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Resumo

A Equisetum arvense conhecida popularmente como cavalinha é uma planta que apresenta diversas
propriedades e indicagdes, dentre elas: atividade diurética e adstringente do trato geniturinario, remine-
ralizante, cicatrizante e reparadora dos tecidos 6sseos e da pele. Dessa forma, considerando o crescente
uso de ativos cosméticos de origem vegetal e tendo em vista a caréncia de pesquisas cientificas sobre o
mecanismo de acdo destes ativos, este trabalho avaliou a acdo de diferentes concentra¢des do extrato
bruto hidroalcodlico de Equisetum arvense na proliferacdo de fibroblastos em diferentes periodos de
tempo, além de mensurar os niveis de coldgeno. Neste sentido, nossos resultados sugerem que a E. arven-
se na concentracao de 1000ug/mL aumentou a proliferagao de fibroblastos humanos, além de aumentar,
embora nao significativamente a quantidade de coldgeno destas células. Por fim, nossos resultados nos
permitem sugerir o uso da E. arvense também como auxiliar na regeneragéo tecidual, assim como agente
capaz de melhorar a sintese de coldgeno cutaneo.

Palavras chave: Equisetum arvense; Cavalinha; Coldgeno; Fibroblasto.

Introducao preensdo dos produtos e procedimentos cosméti-
cos que podem beneficiar os pacientes, pois esta
A aparéncia e saide da pele interferem direta- camada esta relacionada em muitas das queixas de
mente na rela¢ao individuo, sociedade e ambien-  pele e seu estado pode proporcionar uma sensagao
te fisico. Porém, independente das mudancas nos  de aspereza e opacidade.
conceitos sociais de beleza, a pele ¢ um 6rgao vital No entanto, nos cosméticos e tratamentos an-
(ROTTA, 2008). Além das fungdes sensoriais, ela  tiaging a derme exerce um papel importante. Lo-
atua, de forma coadjuvante, na manutengdo do calizada entre a epiderme e o tecido subcutineo,
equilibrio metabdlico, e serve como barreira de com o passar do tempo estd camada diminui em
prote¢do antimicrobiana, quimica, fisica, térmica  espessura e hidratagdo. Entre seus componentes,
e elétrica (RIBEIRO, 2013). destacam-se no envelhecimento cutidneo: o cola-
Conforme descrito por Baumann (2004, p. 3)  geno, a elastina, as glicoproteinas e os glicoamino-
“A pele é composta por trés camadas principais:  glicanos (BAUMANN, 2004).
a epiderme, a derme e o tecido subcutaneo”. Se- O colageno representa de 25-30% das proteinas
gundo o autor, o conhecimento das propriedades  totais do organismo. Dentre os mais variados, o
e fungdes da epiderme é fundamental para a com-  mais abundante é o tipo I, correspondente a cerca
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de 80% do coldgeno total do corpo e 85-90% do
colageno sintetizado na pele. (KEDE; SABATOVI-
CH, 2009).

Com o avango da idade a sintese de coldgeno
diminui gradativamente, as fibras eldsticas tor-
nam-se deformadas e menos flexiveis. O suporte
estrutural determinado pela derme vai se perden-
do, fazendo com que a pele se torne menos eldsti-
ca, mais fina e menos habil para resistir a altera-
¢oes mecanicas (COUTO; NICOLAU, 2007).

As células mais comuns e responsaveis pela sin-
tese e manutencdo da matriz extracelular no tecido
conjuntivo sao os fibroblastos. Eles sintetizam co-
lageno, mucopolissacarideo e também fibras elds-
ticas. Além disso, elas sdo as que melhor crescem
em culturas, cuja velocidade corresponde a das cé-
lulas do tecido conjuntivo.

Este fato é importante uma vez que é possivel
obter-se respostas biologicas in vitro utilizando-se
células animais em cultura. Sua utiliza¢ao em cul-
tura, como sistema modelo para desenvolvimento
de estudos bioldgicos, é decorrente da rapidez e
reprodutibilidade na obtencdo de respostas bio-
légicas e da maior praticidade de trabalho (JUN-
QUEIRA; CARNEIRO, 2004; GUIRRO; GUIRRO,
2010).

No tecido conjuntivo adulto, os fibroblastos
nio se dividem com frequéncia. Essa diminui-
¢do compromete a sintese proteica e a manuten-
¢do da matriz extracelular, gerando alteragdes de
elasticidade e sustentagdo do tecido, levando a.+
alteragdes no relevo cutaneo (GUIRRO; GUIRRO,
2010).

O processo de envelhecimento cutineo se ca-
racteriza por fatores genéticos e fatores repetitivos,
como a glicaqéo proteica, o estresse oxidativo e a
deterioracdo da matriz extracelular. Ele é dividido
em dois tipos: intrinseco ou natural, de natureza
genética; e extrinseco ou foto envelhecimento, cau-
sado pelos danos dos raios UV e de outros fatores
externos como polui¢ao, fumo e alcool (BARROS;
BOCK, 2009; MACIEL; OLIVEIRA, 2011).

Neste contexto, buscando formas de melhorar a
aparéncia da pele, o mercado de cosméticos mere-
ce destaque. Este segmento estd sempre se reinven-
tando buscando novas tecnologias, pesquisando
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novos principios ativos e comprovando a eficacia
na utilizacdo dos mesmos (GILCHREST; KRUT-
MANN, 2007).

Entre os principios ativos comumente utiliza-
dos nos produtos cosméticos antiaging, podemos
citar: Vitamina C (dcido ascérbico) - antioxidan-
te, despigmentante, tonificante, acao preventiva
no foto envelhecimento e estimulante da sintese
de colageno (SCOTTI; VELASCO, 2007). Regu-
la a produgdo colagena nos fibroblastos dérmicos
humanos e atua como co-fator da lisil e da pro-

lilhidroxilase, duas enzimas essenciais na sintese
de colageno (MANELA-AZULAY et al., 2003). Al-
fa-hidroxidcidos — reduzem a adesao entre os cor-
nedcitos, sendo regeneradores e renovadores. Me-
lhoram a qualidade das fibras eldsticas, aumentam
a producéo de colageno e glicosaminoglicanas, de-
vido sua ac¢do nos fibroblastos (MARQUES; GON-
CALVES, 2013). Coenzima QI10 (Ubi-quinona)
— Previne o envelhecimento cutineo e a oxida¢ao
dos constituintes lipidicos da pele. E comumente
empregada na forma de lipossomas, favorecendo a
estabilidade e libera¢do dessa coenzima em todas
as camadas da epiderme (RIBEIRO, 2006).

Em meio a busca por inovacdo cosmética, a

sociedade também muda sua forma de pensar,
exigindo tecnologias em que a produgéo seja eco-
nodmica, ecoldgica e segura, o que envolve enorme
esfor¢o na parte de pesquisas por compostos dis-
tintos, naturais e competitivos. Neste cendrio, en-
contramos a Fito cosmética, uma parte da ciéncia
da Cosmetologia derivada da Fitoterapia, que se
dedica ao estudo e a aplicagdo dos principios ati-
vos extraidos dos vegetais (TESK; TRENTINNI,
1997; RUIVO, 2012).

Uma das plantas utilizadas na formulagdo de
cosméticos e na medicina tradicional é a Equise-
tum arvense (cavalinha). Porém, os estudos qui-
micos e bioldgicos para garantir sua seguranga sio
escassos, pois ndo ha um consenso sobre a dosa-
gem efetiva e toxica (MELO; BUDEL, 2013).

Trata-se de uma planta perene com altura entre
20 e 65 cm; caules esporiferos sobre 0 mesmo ri-
zoma, simples, avermelhados, com bainhas casta-
nhas, frouxas e apresentando uma espiga oblonga
que desaparece no verdo; caules estéreis, verdes,
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sulcados, ocos, com ramos delgados que se inse-
rem de dois a dois no caule, simples, verde-claros,
com quatro angulos, asperos e articulados; rizo-
mas profundos que atingem até 2 metros de pro-
fundidade (FERRI et al, 1981).

Segundo Wyk e Wink (2004), a E. arvense pos-
sui diversas aplicagoes farmacoldgicas. Dentre elas
podemos citar: atividade diurética e adstringente
do trato génito urindrio, remineralizante, cicatri-
zante e reparadora dos tecidos dsseos e da pele.
Além disso, pesquisas mais recentes apontam ou-
tros efeitos, como: hipoglicemiante (REVILLA, et
al., 2002); antioxidante (SILVA; CARMO, 2009),
antibacteriano e antifungico (RADULOVIC, et al,,
2006).

Nos constituintes quimicos da E. arvense en-
contramos silica e d4cido silicico Si(OH)4 ou
Si(OH)3, que correspondem a aproximadamente
10 a 15% dos constituintes totais da planta. Além
de flavondides, triglicerideos, alcaléides, sais mi-
nerais, acidos organicos, saponinas e taninos (SIL-
VA, et al., 2009; DAGOSTINHO, et al., 1984; FER-
REIRA, et al., 1999; HOLZHUTER, et al., 2003;
SARTORIO, 2000). Segundo Ferraz et al. (2008),
a E. arvense ¢ a planta terrestre com maior quanti-
dade de dioxido de silicio (SiO2) ou silica, a qual é
depositada no caule formando uma camada super-
ficial, sendo que o teor de silicio organico (ligado
as proteinas) varia de 0,5 a 0,8% e os teores de si-
licio soltvel se acumulam mais nas plantas jovens.
(SANTOS, et al., 2005).

Na pele, o silicio desempenha um papel estru-
tural importante, através da ligacdo dos glicosa-
minoglicanos. Associado a vitamina C, estimula
a sintese de acido hialuronico e proteoglicanas,
aumentando a afinidade da agua pelas glicosami-
noglicanas e reduzindo o processo de destrui¢ao
da matriz dérmica produzido pelas metalopro-
teinases (colagenases, elastases e hialuronidases).
Com o envelhecimento, a quantidade de dgua na
derme tende a diminuir e a presenca de silicio, em
quantidades ideais, permite a ligagao dessa agua as
estruturas dérmicas. Desempenha, ainda, um pa-
pel ativo na neutralizagdo de radicais livres, preve-
nindo reagdes de glica¢do e atuando como mime-
tizador da acdo de fatores de crescimento celular.
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(TANAKA & MIYAZAKI, 2000)

Dessa forma, este estudo objetivou avaliar a
acao de diferentes concentragdes do extrato bruto
hidroalcodlico de E. arvense em diferentes perio-
dos de tempo, na proliferagao de fibroblastos hu-
manos e o aumento da sintese colagena.

Tendo em vista a busca por novos ativos cos-
méticos de origem natural para tratar e prevenir o
envelhecimento cuténeo, este estudo visa avaliar a
atividade proliferativa em fibroblastos e sua sintese
de colageno, apds exposi¢ao em diferentes tempos
e em diferentes concentragdes do extrato bruto hi-
droalcodlico de Equisetum arvense (cavalinha), o
qual apresenta um teor de 10-15% de silicio, um
mineral de importante fun¢do na estrutura da dér-
mica.

Material e método
Delineamento experimental

Esse Trabalho foi desenvolvido no laboraté-
rio de Biologia Molecular e Cultura de Células
da Escola de Ciéncias da Satide da Universidade
Anhembi. A linhagem de fibroblastos CCD - 1072
Sk, que corresponde a fibroblastos humanos de
recém-nascido do sexo masculino, fornecida pela
organizacaio ATCC (http://www.atcc.org), serd
submetida ao tratamento com diferentes concen-
tracdes de extrato bruto hidroalcoolico de E. ar-
vense, gentilmente cedido pela Farmacia e Labo-
ratério Homeopdtico Almeida Prado, localizado
na Rua Xavier de Toledo, no centro de Sao Paulo.
Ap0s os tratamentos serdo realizadas avaliagoes da
viabilidade celular do composto testado frente a
linhagem CCD - 1072Sk.

Cultura celular

As células da linhagem CCD - 10728k serdo
cultivadas em meio ISCOVE’'S com 10% de soro
fetal bovino, 0,292 g/l de L-glutamina, 1,0 g/l de D-
glicose, 2,2 g/l de NaHCO3, 10.000UI de Penicili-
na e 0,060 g/l de Estreptomicina. As células foram
mantidas em frascos de 25 cm2 (1 x 105 cells/mL)
em estufa umida com atmosfera de 5% de CO2 a
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37 °C. Em todos os experimentos as culturas de
fibroblastos foram submetidas ao teste de viabili-
dade celular utilizando o corante azul de tripano e
foi realizada a leitura em camara hemocitométrica
por microscopia Optica. Todos os experimentos
descritos foram realizados quando a viabilidade
celular for igual ou superior a 95%.

Avaliacdo da citotoxicidade (determinacio
IC50)

A citotoxicidade do extrato bruto hidroalco-
olico de E. arvense foi realizada pelo método de
incorporagao do corante azul de tripan, onde apos
24, 48 e 72 horas de incubac¢do com concentra¢des
de 1 a 5 mg/mL do extrato e controles positivos
utilizando acido ascorbico, o contetdo de cada
pogo das culturas de fibroblastos foram recolhidos
em tubos de 15 mL, e centrifugados a 1500 rpm
por 5 minutos. Os pellets foram ressuspendidos
em 1 mL de meio ISCOVE'S. Apds isso, as solu-
¢oes de células foram diluidas (1:2) em corante de
azul de tripan e a contagem das células viaveis e
inviaveis foi realizada em camara hemocitométri-
ca por microscopia optica. A soma da contagem
de células totais (viaveis e inviaveis de cada po¢o)
foi considerada como 100% de células, sendo rea-
lizados os calculos para verificar as porcentagens
correspondentes as células vidveis e as inviaveis
analisadas no experimento.

Ensaios de redu¢io MTT a formazan

O teste de reducdo MTT ([3-(4,5-Dimetiltia-
zol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolio]) é usa-
do com grande sucesso para estimar o nimero de
células vidveis em um screening inicial de farma-
Cos.

Sua interpretacdo serve de indicativo da ativi-
dade metabdlico celular, e o local de ocorréncia
das reagdes redox inclui tanto mitocondria como
o citosol. A reduc¢do do sal de MTT a formazan
¢ realizada principalmente pela enzima succina-
to-desidrogenase, e resulta em cristais de forma-
zan insoluveis na cor violeta. A intensidade da
coloragdo é utilizada para medir a atividade mi-
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tocondrial e consequentemente a viabilidade ce-
lular (MOSMANN et al., 1983). Assim, as células
tratadas com diferentes concentragdes de extrato
bruto hidroalcodlico de E. arvense e na concen-
tracdo 5x104 células por pogo, foram adicionados
10ul da solugao de MTT 5mg/mL (Sigma-Aldrich)
em cada pogo. Apds 4 horas, a placa foi centrifu-
gada, o sobrenadante de cada pogo descartado e o
pellet com os cristais formado no fundo da placa
dissolvido com 100pL de etanol puro e em seguida
homogeneizado em agitador de placas por 15 mi-
nutos. A densidade optica foi medida pelo leitor de
microplacas (FlexStation® 3 multimode benchtop
reader) em 540 nm. A percentagem de sobrevivén-
cia celular na presenga dos compostos em estudo
foi calculada da seguinte maneira:

% Células viaveis = Absorbéncia por poco (com droga) x 100
Absorbancia do controle (sem droga)

Ensaio de incorpora¢io do iodeto de propideo
(PI)

Foram realizados ensaios de incorpora¢io do
iodeto de propideo (PI) para avaliagio de morte
celular por citometria de fluxo (Riccardi & Nico-
letti, 2006). Resumidamente, as células foram pla-
queadas em placas de vinte e quatro pogos (den-
sidade inicial em células/poco, de 2x105) e a elas
foi adicionada a solugao fluorocrémica hipotonica
(HFS - 0,1% p/v de citrato de sddio trissodico,
0,5% p/v de Triton-X 100 e 50 ug/mL de iodeto de
propideo). Apds periodo de incubagdo de quatro
horas, a 4 °C e ao abrigo da luz, as células e o so-
brenadante foram recolhidos e analisados. Foi uti-
lizado o citometro de fluxo FACScan, o programa
CELLQuest e os dados obtidos, considerando-se
20.000 eventos por andlise em cada ensaio, foram
analisados no programa WinMDI 2.8.

Sirius Red - quantifica¢iao de colageno

As células serdo foram cultivadas e tratadas
conforme descrito anteriormente. Apds cultivo, o
meio foi retirado e os pogos lavados trés vezes com
PBS 0,1M. Foram adicionados 100 ul de Fluido de
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Bouin (acido picrico, formaldeido e dcido acéti-
co glacial) para fixagdo durante 1 h. As amostras
foram lavadas com PBS, em seguida, adicionado
o corante Sirius Red. Apo6s o tempo de 1 h, serd
removido o maximo do corante e procedendo-se a
lavagem com 150 ul de solugao de acido hidroclo-
rico 0,01M por 30 seg para remogao do corante que
nao se ligou ao colageno. Em seguida, o corante
foi retirado das camadas celulares com a adi¢ao de
solu¢do de NaOH 0,1M durante 30 min. Aliquotas
de 100 ul das solugdes contidas nos pogos foram
transferidas para uma nova placa. A absorbancia
foi medida em um leitor de microplacas Elx-800-
UV (Bio-Tek Instruments, EUA) a 570 nm.

Hipoétese

Considerando que o silicio é um nutriente
de grande importancia na produgdo de colageno
e ¢ encontrado em quantidade consideravel no
Equisetum arvense (cavalinha), este estudo busca
estimular a atividade proliferativa e a sintese de
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fibras coldgenas em fibroblastos humanos (CCD -
1072Sk), a partir de estimulos com o extrato bruto
hidroalcodlico de Equisetum arvense, seguindo
duas varidveis, tempo e concentragao. Dessa for-
ma, encontraremos a dose e o tempo de melhor
produgao colagena fornecida pela planta

Resultados

De acordo com a técnica de azul de tripan, os
resultados obtidos sugerem que o extrato bruto
hidroalcodlico de E. arvense exerce atividade pro-
liferativa na concentragdo de 1000 pg/mL. Neste
sentido, a figura 1 mostra as diferentes concentra-
¢oes do extrato e os diferentes tempos de exposi-
630 (24, 48 e 72 horas). Conforme a figura 1, pode-
mos observar que no tempo 24 horas obtivemos o
melhor resultado em relacdo a viabilidade celular
quando comparado ao controle.

Ja nos outros tempos, nao observamos proli-
feragao significativamente aumentada, embora a
tendéncia seja observada.
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Figura 1: Efeitos da exposi¢ao do extrato bruto hidroalcoodlico de E. arvense sobre linhagem de fibro-
blastos humanos CCD-1072SK. (A) Exposicdo por 24 horas, apos periodo de carenciamento. * P<0,05
quando comparado ao controle. (ANOVA, Tukey). ***P<0,05, controle positivo - vitamina C (ANOVA,
Tukey). (B) Exposicao por 48 horas, apos periodo de carenciamento. * P<0,05 quando comparado ao
controle. (ANOVA, Tukey). ***P<0,05, controle positivo - vitamina C (ANOVA, Tukey). (C) Exposi-
cdo por 72 horas, apds periodo de carenciamento. ***P<0,05, controle positivo - vitamina C (ANOVA,
Tukey). Ensaios realizados em triplicata. GraphPad Prism V.5.0.
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No mesmo sentido, a técnica de redugdo do
MTT foi realizada com o objetivo de confirmar
a atividade proliferativa da E. arvense. A figura 2
mostra os resultados obtidos nos diferentes tem-
pos de exposic¢ao e das diferentes concentragdes
do extrato bruto hidroalcodlico de E. arvense. De

modo semelhante ao teste com azul de tripan, o
teste de MTT indicou a concentragao de 1000 pg/
mL como sendo aquela que mais aumento a viabi-
lidade celular. No entanto, por esta técnica, a expo-
si¢do por 48 horas indicou um aumento na maijor
concentracdo do extrato estudado.
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Figura 2: Efeitos da exposi¢do do extrato bruto hidroalcodlico de E. arvense sobre linhagem de fibro-
blastos humanos CCD-1072SK. (A) Exposicao por 24 horas, apds periodo de carenciamento. * P<0,05
quando comparado ao controle. (ANOVA, Tukey). ***P<0,05, controle positivo - vitamina C (ANOVA,
Tukey). (B) Exposicdo por 48 horas, apds periodo de carenciamento. * P<0,05 quando comparado ao
controle. (ANOVA, Tukey). ***P<0,05, controle positivo - vitamina C (ANOVA, Tukey). (C) Exposi-
cdo por 72 horas, apds periodo de carenciamento. ***P<0,05, controle positivo - vitamina C (ANOVA,
Tukey). Ensaios realizados em triplicata. GraphPad Prism V.5.0.

Em relagdo a analise do ciclo celular e o percen-
tual de células da populagdo S-G2M, os resultados
representados na figura 3 mostraram aumento
significativo destas células, quando submetidas ao
tratamento por 24 horas com a concentragdo de
1000 pg/mL do extrato bruto hidroalcodlico de E.
arvense quando comparado ao controle. Contudo,
ao compararmos o percentual da E. arvense com a
vitamina C isolada, esta se mostrou mais efetiva.

A quantificagdo do colageno produzido pe-
los fibroblastos CCD-1072SK foi realizado pela
técnica que emprega o corante acido Sirius Red.
Os resultados mostraram que o teor de colageno
na concentragdo testada de 1000 pg/mL aumen-
tou, embora ndo com significancia estatistica
(figura 4).
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Figura 3: Percentual de células em fase S-G2M do ciclo celular apds exposigdo do extrato bruto hi-
droalcoolico de E. arvense sobre linhagem de fibroblastos humanos CCD-1072SK. (A) Exposicao por
24 horas, ap6s periodo de carenciamento. * P<0,05 quando comparado ao controle. (ANOVA, Tukey).
***P<0,05, controle positivo - vitamina C (ANOVA, Tukey). (B) Histogramas representativos da analise

realizada por citometria de fluxo através da incorporacdo de iodeto propideo. Ensaios realizados em
triplicata. GraphPad Prism V.5.0.
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Figura 4: Teor de colageno total em fibroblastos através da incorporagdo do corante Sirius Red apos 24
(A), 48 (B) e 72 (C) horas de exposi¢ao a concentracdo de diferentes concentragdes de E. arvense. Antes
do inicio dos testes, as células foram carenciadas de soro fetal bovino. A exposi¢do nao causou aumento
significativo em relacdo ao grupo controle (células nao tratadas). * P<0,05 quando comparado ao con-
trole. (ANOVA, Tukey). ***P<0,05, controle positivo - vitamina C (ANOVA, Tukey). Ensaios realizados
em triplicata. GraphPad Prism V.5.0.
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Discussao

Estudos envolvendo a capacidade proliferativa
de extratos vegetais sdo cada vez mais encontrados
na literatura cientifica (SALEH, F, etal, 2014). Em-
bora alguns procurem verificar a atividade citoto-
xica e/ou antiproliferativa do extrato de E. arvense
(TEPKEEVA, et al, 2009; CETOJEVIC-SIMIN,
et al, 2010) nosso trabalho procurou investigar a
capacidade proliferativa da planta em diferentes
tempos de exposicdo e sob diferentes concentra-
¢oes. De acordo com os resultados obtidos, a con-
centragao de 1000 pg/mL do extrato bruto hidro-
alcoodlico de E. arvense foi capaz de aumentar de
modo significativo o percentual de fibroblastos se
comparado ao controle ndo tratado. A concentra-
¢do que se mostrou mais ativa encontra-se supe-
rior a faixa de raros trabalhos que procuraram ve-
rificar esta acao proliferativa da E. arvense, como
por exemplo, o estudo conduzido por Bessa, et
al (2012), que utilizou concentragdes entre 100 e
500ug/mL na proliferacao de osteoblastos.

Outro dado interessante foi o tempo de exposi-
¢do, uma vez que tempos maiores do que 24 horas
nido se mostraram tdo eficientes na proliferacio
das células estudadas, sugerindo que o maior per-
centual de proliferacdo aconteca nas primeiras 24
horas.

A quantidade de colageno dosada nos fibro-
blastos testados indica que a E. arvense, além de
aumentar o numero de células, pode também in-
crementar a quantidade de coldgenos nestas cul-
turas.

Por fim, a escolha deste vegetal para utilizagdo
neste trabalho se deveu pelo fato de trabalhos mos-
trarem que a E. arvense ¢ a planta terrestre com
maior quantidade de silica (FERRAZ et. al., 2008),
apresentando em sua composi¢ao quimica um teor
de silica e acido silicico de aproximadamente 15%
e 0,5 a 0,8% de silicio organico (SANTOS, et al,,
2005). Deste modo, nossos resultados abrem uma
perspectiva para a utilizagdo da E. arvense ndo
apenas como um ativo cosmético relacionado a
atividade diurética e adstringente (WYK; WYNK,
2004), mas também como um auxiliar na prolife-
racao celular e aumento na sintese de colageno.
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