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RESUMO

PADROES DE IMUNOEXPRESSAO DA LAMINA B1 E DA B-
GALACTOSIDASE DURANTE O ENVELHECIMENTO CUTANEO
INTRINSECO HUMANO

Tamsin Arabella Burgues

Orientadores: Professora Doutora Christina Maeda Takiya
Professor Doutor César Silveira Claudio-da-Silva
Doutor Chang Yung Chia

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Cirurgicas, Faculdade de Medicina, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a obtenc¢ao do
titulo de Mestre em Medicina.

BURGUES, T. Padrbées da imunoexpressao da lamina B1 e da B-galactosidase
durante o envelhecimento cutadneo intrinsico em humanos. Dissertagéo
(Mestrado em Medicina). Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

O envelhecimento cutaneo € um processo multifatorial caracterizado
pela mudanga na funcionalidade da pele, e diretamente associado a uma
regulagao negativa do metabolismo, da expressao génica, exaustdo de células-
tronco, disfungcdo na comunicacéao intercelular e a senescéncia celular. Células
senescentes sao incapazes de se dividir, mas sao metabolicamente ativas. Elas
se acumulam na pele durante o envelhecimento extrinseco, sendo pouco
conhecido sua presenga no envelhecimento intrinseco da pele. Varios
biomarcadores tem sido utilizados para a detec¢cdo das célu-las senescentes,
dentre eles, a B-galactosidase associada a senescéncia, niveis elevados dos
inibidores do ciclo celular p21WAF1 e p16INK4A, HMGB1, remodelamento da
cromatina, lesdo do DNA e a expressédo diminuida da lamina B1, componente
estrutural da membrana nuclear. Estes biomarcadores nao sao especificos para
senescéncia, recomendando-se a demonstracdo de mais de dois
biomarcadores. Este estudo tem como objetivo a demonstragdo da lamina B1 e
B-galactosidase na epiderme humana durante o envelhecimento intrinseco,
através da imunohistoquimica e quantificados. As amostras de pele de regido
protegida da luz solar foram obtidas de pele remanescente de cirurgia estética
da mama, oriundas de mulheres saudaveis, sem historia de exposigao frequente
a luz solar, ou tabagismo, uso de hormonios e IMC > 28. As 35 amostras foram
distribuidos em 3 grupos de acordo com a idade (grupo |: 18-29 anos, n=12;
grupo lI: 30-49 anos, n=13; grupo lll: 50-70 anos, n=10). O estudo foi aprovado
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pelo comité de ética em pesquisa da instituigao, registro de no. 4.118.956. Cortes
histolégicos obtidos de blocos de parafina e corados com hematoxilina-eosina
(HE) foram utilizados para a definicdo da pele envelhecida; os parametros:
espessura da epiderme e o indice de interdigitacdo (achatamento da borda
inferior da jungao dermo-epidérmica) foram obtidos. Foi realizada a técnica de
imunofluorescéncia indireta nos cortes parafinados utilizando o anticorpo anti-
lamina B1 e B-galactosidase, ambos, anticorpos policlonais (coelho), revelados
com o anticorpo secundario conjugado com Cy3. Lamina B1 esta presente na
membrana nuclear de células da epiderme, com intensidades variadas,
avaliadas através de escore histologico numérico (0 — 3), onde 3 representa a
marcacdo intensa em toda a membrana nuclear; 2 representa marcagao
moderada em toda a membrana e 1, marcacéo leve da membrana nuclear. Os
cortes histoldégicos demonstram haver um declinio progressivo da espessura da
epiderme com achatamento da jungdo dermo-epidérmica, progressivos e
significantes com o envelhecimento intrinseco. A $-galactosidase esta presente
no citoplasma (lisossomos) de células da epiderme. Com o envelhecimento
houve aumento significante do numero de células com escore 1 e diminuicéo
significante do numero de células com escore 2 e 3 na epiderme. O per-centual
de células B-galactosidase+ aumentou, de forma significante em células das
camadas basal-suprabasal e espinhosa-granular da epiderme. Em concluséo,
os dois biomarcadores utilizados, de forma semelhante a da literatura, foram
capazes de evidenciar a presenga de células senescentes durante o
envelhecimento intrinsico, validando tanto o escore numérico da lamina B1
utilizado como o anticorpo contra a (3-galactosidase para a detecgéo de células
senescentes.

Palavra-chave: Pele; Senescéncias; Lamina B1; [(-galactosidase;
Envelhecimento.
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ABSTRACT

PATTERNS OF LAMIN B1AND B-GALACTOSIDASE IMMUNOEXPRESSIONS
DURING HUMAN INTRINSIC CUTANEOUS AGING

Tamsin Arabella Burgues

Orientadores: Professora Doutora Christina Maeda Takiya
Professor Doutor César Silveira Claudio-da-Silva
Doutor Chang Yung Chia

Abstract da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias Cirurgicas, Faculdade de Medicina, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do
titulo de Mestre em Medicina.

BURGUES, T. Patterns of lamin B1 and B-galactosidase immunoexpressions during
human intrinsic cutaneous aging. Dissertation (Masters in Surgical Sciences)

Faculty of Medicine, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 2025.

Aging of the skin is a multifactorial process characterized by changes in skin
functionality and is directly associated with downregulation of metabolism, gene
expression, stem cell depletion, dysfunction in intercellular communication, and
cellular senescence. Senescent cells are not capable of dividing but are
metabolically active. They accumulate in the skin during extrinsic aging, and their
presence in intrinsic skin aging is poorly understood. Several biomarkers have
been used to detect senescent cells, including senescence-associated [3-
galactosidase, elevated levels of cell cycle inhibitors p21WAF1 and p16INK4A,
HMGB1, chromatin remodeling, DNA damage, and decreased expression of
lamin B1, a structural component of the nuclear membrane. These biomarkers
are not specific for senescence, and it is recommended to demonstrate more than
two biomarkers. This study aims to demonstrate lamin B1 and p-galactosidase in
human epidermis during intrinsic aging, through immunohistochemistry and
quantification.

Skin samples from the sun-protected area were obtained from skin remnants
after aesthetic breast surgery, from 35 volunteers (healthy women) with no history
of frequent exposure to sunlight, or smoking, hormone use, and with BMI > 28.
The volunteers were distributed into 3 groups according to age (group I: 18-29
years, n=12; group Il: 30-49 years, n=13; group lll: 50-70 years, n=10). The study
was approved by the research ethics committee of the institution, registration no:
4.118.956.
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Histological sections obtained from paraffin blocks and stained with hematoxylin-
eosin (HE) were used to define aged skin; the following parameters were
obtained: epidermal thickness and interdigitation index (flattening of the lower
edge of the dermal-epidermal junction). Indirect immunofluorescence was
performed on paraffin sections using anti-lamin B1 and beta-galactosidase
antibodies, both polyclonal antibodies (rabbit), revealed with the secondary
antibody conjugated with Cy3. Lamin B1 is present in the nuclear membrane of
epidermal cells, with varying intensities, evaluated by means of a numerical
histological score (0-3), where 3 represents intense staining throughout the
nuclear membrane; 2 represents moderate staining throughout the membrane;
and 1, mild staining of the nuclear membrane.

Histological sections demonstrate a progressive decline in epidermal thickness
with flattening of the dermal-epidermal layer, progressive and significant with
intrinsic aging. B-galactosidase is present in the cytoplasm (lysosomes) of
epidermal cells. With aging, there was a significant increase in the number of
cells with score 1 and a significant decrease in the number of cells with scores 2
and 3 in the epidermis. The percentage of B-galactosidase+ cells increased
significantly in cells of the basal-suprabasal and spinous-granular layers of the
epidermis. In conclusion, the two biomarkers used, similarly to those in the
literature, were able to demonstrate the presence of senescent cells during
intrinsic aging, validating both the numerical score of lamin B1 used and the
antibody against p-galactosidase for the detection of senescent cells.

Keywords: Skin; Senescence; Lamin B1 ; B-galactosidase; Aging.
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1. INTRODUGAO

O envelhecimento cutaneo é caracterizado pelo afinamento da estrutura da
pele e alteragao das suas funcgdes tais como comprometimento da barreira fisica
com prejuizo da homeostase hidrica e térmica, aumento da inflamagéao e maior
suscetibilidade a varios disturbios de pele, incluindo cancer (Velarde e Demaria,
2016). O envelhecimento cutaneo é um processo multifatorial e atualmente ha um
consenso de que o envelhecimento esta diretamente associado a regulagao
negativa do metabolismo, padrées de expressao génica, exaustdo do pool de
células-tronco, disfungdo na comunicacéao intercelular e senescéncia celular (Di
Micco et al., 2021; Schmeer et al., 2019). Além disso, o comprometimento,
relacionado a idade, na sua capacidade redox resulta no acumulo de ROS
(Reactive Oxygen Stress) (Davalli et al., 2016; Hensley & Floyd, 2002), o que leva
a disfuncgao celular devido ao efeito prejudicial sobre os componentes celulares,
incluindo proteinas, lipidios e DNA (Gniadecka et al., 1998; Gu et al., 2020). Em
resposta a fatores de estresse, incluindo danos ao DNA, as células entram em um
estado de parada irreversivel do crescimento, que € chamado de senescéncia
celular (Hayflick, 1965).

A senescéncia celular é considerada um mecanismo de defesa em
resposta aos estimulos prejudiciais e desempenha um papel importante no
processo de envelhecimento da pele (Fitsiou et al., 2021; Wlaschek et al., 2021;
Kim et al., 2020; Gerasymchuk et al., 2022; Papaccio et al., 2022). Embora seja

um mecanismo compensatoério benéfico em resposta a danos celulares e estresse



no organismo envelhecido, a senescéncia pode se tornar prejudicial em
combinagdao com exaustdo de células progenitoras e/ou redugédo da renovagao
celular. (Lopez-Otin et al., 2013; Sharpless & DePinho, 2007).

Atualmente, a senescéncia celular é considerada uma das marcas
registradas do envelhecimento, contribuindo para o declinio da funcionalidade do
tecido com a velhice (Lopez-Otin et al., 2013). As células senescentes se
acumulam na pele durante o envelhecimento (Dimri et al., 1995; Ressler et al.,
2006; Waaijer et al., 2012) e, embora incapazes de se dividir, permanecem
metabolicamente ativas. Elas exibem um secretoma alterado, denominado
secrecao liberada por algumas células senescentes, aquelas denominadas
fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP), que compreende citocinas
pro-inflamatérias que alteram consideravelmente o microambiente da pele
(Campisi, 2013).

As células senescentes da pele exibem os marcadores classicos de
senescéncia celular. A detecgdo da atividade da B-galactosidase associada a
senescéncia (SAB-gal) continua sendo o padrao ouro para identificar células
senescentes. No entanto, sua deteccgao é dificultada por uma série de desafios e
obstaculos técnicos, como a incapacidade de detectar a atividade enzimatica da
SAB-gal em amostras fixadas e atividade nao especifica em certos tipos de células
e compartimentos de tecido (Dimri et al., 1995; Krishna et al., 1999; Lee et al.,
2006). B-Galactosidase (B-gal) € um termo coletivo para enzimas que clivam
residuos de B-D-galactose ndo redutores em 3-D-galactosideos. -gals séo ativos

contra uma ampla gama de substratos, como o0 queratano sulfato de



glicosaminoglicano, acido contendo galactose, o nucleo proteoglicano de
condroitina 4-sulfato e glicolipidios, como gangliosideo GM1 e gangliosideo
asialo-GM1 (Gossrau et al., 1991).

O pH étimo do B-gal lisossomal varia de 3 a 5 e é dependente de espécie,
orgao, substrato e tampéao e, portanto, € comumente chamado de [-gal acido.
Além disso, a atividade de B-gal em pH 6 & considerada inerente as células
senescentes (Dimri et al., 1995; Thomas et al., 1998; Litaker et al., 1998; Mendez
et al., 1998; Naasani et al., 1998; van der Loo et al., 1998) e, portanto, agora é
comumente referida como b-galactosidase associada a senescéncia (SA-$ gal).
Existem duas formas de 3-gal, uma forma lisossomal e a SA-b-gal; a diferenciacao
entre elas € baseada no pH (6timo) no qual a reagdo de coloragdo quimica é
realizada.

Como as células senescentes sao células terminais, com parada do ciclo
celular, reguladores do ciclo celular como p16INK4a, p21CIP1 e p53 (Collado e
Serrano, 2010) tém sido comumente empregados para detectar células
senescentes. Fibroblastos da pele humana apés radiagao ultravioleta regulam
positivamente p16INK4a, p21CIP1 e p53 simultaneamente (Chen et al., 2008). As
células senescentes positivas para p16INK4a acumulam-se em varios tecidos,
incluindo a pele, de forma dependente da idade (Krishnamurthy et al., 2004;
Michaloglou et al., 2005; Ressler et al., 2006; Coppé et al., 2011; Waaijer et al.,
2012), bem como em algumas lesbes pré-neoplasicas, incluindo nevos humanos
benignos, ricos em melanécitos, causados por mutagdes ativadoras de N-RAS ou

em seu alvo ajusante, BRAF (Michaloglou et al., 2005; lvanov et al., 2013).



Além disso, niveis diminuidos da proteina nuclear nao histona HMGB1,
reorganizagao da cromatina, danos ao DNA, expressao diminuida da lamina B1,
um componente estrutural da ldmina nuclear (Ho & Dreesen, 2021; Wang &
Dreesen, 2018) e focos de danos ao teldbmero também sado considerados
biomarcadores presentes em células senescentes da pele (Choi et al., 2020; Ryu
et al., 2019; Victorelli et al., 2019; Waaijer et al., 2012). No entanto, todos esses
biomarcadores néo sao especificos para a senescéncia.

Embora o numero de células senescentes aumente durante o
envelhecimento cronoldgico da pele humana (Dimri et al., 1995; Ressler et al.,
2006; Waaijer et al., 2012; Dreesen et al.,, 2013a; Ghosh e Capell, 2016), a
frequéncia de células senescentes na epiderme € baixa, mesmo quando a
epiderme é constantemente exposta a estimulos prejudiciais (Idda et al., 2020; Ho
& Dreesen, 2021). Uma explicacdo pode ser que o tempo de renovacado dos
queratinécitos ocorre ao longo de aproximadamente 20—-28 dias. Devido a esse
periodo limitado de vida dos queratindcitos, foi sugerido que nao haveria tempo
para o acumulo de um pool duradouro de queratindcitos senescentes na pele
(Bergstresser e Richard Taylor, 1977).

De fato, a proteina p16INK4a ¢é indetectavel em queratinécitos de pessoas
jovens, mas o numero de células positivas para p16INK4a aumenta com a idade
nos compartimentos epidérmico e dérmico, e a expressdo de p16INK4a se
correlaciona diretamente com o envelhecimento cronolégico da pele humana in
vivo (Cordisco et al.,, 2010; Ressler et al., 2006). A proteina p16INK4a foi

detectada em bidpsias de pele humana de areas expostas ao sol (Chung et al.,



2019; Yoon et al., 2018; Fitsiou et al., 2021), enquanto, em pessoas jovens,
p16INK4a é indetectavel em queratindcitos. Foi demonstrado que as células
positivas para p16INK4a em tecidos de pele de areas fotoprotegidas de doadores
jovens e de idosos eram predominantemente melandcitos e n&o queratinécitos na
camada epidérmica. (Freund et al., 2012; Waaijer et al.,, 2012, 2016, 2018;
Pawlikowski et al, 2013) Além disso, marcadores de células senescentes como
p16INK4a, lamina B1 e HMGB1 foram detectados em queratinécitos de ceratoses
actinicas, lesbes associadas a UV (Hodges & Smoller, 2002).

A senescéncia celular provoca uma remodelacdo dramatica da lamina
nuclear, uma rede de proteinas localizada abaixo da membrana nuclear interna
(Shimi et al., 2011; Freund et al., 2012; Dreesen et al., 2013a). A lamina B1, um
filamento intermediario expresso em todas as células somaticas (Stewart e Burke,
1987; Hoger et al., 1988), é regulada negativamente em células em senescéncia
in vitro (Shimi et al., 2011; Freund et al., 2012; Dreesen et al., 2013; Ivanov et al.,
2013; Sadaie et al., 2013; Shah et al., 2013; Wang et al., 2017) e in vivo durante
o envelhecimento cronolégico da pele humana (Dreesen et al., 2013), em
melandcitos senescentes dentro de nevos humanos (lvanov et al., 2013), na
epiderme da pele de camundongos exposta a UV (Wang et al., 2017), figado de
camundongos irradiados (Freund et al., 2012) e em rins de um modelo de
camundongo com envelhecimento prematuro (Baar et al., 2017). Além disso, com
base na imunoexpressao de lamina B1, alguns trabalhos mostram o acumulo de

células senescentes na epiderme humana (Dreesen et al., 2013), mas uma



caracterizacdo mais detalhada da redugdo da lamina B1 na epiderme é
necessaria, conforme apontado por Wang & Dreesen (2018).

Portanto, o objetivo deste estudo é caracterizar com maior detalhe, in situ,
o declinio da lamina B1 em células epidérmicas de pele humana protegida
(envelhecimento intrinseco) em associagdo com a imunocoloragdo de -

galactosidase.

1.1 - Fundamentagao Tedrica

1.1.1 - Envelhecimento

A populacdo mundial esta envelhecendo rapidamente. Entre 1974 e 2024,
a parcela mundial de pessoas com 65 anos quase dobrou, aumentando de 5,5%
para 10,3%. Entre 2024 e 2074, havera um incremento de quase um dobro,
chegando a 20,7% (UN de United Nations), de acordo com projegbes
populacionais das Nagdes Unidas (UN de United Nations). Durante o mesmo
periodo, o numero de pessoas com 80 anos ou mais devera aumentar mais de
trés vezes. Estima-se que 2,1 bilhdes de pessoas ou, 1 em 6 tera a idade de 60
anos pelo ano de 2030 (Organizacdo Mundial da Saude, 2022). A maior
propor¢do de idosos hoje esta presente nos paises desenvolvidos; porém
estamos verificando que os paises em desenvolvimento, também estédo
vivenciando uma rapida elevacao da taxa de envelhecimento populacional (UN).

O envelhecimento € um processo inevitavel da vida que culmina com o

declinio funcional gradual do organismo além de resultar em um alto risco para o



desenvolvimento de doengas crbGnicas como a diabetes, céncer e doenga
cardiaca.

O envelhecimento cronoldgico € um processo biolégico dependente do
tempo que acarreta alteragbes graduais da estrutura e fungdes de todos os tecidos
que compdem o organismo. Estas modificagdes tendem a diminuir a capacidade
de resposta adaptativa e da reparacdo tecidual portanto aumenta a
susceptibilidade para doencgas e morte. O programa genético que determina a vida
util e o envelhecimento tem sido investigado em modelos animais, incluindo as
leveduras (Saccharomyces cerevisiae), vermes (Caenorhabditis elegans), insetos
(Drosophila melanogaster) e mamiferos (Mus musculus) (Guarente & Kenyon,
2000). Nos humanos, doengas genéticas que apresentam sinais clinicos de
envelhecimento precoce, como as sindromes progeroides s&o importantes fontes
de informacdo para a identificacdo de efetores moleculares envolvidos no
envelhecimento (Martin & Oshima, 2000).

Os estudos, em individuos centenarios, ttm demonstrado a importancia de
polimorfismos alélicos especificos para a predisposicdo de humanos para a
longevidade ou resisténcia para desordens relacionadas ao envelhecimento
(Capri et al.,, 2006). Além de fatores genéticos intrinsecos, o envelhecimento
cronoldgico é controlado através de mecanismos epigenéticos, e € afetado por
parametros ambientais incluindo a nutri¢ado (Finch & Tanzi, 1997) o que indica que

o envelhecimento € um processo biolégico complexo, multifatorial.



1.1.2 - Envelhecimento cutaneo

A pele é 0 maior e 0 mais exposto orgdo do nosso corpo. Esta
continuamente exposto aos fatores ambientais como a radiag&o ultravioleta (UV),
o fumo, calor e a poluicao ambiental. Os danos consequentes a essas agressoes
sao considerados de “envelhecimento extrinseco”. A pele também é submetida ao
envelhecimento intrinseco ou cronolégico. O processo de envelhecimento
intrinseco pode ser considerado como o envelhecimento programado, que resulta
da agressao continua ao nucleo por varios fatores, sendo o mais representativo o
estresse oxidativo causado pelas espécies reativas de oxigénio (ROS). As células
exibem um sistema de defesa contra o estresse oxidativo, incluindo a superoxido
dismutase (SOD), tripeptideo glutationa e catalase (Steenvoorden & van
Henegouwen, 1997). O comprometimento relacionado a idade da capacidade
redox resulta no acumulo de ROS, que tem efeito deletério aos componentes
celulares como as proteinas, lipideos e ao ADN resultando na disfuncao celular
(Gniadecka et al., 1998; Gu et al., 2020). As ROS geradas pelos fatores externos
tais como a radiagéo UV e a poluicdo ambiental também tem papel significativo
no envelhecimento extrinseco.

A pele envelhecida normalmente apresenta caracteristicas que incluem
rugas, flacidez, adelgagamento e pigmentagao aberrante (Ortonne, 1990; Ho and
Dreesen, 2021). Embora essas caracteristicas sejam comumente consideradas
preocupacgoes estéticas, elas significam uma deterioragdo subjacente na fisiologia
e na fungéo da pele (Ortonne, 1990). Como a pele consiste em uma populagao

celular diversificada com interagdes complexas entre diferentes células



residentes, o mecanismo pelo qual diferentes tipos de células contribuem para
varias manifestacées do envelhecimento da pele permanece obscuro.

No envelhecimento da pele, ha uma redugéo no numero de fibroblastos e
dos vasos que irrigam a pele (Castelo-Branco et al., 1992). A sintese de colageno
e elastina da pele diminui 1% a cada ano, levando a desorganizagéao do tecido
conjuntivo. Esta deplecédo de colageno e elastina causa o desenvolvimento de
rugas na pele na camada dérmica (Lovell et al., 1987). A pele exposta ao sol leva
gradualmente a flacidez da pele. Isto leva a perda de fibrilas e colageno tipo VII
(Col-7) que retardam a ligagéo entre a epiderme e a derme, levando a uma pele
extrinsecamente envelhecida (Curtis et al., 2005). O envelhecimento da pele pode
ocorrer em qualquer camada da pele.

No entanto, ha uma crescente quantidade de evidéncias que apontam para
as células senescentes como um fator-chave do processo de envelhecimento em
varios orgaos, incluindo a pele (Wang e Dreesen, 2018; Victorelli et al., 2019;

Fitsiou et al., 2021; Low et al., 2021).

1.1.3 - Senescéncia celular

O estado senescente pode ser caracterizado como uma parada irreversivel
do ciclo celular, associada a supressao de genes alvo E2F (Narita et al., 2003)
que estéo envolvidos na promogéo da proliferagao celular e na progressao do ciclo
celular na fase S (Ren et al., 2002). As células senescentes sdo acompanhadas

pela expressdao de um fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP) e por



um aumento da resisténcia a apoptose (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007; He
& Sharpless, 2017; Kuilman et al., 2010).

Apos aproximadamente 40-60 duplicagdes populacionais (dependendo
do tipo de célula), o comprimento dos teldbmeros atinge um limiar critico que
provoca uma ativagdo permanente dos pontos de verificacdo de vigilancia de
danos ao DNA e, por sua vez, induz a senescéncia celular replicativa (Fagagna et
al., 2003). Esta agora claro que, além do desgaste dos teldbmeros, as células
também podem sofrer senescéncia em resposta a varios fatores, incluindo
estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e metabdlica, bem como ativagao
oncogénica (Regulski, 2017; Wang e Dreesen, 2018).

Como tal, a senescéncia limita a proliferacdo de células danificadas,
servindo assim como uma barreira para prevenir a proliferacédo descontrolada.
como visto na neoplasia. O papel das células senescentes & extremamente
dindmico, variando de efeitos benéficos, como promover a inflamacao durante a
cicatrizacao de feridas e interromper o desenvolvimento do cancer, até papéis
prejudiciais, como prejudicar o reparo e regeneragao de tecidos, causando
inflamacgéo persistente e degradagdo da matriz extracelular (ECM) através do

SASP (Andrade et al., 2022; Domen et al., 2022).

1.1.4 - Biomarcadores e caracteristicas das células senescentes da pele
In vitro, as células senescentes podem ser identificadas pela sua
morfologia distinta, como nucleo aumentado, tamanho celular aumentado e

aparéncia achatada. Um fendtipo menos frequente é a presengca de multiplos
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nucleos com vacuolos aumentados (Rhinn et al., 2019). Além destas alteragdes
morfolégicas, as células senescentes também apresentam um perfil molecular
distinto que permite a sua deteccdo e quantificacdo. Por exemplo, as células
senescentes aumentaram a atividade da beta-galactosidase associada a
senescéncia (SA-B-gal) em pH 6,0 e aumentaram a massa lisossomal (Kurz et al.,
2000; Coppé et al., 2008). SA-B-gal € uma B-galactosidase lisossomal e um
biomarcador comum de células senescentes (Dimri et al., 1995; Coppé et al.,
2008; Sharpless & Sherr, 2015).

Embora a atividade de SA-B-gal atinja o pico em pH 6,0, outras isoformas
de B-gal expressas em células normais ou nao senescentes exibem maior
atividade enzimatica em pH 4-4,5, permitindo assim a distincdo entre células
senescentes e ndo senescentes (Dimri et al., 1995).

No entanto, varios estudos relataram atividade inespecifica de SA-B-gal em
células ndo senescentes dentro de foliculos capilares, glandulas sebaceas e
écrinas, ductos na pele, lumen do duodeno do intestino delgado in vivo, bem como
em células confluentes in vitro (Dimri et al., 1995; Going et al., 2002). Além disso,
baseado em SA-B-gal a deteccdo de tipos de células senescentes pode ser
desafiadora, embora ndo impossivel, em tecidos criopreservados ou fixados, pois
0 ensaio requer atividade enzimatica ativa, que muitas vezes é perdida apds a
fixagao do tecido (Debacq-Chainiaux et al., 2009; Jannone et al., 2020).

Por ultimo, vale ressaltar que a atividade SA-B-gal ndo é necessaria para a
indugdo da senescéncia, uma vez que os fibroblastos de pacientes sem [3-

galactosidase lisossomal funcional ainda sofrem senescéncia, conforme
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detectado por outros marcadores de senescéncia, como a regulagao positiva de
p16, p21 e p53 (Lee et al., 2006). Assim, recomenda-se a utilizagdo da coloragéo
SA-B-gal em conjunto com outros biomarcadores de senescéncia (McConnell et

al., 1998; Kumari and Jat, 2021).

1.1.5 - Fenétipo secretor associado a senescéncia (SASP)

As células senescentes exibem um fenétipo hipersecretor conhecido como
SASP, que consiste em citocinas, fatores de crescimento e proteases (Coppé et
al., 2008; Coppé et al., 2010a; Chien et al., 2011). As células senescentes, através
do seu SASP, impdem os seus efeitos bioldgicos as células vizinhas, contribuindo
assim para o declinio da fungao tecidual relacionado com a idade (Rodier et al.,
2009; Coppé et al., 2011; Wilkinson e Hardman, 2020). O SASP depende de uma
ativagao robusta de vias de resposta a danos no DNA e foi proposto como
consistindo em duas ondas de secretomas distintos (Nacarel-li et al., 2019). A
primeira onda é de natureza imunossupressora e inclui fatores como TGF-$1 e
TGF-B3, enquanto o secretoma pro-inflamatoério secundario inclui proteinas como
interleucinas (IL)-1pB, IL-6 e IL-8 (Hoare et al., 2016; Ito et al., 2017). O SASP pode
causar efeitos deletérios devido a fatores pro-inflamatérios como IL-1a, IL-1, IL-
6, IL-8 e proteinas inflamatdrias de macréfagos (MIPs) (Kuilman et al., 2008;
Campisi, 2013). Foi relatado que esses fatores induzem proliferagdo
descontrolada, inflamacgao e angiogénese de maneira paracrina e autécrina (Bavik
etal., 2006; Coppé et al., 2006; Yang et al., 2006; Campisi, 2013; Lopes-Paciencia

etal., 2019).
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High mobility group box 1 (HMGB1) é considerada outro componente do
SASP e tem sido caracterizada como um marcador de senescéncia celular in vitro
e in vivo. HMGB1 pode ser encontrado em meios condicionados de células
senescentes; niveis reduzidos de HMGB1 e lamina B1 foram encontrados na
epiderme de lesdes pré-cancerosas de ceratose actinica (Wang et al., 2022).

O SASP também pode induzir senescéncia em células vizinhas nao
senescentes através da ativacdo de quimiocina CC, fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e receptores TGF- em um fenébmeno conhecido como
senescéncia paracrina (Acosta et al., 2013). Além disso, foi demonstrado que o
SASP promove a proliferagcédo de células epiteliais pré-malignas, bem como induz
a transigao epitelial-mesenquimal (EMT) em células de cancer de mama humano
nao agressivas, o que levou a um aumento na invasividade das ceélulas
cancerigenas (Coppé et al., 2008; Coppé et al., 2010). Além disso, também foi
relatado que a quimioterapia citotéxica induz uma resposta SASP resultando em
quimiorresisténcia, via resisténcia a apoptose mediada pela senescéncia
paracrina, bem como ativagao da proliferagdo e migragao conduzida por WNT16B
(Gilbert e Hemann, 2010; Sun et al., 2012). No entanto, também foi relatado que
o SASP recruta células imunes para lesdes pré-malignas, resultando na inibicao
da progressao tumoral, eliminagcdo de células senescentes ou cancerosas e
aumento da quimiossensibilidade (Xue et al., 2007). Isto destaca a dualidade do
SASP e seu papel tanto como supressor de tumor quanto como impulsionador de
inflamagéo, proliferagcdo e metastase. Embora tenha havido numerosos estudos

publicados sobre os efeitos do SASP, estes concentraram-se amplamente em
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fatores soluveis comuns do SASP, como IL-1, IL-6, IL-8 e varias
metaloproteinases de matriz (MMPs). Como tal, ainda ha muito a ser
compreendido sobre o SASP e suas implicagdes em diferentes tipos de células
senescentes, em resposta a diferentes estimulos indutores de senescéncia, bem
como seu papel na regulacado da regeneragao e deterioracao tecidual (Basisty et

al., 2020).

1.1.6 - Remodelamento da lamina nuclear

A remodelagcdo do envelope nuclear € uma das caracteristicas mais
importantes das células senescentes. As células eucarioticas possuem nucleos
circundados pelo envelope nuclear (EN), uma rede de proteinas que forma a
lamina nuclear, separando o nucleoplasma do citoplasma. O EN é formado pela
lamina nuclear (LN) e duas bicamadas lipidicas justapostas, a membrana nuclear
interna e a membrana nuclear externa. A LN esta localizada abaixo da membrana
nuclear interna e € composto por uma rede de proteinas fibrosas e proteinas
associadas a membrana nuclear (Gruenbaum & Foisner, 2015). O LN fornece
principalmente integridade estrutural as membranas nucleares, e as laminas sao
os principais constituintes do LN. As laminas sao filamentos intermediarios do tipo
V. Elas sao classificados como tipo A ou tipo B, de acordo com homologia em
sequéncia, padrao de expressao, propriedades bioquimicas e sua localizagéo
celular na mitose (revisado em Stuurman et al., 1998).

As laminas do tipo A sao expressas em células diferenciadas, possuem

pontos isoelétricos neutros e tornam-se completamente soluveis no citoplasma
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durante a mitose. As laminas do tipo B sdo expressas em todas as células,
possuem pontos isoelétricos acidos e durante a mitose tendem a permanecer
associadas as membranas (Gerace e Burke, 1988). Os genomas dos vertebrados
contém dois genes de lamina tipo B, denominados B1 e B2, e um gene de lamina
tipo A. Esses trés genes codificam pelo menos sete polipeptideos diferentes:
laminas A, AD10, C1 e C 2, que sao variantes de splicing do gene da lamina A, e
laminas B1-3. Lamina B3 € uma variante do splice do gene da lamina B2. As
laminas B3 e C2 sao especificas para células germinativas (Furukawa e Hotta,
1993; Furukawa et al., 1994), onde provavelmente desempenham um papel na
reorganizacao da cromatina durante a meiose (Alsheimer et al., 1996).

A perda do receptor da lamina B1 e da lamina B foi observada em varios
tipos de células submetidas a diferentes tipos de senescéncia, incluindo
senescéncia replicativa, induzida por oncogene, bem como senescéncia induzida
por radiagédo UV (Freund et al., 2012; Dreesen et al., 2013; lvanov et al., 2013;
Lukasova et al., 2017). A regulagdo negativa da lamina B1 nas células HCA2
ocorreu 2 a 4 dias apos a irradiagdo gama, em comparagao com a atividade SA-
B-gal que aumentou somente apos 7 a 10 dias apos a irradiagdo gama (Freund et
al.,, 2012). A perda de lamina B1, em conjunto com outros marcadores de
senescéncia, fornece uma ferramenta para detectar e quantificar o acumulo ou
eliminacao de tipos de células senescentes em tecidos complexos, como a pele,
em resposta a insultos ambientais, como radiagéao UV, ou apos regeneracéo e
tratamento com intervencdes antienvelhecimento (Baar et al., 2017; Wang et al.,

2017; Wang and Dreesen, 2018; Tan et al., 2021; Wang et al., 2022).
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Embora a relevancia fisiolégica do remodelamento da lamina nuclear
permanega pouco conhecida, a lamina fornece um ponto de ancoragem para
dominios de heterocromatina, que também s&o reorganizados em células
senescentes (Freund et al., 2012; Dreesen et al., 2013; Chojnowski et al., 2015;
Wang e Dreesen, 2018). Por exemplo, regides de heterocromatina altamente
condensadas, marcadas por H3K9me3 e H3K27me3, abrigam regides de DNA
silenciadas que sdo desreprimidas em células senescentes (Bojang e Ramos,
2018; Rocha et al., 2022). Esta remodelacgao global da cromatina, juntamente com
a diminuicdo na metilagdo das histonas (H3K9me3 e H3K27me3), pode
desempenhar um papel na expressao dos fatores SASP e na mudanca no perfil
metabdlico que é distinto das células senescentes (Lee et al., 2020).

Uma recente revisdo sistematica e meta-analise encontrou uma
correlagdo positiva entre a idade cronologica e o aumento dos niveis de
senescéncia em varios tecidos. Dos 51 estudos que avaliaram a atividade dos
marcadores de senescéncia p16, p21, p53, proteina 1 de ligagao a p53 (53BP1)
e SA-B-gal em individuos jovens e idosos, foi relatada uma associagao positiva
entre envelhecimento e senescéncia na artéria, sangue, cérebro, olho, coragéo,
rim, pulmao, pancreas, veia e pele (Tuttle et al., 2020). Esta correlacado da idade
cronoldgica com a senescéncia pode ser devida a muitos fatores. Por exemplo,
ha um aumento de células senescentes devido a um acumulo de danos no DNA,
levando a um ciclo de feedback positivo de fatores SASP secretados (Passos et
al., 2010; Kandhaya-Pillai et al., 2017). Alternativamente, pode estar relacionado

a uma falha do sistema imunolégico em eliminar células senescentes devido a
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imunossenescéncia relacionada a idade (Song et al., 2020; Hasegawa et al.,

2023).

1.1.7 - Células senescentes nos diferentes compartimentos da pele

Como resultado de fatores intrinsecos e extrinsecos, células senescentes
foram observadas nas camadas epidérmica e dérmica da pele. O acumulo de
células senescentes na pele tem sido associado a caracteristicas fisiolégicas da
pele envelhecida, como adelgacamento epidérmico, achatamento da juncao
dermo-epidérmica (JDE), bem como perda de colageno e elastina. Curiosamente,
acredita-se que a perda de colageno e elastina seja a forga motriz por tras do
adelgagcamento da JDE, levando a caracteristicas tipicas da pele envelhecida,
como enrugamento e perda de elasticidade (Xia et al., 2013; Waaijer et al., 2016;
Weinmillner et al., 2020).

Estudos que investigam a relagéo entre a idade do doador e 0 numero de
células senescentes positivas para p16 relataram uma correlagio positiva entre a
idade e o numero de células senescentes na epiderme e na derme e o
aparecimento de fendtipos de envelhecimento da pele, incluindo rugas finas
(Waaijer et al., 2012; Victorelli et al., 2019). Esses achados estdo de acordo com
relatos de diversas patologias cutdneas associadas a idade, com elevado numero

de células senescentes nos locais das lesdes cutaneas.
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1.1.8 - Senescéncia na derme

A derme é em grande parte composta por fibroblastos que séao
responsaveis pela producéo, organizacéo e degradacdo da MEC. Numerosos
estudos relataram um acumulo de fibroblastos senescentes na pele envelhecida
(Dimri et al.,, 1995; Ho e Dreesen, 2021; Hasegawa et al., 2023). Numa
comparacao entre individuos jovens (<40 anos) e idosos (>65 anos), constatou-
se que fibroblastos dérmicos de individuos idosos expressam niveis elevados de
p16, bem como uma maior co-localizagdo do marcador de dano ao DNA yH2AX
com telédmeros (Pereira et al., 2019).

Além disso, um estudo recente de Hasegawa et al. encontraram um
numero elevado de células positivas para p16/p21 tanto na epiderme quanto na
derme de individuos mais velhos, com um aumento maior na derme (Hasegawa
et al., 2023). Os fibroblastos senescentes secretam fatores SASP, como as
MMPs, que remodelam a MEC ao degradar o colageno e a elastina (Fisher et al.,
2009; Xia et al., 2013). A perda de colageno (colageno 7 e 17) na derme e na JDE
foi observada na pele envelhecida e acredita-se que causa o adelgacamento da
pele e a perda de elasticidade (Franzke et al., 2002; Langton et al., 2016). Embora
os fibroblastos sejam talvez o tipo de célula senescente mais extensivamente
estudado (Fitsiou et al, 2021); Ho e Dreesen, 2021), existem muitas diferengas
entre fibroblastos senescentes in vitro e in vivo, incluindo diferengas na

composicao do SASP (Lupa et al., 2015).
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1.1.9 - Senescéncia na epiderme

A epiderme é composta principalmente por queratinécitos e melandcitos,
sendo os queratinécitos o tipo de célula predominante. Apesar do elevado numero
de queratindcitos na epiderme, as analises histoldgicas revelaram que as células
senescentes neste compartimento da pele (conforme avaliado pela expressao
elevada de p16) eram quase exclusivamente melandcitos (Waaijer et al., 2016;
Victorelli et al., 2019). Os melandcitos sdo células produtoras de melanina
encontradas na camada basal da epiderme e nos foliculos capilares (Victorelli et
al., 2019).

Estudos iniciais indicaram que a epiderme muda a cada 40-56 dias,
facilitada pela proliferagdo, maturagcdo e perda de queratindcitos durante a
descamacao epidérmica (Bergstresser & Richard Taylor, 1977). A alta taxa de
renovacgao epidérmica e a descamagao dos queratindcitos no estrato corneo, a
camada mais externa da epiderme, podem explicar o baixo acumulo de
queratindcitos senescentes na epiderme (Bergstresser & Richard Taylor, 1977).
O acumulo de melanécitos senescentes positivos para p16 tem sido associado ao
aumento de rugas faciais, bem como a reorganizagéo da elastina relacionada a
idade a derme (Waaijer et al., 2012; Waaijer et al., 2016; Jarrold et al., 2022).

Foi demonstrado que esses melandcitos positivos para p16 exibem
caracteristicas-chave da senescéncia, incluindo perda de HMGB1 nuclear, focos
de dano ao DNA induzidos por teldmeros e niveis mais baixos expressos de
sirtuina 1 (SIRT1), que foi previamente associada ao envelhecimento e

senescéncia (Sasaki et al., 2006; Imai e Guarente, 2014). Além disso, os
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queratinécitos nas proximidades dos melandcitos senescentes continham focos
yH2AX aumentados, sugerindo que os melandcitos senescentes induzem danos
ao DNA nos queratinécitos vizinhos (Victorelli et al., 2019). De acordo com esta
nog¢ao, o meio condicionado de melandcitos irradiados com raios X continha niveis
elevados de fatores SASP e ativou uma resposta a danos no DNA em fibroblastos
dérmicos humanos (Victorelli et al., 2019).

Da mesma forma, os queratindcitos que foram cocultivados com
melandcitos senescentes em um equivalente de epiderme viva 3D tiveram uma
taxa de proliferagdo mais baixa, aumentaram a expressao de p16 e resultaram em

um estrato espinhoso mais fino (Victorelli et al., 2019).
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2 OBJETIVO:

Avaliar e quantificar a lamina b1 e a beta-galactosidase, biomarcadores de
senescéncia celular, na epiderme fotoprotegida (envelhecimento intrinseco) de
individuos do sexo feminino, com analises da pele de diferentes faixas etarias ao

longo do tempo de vida (18-70 anos).

21



3 METODO

3.1 - Tipo de estudo

Trata-se de estudo exploratério, prospectivo, controlado e comparativo
conduzido no Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e foi realizada com
fragmentos de pele remanescente de mamoplastia estética realizada no servigo
da cirurgia plastica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho de

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.2 - Consideracgoes éticas

Este estudo foi realizado seguindo as normas da resolugéo no 466/12 e as
subsequentes, do Conselho Nacional de Saude/ Ministério da Saude e aprovado
no Comité de Etica e Pesquisa (nUmero 4.118.956; Plataforma Brasil CAAE:
31996720.6.0000.5257), de acordo com as diretrizes da Lei Federal n® 6.638. Nao
houve contato, pesquisa, ou questionario direto com os pacientes. Os dados dos
pacientes foram obtidos diretamente dos prontuarios, garantido o sigilo, o

anonimato e a confidencialidade dos participantes.

3.3 - Populagao e Recrutamento

Foram recrutados, por convite, durante o periodo de 2019 a 2023,
individuos do sexo feminino com idades variando de 18 a 70 anos, candidatas a
cirurgia estética de mama realizado no servigo da cirurgia plastica do Hospital

Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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Os individuos foram informados sobre o tipo de investigag&o a ser realizado, os
beneficios relevantes da pesquisa, riscos e complicagdes inerentes ao ato
cirargico, apos o qual receberam, leram e assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

3.3.1 - Critérios de Elegibilidade

3.3.1.1 - Critérios de Inclusao

e Pacientes aptas a cirurgias estética de mama.
e Pacientes acima de 18 anos de idade

e Pacientes que concordaram em doacao e assinaram o TCLE.

Todos os voluntarios eram pacientes elegiveis para cirurgia estética de
mama e nao tinham doencas de pele nem qualquer outro disturbio fisico com
influéncia na pele. Os individuos eram do tipo de pele Fitzpatrick II-IV (Fitzpatrick

et al, 1975) e sem histérico de queimaduras solares frequentes.

3.3.1.2 - Critérios de exclusao:
e Comorbidades
e Tabagismo
e Alteracdes cutaneas no local da bidpsia
e -Exposicdo solar no local da biopsia

e Disturbios psicoldgicos
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e Uso de medicamento hormonais
e |MC acima 28
¢ Individuos com sinais intensos de envelhecimento extrinseco da pele

devido a radiagdo UV (camas de bronzeamento/sol)

3.4 - Coleta e processamento das amostras de pele

Fragmentos da pele da regido infra-areolar, medial, em um local que
normalmente nao afeita aos raios ultravioletas do sol, obtidas na mamoplastia
redutora (1 cm?) (da parte central do quadrante inferior da mama direita), foram
recolhidos, utilizando I&mina de bisturi n° 15 e imediatamente colocadas em frasco
contendo liquido fixador (solugdo de 10% de formaldeido tamponado, pH 7,4) por
72 horas, a 4° C e levados para o Laboratério de Imunopatologia do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro

(UFRJ).

3.5 - Desenho do estudo
As amostras de pele, da primeira a sexta décadas de vida, foram
distribuidas em trés grupos etarios (grupo I: 18—29 anos; grupo Il: 30—49 anos; grupo

lll: 50-70 anos). O total das amostras coletadas foi de 61 pecas.

3.6 - Caracterizacao e quantificagdo dos parametros histolégicos do

envelhecimento cutineo
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O envelhecimento intrinseco da pele ou envelhecimento cronolégico é
uma alteracgao fisiolégica no envelhecimento da pele e compreende alteragbes na
espessura e nas caracteristicas da epiderme, como afinamento da epiderme,
achatamento da juncao epidérmica dérmica caracterizada pela perda das cristas
da retina e da papila dérmica, bem como diminuicdo da quantidade de colageno
e elastina na derme.

Parametros morfologicos do envelhecimento cutaneo (afinamento
epidérmico e achatamento da borda dermoepidérmica foram caracterizados em
cortes de parafina de amostras de pele (5 um de espessura) coradas com
hematoxilina-eosina (HE). Imagens de alta qualidade foram obtidas dos cortes
corados com uma camera digital Evolution VR Cooled Color 13 bits (Media
Cybernetics, EUA) acoplada a um microscépio de luz (Eclipse E8.0 Nikon, Japao).
O software de captura de interface foi o Q-Capture 2.95.0 v.3.05 (Silicon Graphics
Inc, EUA) e as imagens de alta resolugao (buffer de 2048 X1536 pixels) foram
capturadas apoés calibragdo para obter cores e parametros de contraste

apropriados, permanecendo constantes para cada tipo de coloracgao.

3.7- Espessura da epiderme

Cortes corados pela HE foram utilizados para obter 10 imagens da jungao
dermoepidérmica (lente objetiva de 20x) de cada amostra de pele. A espessura
epidérmica foi obtida por meio do uso do sistema de analise de imagens Image J
(NIH), no qual a espessura epidérmica foi calculada por meio da medida da

ferramenta (um).

25



3.8 - Achatamento da jung¢ao dermo-epidérmica

O achatamento da estrutura DEJ foi caracterizado histologicamente pelo
calculo do indice de interdigitacdo de acordo com Timor et al (2000) em que a
medigdo da interdigitagdo na jungcao epidérmica-dérmica, conhecida por ser
diminuida pela idade. Por meio do software Image J, o cursor do mouse foi
passado ao longo da borda de interdigitacao (jungcdo dermoepidérmica) do ponto
A ao B para obter sua medida; entdo a distancia entre o ponto A ao B também foi
calculada.

O indice de interdigitagdo (um) é representado como:

(medida do comprimento da interdigitacdo entre o ponto A ao B)
(distancia entre o ponto A ao B)

3.9 - Imunolocalizagdo da lamina B1 e p-galactosidase associada a
senescéncia (S- gal)

Cortes de parafina foram obtidos e recolhidos em Iaminas histolégicas com
carga (Sakura Finetek, EUA). Apds a adeséo, as se¢des foram desparafinadas e
hidratadas, e entdo as secdes foram submetidas a um banho de proteina
[incubagao durante a noite em 5% de albumina de soro bovino (fracado V, Sigma-
Aldrich, EUA) em tampé&o fosfato salino (PBS) pH, 7,4]. Entdo as se¢des foram
refixadas em acetona fria (10 min) para aumentar a penetragdo do anticorpo,

lavadas com PBS, pH 7,4 por 5 min e submetidas ao branqueamento de melanina
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com o kit de branqueamento de melanina do produto de acordo com as instrucoes
do fabricante (Polysciences, EUA, cat. 24909-1).

Em seguida, as seg¢bes foram incubadas com uma solugao de NH4CI 5 mM
em PBS, pH 8,0 por 15 min para bloquear residuos de aldeido, e permeabilizadas
com Triton X100 0,5% (Sigma-Aldrich) em PBS, pH 7,4 por 30 min.
Posteriormente, as sec¢des histologicas foram submetidas a recuperagéo
antigénica mediada por calor empregando um forno de micro-ondas (800 W) por
3 minutos, em tampao citrato de sddio 10 mM, pH 6,0 para o anticorpo lamina b1
e Tris-EDTA (Tris-base 10 mM, solugédo EDTA 1 mM), pH 9,0 para S-b gal. Apés
o resfriamento, as secgdes histolégicas foram incubadas com 5% de albumina
sérica bovina (BSA), 5% de soro normal de carneiro (NSS) da Sigma-Aldrich,
0,001% de gelatina (Sigma-Aldrich, cat. G9391), 0,001% de Triton-X100, 0,05%
de Tween-20 em PBS, durante 30 min e depois com 0,2 M de glicina em PBS
durante 30 min. Depois, 0 anticorpo anti-lamina B1 (policlonal de coelho, AbCam,
cat. n°® ab16048, EUA, diluicdo 1:100) ou anti-S-B gal (anticorpo policlonal de
coelho, Invitrogen/ThermoFisher, EUA, cat. n® PA5-102503, diluicdo 1:100) foi
incubado durante cerca de 24 horas a 4°C. Em seguida, as se¢des foram lavadas
com 0,25% de Tween-20 (Sigma-Aldrich) em PBS, seguido de incubagao do
anticorpo secundario IgG anti-coelho feito em ovelha, fragdo F(ab’)2, conjugada a
Cy3, diluicdo 1:400, Sigma-Aldrich, EUA, cat. C2306] por 1 hora, a temperatura
ambiente. Depois disso, as se¢des foram lavadas com solucdo de Tween20-PBS

0,25%, duas vezes, contracoradas com Hoechst 33342 (100 ng/mL em PBS,

27



Cayman Chemical Company) por 10 min, lavadas com PBS e montadas com
Vectashield Plus (Vector Laboratories, EUA, cat# H1900).

Os controles negativos foram obtidos pela incubagdo dos cortes
histolégicos com soro de coelho ndo imune ou com o diluente do anticorpo sem o
anticorpo primario.

3.10 - Quantificagao de Lamina B1 (pontuacgao histolégica)

Dez imagens aleatdrias da epiderme preparadas para imunofluorescéncia
foram obtidas de cada pessoa usando a lente objetiva de 40x no EVOS® FL Auto
Imaging System for Fluorescence (Life Technologies, Invitrogen). A quantidade de
lamina b1 nas imagens foi obtida usando um sistema de pontuacéo histolégica de
quatro pontos, considerando as caracteristicas de coloracdo da lamina B1 nos
nucleos das células epidérmicas. O grau O foi atribuido quando a lamina B1 estava
ausente nos nucleos; grau 1: a lamina b1 formou uma linha fina, pontilhada ou
continua na membrana nuclear; grau 2: a lamina B1 formou uma linha continua
ocupando < 50% da membrana nuclear; grau 3: a lamina B1 formou uma linha
continua, espessa, decorando > 50% da membrana nuclear (tabela 2). A média
da soma de cada grau, nas imagens, foi considerada o padrdo de pontuagao para

cada individuo.

3.11 - Quantificagao de S-B galactosidase (%)
ApoOs obter a quantidade total de nucleos presentes nas dez imagens
obtidas a partir de cortes corados com S-f gal, foi calculado o percentual de

células positivas.
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3.12 - Analise estatistica

Todos os dados e analises estatisticas foram realizados usando o software
GraphPad Prism (10.0). Os resultados sdo mostrados como média + DP ou
mediana. Os dados foram analisados usando o teste ANOVA (ndo paramétrico),
de comparagdes multiplas, seguido pelo pos-teste de Dunn. Diferengas com P <

0,05 foram consideradas significativas.
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4 RESULTADOS

O total das amostras coletadas foi de 61 pecgas, porém muitas
amostras ndo reagiram com os anticorpos; o total de amostras foi de 35. A

atribuicdo de grupos, de acordo com a idade do individuo est&o ilustradas na

tabela 1 e os dados demograficos, da populagao recrutada, na tabela 2.

Tabela 1. Atribuigao de grupos de acordo com a idade do individuo

Faixa etaria Faixa N Média + DP
Grupo | 18-29 anos n=12 22 +41
Grupo |l 30-49 anos n=13 29+5.3
Grupo Il 50-70 anos n=10 69+5.7

Tabela 2. Dados demograficos
Grupo |

Idade (anos) Fototipo (Fitzpatrick) IMC
1 18 11 24
2 18 V 26
3 18 Il 24
4 19 Il 26
5 19 1] 23
6 20 11 28
7 20 11 21
8 21 v 26
9 25 V 24
10 26 Il 20
11 27 1] 24
12 29 Il 24
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Grupo |l

Idade (anos) Fototipo (Fitzpatrick) IMC
1 30 11 28
2 33 1l 27
3 35 V 27
4 37 V 28
5 38 11 24.5
6 38 11 25
7 39 Y 28
8 40 I 24
9 40 1l 28
10 43 V 24
11 45 Il 28
12 46 1l 21
13 49 V 28

Grupo lll

Idade (anos) Fototipo (Fitzpatrick) IMC
1 51 v 23,7
2 54 1 24
3 58 Il 28
4 58 I 28
5 59 1 22
6 59 Il 28
7 62 V 28
8 63 v 28
9 67 1l 28
10 70 v 28
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A analise histologica dos cortes histolégicos da pele demonstra a grande
variabilidade da espessura da epiderme em dependéncia da idade (Figura 1A, B).
A epiderme de individuos jovens (Grupo I) exibe 5 ou mais camadas (Figura 1A),
enquanto em pessoas idosas (Grupo lll), a epiderme apresenta 3 ou 4 camadas
(Figura 1B). Além disso, nota-se que a jungao dermo-epidérmica nos individuos
do grupo |, € ondulada pela presenga das cristas epidérmicas e papilas dérmicas
(Figura 1A) e nos individuos do grupo lll se observa um achatamento da borda
entre a epiderme e a derme (Figura 1B).

A espessura da epiderme dos individuos do grupo | (n=10) varia de 45 a 56 ym
(média = 48 ym; desvio padrao (SD) = 3,3 ym). No grupo Il (n=10), a espessura
da epiderme variou de 38 a 42 ym (média= 40 uym; SD = 1,8 ym) e no grupo llI
(n=10), a espessura da epiderme variou de 26 a 33 ym (média= 31 um; SD =1,5
pum). A diferenga entre os grupos € significativa (ver abaixo). Os resultados estédo

demonstrados nas figuras 1C e D.
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Figura 1. Imagens representativas da histologia da pele (cortes corados pela HE)
de individuo com 20 anos (A) e individuo com 70 anos (B). Escala: 100pum. Nota-
se diferengas entre a espessura da epiderme (barra preta) e o achatamento da
juncado dermo-epidérmica (representada pelo indice de interdigitacdo — ver a
secdo de meétodos) entre as imagens representadas nas figuras (A) e (B).
Representagdo grafica dos resultados, espessura da epiderme (C) e o
achatamento da juncdo dermo-epidérmica (D). Os resultados estdo expressos
como meédia e foram submetidos ao teste ANOVA ndo paramétrico de
comparagdes multiplas, seguido do pds-teste de Dunn. P<0.5 foi considerado
como significante.

Grupo 1 (n=10); Grupo 2 (n=10); Grupo 3 (n=10).

Imunofluorescencia e quantificacao dos biomarcadores de senescéncia
lamina B1 e beta-galactosidase na epiderme humana

A imunofluorescéncia para lamina B1 demonstra a presenca da proteina
lamina B1 na membrana nuclear das células epidérmicas. O padrao de marcagao
€ variado de forma que, para a sua quantificacdo estabelecemos um escore

histologico; o escore 3 considera uma marcacgéo linear intensa, continua da
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membrana nuclear; escore 2 - marcacao linear, de intensidade moderada e o
escore 1, uma linha continua, de intensidade leve.

A figura 2 exibe a imunofluorescencia da ld&mina B1 na pele jovem
(individuo de 18 anos, pertencente ao grupo |) (A) e o resultado se sua
quantificacdo (B). Verifica-se haver um nivel semelhante de imunomarcagao de

l&mina B1 entre os escores 1 e 2 e entre 2 e 3 nas células da epiderme (B).

Diferenca significativa s6 € vista quando se compara o escore 1 com o 3 (P=0,02).
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Figura 2. Imagem representativa da imunofluorescéncia para lamina B1 da pele
de individuo com 18 anos (Grupo 1) (A) e sua quantificagdo (B). O percentual de
células positivas percentences aos diferentes escores foi obtido. Os resultados
estdo expressos como média £+ SD e foram submetidos ao teste ANOVA nao
paramétrico de comparagdes multiplas, seguido do pés-teste de Dunn. P<0.5 foi
considerado como significante.

A figura 3 demonstra a imunofluorescéncia da lamina B1 em individuo do grupo

Il, de 40 anos (Figura 3A) e a sua quantificagao (3B). Observa-se que a quantidade

de células marcadas pela lamina B1, com intensidade leve (escore 1) é um pouco
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maior que as dos escores 2 e 3 e de forma semelhante a figura 2, ha diferenga

significativa somente quando os escores 1 e 3 sdo comparados (P=0,03).
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Figura 3. Imagem representativa da imunofluorescéncia para lamina B1 da pele
de individuo do grupo Il (40 anos) (A) e sua quantificagdo (B). O percentual de
células positivas pertencentes aos diferentes escores foi obtido. Os resultados
estdo expressos como média £ SD e foram submetidos ao teste ANOVA néo
paramétrico de comparagdes multiplas, seguido do pds-teste de Dunn. P<0.5 foi

considerado como significativo.

A imunomarcagao para lamina B1 em individuo do grupo Il € mostrada na figura
4 (A) e sua quantificacdo (B). Observa-se que a epiderme é fina e constituida

principalmente por nucleos demonstra a imunofluorescéncia da lamina B1 em



individuo do grupo Il, de 40 anos (Figura 4A) e a sua quantificagdo (4B). Observa-
se que as células lamina B1 positivas sao principalmente pertencentes aos escore
1 havendo poucas células escores 2 e 3 (Figura 4A e B). Somente ha diferenca

significativa entre os escores 1 e 3 (P=0,02).
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Figura 4. Imagem representativa da imunofluorescéncia para lamina B1 da pele
de individuo do grupo lll (70 anos) (A) e sua quantificagéo (B). O percentual de
células positivas pertencentes aos diferentes escores foi obtido. Os resultados
estdo expressos como média + SD e foram submetidos ao teste ANOVA néo
paramétrico de comparagdes multiplas, seguido do pés-teste de Dunn. P<0.5 foi
considerado como significativo.

Quando se compara os resultados do escore 1 de lamina B1 entre os
grupos de pacientes, observa-se que ha diferenga significativa entre os grupos

(Figura 5).
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Figura 5. Representagéo grafica da quantificacdo do escore 1 de lamina B1 entre
os grupo de pacientes. Os resultados estdo expressos como mediana e foram
submetidos ao teste ANOVA nao paramétrico de comparagdes multiplas, seguido
do pos-teste Dunn’s test. P<0.5 foi considerado como significativo. Grupo 1
(n=12); Grupo 2 (n=13); Grupo lll (n=10).

A comparacgao entre os grupos de pacientes com os dados do escore 2 da

lamina B1 mostrou haver uma diferenga significativa entre os grupos (Figura 6).
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Figura 6. Representacgéo grafica da quantificacdo do escore 2 de lamina B1 entre
os grupo de pacientes. Os resultados estdo expressos como mediana e foram
submetidos ao teste ANOVA nao paramétrico de comparagdes multiplas, seguido
do pés-teste de Dunn. P<0.5 foi considerado como significativo. Grupo 1 (n=12);
Grupo 2 (n=13); Grupo lll (n=10).

A comparacgao entre os grupos de pacientes com os dados do escore 3 da

lamina B1 também revelou haver uma diferenga significativa entre os grupos

(Figura 7).
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Figura 7. Representacgao grafica da quantificagdo do escore 3 de lamina B1 entre
os grupo de pacientes. Os resultados estdao expressos como mediana e foram
submetidos ao teste ANOVA nao paramétrico de comparagdes multiplas, seguido
do pos-teste de Dunn. P<0.5 foi considerado como significativo. Grupo 1 (n=12);
Grupo 2 (n=13); Grupo Il (n=10).

Através da técnica de imunofluorescéncia para [(-galactosidase na

epiderme de individuos do grupo | (19 anos) demonstra a presenga de marcagao

no citoplasma de raras células epidérmicas, na camada basal e em células da
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camada granular da epiderme. Algumas células da derme também sao positivas
para a B-galactosidase (Figura 8A). No grupo Il (individuo com 25 anos), a B-
galactosidase esta presente na camada granular e na basal (Figura 8B), e no
grupo Il (individuo com 70 anos), nota-se um incremento da B-galactosidase nas
células da camada basal da epiderme e em células suprabasais, de forma
punctiforme no citoplasma (Figura 8C). Na figura 8D observa-se auséncia de
marcacao no corte histolégico de pele humana no controle negativo da reagcao

(auséncia de incubagao do anticorpo primario).

Epiderme
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Figura 8. Imagens representativas da imunofluorescéncia para (-galactosidade
em individuo do grupo I (19 anos) (A), individuo do grupo Il (35 anos) (B) e em
individuo do grupo lll (760 anos) (C). Controle negativo da reagéo (D). Apds a
incubacdo do anticorpo secundario conjugado com Cy3 (vermelho), os cortes
histolégicos foram incubados com o corante nuclear Hoechst (azul). Barra de
calibragao: 100 pm.

A figura 9A demonstra, com maior detalhe, a presenca da B-galactosidase
na pele de individuo do grupo lll. A marcagcdo € pontilhada, citoplasmatica,
presente em células da camada basal, em algumas células suprabasais e em
células da camada granulosa. O percentual de células B-galactosidase positivas
na epiderme, nos diferentes grupos, esta demonstrado no grafico (Figura 9B); a

B-galactosidase aumenta progressivamente com o envelhecimento intrinseco, de
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forma significativa (grupo | vs grupo II; grupo Il vs grupo Ill - p=0,04; grupo | vs

grupo Il — p<0,0001).

Epiderme
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Figura 9. Imagem representativa da imunofluorescéncia para (-galactosidase.
Apods a incubacgdo do anticorpo secundario conjugado com Cy3 (vermelho), os
cortes histolégicos foram incubados com o corante nuclear Hoechst (azul). Os
resultados estdo expressos como mediana e foram submetidos ao teste ANOVA
nao paramétrico, de comparagdes multiplas, seguido do pds-teste de Dunn. P<0.5
foi considerado como significativo. Grupo 1 (n=6); Grupo 2 (n=6); Grupo Il (n=6).
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5 DISCUSSAO

O envelhecimento biolégico é definido como a perda da integridade
fisiologica que progride com a idade cronoldgica e se acelera com estressores,
como a luz ultravioleta (Lépez-Otin et al., 2013, 2023). Dentro das caracteristicas
da idade biolégica incluem-se a senescéncia celular, caracterizada como uma
parada irreversivel do ciclo celular em resposta a estressores diversos. A resposta
aos diferentes estimulos indutores da senescéncia pode ser tanto benéfica,
durante varios processos patoldgicos e fisioldgicos, como na reparagao de feridas
€ na supressao de tumores quanto nocivas para 0s organismos, especialmente
durante o processo do envelhecimento (He & Sharpless, 2017). Dentre os
marcadores bem estabelecidos para a senescéncia celular estao incluidos os
inibidores do ciclo celular, p21WAF1 e a p16INK4, apesar de nao serem
especificos para senescéncia (Idda et al., 2020).

Uma série de evidéncias tem mostrado que a maquinaria celular envolvida
na diferenciacdo dos queratindcitos esta acoplada a fatores celulares
responsaveis pela senescéncia replicativa durante a diferenciacdo dos
queratinécitos humanos, incluindo p21WAF1 e pl6INK4A (Yu et al., 2025). A
senescéncia replicativa € um estado permanente de nao divisdo que que ocorre
na maioria das células somaticas, apds um numero predeterminado de divisdes
celulares. E o que ocorre com as células em cultura apés uma série de passagens
(Hayflick & Morehead, 1961), e é resultado do encurtamento dos telémeros

(Bodnar et al., 1998), e acarreta uma parada irreversivel do ciclo celular,
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modificagdes na expressao génica e na morfologia celular assim como mudancga
nas fungdes celulares (Campisi, 1996). Acredita-se que a senescéncia replicativa
€ um dos mecanismos envolvidos no envelhecimento) e no desenvolvimento de
certas condi¢des patoldgicas relacionadas ao envelhecimento (Lopez-Otin et al.,
2013).

O incremento dos niveis celulares de p21WAF1 (Paramio et al., 2001) e
pl6INK4A (Alcorta et al.,, 1996) estdo associadas a senescéncia replicativa em
algumas células cultivadas (Sedivy et al., 1998) e in vivo (Dimri et al., 1995).
Apesar de p21WAF1 e a p16INK4 estarem envolvidas na parada do ciclo celular
nas células senescentes, elas funcionam através de mecanismos distintos. O
produto do gene p16, p16INK4, compete com a ciclina D para se ligar com as
quinases dependentes de ciclina 4/6 (CDK 4/6), inibindo a fosforilagao da proteina
retinoblastoma (RB) e bloqueia a transicdo da fase G1 para a fase S. Além disso,
a p16INK4 promove a degradagao da RB fosforilada, inibindo a progressdo do
ciclo celular (Aprelikova et al., 1995). A p21WAF1, por sua vez, inibe as CDKs A,
D e a E, prevenindo a progressao do ciclo celular na transi¢ao G1/S and G2/M
transitions (Huang et al., 2022; Romanov & Rudolph, 2016). Além de suas
diferencas nas vias da parada do ciclo celular, p16INK4 e p21WAF1 também
variam em relacao as subpopulacdes de células senescentes associadas, ao tipo
do estresse e mecanismos de regulagéo do estresse, fenétipos secretérios (Yu et
al., 2025).

Para a deteccdo de células senescentes recomenda-se, pela nao

especificidade dos biomarcadores de senescéncia, a combinagdo de varios
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marcadores para superar a sensibilidade limitada e a forte heterogeneidade dos
marcadores nos diferentes tecidos (Gorgoulis et al., 2019; Wiley et al., 2017).Além
disso, pelo fato da p16INK4 e p21WAF1 estarem implicadas na diferenciacao
epidérmica, como visto acima, optamos, neste trabalho, pela utilizagao de outros
marcadores, nao implicados na diferenciacdo dos queratindcitos como a f3
galactosidase e a lamina B1.

. O aumento da atividade da enzima S-3 gal € um dos biomarcadores mais
utilizados na deteccdo de senescéncia. Porém, sua detec¢cdo nos tecidos é
problematica uma vez que depende de amostras de tecido congeladas, nem
sempre acessiveis. Além disso, a reacao histoquimica para sua detecgao
depende de condigdes estritas, com controle de pH e utilizacdo de reagentes
ONerosos.

A B-D-galactosidase acida (EC 3.2.1.23) € uma hidrolase de eucariotos
presente nos lisossomos (Suzuki et al., 1995). Seu pH étimo para o funcionamento
€ acido (pH 4,0-4,5), semelhante ao meio do lisossomo. A atividade da (-
galactosidase lisossomal pode ser detectada in situ através de uma reacgao
citoquimica realizada no pH 4,0 utilizando o substrato cromogénico 5-bromo-4-
cloro-3-indoil 3-D-galactopiranosideo (X-Gal) (Dimri et al., 1995; van der Loo et al,
1998). Atividade da [B-galactosidase no pH 6,0 foi descrita em cultura de
fibroblastos senescentes, mas ndo em células em cultura quiescentes ou
terminalmente diferenciadas assim como em biopsias de pele humana de
individuos idosos (Dimri et al., 1995). Esta reagao citoquimica € considerada como

a forma para se detectar células em senescéncia replicativa em cultura (Reznikoff
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et al., 1996; Serrano et al., 1997; Bodnar et al., 1998; Van der Loo et al., 1998;
Tsukamoto et al.,, 1998; Matsunaga et al., 1999) e in vivo (Sigal et al., 1999;
Mishima et al., 1999) sendo atualmente conhecida como [-galactosidase
associada a senescéncia (SA-B-galactosidase), também presente nos lisossomos
(Lee et al.,2006) . Kurz e colaboradores sugerem que a atividade da SA- B-
galactosidase € manifestagdo do aumento da expressdo e da atividade da B-
galactosidase acida, lisossomal classica (Kurz et al., 2000), que é identificada no
pH subdétimo pH 6 ou até mesmo no pH 5,8 (Jannone et al, 2020). Portanto, estes
dados validam a utilizagdo do anticorpo anti- B-galactosidase comercial, para a
deteccdo da SA-B-galactosidase, assim como os trabalhos que utilizaram este
anticorpo (Zhang et al., 2023; Zou et al., 2023). Nossos dados estdo de acordo
com estudos anteriores que mostram a presenca de células senescentes [3-
galactosidase®™ na camada basal da epiderme e nas células da camada
espinhosa/granular da epiderme (Dimri et al., 1995; Velarde et al., 2012).

No momento, ainda ha poucos estudos caracterizando a diminuigdo da
lamina B1 como biomarcador de senescéncia. Predominam os estudos in vitro
onde, cultura de células em senescéncia replicativa foram testados e os niveis da
proteina lamina B1 foram verificados por imunocitoquimica, western blot,
citometria de fluxo (Dreesen et al., 2013; Freund et al., 2012) ou a expressao
génica por PCR (Shah et al.,2013). In situ, na pele humana ou em murinos, a
diminuicdo da lamina B1 em queratinécitos senescentes foi mostrada através da
técnica imuno-histoquimica (Dreesen et al., 2013; Wang et al., 2017). Golubtsova

e colaboradores (2016) investigaram a diminuicdo da lamina B1 na pele humana
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desde a pele fetal até a idade de 85 anos, num total de 106 bidpsias de 44
individuos de sexo feminino e 62 do sexo masculino. Porém seu foco era o
fibroblasto. A atenuacdo da imunoexpressdao de lamina B1 € bastante
heterogénea na pele humana, em particular na epiderme, devido ao maior numero
de camadas epidérmicas. Individuos com 18 anos apresentam alguns
queratinécitos com expressao menor. Nao ha uma clara definicdo de quanto de
decréscimo da lamina B1 € necessario para se considerar senescéncia. Deste
modo optamos, neste estudo, quantificar o decréscimo de lamina B1, através de
escore histolégico numérico e examinar o resultado da quantificagdo. Pudemos
verificar que acima de 30 anos ha progressivamente o aumento de células

epidérmicas com imunoexpressao leve de lamina B1 na membrana nuclear.
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6 CONCLUSAO

Com o envelhecimento cronolégico da pele, hd um aumento significativo de
células com niveis baixos de lamina B1 na membrana nuclear de células
epidérmicas e incremento da proteina p-galactose indicando haver o incremento
de células com fendtipo de célula senescente na epiderme humana durante o

envelhecimento.
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Apresentacao do Projeto:
Protocolo 137-20. Respostas recebidas em 19.6.2020.

As informagoes colocadas nos campos denominados "Apresentacao do Projeto", "Objetivo da Pesquisa" e
"Avaliagao dos Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo intitulado
“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_ 1559407. pdf’, postado em 19/05/2020.

Introducao:

A pele, além de ser a barreira que protege o corpo das agressoes do ambiente externo como infecgdes,
perda hidrica, variagoes de temperatura, radiagao solar, tem também um importante papel social e na
estética, e, expressa varias repercussoes de desequilibrios dos sistemas endocrinolégicos, neurolégicos,
inflamatoérios, etc. IniUmeras pesquisas de tratamentos funcionais e estéticas cutaneas sao realizadas,
entretanto, parece que ha uma caréncia na literatura de um estudo histologico da pele normal, da area de
minima exposi¢ao solar, de acordo com a faixa etaria e com a pigmentacao cutadnea como parametro para
comparagdes. Um estudo da sequéncia cronolégica da histologia da pele normal permite também
compreender melhor o processo de
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envelhecimento.

Hipétese:
O envelhecimento apresenta caracteristicas histolégicas, além das ja conhecidas, que favorecem ou
desfavorecem as cirurgias das mamas, de acordo com o envelhecimento intrinseco.

Metodologia Proposta:

Serao aproveitadas pegas cirirgicas descartada de mamoplastias estéticas. Apos descarte da peca
cirargica, um fragmento de um centimetro quadrado de pele e subcutaneo localizadas na jun¢ao dos
quadrantes inferiores da mama, sera retirada e fixada imediatamente na solugao de formol zinco e enviado
para o laboratério.

Critério de Inclusao:
Pacientes aptas a cirurgia estética de mama, Pacientes acima de 18 anos de idade, Pacientes que
concordarem em doacgao e assinarem o TCLE

Critério de Exclusao:
Co-morbidades Tabagista Alteracdes cutaneas no local da bidpsia Exposi¢ao solar frequente no local da
biopsia Distarbios psicolégicos Uso de medicamentos hormonais IMC acima de 28

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar se ha diferencas nas caracteristicas histolégicas normais da pele de acordo com a faixa etaria e tipo
de pigmentacao, e estudar as caracteristicas do envelhecimento intrinseco.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador:

Riscos: Risco de danos fisicos aos prontuarios médicos, bem como perda de confidencialidade, por se tratar
de andlise de dados. Estes serao reduzidos a riscos minimos por ter a sua analise restrita aos membros da
pesquisa, em ambiente apropriado, no arquivo do proprio servigo. O material biolégico é descarte da pega
cirurgica de procedimentos estéticos em pacientes saudaveis apos avaliagao pré-operatéria de rotina do
Servico de Cirurgia Plastica do HUCFF, sem agentes
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infecciosos ou neoplasicos, realizada no ambiente cirurgico, e a peca sera formalizada imediatamente apos
a biopsia.

Beneficios: Nao havera beneficios diretos ao participante. A elaboracao do presente trabalho, um atlas de
parametros de pele normal por faixa etaria e tipo de pigmentagao cutanea aprofundara os conhecimentos da
morfologia cutanea e do processo de envelhecimento, servindo como material didatico e, principalmente,
facilitara futuras pesquisas morfologicas da pele.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma resposta ao parecer CEP n. 4.093.184, datado em 17/06/2020.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Vide item “Conclusoes ou Pendéncias e Listas de Inadequacdes”.

Recomendacoes:
Vide item “Conclus6es ou Pendéncias e Listas de Inadequagdes”.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
1. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (arquivo intitulado "TCLE_.pdf", postado em
19/05/2020:

Lé-se na pag. 4 de 5: "CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informagoes sobre o estudo acima citado que li
ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com o (a) Dr. (Dra.) , sobre a minha decisao em participar

nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacao € isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de

Endereco: Rua Prof. Rodolpho Paulo Rocco N°255, 7° andar, Ala E

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21.941-913
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3938-2480 Fax: (21)3938-2481 E-mail: cep@hucf.ufrj.br

Pagina 03 de 07

78



UFRJ - HOSPITAL
UNIVERSITARIO CLEMENTINO w
FRAGA FILHO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO DE JANEIRO /HUCFF-
UFRJ

Continuagéo do Parecer: 4.118.956

atendimento nesta instituicao ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu receberei uma via
desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficara com o pesquisador responsavel
por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu e o pesquisador deveremos rubricar todas as folhas
desse TCLE e assinar na ultima folha." Todo esse trecho deve ser removido, pois reafirmando o expresso
na Resolu¢cao CNS n° 466 de 2012 e nas demais normativas éticas, no que tange ao TCLE, entende-se que
a assinatura do participante de pesquisa, por si s0, basta para consagrar seu consentimento para ser
incluido no estudo. Caso o pesquisador queira inserir uma frase final declarativa do participante de
pesquisa, essa deve ter redagao simples, como “li e concordo em participar da pesquisa” ou “declaro que
concordo em participar da pesquisa”. As mengoes a rubricas e vias devem ir para o corpo do TCLE. Solicita-
se adequacao.

Resposta: Realizada adequacao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido conforme solicitagao,
apresentando-se de acordo apos devidas corregoes.

Analise: pendéncia atendida.

2. Solicita-se anexar os curriculos dos pesquisadores

Resposta: Os curriculos foram postados na submissao prévia, com o nome do arquivo intitulado
“CV_investigadores”. Realizo novamente o anexo do documento contendo os curriculos dos pesquisadores
em “OUTROS” conforme anexado em submissao anterior

Andlise: pendéncia atendida.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

1. De acordo com o item X.1.3.b, da Resolugao CNS n. 466/12, o pesquisador devera apresentar relatorios
semestrais - a contar da data de aprovagao do protocolo - que permitam ao Cep acompanhar o
desenvolvimento dos projetos. Esses relatorios devem conter as informagoes detalhadas - naqueles itens
aplicaveis - nos moldes do relatoério final contido no Oficio Circular n.
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062/2011:
<http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/aquivos/conep/relatorio_final_encerramento.pdf>, bem
como deve haver mengao ao periodo a que se referem. Para cada relatério, deve haver uma notificacao
separada. As informagdes contidas no relatério devem ater-se ao periodo correspondente e nao a todo o
periodo da pesquisa até aquele momento.

2. Eventuais emendas (modificagoes) ao protocolo devem ser apresentadas de forma clara e sucinta,
identificando-se, por cor, negrito ou sublinhado, a parte do documento a ser modificada, isto é, além de
apresentar o resumo das alteracgoes, juntamente com a justificativa, & necessario destaca-las no decorrer do
texto (item 2.2.H.1, da Norma Operacional CNS n° 001 de 2013).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 18/06/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1559407.pdf 21:26:46
Outros _CV_investigadores_.pdf 18/06/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
21:26:09 |CLAUDIO DA SILVA

Outros _CV_investigadores.doc 18/06/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
21:25:52 |CLAUDIO DA SILVA

TCLE / Termos de |TCLEc_.pdf 18/06/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito

Assentimento / 21:24:21 |CLAUDIO DA SILVA

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEc.docx 18/06/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito

Assentimento / 21:24:07 |CLAUDIO DA SILVA

Justificativa de

Auséncia

Outros CV_investigadores.doc 18/06/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
21:23:31 _|CLAUDIO DA SILVA

Outros carta_resposta.docx 18/06/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
21:21:04 |CLAUDIO DA SILVA

Parecer Anterior Parecer_anterior.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
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Continuagéo do Parecer: 4.118.956
Parecer Anterior Parecer_anterior.pdf 11:29:13 |CLAUDIO DA SILVA | Aceito
Outros termo_anuencia_.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:27:50 |CLAUDIO DA SILVA
Outros termo_anuencia.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:27:28 |CLAUDIO DA SILVA
TCLE / Termos de | TCLE_.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
Assentimento / 11:26:40 |CLAUDIO DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
Assentimento / 11:26:31 |CLAUDIO DA SILVA
Justificativa de
Outros declar_comprometimento_.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:26:14 |CLAUDIO DA SILVA
Qutros decla_comprometimento.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:26:01 _|CLAUDIO DA SILVA
Declaragao de carta_de_apresentacao_.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
Pesquisadores 11:24:52 |CLAUDIO DA SILVA
Declaragao de carta_de_apresentacao.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
Pesquisadores 11:24:39 |CLAUDIO DA SILVA
Declaragao de materialbio_.pdf 19/05/2020 (CESAR SILVEIRA Aceito
Manuseio Material 11:23:40 |CLAUDIO DA SILVA
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
Declaragao de materialbio.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
Manuseio Material 11:23:29 |CLAUDIO DA SILVA
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
Declaragao de decla_infraestrutura_.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
Instituicao e 11:23:17 |CLAUDIO DA SILVA
ra
Declaragao de decla_infraestrutura.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
Instituicao e 11:23:07 |CLAUDIO DA SILVA
| Infraestrutura
Cronograma cronograma.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:22:55 |CLAUDIO DA SILVA
Cronograma Cronograma.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:22:47 |CLAUDIO DA SILVA
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
Brochura 11:22:36_|CLAUDIO DA SILVA
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Investigador Projeto.docx 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:22:36  |CLAUDIO DA SILVA

Outros folha_de_rosto_pdf_editavel.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:22:14 |CLAUDIO DA SILVA

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 19/05/2020 |CESAR SILVEIRA Aceito
11:21:41|CLAUDIO DA SILVA

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
RIO DE JANEIRO, 02 de Julho de 2020

Assinado por:

Carlos Alberto Guimaraes
(Coordenador(a))
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ANEXO 2

Dermatologic Surgery <onbehalfof@manuscriptcentral.com> Thu, Mar 20,
8:05 PM (5 days
ago)
to me
20-Mar-2025

Dear Dr. Tamsin Burgues
RE: manuscript no. DS-00254-2025

Your paper entitled Patterns of lamin B1 and B-galactosidase
immunoexpressions during human intrinsic cutaneous aginghas been received
and is being given full consideration for publication in Dermatologic Surgery.

Once you have uploaded your word document, the software system converts it
over to pdf.for protection during the review process. Once you have submitted
your paper, it is not necessary to send hardcopies by mail to the editorial office,
until the time of acceptance.

Also, patient permissions will be collected at the time of acceptance. Please be
sure to have these readily available so as not to delay the publication of your
manuscript.

You are required to upload ALL of the author publication forms with your
submission, however if you have not please note that both the copyright
assignment form and the conflict of interest forms completed and signed by all
authors will be required prior to publication. These forms are attached and are
also available at the author center, under instructions and forms. Each author is
NOW required to complete both the copyright assignment form and conflict of
interest form.

You can check what is happening in the review process at any time by logging in
to the Author Center at https://mc.manuscriptcentral.com/ds. Please remember
to use only one account when submitting separate manuscripts for publication.
Please mention the manuscript number in any correspondence. If, in the future,
there are any changes to your contact details, please update your ScholarOne
Manuscripts user account.

Sincerely,
William P. Coleman, III,MD
504-455-3180
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