo in vivo em estudo
anterior (SANTOS, 1996). Neste ultimo, a vitamina C diminuiu clinicamente
a necrose dos retalhos cutaneos apesar do aumento da producio de radicais
livres. Assim sendo, a diferenca entre achados benéficos da vitamina C
(diminuicao de necrose tecidual e aumento da viabilidade celular) e os efeitos
possivelmente deletérios da estimulacdo da formacdo de radicais livres
permanecem sem uma adequada explicacdo, exigindo maiores estudos nas
areas de lesao celular e seus mecanismos oxidativos.

Este trabalho faz parte da linha de pesquisa de transplante de tecidos da
disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP-EPM, onde vérios trabalhos t€ém
dedicado especial atencdo aos fendmenos de isquemia e necrose tecidual. As
conclusdes aqui obtidas, apesar de aparentemente contraditorias, estdo em
conformidade com os achados recentes de alguns pesquisadores, porém
permanecendo sem uma explicacido definitiva. Assim passamos por esta etapa
dos estudos com a impressao de uma efetiva contribui¢do aos conhecimentos

atuais a respeito dos queratindcitos e da oxidologia, mas nos vemos obrigados
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a prosseguir em novas pesquisas referentes a influéncia da vitamina C nos

processos de apoptose e necrose celular.

6. CONCLUSOES

O presente estudo nos permitiu as seguintes conclusoes:
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» A vitamina C diminuiu a lesdo nos queratindcitos humanos

cultivados e submetidos a hipoxia;

» A vitamina C aumentou de maneira ndo significante o estresse

oxidativo nestes queratindcitos.

7. ANEXO
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Tabela : Média, mediana e desvio padrao das dosagens de DHL(%).

Controle Controle Hipdxia  Hipdxia  Hipdxia reg;?ogr:?éo
(aberto) (fechado) (12 horas) (18 horas) (24horas) genag
imediata
Média 27,00 27,34 61,69 58,29 58,07 51,36

Dosagem de DHL (%) em cultura de queratinécitos submetidos a hipoxia
de 30 minutos, 12, 18 e 24 horas.

70,00+
60,00
50,00+
40,00+
30,00+
20,00+
10,00

0,00+

O Controle M Controle O Hipdxia O Hipéxia W Hipoxia O Hipéxia +
(aberto) (fechado) (12 horas) (18 horas) (24horas) reoxigenacao
imediata
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ABSTRACT

These studies were aimed at verifying the effects of the Vitamin C in
cultured human keratinocytes in response to hypoxia, considering oxidative
metabolism or stress conditions. The method was based on the isolation and culture
of human keratinocytes in 40 bottles, that were divided in four groups: controll
group, vitamin C controll group, hypoxia and hypoxia along with vitamin C.

The kerationcytes were under hypoxia by the replacement of the gas inside
the bottles for a mixture_composed by 95% of N, and 5% of CO, for 30 minutes.
The results were evalueted by the cell aggression (through level of DHL) and the
oxidative stress (though level of MDA).

All in all, it was possible to conclude that vitamin C was able to decrease in
a significant way the cell aggression by hypoxia, having, although, worsened the

oxidative stress ( not significant).



