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RESUMO

O fotoenvelhecimento da pele ¢ um processo inflamatdrio e degenerativo resultante da
sobreposi¢do da exposi¢do solar e do envelhecimento intrinseco. Como principais
sintomas clinicos desse processo observam-se o surgimento de rugas, manchas senis,
telangiectaesias e lesdes pré-cancerigenas como as queratoses actinicas. Uma das
alternativas terapéuticas para a preven¢do do fotoenvelhecimento da pele ¢ o uso de
formulacdes fotoprotetoras que apresentam como apelo a prevencio do envelhecimento
da pele tendo em vista suas propriedades fisico-quimicas de absorcdo e reflexdo da
radiagdo ultravioleta (UV). Porém a radiagdo infravermelha (IV) e a luz visivel também
possuem marcados efeitos bioldgicos sobre a pele, e a grande maioria dos filtros solares
ndo possui efeito protetor para esses componentes do espectro solar. Atualmente, para
se garantir a eficdcia e seguranca de formulagdes fotoprotetoras, as agéncias regulatorias
tém lancado mao de diversas metodologias laboratoriais, sendo o Fator de Protecdo
Solar (FPS), o Escurecimento Persistente dos Pigmentos (PPD) e Fator de Protecdo em
UVA (FPA) como os ensaios minimos necessarios para aprovar o registro de uso e
comercializagdo de uma formulagdo fotoprotetora. Os estudos experimentais descritos
estdo relacionados a observacdo macroscopica dos efeitos pos-exposicdo aguda a
radiacdo UV. A preveng¢ao da formagdo do eritema e da pigmentagao tardia ¢ importante
para garantir a eficacia e seguranca de formula¢des com apelo fotoprotetor, porém sua
avaliacdo de uso através da observacdo de possiveis alteragdes histologicas e

moleculares ainda nfo € utilizada na maioria desses ensaios.

O objetivo do estudo foi propor uma metodologia de avaliacdo eficaz e segura

de filtros solares através de analises morfoldgicas e moleculares.

Foram utilizados camundongos hairless HRS/J adultos jovens (n = 60) como
modelo bioldgico para a observacdo de possiveis alteracdes de fotoenvelhecimento.
Utilizamos em nosso ensaio experimental como fonte de radiacdo solar, a Luz Solar
Simulada (LSS) e formulagdo fotoprotetora de FPS 30 estimado, de lote n°69 da
Farmécia Universitaria da UFRJ. Os animais foram divididos em quatro grupos
distintos: Controle (G1), Irradiado (G2), Filtro (G3) e Veiculo (G4), e os animais dos
grupos G2, G3 e G4 submetidos cinco vezes LSS sem a imobilizagdo destes. Apds uma

semana de exposi¢do, a pele do dorso e da orelha foi analisada, através de técnica
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histoldgica de rotina (hematoxilina & eosina) e imunohistoquimica para o fator de Von

Willebrand, para avaliacdo do perfil de neovascularizagio.

Os animais do grupo G2 apresentaram alteragdes morfologicas classicas do
fotoenvelhecimento da pele como: espessamento da epiderme, aumento da celularidade
dérmica, queratose folicular e hiperplasia da glandula sebacea. O grupo G3 apresentou
padrdo morfoldgico similar ao controle, isto ¢é, sem as alteragdes indicadas
anteriormente. O grupo G4 apresentou na maioria dos ensaios experimentais aumento
dos efeitos quando comparados ao grupo G2. Este resultado pode estar ligado ao

possivel carater fotossensibilizante da férmula.

A metodologia desenvolvida em nosso estudo demonstrou ser eficaz para a

avaliacdo do perfil fotoprotetor de filtros solares.
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ABSTRACT

Skin photoaging is a process that produces inflammation and degeneration of the skin
resulting from the overlap of intrinsic aging and sun exposure. The main clinical
symptoms of this process have been related to the appearance of wrinkles, aging spots,
telangiectaesias and precancerous lesions such as actinic keratoses. An therapy for
prevention of the skin photoaging process is the use of photoprotective formulations
whose health claims is preventing skin aging according to their physicochemical
properties of absorption and reflection of ultraviolet (UV) radiation. However, the
visible light and infrared (IR) radiation also have marked biological effects on the skin,
and most of the sunscreens do not have a protective effect on these components of the
solar spectrum. Currently, to ensure the safety and efficacy of photoprotective
formulations, regulatory agencies have resorted to different laboratory methodologies,
Sun Protection Factor (SPF), Pesistent Pigment Darking (PPD) /Protection Factor in the
UVA (PFA) as the minimum testing required approving the registration of use and
marketing of a protective formulation. The experimental studies described so far are
related with the macroscopic observation of the effects of post-acute exposure to UV
radiation. The prevention of the formation of erythema and late pigmentation is
important to ensure the safety and efficacy of formulations with sunscreen appeal.
However, the guarantee of prevention of histological and molecular changes is not yet
explored and proven by the majority of these experimental trials. To propose a
methodology for evaluating the safe and effective use of sunscreens using molecular

and morphological analyses.

In this study we used young adult albino hairless mice HRS / J (n = 60) as the
biological model for observing possible photoaging changes. We used in our
experimental trial as the source of solar radiation a Simulated Solar Light (SSL), and an
estimated SPF 30 sunscreen made by the University Pharmacy / UFRJ serial number 69.
The animals were divided into four distinct groups: Control (G1), irradiated (G2), filter
(G3) and vehicle (G4) and the animals of groups G2, G3 and G4 were ubmitted five
times with no immobilization to SSL. A week after the exposure, the dorsal skin and the
ear skin were analyzed using routine histological technique (hematoxylin & eosin) and
immunohistochemistry for the Von Willebrand factor in order to evaluate the

neovascularization profile.
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The animals in group G2 showed classical morphological changes of the skin
photoaging process, such as thickening of the epidermis, increased dermal cellularity,
follicular keratosis, and sebaceous gland hyperplasia. The group G3 showed a
morphological pattern that is similar to the control without the changes indicated above.
The G4 group presented in most of the experimental procedures, increased effects when
compared to G2. This result may be linked to the possible fotosensitizing character of

the formula.

The developed methodology in this study proved to be effective for evaluating

the photoprotective profile of the sunscreens.
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1-INTRODUCAO

1.1 — Efeitos Biologicos da Luz Solar

O espectro eletromagnético solar ¢ dividido em Infravermelho (IV), Visivel e
ultravioleta (UV), sendo estes subdivididos da seguinte forma:

A radiag@o na faixa de comprimento do IV esta compreendida entre 760 — 6.000
nm e ¢ subdividida em préximo (IVA 760 — 1.400 nm), mediano (IVB 1.400 — 3.000
nm) e distante (IVC 3.000 — 6000 nm). A IVB e IVC néo tém a capacidade de penetrar
profundamente na pele sendo absorvidas quase totalmente pela epiderme. Mais de 65%
da IVA atinge a derme e cerca de 10%, a hipoderme (Figura 1), sendo que seu perfil de
atuacdo sobre a pele ¢ influenciado pela faixa de comprimento UV (SCHROEDER ez.
al., 2008).

A radiacdo IV produz seus efeitos bioldgicos por vibragdo e rotacdo das
moléculas causando, assim, o aumento de temperatura. A modificagdo do perfil
vibracional de uma molécula pode influenciar as reacdes fotoquimicas propiciadas pela
faixa de comprimento UV, aumentando os efeitos deletérios desta sobre a pele
(SHIEKE et al., 2003 e KIM et al., 2007). Outro efeito bioldgico da luz IV é a geracdo
de radicais livres, especificamente as ROS nas mitocondrias, as quais também geram
outro perfil bioldgico de agdo deste comprimento de onda. Essa geracdo de ROS ¢ a
responsavel final pelo aumento da expressio de metaloproteinases as quais,
posteriormente, levardo a degradacdo do colageno (SCHROEDER et al., 2008).

A luz visivel compreende a faixa entre 400-760 nm perfazendo 45% do espectro
solar. Sua capacidade de penetragdo atinge até¢ 20% da hipoderme (Figura 1) e seu
comprimento de onda tem a capacidade de ser absorvido por cromdforos (ex. melanina,

riboflavina, hemoglobina e bilirrubina) (SVOBODOVA & VOSTALOVA, 2010).
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Segundo Zastrow et al. (2009) a luz visivel tem a capacidade de contribuir na
geragdo de radicais livres, sendo os 4acidos graxos insaturados e o acido
desoxiribinucleico (DNA) os alvos mais frequentes deste comprimento de onda. Para
Mahmound et al. (2008), a luz visivel e a faixa de IV possuem a capacidade de induzir

mudancas na pigmentacdo da pele.

O comprimento de onda da luz visivel mais préximo ao infravermelho tem a
capacidade de estimular perifericamente a migra¢do e proliferagdo de linfocitos T in
vivo e in vitro (ZHEVAGO et al., 2005). Segundo Denda & Fuziwara (2007) os
comprimentos de onda do visivel nas regides do azul e vermelho possuem efeitos
distintos quanto a recuperagdo da barreira da pele pos-interrupcdo de sua
permeabilidade por uma fita adesiva. Eles demonstraram que a luz azul é capaz de
retardar o restabelecimento da barreira enquanto a luz vermelha € capaz de acelerar tal
fendmeno. O grupo citado ainda pode demonstrar por andlises ultraestruturais que a
exposi¢do da pele a faixa de comprimento vermelho leva ao aumento da deposi¢do de
lipideos entre os estratos granuloso e corneo, enquanto a pele exposta a faixa de
comprimento azul ndo apresenta tal perfil de alteracdo. O mecanismo de agdo pelo qual
a luz visivel atua ainda ndo foi totalmente esclarecido, porém como a divisdo entre as
faixa de comprimento UVA e a luz visivel ainda ¢ arbitrdria, consequentemente os
efeitos bioldgicos da luz visivel se aproximam da faixa de comprimento da UVA
envolvendo, entdo, a producdo de danos via formagdo de espécies reativas do oxigénio e
do nitrogénio (MAHMOUD et al., 2008).

A faixa de comprimento do UV abrange cerca de 5% do espectro solar que
atinge a superficie terrestre compreendendo a faixa entre 100 a 400 nm. Esta faixa ¢
dividida em UV do tipo A (UVA 315 — 400nm), UV do tipo B (UVB 280 — 315 nm) e
UV do tipo C (UVC 200 — 280 nm). A UVA ainda pode ser dividida em UVA1 (340-
400 nm) e UVA2 (315-340 nm) (SVOBODOVA & VOSTALOVA, 2010 e ICI, 2012).

O comprimento de onda mais danoso e citotdxico estd compreendido na faixa do
UVC, que ¢ absorvido pela camada de ozbnio, e caso conseguisse atravessar esta
camada sua Unica interagdo com a pele seria com a camada coérnea, pois ele tem baixa
capacidade de penetracio (aproximadamente 20 pm) (SVOBODOVA &
VOSTALOVA, 2010) (Figura 1).
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Figura 1: Perfil mostrando percentual do espectro de emissdo solar e a interagdo dos diferentes
comprimentos de onda com as diferentes profundidades da pele. Adaptado de SVOBODOVA &
VOSTALOVA, 2010.

A UVB também ¢ absorvida pela camada de ozonio, cerca de 95% deste
comprimento de onda ¢ bloqueado, restando apenas 5% desta faixa passivel de atingir a
superficie terrestre e interagir, por exemplo, com a epiderme desde sua superficie até
mesmo em camadas profundas (i.e., extrato basal) (SVOBODOVA, WALTEROVA &
VOSTALOVA, 2006).

Apesar de compor apenas 5% da faixa da radiacdo, a UVB ¢é o constituinte mais
ativo e genotoxico da luz solar sendo 1.000 vezes mais efetivo em produzir o
bronzeamento imediato e 1.000 vezes mais capaz de gerar queimadura. Ela ¢ mais
intensa entre 11 e 13 h durante todo o ano, e dependendo da latitude sua intensidade
pode variar (SVOBODOVA & VOSTALOVA, 2006 ¢ BENEDETTO, 1998).

A absorg¢ao direta da UVB pelo DNA leva a formagdo de dimeros de pirimidina
(Figura 2.A) e pirimidina — pirimidona que sdo considerados fotoprodutos (Figura 2.B),
sendo estes os mais envolvidos na mutagénese e citotoxicidade solar, no entanto sdo
reparados por sistemas enzimaticos através de excisdo de nucleotideos alterados.

Pacientes com Xeroderma Pigmentosum (XP) sdo deficientes na excisdo e reparo destes
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danos da UVB ao DNA e sdo altamente mais suscetiveis de desenvolver cancer de pele

em areas expostas ao sol (NISHIGORI, 2006 e LEITAO e. al., 2005) (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismo de formacdo do anel Ciclobutano (Dimero de Pirimidina) apos agdo direta da
UVB (A). Mecanismo de formagao do fotoproduto Pirimidina (6-4) — Pirimidona e processo reversivel

para o isdbmero de Dewar via UVA e UVB (B). Adaptado de SVODOBODA & VOSTALOVA., 2010.

A UVB pode participar da inducdo de danos indiretos de macromoléculas,
através da formacao de radicais livres, e fotoisomerizar o acido urocanico alterando sua
forma isomérica de frans para cis (SVOBODOVA, WALTEROVA & VOSTALOVA,
2006).

A UVA compreende 95% da faixa de UV que atinge a superficie terrestre, esta
ndo ¢ bloqueada pela camada de oz6nio e em conjunto com a UVB sdo as maiores
responsaveis pelas doencas dermatologicas (SVOBODOVA & VOSTALOVA, 2010).

Diferentemente da UVB, a UVA induz repostas celulares através da formagao de

radicais livres via sensibiliza¢do de moléculas enddgenas. Apos a formagado de radicais
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livres, estes podem danificar proteinas, lipideos e glicidios. A UVA pode produzir dano
estrutural no DNA, prejudicar o sistema imunoldgico e levar ao cancer. O cancer de
pele do tipo melanoma possui alta taxa de correlagdo com este comprimento de onda

(SVOBODOVA & WALTEROVA VOSTALOVA, 2006) (Figura 3).
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Figura 3: Efeitos bioldgicos da radiagdo UV quanto hé interacdo com as células.

Adaptado de SVOBODOVA, WALTEROVA & VOSTALOVA, 2006.

Resposta

Imune

A formagdo de radicais livres pela UVA ou UVB leva ao dano celular por duas
principais vias, chamadas de Tipo I e Tipo II, e os mecanismos que levam a estas vias
dependem das propriedades quimicas das substancias fotossensibilizantes.

(SVOBODOVA & WALTEROVA VOSTALOVA, 2006) (Figura 4).
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Figura 4: Mecanismo de indugdo de carcinogénese celular (A). Vias moleculares de efeito indireto de

indugdo de dano celular. Efeito indireto da radiagdo UV sem geragdo de radicais
radiagdo UV com geracdo de radical livre (B). Adaptado de:
VOSTALOVA, 2006 ¢ KATIYAR, 2008.

livres. Efeito indireto da

SVOBODOVA, WALTEROVA &

A via Tipo I envolve a transferéncia de elétrons através de uma interagdo direta
entre uma substidncia fotossensibilizante excitada pela radiagdo UV e outras
biomoléculas, resultando na formacao de radicais livres. Este mecanismo independe da
presenca de oxigénio para inducdo de dano as moléculas. J& a via tipo II envolve a
transferéncia de energia a partir de uma molécula excitada pela radiagdo UV para uma
molécula de oxigénio que produz, por sua vez, as espécies reativas do oxigénio e do
nitrogénio (ROS e RNS) (DUTHIE, KIMBER & NORVAL, 1999) (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio produzidas na pele pela radiagdo UV.

Adaptado de SVOBODOVA , WALTEROVA & VOSTALOVA, 2006.

ION RNS
Radical Hidroxil Oxido de Nitrogénio NO
Radical Superoxido 0, Diéxido de Nitrogénio NO,
Oxigénio Singlete '0,
Peroxido de Hidrogénio H,0, Anion Peréxido de OONO"
Nitrito
Ozobnio 0,
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O peroxido de hidrogénio ndo é per se uma espécie reativa do oxigénio, o qual
sO passa a assumir esse comportamento em presenca de cations metalicos, gerando ROS
pela reacdo de Fenton e interagindo com as biomoléculas (DUTHIE, KIMBER &
NORVAL, 1999).

A interagdo de determinadas células do organismo com radiagdo UVA e UVB
tem consequéncias benéficas e mesmo essenciais a sobrevivéncia de muitos seres vivos,
tais como a sintese da provitamina D e a preven¢do de disturbios no metabolismo do
calcio e do fosforo, que podem gerar alteragdo dssea e reducdo na defesa destes

organismos (BURNETT & WANG, 2011 e HART et al,, 2011).

1.2 — Estrutura Morfolégica da Pele

O conhecimento da estrutura morfologica da pele e de seu funcionamento ¢
fundamental para o desenvolvimento de pesquisa e de tecnologia para a fabricag¢do ¢ a
aplicacdo de produtos cosméticos, implicando na garantia de sua eficacia e seguranga
(BENY, 2000).

O sistema tegumentar ¢ o maior sistema do corpo. Ele consiste de dois
componentes estruturais: a pele € os anexos cutaneos, como unhas, os pelos e as
glandulas (sebaceas, sudoriparas e mamarias) (KANITAKIS, 2002).

A pele possui varias fungdes, sendo a primdria atuar como barreira entre o meio
ambiente externo e interno do organismo (MONTEIRO-RIVIERE & RIVIERE 1999).
Dentre outras func¢des destacam-se a protecdo mecanica, barreira hidrica, controle da
temperatura corporal, defesa imunologica, excrecdo de sais e sintese de vitamina D. Ela
também participa como um o6rgio sensorial e de sinalizagdo sexual (KANITAKIS,
2002).

A pele ¢ constituida basicamente por duas camadas interdependentes: a
epiderme, mais externa e a derme, mais internamente localizada. A transi¢do entre a
epiderme e a derme ¢ denominada de jun¢do dermoepidérmica ou zona da membrana

basal (BAUMANN, 2010) (Figura 5).
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Figura 5: Fotomicrografia da pele humana evidenciando a jun¢do dermoepidérmica, a epiderme e a parte

superior da derme. Adaptado de BAUMANN, 2010.

1.2.1 - Epiderme

A epiderme ¢ muito importante para a ciéncia cosmética porque ¢ a estrutura
morfologica que permite a observagdo direta da hidratagdo, textura e alteracdes
pigmentares (BAUMANN, 2010). Esta consiste de epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado derivado embriologicamente do ectoderma cutaneo, sendo sua principal
célula o queratindcito, o qual possuiu ciclos de proliferacdo e diferenciacdo que
culminam no processo de queratinizacdo e morte celular por apoptose (LEVER, 2009).
Ainda estdo presentes nesta camada da pele as células de Langerhans (fagocitos), a
célula de Merkel (sensoriais) e os melanocitos (responsaveis pela pigmentacio da pele)
(AZULAY & AZULAY, 2008).

As células da epiderme estdo dispostas em camadas ou estratos, os quais de
dentro para fora, recebem respectivamente o nome de camada germinativa ou basal,
camada espinhosa, camada granulosa e camada cornea (LIPPENS et al., 2009). As
células epiteliais sdo constantemente renovadas pela atividade mitotica a partir das
células do estrato basal que se diferenciam em novos queratindcitos, os quais sofreram
processo de queratinizagdo ao longo de seus diferentes estratos da epiderme (LIPPENS

et al, 2009) (Figura 6).
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Figura 6: Esquema ilustrando os diferentes estratos ou camadas da epiderme. Adaptado de LIPPENS et al,,
2009.

Durante a transi¢do de queratinocito da camada glandular para queratindcito da
camada cornea ocorre um aumento de Ca”" intracelular, atividade transglutaminase com
cross-link de diferentes estruturas proteicas da membrana plasmatica. No estagio final
de diferenciacdo o queratindcito perde suas organelas citoplasmaticas, o nicleo e morre.
Finalmente os queratindcitos mortos da camada cornea passam por um processo de

descamagdo (CANDI et al., 2005).

1.2.2 — Derme

A derme ¢ subdivida em derme papilar e derme reticular. Essa estrutura ¢
constituida por um tecido conjuntivo frouxo (papilar) e denso ndo modelado (reticular) e
sua principal célula € o fibroblasto, responsavel pela sintese da matriz extracelular a
qual ¢ composta de fibras coladgenas, fibras eldsticas e outros componentes como as
glicoproteinas de adesdo e proteoglicanos que tém como fun¢do permitir a estruturagio
biomecanica ¢ a comunicacdo entre as células, controlando suas atividades metabolicas.

(LEVER, 2009 e KANITAKIS, 2002). Ainda, podemos observar a presenca de células
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caracteristicas de tecido conjuntivo propriamente dito como: macrofagos, mastdcitos e
leucocitos (BAUMANN, 2010).

A derme possui um importante alvo para a atuagdo de cosméticos, pois de
maneira geral, ela é responsavel pela manuten¢do da espessura da pele. A sua espessura
varia de acordo com as diferentes regides do corpo e com a idade, principalmente entre

trés e sete anos até a puberdade (BAUMANN, 2010) (Figura 7).

Epiderme

L Derme Papilar

Derme Reticular

| Derme Reticular Profunda

Figura 7: Esquema representativo de distribui¢do de camadas da derme. Adaptado de BAUMANN, 2010.

1.3 — Envelhecimento da Pele.

Até 2030 um em cada cinco americanos sera idoso (FARANGE et al., 2008),
enquanto no Brasil a populacdo idosa ultrapassara 22,71% (IBGE, 2008). Estas
previsdes estatisticas tém despertado interesse nas grandes areas de pesquisa envolvidas
com a cosmética e a medicina, gerando discussdes e aprofundamentos sobre o
envelhecimento da pele (FARANGE et al., 2008). O processo de envelhecimento ¢
observado como um progressivo declinio das fungdes organicas e da capacidade de
regeneragdo do corpo incluindo a pele. Isso € resultado do actimulo de danos
moleculares ao longo da vida do ser vivo. Esses danos podem estar relacionados a
fatores intrinsecos e extrinsecos (FARAGE et al., 2008 e GIACOMONI & REIN, 2004
e). Os fatores intrinsecos estdo relacionados ao estilo de vida de cada individuo e a
predisposicdo genética, especialmente no que diz respeito a cor da pele. Ja os fatores
extrinsecos estdo atrelados aqueles relacionados com o meio ambiente (FARAGE et al.,

2008 e GIACOMONI & REIN, 2004).
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Ainda que um organismo vivo ndo tenha qualquer interagdo com o meio
ambiente poderd sofrer o processo de envelhecimento, pelo fato de possuir em seu
interior diferente niveis de oxigénio gerando agentes oxidantes como os superdxidos
durante o processo de fosforilagdo oxidativa, o que provocaria danos aos constituintes
celulares como, por exemplo, o DNA. As alteragdes geradas pelos radicais podem ser
definidas como envelhecimento intrinseco ou natural (BENEDETTO, 1998).

O envelhecimento intrinseco da pele induz a formacdo de rugas finas, atrofia
dos tecidos, desidratagdo e diminui¢do da elasticidade com consequente modifica¢do da
sua biomecanica (DOMYATI et al., 2002). Todas as alteracdes enumeradas podem ser
reflexos de modificacdes na sintese de matriz extracelular, que tém a predisposi¢ao
genética como possiveis agentes desencadeadores destas mudancas (EVERITT, 2003,
GIACOMONI et al., 2000 e GIACOMONI, 1992). O fotoenvelhecimento € o somatdrio
de efeitos da exposicdo cronica a radiacdo solar que induz danos e contribui para as
mudangas evidentes na pele (YAAR & GILCHTREST, 2007).

Por ser um orgdo localizado na interface entre o meio externo e o interno do
organismo, a pele representa um modelo excelente e acessivel para o estudo dos fatores
intrinsecos e extrinsecos ao organismo. Com isso ela contribui para a compreensdo do
complexo processo de envelhecimento (YAAR & GILCHTREST, 2007).

O tempo e as caracteristicas genéticas estdo diretamente relacionados as
alteragdes estruturais, funcionais e moleculares observadas no envelhecimento
intrinseco, enquanto no envelhecimento extrinseco a influéncia do meio ambiente na
interacdo com sistemas bioldgicos demonstra seus efeitos deletérios. A exposi¢do a luz
solar, poluicdo, tabagismo, repetigdo de movimentos musculares da mimica facial,
habitos alimentares, o estilo de vida, infec¢des por microorganismos, atracdo
gravitacional, campos magnéticos, estresse psicologico, alteragdes hormonais
fisiologicas ou ndo, poluentes atmosféricos, andxia, lesdes e traumas tém sido
identificados como importantes fatores no processo de envelhecimento extrinseco
(FARAGE et al., 2008 e GIACOMONI et al., 2000).

As alteragdes patoldgicas durante o processo de envelhecimento so: elastose,
pigmentacdo irregular, rugosidade, telangiectasia, atrofia da pele, rugas finas e
profundas e varios tipos de tumores malignos e benignos (EVERITT, 2003, de RAMOS-
E- SILVA & CARNEIRO, 2001 ¢ GIACOMONI, 1992 ) (Figura 8).
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Aspecto Macroscopico de Diferentes Perfis de Envelhecimento da Pele

Envelhecimento
Intrinseco (pescogo) Queratose actinica
Extrinseco (rosto) Rugas, Manchas Senis Rugas Profundas Telangiectaesias

Figura 8: Diferentes aspectos de pele fotoenvelhecida. Adaptado de RAMOS-E- SILVA & CARNEIRO, 2001.

As alteragdes mais comuns relacionadas ao fotoenvelhecimento da pele
acometem a derme com o surgimento de alteragdes macroscopicas, como as rugas. A
espécie humana, como outras, estd potencialmente susceptivel de sofrer alteracdes
inerentes ao fotoenvelhecimento e isto gera uma procura imensa por cosméticos,
medicamentos e alimentos que possam reverter ou pelo menos controlar o aumento
desse processo. A partir desse panorama o interesse por cosméticos movimentou
425.866,5 milhdes de ddlares em vendas de produtos antienvelhecimento em 2011
(EUROMONITOR, 2012 ¢ YAAR & GILCHTREST, 2007).

Com o envelhecimento a pele fica mais suscetivel ao ressecamento, infec¢des
cutaneas, doengas autoimunes, complicagdes vasculares e aumento do risco de
desenvolvimento de tumores. Essas altera¢des sdo ainda moduladas de acordo com as
regides do corpo, etnias e fototipos de pele (GILCHTREST, 1994).

A pele de individuos afrodescendentes ¢ mais compacta, possui maior conteido
de lipideos intercelulares e possui marcada pigmentacdo. Essas diferengas morfologicas
e moleculares conferem maior protecdo a pele destes individuos contra os danos
cumulativos do sol e pequenas diferencas morfoldgicas entre a pele exposta e ndo
exposta a radiag@o solar. Ainda, a maior pigmentagdo da pele destes individuos confere
500 vezes mais protecdo quanto a incidéncia de tumores cutdneos quando comparado a
individuos caucasianos (FARANGE, et al., 2008 e GILCHTREST, 1994).

A pele de individuos brancos (Fototipos I e II) (Tabela 2), em geral, exibe

sardas, seguidas de rugas finas e telangiectasias, classicamente nas bochechas e no
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nariz. Com o aumento da idade a gravidade dos danos aumenta e estes individuos
passam a apresentar pigmentacdo acentuadamente irregular, incluindo lentigem
(manchas senis) e hipomelanoses. Também, sdo comuns multiplas queratoses actinicas
e a pele com cancer ocorre classicamente nesse contexto (GILCHREST, 1994).

Tipo do Pete  Caractaristicas Efestos da exposico solar Fitto solar FPS
Fototipo 1 Pele muito clara Eritema intenso & grande 40-45 65

othos aznss & cabslos descamacdo; nao ha
brancos (albinos) plgmentacso

Fototipo 2 Pete clara, othos anus Entema ¢ descamagio
¢ Cabheios iouros apante; leve pgenentacao

Forouipo 3 Pele pouco clara othes Eritema leve & pigmentacdo
& cabelos castanhos moderada

Fototipo 4 Pele & olhos ascuros Entama leve. facll pigmentacao

Foratipe 5 Polo moend Ertama impercaptivel; facil
¢ intensa pigmentacio

Fowotipo 6 Pete negra N3O hd srtpma nem

Tabela 2: Tipos, caracteristicas dermato-cosméticas dos fototipos de pele, efeitos solares e indicagdo de
FPS. Adaptado de Veja, ed. 20/43, janeiro, 2008.

As pessoas de pele mais escura (Fototipos III, IV e V) (Tabela 2) com extensa
exposicdo ao sol raramente desenvolvem alteragdes clinicas antes do final da meia-
idade. Além disso, as anormalidades mais destacadas sdo de um carater um tanto
diferente. Em vez de se tornar telangiectasica e difusamente eritematosa, a pele tende a
se tornar descorada, de matiz amarelo-baco, atribuida a diminui¢do do fluxo sanguineo e
possivelmente a mudancas na matriz extracelular dérmica superficial (GILCHREST,
1994). Um aumento de 7° a 8° na temperatura média ambiental dobra a perda de dgua da
pele por evaporagdo, enquanto as temperaturas baixas permitem a pele ficar enrijecida.
A temperatura tem influéncia direta na organizacdo de proteinas e lipideos na pele. O
uso de medicamentos como os hipocolesterolémicos podem induzir a descamacgdo da
pele. Porém, os componentes extrinsecos indutores do envelhecimento da pele ainda sdo
o sol e a nicotina (FARANGE, et al., 2008).

O habito de fumar estd associado a elastose em ambos os sexos e a
telangiectaesia nos homens. O mecanismo pelo qual o cigarro pode causar dano a pele
estd associado primeiramente a diminui¢do do fluxo sanguineo nesta, pelo fato de a
nicotina induzir vasoconstri¢do levando a queda do aporte de oxigénio e nutrientes. As
pesquisas também tém apontado que o tabagismo leva a diminui¢do da densidade de
colageno e elastina na derme induzindo a pele a ficar flacida, endurecida, pouco elastica

e com rugas (FARANGE, et al., 2008) (Figura 9).
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Figura 9: Aspecto da pele de um individuo fumante. Adaptado de FARAGE et al., 2008.

As alteragdes bioquimicas e fisioldgicas do envelhecimento extrinseco da pele
advindas dos efeitos da radiagdo UV geram um modelo microinflamatoério, segundo
Giacomoni e D’Alessio (1996). Os estudos destes pesquisadores evidenciaram que o
fator mais comum que leva ao desenvolvimento desta inflamacdo ¢ a capacidade de o
microambiente induzir a sintese da molécula de adesdo celular endotelial do tipo I
(ICAM - 1) no endotélio dos vasos sanguineos. Este mecanismo permite que haja
potencial aceleragdo do processo de envelhecimento, uma vez que o aumento da sintese
da molécula descrita induz o estado de envelhecimento do sistema tegumentar. Assim, a
alta presenca de ICAM-1 no endotélio leva ao aumento da circulagdo de mondcitos e
macrofagos que por rolamento e diapedese se infiltram na regido afetada e secretam
H,0,. A UVB, em especial, permite maior migracdo de neutrofilos na regido afetada
(GIACOMONI & REIN, 2004; GIACOMONI ¢ D’ALESSIO, 1996 e HAWK, et al.,
1988). Com o aumento da populacdo de células inflamatorias na derme, estas passam a
secretar enzimas liticas ¢ ROS criando um caminho na derme, destruindo agentes
infecciosos e removendo células danificadas. Em caso de andxia ha diapedese de
macrofagos que tem a tendéncia de aumentar ROS e colagenase na derme
(GIACOMONI & REIN, 2004).

Os radicais livres gerados pelas ROS acabam por atingirem células residentes
(queratinécitos e fibroblastos) da pele levando as mesmas a ficarem danificadas e
exacerbando os efeitos inflamatdrios presentes. Quando estas células s3o danificadas a
cascata do 4acido aracdonico ¢ ativada levando a producdo de prostaglandinas e
leucotrienos que ativam os mastocitos (GIACOMONI, 2006; GIACOMONI & REIN,
2004; HAWK, et al., 1988 ¢ GIACOMONI ¢ D’ALESSIO, 1996). Os mediadores
inflamatorios possuem receptores especificos nos mastocitos que, ao serem estimulados

por prostaglandinas, aumentam a sintese e liberacdo de histamina e TNF-a, os quais
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estimulam a producdo de P-selectinas e a neo-sintese de ICAM-1. Quando o ciclo se

7

fecha o estado microinflamatério ¢ mantido (Figura 10). Um ponto importante da
microinflamagdo da pele € o papel da glicose exdgena neste evento. A glicose tem a
capacidade de se ligar a proteinas e através de um processo ndo enzimatico, levar a
glicagdo destas, o que por sua vez leva ao aumento da sintese de ICAM-1

(GIACOMONI, 2006, GIACOMONI & REIN, 2004).
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Figura 10: Processo molecular e microinflamatério do envelhecimento da pele.

Adaptado: SVOBODOVA & WALTEROVA VOSTALOVA, 2006 e GIACOMONI & RIEN, 2004.

Os efeitos do envelhecimento extrinseco foram evidenciados em recente estudo
de Jennifer, Gordon e Brieva publicado em abril de 2012 no The New England Journal
of Medcine. Estes pesquisadores conduziram um estudo de caso da pele de um
individuo de 69 anos o qual apresentava dermatoheliose (fotoenvelhecimento)
unilateral. Esta condi¢c@o clinica foi resultante de 28 anos de exposi¢cdo a luz solar
apenas na face esquerda deste paciente, tendo em vista seu trabalho como motorista de
caminhdo resultando no surgimento de alteracdes morfologicas de envelhecimento
intrinseco na face direita e envelhecimento extrinseco na esquerda (JENNIFER

GORDON & BRIEVA, 2012) (Figural1).
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Figura 11: Paciente apresentando fotoenvelhecimento unilateral (lado esquerdo) em decorréncia de 28
anos trabalhando como motorista de caminhio. Adaptado de JENNIFER, GORDON & BRIEVA, 2012.

As principais caracteristicas clinicas do envelhecimento intrinseco e extrinseco

da pele estdo resumidas na tabela em seguida:

Tabela 3: Resumo das principais caracteristicas clinicas da pele envelhecida e fotoenvelhecida. Adaptado

de GILCHEREST, 1996.

Caracteristica

Aparéncia Clinica

Epiderme

Espessura

Taxa de Proliferagao
Queratinocitos Basais
Queratinizacao

Juncio Dermo-

Epidérmica

Derme
Elastina
Lisoenzimas
Colageno

Microvascularizaciao

Células Inflamatorias

Envelhecimento Cronologico

Perda de elasticidade,

Mai fina que o normal
Menor que o normal
Modestamente Irregular
Sem altera¢do

Modesta reduplicacdo da lamina densa

Elastogénese, levando a elastose
Modesta deposicao de fibras elasticas
Modesta mudanca no tamanho do feixe
e organizacdo de colageno

Arquitetura Normal

Sem evidéncia de inflamagao

Fotoenvelhecimento

As vezes profundamente enrugada

Acantotica e atrofica estagios iniciais
Maior que o normal

Marcadamente heterogénea

Sem alteragdo

Extensiva reduplicagdo da lamina basal

Marcada elastogénese levando a degeneracdo
e depdsito de fibras elasticas
Alta deposicdo de fibras eldsticas

Moderada mudang¢a no tamanho do feixe de
colageno

Deposi¢do Anormal de material semelhante a
membrana basal

Infiltrado Histiocito linfocitario perivascular
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As principais caracteristicas histologicas da pele fotoenvelhecida estdo

resumidas na tabela em seguida:

Tabela 4: Resumo das principais caracteristicas histologicas da pele fotoenvelhecida.

Adaptado de YAAR & GILCHTREST, 2007.

Rugosidade / Aridez

Queratose Actinica

Pigmentagdo Irregular
Sardas
Manchas Senis

Aumento da compactagdo do estrato corneo, aumento da espessura da camada
granular e redu¢do do conteudo lipidico da epiderme

Atipia nuclear, hiperplasia epidermal irregular e ocasional inflamagio
dérmica

Redugdo e aumento de manchas hipertroficas
Aumento no nimero de melandcitos e melanizagao
Redugdo do nimero de melandcitos atipicos

Hipomelanoses

Rugas

Rugas Finas Nao detectadas

Rugas Profundas Contragao de septos da hipoderme

Hiperplasia Sebacea  Hiperplasia concéntrica das glandulas sebaceas

Telangiectaesia Ectasia dos vasos com atrofia das paredes

Elastose Agregado nodular de fibras de material amorfo na derme papilar

1.4 — Angiogénese na pele durante o envelhecimento cronolégico e no
fotoenvelhecimento

Os vasos sanguineos sdo essenciais para o suprimento de oxigénio, nutrientes e

manutengdo da homeostase da pele e do restante do corpo. Durante a embriogénese os

vasos sanguineos sao formados por um processo chamado vasculogénese no qual ocorre

diferencia¢do de angioblastos em células endoteliais permitindo a formacdo da rede

vascular primitiva (DETMAR, 2000). A rede vascular da pele do individuo adulto esta

organizada com um plexo sanguineo subpapilar (adjacente ao estrato germinativo da

epiderme) e um plexo reticular situado na derme reticular. A epiderme & avascular

(KANITAKIS, 2002) (Figura 12).
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Epiderme

Plexo Subpapilar —

Plexo Reticular —=

Figura 12: Disposicdo da rede vascular da pele. Adaptado de SKOBE & DETMAR, 2000.

A formagdo ou aumento de novos vasos sanguineos, bem como o aumento de
seu didmetro e o desenvolvimento da vascularizagdo em tumores, sdo caracteristicas
tipicas do dano solar e marca o inicio do processo chamado angiogénese
(CARMELIET, 2000). Do ponto de vista morfologico, a angiogénese ocorre a partir de
vénulas pds-capilares ja existentes ou da remodelagdo de vasos sanguineos pré-
existentes através do aumento na espessura e/ou ramifica¢@o destes e assim penetram na
derme (CARMELIET, 2000 e SENGER, 1983).

A angiogénese ¢ um processo complexo que ocorre em varias etapas (Tabela 5).
Apoés um dano tecidual, primeiramente ocorre a hiperpermeabilidade microvascular que
leva ao extravasamento das proteinas plasmaticas, como o fibrinogénio e a protrombina,
que servem como uma matriz provisoria para a migracdo de células endoteliais ou como
fator extrinseco da cascata de coagulagdo sanguinea. Isto propicia a clivagem e a
ativagdo de proteinas de matriz, formando um estroma angiogénico (DETMAR, 2000 e
CHUNG & EUN, 2007). Como préxima etapa, a membrana basal ¢ degradada pela acéo
de metaloproteinases ativadas, em particular a do tipo 2 (MMP-2). Esse passo ¢
essencial ao processo de angiogénese, sabendo-se que na pele de um individuo sadio, as
células endoteliais estdo fortemente ligadas a barreira vascular anti-angiogénica, que
contém em sua membrana basal moléculas da matriz extracelular como colageno 1V,
laminina e trombospondina 1 (DETMAR, 2000).

A migragdo das células endoteliais ¢ direcionada através de gradiente de fatores
angiogénicos que sdo produzidos em sua grande maioria por células epiteliais de outros

orgios. As células endoteliais sofrem uma série de divisdes promovidas por potentes
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fatores angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular, fator de
permeabilidade vascular (VEGF/ VPF), fator de crescimento endotelial derivado de
plaquetas, interleucina 8, metaloproteinases e o fator de crescimento fibroblastico
basico. Finalmente, a migragdo de células endoteliais a partir do limen vascular leva a
gradual diferenciacdo em vasos sanguineos maduros (BIELENGERG et al., 1998;
DETMAR, 2000; CHUNG & EUN, 2007). Os principais passos do processo de

angiogénese podem ser resumidos da seguinte forma:

Tabela 5: Principais eventos histofisiologicos da neovascularizagdo. Adaptado de DETMAR, 2000

Etapas de Angiogénese

1 — Inducio da hiperpermeabilidade microvascular

2 — Degradacio enzimatica da membrana basal vascular e matriz intersticial
3 — Migracao das células endoteliais

4 — Proliferacio das células endoteliais

5 — Formacio de vasos sanguineos maduros

A angiogénese ¢ um processo que ocorre durante o desenvolvimento da pele no
periodo fetal, crescimento do esqueleto, porém no individuo adulto os vasos sanguineos
sdo predominantemente quiescentes com exce¢do do ciclo angiogénico que ocorre no
utero e no ovario durante o ciclo reprodutivo feminino. Outra excec¢do ¢ o ciclo de
crescimento capilar que é caracterizado pela expansdo e involugdo perifolicular dos
vasos sanguineos (FERRARA GERBER & LE COUNTER, 2003 e DETMAR, 2000).

A pele de um individuo mantém a capacidade de iniciar um processo de
angiogénese durante a reparagdo tecidual em inumeras doencas, incluindo doengas
inflamatérias da pele, (ex. psoriase e outros diversos tipos de dermatites severas),
doengas bolhosas, neoplasias cutaneas, incluindo o carcionoma de célula escamosa,
melanomas, sarcoma de Kaposi, hemangiomas proliferativos infantis e doengas
macroscopicas relacionadas a vascularizagdo como a rosacea (BIELENGERG et. al.,
1998 ¢ DETMAR, 2000). Durante o envelhecimento intrinseco e¢ extrinseco ha uma
reducdo da microvascularizacdo cutidnea que se reflete na diminuigdo da temperatura
corporal, redu¢do do eritema induzido pela radiagdo UV e diminui¢do do suprimento de
oxigénio e nutrientes (CHUNG & EUN, 2007).

Chung et al. (2002) compararam a distribui¢do da vascularizagdo da pele de

individuos com idade entre 20 e 80 anos com distintos perfis de envelhecimento, i.e.,
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expostos ao sol e fotoprotegidos. A derme papilar da face dos individuos mais velhos
expostos ao sol sem fotoprote¢do apresentou significativa diminui¢do do tamanho e
numero dos vasos sanguineos em comparacdo aos individuos mais jovens. Ja os
individuos expostos ao sol, mas fotoprotegidos, estes apresentaram apenas diminui¢do
do tamanho dos vasos sanguineos, ndo mostrando diferenca de densidade vascular entre
peles jovens e envelhecidas. Chung et al. (2002), concluiram que nas peles envelhecidas
e fotoenvelhecidas ha reducdo do tamanho dos vasos sanguineos, porém somente na
pele fotoenvelhecida héd redug@o na densidade vascular, especialmente nas regides em
que hé extenso dano tecidual de matriz extracelular.

A exposicdo cronica a radiagdo UV leva a degradacdo da matriz extracelular e
esta, por sua vez, ndo promove suporte fisico aos vasos sanguineos, o que leva a
diminui¢do da densidade vascular da pele fotoenvelhecida (CHUNG & EUN, 2007).
Com uma exposicdo aguda a radiacio UV se observa a rdpida angiogénese e o
equilibrio entre a expressdo de fatores prd-angiogé€nicos e anti-angiogé€nicos tem um
papel crucial nesse perfil. Alteragdes neste equilibrio podem levar a condigdes
patologicas (CHUNG & EUN apud DETMAR, 2000) (Figura 13).

Os queratinécitos tém um papel importante e primario no processo
fisiopatoldgico de angiogénese cutanea, pois tém a capacidade de induzir VEGF
(DETMAR, 2000). Bielenberg et al. (1998), submeteram a pele da orelha de
camundongos C3H/HeN a UVB por uma unica vez e puderam demonstrar que ha uma
hiperpermeabilidade vascular imediata com dilatagdo dos vasos e angiogénese. Chung
et. al. (2002) demonstraram o mesmo efeito em modelos de pele humana in vitro. A
radiacdo UV produz o aumento da expressdo de VEGF nas culturas de queratindcitos e
em pele humana in vivo mantendo-os ainda crescentes no segundo e terceiro dias pds-
irradiacdo. A UV ainda diminui a expressdo do fator anti-angiogénico TSP-1 em pele
humana e de camundongos. Em peles ndo expostas a UV o TSP-1 ¢ altamente expresso

(CHUNG & EUN, 2007) (Figural3).
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Angiogénese Cutinea Degradacdo da Matriz Extmcclularl Pele Normal
Efeitos A\
Agudos VEGF l Colageno l Fatores
TSP l Angiogénicos
MMPs l
Inibidores
Endogenos
Inflamagdo Angiogénese Cutidnea
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Cronicos Inibidores
Endogenos
Pele Humana Fotoenvelhcida
Fatores
A Angiogénicos

Matriz Extracelular (Fibra Coldgena e Eléstica}l B
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Figura 13: Efeito agudo e cronico da radiagdo UV sobre angiogénese cutanea (A). Equilibrio da
expressdo de fatores antiangiogénicos e angiogénicos em uma pele normal e em processo de

neovascularizacdo (B). Adpatado de DETMAR, 2000 e CHUNG & EUN, 2007.

O VEGEF foi originalmente descoberto como fator de permeabilidade vascular
(VPF) devido a sua atividade em induzir o edema nos tumores (SEGER et al., 1983). O
VEGF, quando superexpresso, caracteriza uma grande capacidade de aumentar o
rolamento e adesdo de células mononucleares periféricas do sangue em vénulas pods-
capilares cutaneas, sugerindo que ele e outros fatores pro-angiogénicos contribuem para
o recrutamento de leucécitos. Esse fenomeno € possivel pela ativacdo de moléculas de
adesdo das células endoteliais como ICAM-1, VCAM-1, E-selectinas e P-selectinas
(DETMAR et al., 1998). O mastdcito ¢ uma célula presente em processos em que ha
aumento da expressdo de VEGF. Com o aumento de expressdo deste fator o mastocito
fica localizado préximo aos vasos sanguineos. Detmar et al. (1998) correlacionaram o

aumento de populacdo de mastdcitos diretamente a expressao de VEGF.

1.5 - Camundongo Hairless: O modelo para analises de fotenvelhecimento.

O animal mais comumente utilizado em estudos de fotoenvelhecimento ¢ o
camundongo albino hairless (sem pelo) de cepa Skh-hairless-1 (BENAVIDES et al.,
2009). O gene hairless, nome esse derivado da caracteristica principal desde animal, &

autossOmico recessivo e estd situado no cromossomo XIV, sendo responsavel pelo
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desenvolvimento de pelagem normal durante os primeiros dias de vida do animal.
Porém, por volta do décimo terceiro dia pds-natal os pelos comecam a cair e até a
terceira semana de vida o animal os perde totalmente ao longo de praticamente toda a
extensdo do corpo, restando somente as vibrissas (PANTELEYEV et al., 1999,
CHORILLI, 2007 e BENAVIDES et al., 2009).

Durante a quinta semana de vida um novo ciclo de pelos pode ser observado,
logo em seguida os mesmos sofrem processo de involugdo e o animal passa a ndo ter
mais pelos. Diferentemente do animal nude, o hairless ndo apresenta deficiéncias
imunoldgicas (CHORILLI, 2007 e BENAVIDES et al., 2009).

Embora uma série de mutagdes tenha sido feita, atualmente outras variantes
deste animal podem ser encontradas. A mutacdo de destaque é aquela que origina a
variante pigmentada da espécie, a cepa Skh-hairless-2, com melandcitos epidérmicos e
dérmicos. Esta cepa e a variante Skh-1 podem ser utilizadas também em estudos de
fotoenvelhecimento e fotocarcinogénse, porém a cepa variante Skh-2 pode ser também
utilizada como modelo para estudos de bronzeamento da pele (KLIGMAN, 1996 e
BENAVIDES et al., 2009).

Durante o desenvolvimento a pele do camundongo hairless passa por alteragdes
morfologicas marcantes. Até a metade do segundo més de vida a epiderme ndo
apresenta alteracdes morfoldgicas quando comparado a pele de um camundongo
BALB/c, por exemplo (MONTAGNA ef al., 1954 e MASSIRONI et al., 2005). A partir
dessa etapa os pelos sdo perdidos entdo, o canal pilo-sebaceo serve como ducto excretor
para as glandulas sebaceas (MONTAGNA et al.,1954).

Cada glandula sebacea tem em sua base um cordido descontinuo de células da
epiderme que ¢ o remanescente de foliculo piloso (MONTAGNA ef al.,1954). Alguns
foliculos pilosos crescem de forma desorganizada em paralelo a superficie. Proximo ao
bulbo desses foliculos pilosos frequentemente observamos maior densidade celular
(MONTAGNA et al.,1954).

Nos animais com idade entre dois e trés meses de vida, os ductos e as por¢des
secretoras das glandulas estdo mais desenvolvidas. Nessa fase alguns foliculos pilosos
crescem também de maneira desorganizada (MONTAGNA et. al. 1954). Ainda nessa
fase podemos observar pequenos cistos revestidos por células epiteliais com aparente
grau de queratinizacdo e com conteudo de aspecto sebaceo. As células que persistem
nos ductos se desenvolvem a partir de corddes epiteliais descontinuos préximos aos

foliculos pilosos, os quais sdo glandulas sebaceas em degeneragdo. De acordo com
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MONTAGNA et al. (1954) e BENAVIDES et al. (2009) sdo descritos também ninhos
celulares possuindo granulos acido periddico de Shiff (PAS) positivo localizadas na
derme.

Nos animais com quatro e cinco meses de idade, os cistos descritos acima sdo
mais numerosos ¢ muitos deles sdo constituidos de células queratinizadas formando
lamelas com disposicdo concéntrica. No sétimo més de idade as células da epiderme
alcancam espessura de até trés camadas e apresentam menos basofilia citoplasmatica
quando comparadas a epiderme de animais mais jovens (MONTAGNA et al., 1954 ¢
KLIGMAN, 1996).

O facil manuseio da pele e a rapida visualizacdo de efeitos nesses animais
homozigotos para o gene Hr permite estudos que utilizam aplicagdes de agentes topicos,
acompanhamento do processo de cicatrizagdo de lesdes e respostas agudas a exposi¢do a
radiagdo UV (BENAVIDES et al., 2009).

A pele do camundongo hairless (Figura 14) possui aparéncia rugosa € essa
rugosidade aumenta com o decorrer do tempo (MONTAGNA et al, 1954 ¢
BENAVIDES et al, 2009). A pele do macho e da fémea ¢ similar, porém o macho
possui a epiderme mais espessa e a hipoderme mais fina (Figura 15) (MONTAGNA et
al., 1954 e BENAVIDES et al, 2009).

Figrural4: Aspecto macroscépico da pele de um camundongo hairless adulto jovem (quatro meses de vida).

Destaque para seu aspecto de pele naturalmente rugoso (seta). Adaptado de MONTAGNA et al, 1954 .
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Figura 15: Fotomicrografia de corte histologico de pele de camundongo hairless Skh -1.

Adaptado de BENAVIDES, 2009 (A) e HRS/J — UFRJ 2011 (De acordo com o material e método deste trabalho) (B).

Epiderme (*), Cisto dérmico (**), vaso sanguineo (!), foliculo piloso (cabeca de seta), glandula sebacea (seta).

O primeiro estudo sobre o dano induzido pela radiacdo UV na derme em um
modelo animal foi realizado em 1964. Os autores produziram elastose no dorso de um
rato depilado e as doses de irradiagdo utilizadas excediam as ambientais normais
(SAMS et al., 1964).

Outro estudo pioneiro desenhado de forma a evidenciar a indug@o de elastose em
ratos sem pelos (hairless), data de 1980. Berger ef al. (1980) usaram um rato albino
macho sem pelos (Ng/-), o qual recebeu radiacdo do tipo UVA por 16 horas por 8,5
meses, totalizando 20.000 J/cm? de radiacdo. Esta dose foi capaz de induzir elastose no
animal (KLIGMAN, 1996).

Os estudos de fotoenvelhecimento da pele que usaram como modelo
camundongo hairless experimentaram metodologias que tinham como objetivo explorar
o uso de diferentes fontes emissoras do espectro solar parcial ou total. Nos mais
diversos ensaios de envelhecimento solar, os animais foram expostos a UVB ou UVA
separadamente ou simultaneamente através de fontes emissoras distintas, ou ainda,
expostos a luz solar simulada. (LECHER et al., 2009; LECHER et al., 2008; MOOM,
YOUM & KIM, 2000 e BERG et al., 1993).

A pele do camundongo hairless, quando submetida as radia¢des solares,
apresenta alteragdes morfologicas comparaveis as da pele de humanos, como aumento
da espessura da epiderme, hiperplasia da glandula sebacea, dos cistos dérmicos,
aumento na sintese de glicosaminoglicanos e infiltrado de células na derme

(BENAVIDES et. al, 2009).
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Os estudos de exposi¢cdo as radiagdes solares demonstraram usos de diferentes
fontes emissoras para diferentes propdsitos. A pesquisa nas bases de dados resultou em
um anexo I que mostra estudos de exposi¢do a radiacdo relacionados nesta dissertacdo,

os quais estdo resumidos nos seguintes graficos:

1 — Revisdo do estudo para evidenciacio de alteracdes morfologicas e bioquimicas

com a radiac¢io ultravioleta

mUVB mUVA mUVB + UVA Fontes Separadas M Simulador ® UVA + UVB Mesma Fonte

2 — Revisao do estudo do efeito protetor de farmacos e cosméticos frente a radiacio

uv

EUVB M®UVA ®ESimulador m UVA+ UVB Mesma Fonte

3 — Revisdo do estudo do efeito protetor de extratos vegetais e ingredientes

alimentares
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B UVB m®Simulador ® UVA e UVB Mesma Fonte

4 — Revisio dos estudos de inducio de carcinogénese

EUVB ®Simulador  m UVA e UVB Fonte Separada = UVA + UVB Mesma Fonte

1.6 - Abordagens de Prevencio ao Fotodano da Pele.

1.6.1 - Filtros Solares

Ha poucas informagdes sobre a forma como povos ancestrais se protegiam do
sol. Por milénios, apenas as roupas estavam relacionadas com a forma de se
fotoproteger dos danos solares. Ha 5000 anos os egipcios desenvolveram o algodao, a 1a
e o linho, entdo utilizados para cobrir todo o corpo deixando apenas poucas regides
expostas (URBACH, 2001). Os guarda-chuvas foram utilizados como ferramentas de
fotoprote¢do na antiguidade. Egipcios, mesopotamios e chineses lancavam mao deles

para se proteger do sol (URBACH, 2001).
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Gregos e egipcios foram os primeiros a relacionar pele sauddvel com auséncia
de bronzeado, ou seja, pele de colorag@o branca. Para atingir esta tonalidade estes povos
utilizaram sais de arsénio, como um tipo de pé de arroz rudimentar (URBACH, 2001).

Muitos tipos de protecdo fisica comecaram a ser utilizadas no primeiro século
depois de Cristo. A utiliza¢do de 6leo de diferentes naturezas foi explorada para cobrir e
proteger a pele. Os tibetanos utilizaram uma combinacdo de alcatrdes e ervas como
formulacdo fotoprotetora. A decoracdo da pele por povos indigenas com auxilio de
plantas tinha razdes ritualisticas e cosméticas, mas a fotoprotecdo era inerente
(URBACH, 2001).

Em 1891, Hammer publicou uma importante monografia abordando os
diferentes efeitos da luz solar sobre a pele, dando atencdo especial ao eritema e sua
correlagdo direta com a radiagdo UV. Hammer repetiu os experimentos de um
pesquisador contemporaneo Widmark, que investigou os efeitos protetores da quinina.
Consolidando os efeitos protetores de tal planta, Hammer passou a ser o primeiro a
recomendar o uso de filtros quimicos, definidos como moléculas capazes de proteger a
pele do eritema (URBACH, 2001). Segundo Urbach (2001), o filtro solar de maior
sucesso no século XX foi certamente Ambre Solaire de Garnier. No ano de 1935
Eugene Schueller, fundador da L’Oreal, criou uma formula¢do contendo salicilato de
benzila em veiculo oleoso e utilizou as midias possiveis como radiodifusdo e outdoors
para divulgar que era possivel ter pele sauddvel e bronzeada. Como imagem para a
campanha publicitaria utilizou uma foto de mulher fazendo uso da formulagdo solar

com biquini e pele bem bronzeada (URBACH, 2001) (Figura 16).

Figura 16: Informe publicitario de lancamento de Ambre Solaire em 1935. Disponivel em:

https://sites.google.com/site/marketingfernandonamora/sagres22
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Em 1940 o 4cido paramino-benzodico foi descoberto e marcou uma nova fase na
fotoprotegdo. Em 1942, durante a segunda guerra, o filtro solar utilizado pelos
combatentes americanos foi petrolato vermelho de uso veterindrio com 10% de
fenilsalicilato (URBACH, 2001).

No mercado de cosméticos, atualmente, existem inumeros filtros solares com
diferentes formas farmacéuticas para o uso topico como: cremes, logdes, géis, aerossois,
solucdes, sticks e espumas. Inicialmente s6 eram usados para a protecdo contra

queimadura solar, mas hoje sdo usados para protecdo contra o envelhecimento e

também contra o cancer de pele (RANGEL & CORREIA, 2002 ¢ PAOLA, 2001).

Como caracteristicas necessarias a um filtro solar podemos destacar:

v Ser compativel com os inumeros ingredientes usados na formulagéo;

v’ Ser estavel e conservar suas propriedades quanto exposto a luz;

v' Ser indcuo para a pele sadia e atoxico;

v' Ter aceita¢do cosmética pelo consumidor;

v" Ter alta substantividade;

v’ Ter alta estabilidade ou habilidade de manter suas caracteristicas de eficacia
perante condi¢des adversas, como transpiragdo e exposi¢cdo a dgua

(RANGEL & CORREIA, 2002 ¢ SCHERSCHUM & LIM, 2001).

As moléculas fotoprotetoras podem ser classificadas como: fisicas ou quimicas.
As fisicas agem refletindo e/ou dispersando a radia¢do incidente. Como principais
exemplos temos o diéxido de titanio e o 6xido de zinco (RANGEL & CORREA, 2002,
GONZALEZ, FERNANDEZ-LORENTE & GILABERTE-CALZADA, 2008).

Ja os filtros quimicos podem ser naturais ou sintéticos absorvendo a radiagdo
UV (Figura 18). Como exemplo dessas classes, hd as seguintes familias quimicas:
PABA (4cido p-aminobenzoico e derivados), derivados do acido cinémico, derivados do

acido salicilico, derivados da céanfora, acido fenilbenzimeidazol, benzofenonas,
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antranilatos, dibenzoilmetanos e outros (como o octocrileno) (RANGEL & CORREA,

2002).

Luz UV Molécula
{250-350 nm) excitada
\ Emissdo
P g de baixa
N > 4 2
energia
R A A
Molécula Molécula
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Figura 17: Mecanismo de agdo dos filtros solares quimicos. Apos absor¢do de luz UV a molécula anteriormente

em repouso € excitada, saltando para um nivel mais energético retornando ao seu estdgio de repouso

posteriormente apds emissdo de energia (A). Exemplo de molécula fotoprotetora sendo excitada e por

ressonancia seus elétrons a percorrem deixando-a com carga formal (B). Adaptado de RANGEL & CORREA,

2002.

Moléculas fotoprotetoras de natureza organica ou quimica:

Octocrileno (2-Ciano-3,3-difenillarylato de 2 etil-hexila) ¢ um liquido viscoso, de
coloragdo amarelo claro e aroma tipico. Possui peso molecular de 361 e absor¢do
maxima no UV de 303 nm em alcool etilico. Sua concentragdo de uso, de acordo com a
legislagdo brasileira, é até 10% (HASSEN ef al, 1995 ¢ SHAATH, 2007). E um filtro
solar de prote¢do no espectro do UVB usado para estabilizar a avobenzona e
comercialmente ¢ chamado de Parsol 1789. Este filtro é muito utilizado em formula¢des
cosméticas comerciais, especialmente nas classificadas como nido comedogénicas.
Podemos considerar um dos poucos filtros capazes de serem incorporados facilmente
em géis. Seu perfil de protegdo se da entre 290-360 nm, porém possui baixa

substantividade (PALM & O’DONOGHUE, 2007) (Figura 18/ Tabela 6).
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Benzofenona — 3 (2 — Hidroxi — 4 — metoxi — benzofenona; Oxibenzona) ¢ um p6 de
coloragdo creme de odor leve. Possui peso molecular de 228 com absor¢do méaxima no
UV entre 288-325nm em 4lcool etilico. Sua concentragdo maxima de uso, de acordo
com a legislagdo brasileira, ¢ de 10% (HASSEN et al., 1995 e SHAATH, 2007).

As benzofenonas possibilitam a prote¢do de amplo espectro e sdo muito compativeis
com os produtos cosméticos. Seu perfil de atuagdo perfaz os espectros UVA ¢ UVB
com espectro de agdo de 270 — 350 nm. As benzofenonas, em geral, sdo as consideradas
as mais alergénicas pelo FDA. Elas possuem alto indice de producdo de dermatites de
contato dentre todos os filtros solares e sua reagdo ¢ exacerbada pelo sol e calor (PALM
& O’DONOGHUE, 2007). As benzofenonas também possuem baixa substantividade e
foi observado terem significativa taxa de absorc¢do sistémica por ter sido encontradas em
ensaios de utilizagdo tdpica na urina e no sangue, porém nao foram constados efeitos

biologicos sistémicos (PALM & O’DONOGHUE, 2007) (Figura 18/ Tabela 6).

Etielhexiloxinamato — (p — Metoxinamato de 2 — etil-hexila; Octilmetoxinamato;
Parsol MCX) ¢ um liquido amarelo claro praticamente inodoro. Possui peso molecular
de 290 com absor¢do maxima no UV de 311 nm em alcool etilico. Sua concentracdo
maxima de uso, de acordo com a legislagdo brasileira, ¢ de 10% (HASSEN et al., 1995
e SHAATH, 2007). E o filtro solar da classe dos cinamatos mais comumente utilizado
em filtros solares no mundo. Ele preencheu o espaco deixado pela rejeicdio ao PABA
nos anos 80. Ele ¢ uma potente molécula capaz de absorver a radiacio UVB com pico
de absorcao de entre 270 — 328 nm. O octilmetoxinamato possui excelente estabilidade
e confere bom perfil de resisténcia a agua, seguro para uso humano e baixo potencial
irritante. Seus efeitos colaterais, devido a sua ac¢do semelhante ao estrogénio, foram
demonstrados in vitro e in vivo, porém os estudos mostraram baixa absorcao sistémica
(0,002% de concentragdo encontrada no plasma sanguineo) e sem agdes estrogénicas

observadas em humanos (PALM & O’ DONOGHUE, 2007) (Figura 18/ Tabela 6).
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Caracteristica das Moléculas Fotoprotetoras

Benzofenona-3 Octilmetoxinamato Octocrileno
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Figura 18: Estrutura quimica das moléculas fotoprotetoras e seus respectivos perfis de absor¢do de

UV. Adaptado de HANSEN et al., 1995

Tabela 6: Resumo das principais caracteristicas das moléculas fotoprotetoras. Adaptado de SHAATH, 2007

PA Amarelo Liquido Amarelo Palido Liquido Amarelo Claro

Estabilidade Boa Estabilidade Excelente Estabilidade Estavel

Concentracao de 10% 10% 10%
uso Max. Merco
Sul

Solubilidade em Insoltvel Insoltvel Insoldvel
H,0

Solubilidade Oleo Mineral Miscivel em Etanol Soldvel em Alcool Etilico

Moléculas Benzofenona3 Octilmetoxinamato Octocrileno

1.7 - Métodos de Avaliacao do Fator de Protecio Solar: passado, presente e futuro.

Fator de Protecio Solar (FPS)/ Fator de Protecio Contra Queimadura

A primeira metodologia para se avaliar a eficdcia de sistemas fotoprotetores foi
desenvolvida em 1962 pelo pesquisador australiano Franz Greiter. Esta metodologia ¢
reconhecida em qualquer formulagdo de protecdo solar como FPS (Fator de Protecdo

Solar) (OSTERWALDER & HERZOG, 2009 e PALM & O’DONOGHUE, 2007).
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A metodologia foi adotada oficialmente pelo Food and Drug Administration
(FDA) como método oficial de avaliacdo do perfil fotoprotetor em 1978, sendo entdo
definido o FPS como o eritema minimo percebido ou minima dose eritematosa (MDE)
entre a pele fotoprotegida e a ndo fotoprotegida, obtido finalmente pela seguinte

equacdo (PALM & O’ DONOGHUE, 2007):

Dose Minima Eritematosa
(MDE) Pele Fotoprotegida

FPS =
Dose Minima Eritematosa

(MDE) Pele ndo Fotoprotegida

O sistema FPS tem como objetivo avaliar a capacidade de um filtro solar em
proteger a pele contra a queimadura solar. Este ponto passa a ser critico uma vez que a
radiagdo UVB tem 1000 vezes mais capacidade de produzir eritema do que a UVA.
Assim sendo, o FPS passa a ser uma metodologia aplicada diretamente entre a relagdo
da protecdo solar e o comprimento de onda do UVB, negligenciando-se os efeitos dos
demais comprimentos de onda emitidos pelo sol (PALM & O’DONOGHUE, 2007).

A determina¢do do FPS in vivo de acordo com o FDA ¢ feita utilizando-se 20
individuos sadios de pele branca, sendo homens e mulheres com sensibilidade mediana
ao UV. Em uma parte das costas de cada individuo (0,3 m x 0,3 m), aplica-se o produto
(2 mg/cm?), deixando também uma parte descoberta (superficie teste), separada por uma
fita de 1 cm de largura. Irradia-se com lampada UV de 300 w durante 15 a 20 minutos
apos a aplicacdo do produto. Entdo, observa-se o tempo de formagdo do eritema e
obtém-se o FPS apos a realizagao dos calculos (OSTERWALDER & HERZOG, 2009 e
PALM & O’DONOGHUE, 2007).

O padrio utilizado pelo FDA ¢ uma formulagdo contendo 8% de salicilato de
homomentila, que confere um FPS de 4,47 a esta formulag@o. Para o Cosmetics Europe
- The Personal Care Association (COLIPA) a férmula padrdo contém 2,7% de p-
metoxicinamato de octila (FPS 3,7 + 0,3) (OSTERWALDER & HERZOG, 2009 ¢
PALM & O’DONOGHUE, 2007).

A Comunidade Europeia recomenda a classifica¢do dos filtros solares em baixa
protecdo para as formulagdes com FPS entre 6 — 10, média protecdo para as de FPS 15,

20 e 25 e alta protegdo para as formulagdes com FPS entre 30 e 50. Sdo classificadas de
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alta fotoprotecdo as formulagdes cujo FPS estd acima de 50, e a simbologia de
rotulagem é 50" (OSTERWALDER & HERZOG, 2009).

A indicagdo de FPS nos rétulos de protetores solares tem gerado confusdo desde
sua implementacdo até os dias atuais. Uma formulacdo de FPS 30 teria metade da
capacidade fotoprotetora de uma formulacdo contendo FPS 60. Tecnicamente, um
fotoprotetor de FPS 30 tem capacidade de absorver 96,7% dos raios eritematosos
(UVB) enquanto uma formulacdo de FPS 60 ¢ capaz de absorver 98,3% dessa radiacao.
Desta maneira ha um aumento de protecdo de apenas 1,6% entre as duas formulacdes
mencionadas anteriormente (OSTERWALDER & HERZOG, 2009).

Ao se observar a incidéncia de uma conhecida quantidade de fotons sobre peles
fotoprotegidas com filtros solares de FPS 10 e 50 respectivamente observa-se que o
filtro de FPS 10 permite a passagem de uma quantidade de 10 fotons e o de FPS 50 de 2
fotons. O filtro de FPS 50 possui uma eficacia de bloquear 98% dos fétons incididos
enquanto o de FPS 10 de 90%. Ambos possuem bom perfil de fotoprotecido, porém
dependendo da indicacdo da formulagdo solar um deles pode ser requisitado

(OSTERWALDER & HERZOG, 2009) (Figura 19).
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Figura 19: Eficacia de fotoprotegdo de duas formulagdes de FPS distintos (FPS 10 e FPS 50) e seu perfil de
retencgdo de fotons que atingem a pele. Adaptado de OSTERWALDER & HERZOG, 2009.

FPS in silico

A metodologia de FPS in silico ¢ baseada em plataforma que permite a avaliacio

da distribuicdo das moléculas fotoprotetoras sobre a pele, tendo em vista a
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irregularidade superficial da pele e a distribuicdo das moléculas na formulacdo em
estudo (Figura 21) (OSTERWALDER & HERZOG, 2009). A partir do conceito de que
a distribuicdo do filtro solar na pele ¢ irregular e considerando também o perfil
fotoestavel da formulagdo (capacidade do filtro solar em resistir a radiagdo UV) ha um
erro teorico na protecdo da pele quando se observa a fotoprotecdo por essa Optica. Esta
metodologia permite o auxilio para o entendimento do real desempenho dos filtros
solares quando aplicados sobre a pele (OSTERWALDER & HERZOG, 2009) (Figura
20).

g Filme de
|+ Filtro Solar

Superficie da
Pele

Figura 20: Distribuicdo do filtro solar sobre a superficie da pele. Circulos representam distribuicio
quantitativa das moléculas fotoprotetoras. Destaque (seta) para regido desprovida de moléculas

fotoprotetoras. Adaptado de OSTERWALDER & HERZOG, 2009.

Metodologias para protecio a radiacio UVA

A metodologia de avaliagdo de FPS possui correlagdo direta com o perfil
fotoprotetor responsavel por inibir a queimadura solar proveniente da radiagdo UVB.
Este fato exclui teoricamente o perfil fotoprotetor das formulagdes solares quanto aos
efeitos dos raios responsaveis pelo envelhecimento e pela melanogénese, i.e. UVA
(OSTERWALDER & HERZOG, 2009).

O primeiro 6rgdo regulamentador a idealizar um método capaz de avaliar o
perfil fotoprotetor para raios UVA foi a Organizacgdo japonesa. O método desenvolvido
por este 6rgdo foi embasado no potencial da radiagdo UVA em produzir pigmentagdo e
ficou popularmente conhecido como PPD (do inglés Persistent Pigment Darkening).
Este método agora é aceito pela comunidade Europeia, pela FDA e esta sendo
harmonizada por todo o mundo. Para que um filtro solar forneca protecdo é necessario
que este represente 1/3 do FPS rotulado (OSTERWALDER & HERZOG, 2009). As
informagdes de protecdo UVA estdo distribuidas nos rdtulos ainda de forma confusa. O
orgdo regulamentador inglés confere fotoprotecdo UV A para um filtro solar dando a ela

a terminologia ultra e cinco estrelas mais a sigla UVA. O FDA confere quatro estrelas
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para o sistema de maxima protecio UVA, ou a sigla PA (Protection A) associada a
quatro sinais positivos. A Comunidade Europeia confere a sigla UVA para o sistema
capaz de conferir fotoprote¢do sem distinguir o perfil maximo ou o minimo. Ja a
comunidade japonesa e a australiana conferem a mesma informagao de rotulagem que o

FDA (OSTERWALDER & HERZOG, 2009). (Figura 21)

Ministério da Satde Inglés @

uLTRA
LA A 4

FDA PA++++)

Comunidade para Satde (Europa) @

PA++ 4+
. . (PA++)
Australia/ Japdo

Figura 21: Simbologia adotada nos textos de rotulagem de filtros solares com protecio UVA por

diferentes 6rgaos regulamentadores. Adaptado de OSTERWALDER & HERZOG, 2009.

Fator de Protecao Imunologico — IPF

O fator de prote¢@o imunologico foi um método idealizado com a perspectiva de
preservar as caracteristicas imunologicas da pele, uma vez que a incidéncia da radiag¢do
ultravioleta sobre ela leva a diminui¢do da densidade de certos tipos celulares, como por
exemplo, das células de Langerhans (MC LEAN & GALLAGHER, 1998 e
OSTERWALDER & HERZOG, 2009). Nao ha qualquer correlagdo desse efeito com a

UVB, porém ha uma grande correlagdo com a UVA.
Fator de Protecio Solar Integral — iFPS

Esta metodologia foi proposta por Zastrow et al. (2004) que teve como objetivo
integrar os perfis fotoprotetores de metodologias ja propostas em um sistema que se
embasasse na formagdo de radicais livres pela radiacdo UV tendo em vista, que a
formagdo de radicais livres ¢ ponto de inicio da formag¢do de danos na pele em
decorréncia da radiacdo UVB e UVA. Assim sendo, integrando-se estes dois perfis tem-

se um perfil fotoprotetor integral (OSTERWALDER & HERZOG, 2009).
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Com o objetivo de harmonizar parametros analiticos e padrdes de rotulagens de
filtros solares no Mercosul a ANVISA publicou no dia 1 de junho de 2012 a resolucdo
RDC N° 30 (DOU, 2012 ANVISA, 2012). A partir desta resolucdo ficou definido, em
consonancia com outras agéncias reguladoras como FDA, que o minimo conferido de
FPS para um produto fotoprotetor passaria de 2 para 6, os termos “protecdo” ou
“bloqueio total” da radiagdo ficam vetados e apenas testes especificos de
substantividade poderdo dar aos filtros solares os termos “resistente” e “a prova de agua
ou suor”. A protecdo a radiagdo UVA deve ser 1/3 da protecdo a UVB, desta maneira o
consumidor podera ter mais seguranga e informacdo ao adquirir um produto fotoprotetor

(DOU, 2012 ANVISA, 2012) (Figura 22).

Figura 22: Informe sobre novas regras de rotulagem para filtros solares.  Disponivel em:
http://protetoresdapele.org.br/anvisa-cria-novas-regras-para-fabricacao-de-protetores-solares/,  acessado

em 07/06/2012
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2. JUSTIFICATIVA

A relevancia do estudo esta no fato de existirem na literatura poucos estudos
utilizando andlises morfoldgicas e moleculares de lesdes induzidas pela Luz Solar
Simulada (LSS).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologia de avaliagdo do potencial fotoprotetor de formulagao
contendo filtros solares quimicos com FPS 30 estimado, utilizando abordagens
morfoldgicas e moleculares em camundongos /airless submetidos a LSS.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar com auxilio de camera videodermastocdpica as alteracdes superficiais da pele

dos animais controles, irradiados, com filtro ou com veiculo.

- Analisar macroscopicamente o perfil da vascularizagdo cutdnea dos animais dos

grupos de estudo.

- Analisar, através de técnica de microscopia Optica de rotina, a pele dos animais dos

grupos de estudo.

- Avaliar, através de técnica de imuno-histoquimica, a expressio do Fator von

Willebrand (VWF) na pele dos animais dos grupos de estudo.

- Analisar, através de cortes semi-finos, a pele dos animais de todos os grupos.

-Analisar, através de microscopia eletronica de varredura, o padrdo ultraestrutural da

pele dos animais controles.
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- Analisar estatisticamente as possiveis alteragdes morfologicas dos animais dos grupos

de estudo

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos hairless machos adultos (HRS/J — UFRJ) (n=60) com 12
semanas, provenientes do biotério do Laboratdrio de Parasitologia do Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmécia da UFRJ foram mantidos
em gaiolas a temperatura de 25 a 28°C, em fotoperiodo de 12/12 horas com iluminagédo
artificial. Os animais receberam rag¢do e agua sem restricdes até a época do sacrificio.
Esses animais estavam agrupados em caixas, de acordo com o desenho do estudo
(abaixo).

A utilizagio desse modelo animal foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias da Satde — CCS protocolo DAHEICB
065.

Tabela 7: Desenho dos grupos de estudo

G1 G2 G3 G4

Caracteristicas dos | Animal ndo exposto Animal exposto a Animal exposto a2 | Animal exposto a radiagdo
Grupos radiacdo radiagdo sem radiacdo com coberto por formulagao

C ) i . ‘ . sem moléculas

(Controle) otoprote¢do otoprotegdo fotoprotetoras

(Irradiado) (Filtro)
(Veiculo)

Nimero de Animais 05 05 05 05

para Analise

Estatisticas

4.2 Formulacao fotoprotetora contendo filtros solares quimicos e veiculo

Para o desenvolvimento de metodologia de avaliacdo do perfil fotoprotetor de
filtros solares quimicos foi utilizada uma formulacgio fotoprotetora na apresentagdo gel-

creme de FPS 30, de procedéncia da Farmdcia Universitdria — FU — UFRJ, lote n°® 69,
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contendo as seguintes moléculas fotoprotetoras: octocrileno, benzofenona — 3 e
octilmetoxicinamato.

Esta formulacdo foi obtida por um processo de incorporacdo direta das
moléculas fotoprotetoras em um veiculo gel-creme no qual constam os seguintes

excipientes e suas devidas concentragdes:

Tabela 8: Formulagdo gel-creme - veiculo (Fase A e Fase B) e concentragdo das moléculas fotoprotetoras

(Fase C).

Fase A Fase B Fase C
Glicerina 5,0% Alcool Cetoestearilico Etoxilado Octilmetoxinamato 9,0%
5,0%
Metilparabeno 0,1% Acido Esteérico 5,0% Octocrileno 9,0%
Aminometilpropanol Estearato de Isooctila 7,0% Benzofenona -3/ 8,0%
95% /0,3%
Structure XL 1,0% Silicone DC 245 (344) 11,0%
Imidazolidinil Uréia 0,2% Monoestearato de Glicerila 3,0%

Silicone Dc 9,5%

Agua destilada gqsp 100mL

O veiculo gel-creme foi obtido através da mistura em temperatura média de
70°C, sob agitacdo constante, dos componentes da Fase A e B e posteriormente C. Os
componentes da fase A foram solubilizados até atingir a temperatura de 70°C e os
componentes da fase B, solubilizados também a quente até atingirem a temperatura de
75°C. Com ambas as fases em estado liquido e solubilizadas, foi vertida a fase B sobre a
fase A, com auxilio de agitador com velocidade moderada e constante até a obtengdo de
uma emulsdo. Apds esta etapa, ainda sob agitacdo e temperatura de 40°C, foram
adicionadas as moléculas fotoprotetoras e se manteve a agitacdo até chegar a
temperatura ambiente (Procedimento Operacional Padrdo para Fabricagdo de Filtros

Solares, Farmécia Universitaria UFRJ, Rio de Janeiro — RJ 2011).
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4.3 Metodologia para irradia¢ao

As condigdes descritas neste protocolo foram baseadas nos estudos de Sophie
Queille ez al.,1998. Esses pesquisadores utilizaram a LSS proveniente de um simulador
solar para induzir carcinogénese em camundongos hairless SKH: HR1 verificando a
relagdo apenas dos comprimentos de onda UVA e UVB. O protocolo utilizado em nosso
estudo foi o mesmo praticado no Laboratério de Radiobiologia Molecular do Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ, que utiliza em seus estudos a LSS
proveniente de um simulador que mimetiza as caracteristicas de um dia de sol no verdo
da cidade do Rio de Janeiro (Latitude - 22,9 e Longitude - 43,17) (IBGE, 2012 ¢ CPTE,
2012). O Simulador solar utilizado foi 0 modelo 69920 da marca NewPort Oriel, o qual
emite UVA 104,0 J.m?>s"(92,63%) ¢ UVB 8,15 J.m*s™” (7,26%). Foram utilizados
filtros atenuadores atmosféricos AMO + 81017.

O tempo de exposi¢do de quinze minutos ao dia durante cinco dias a LSS foi
determinado a partir de curva padrdo dose versus resposta, desenvolvida pelo nosso
grupo, pois o aspecto rosado do animal impossibilitou a administragdo de doses
eritematosas.

Para a obtencdo da curva, os animais foram anestesiados com solucido
ketamina/xilazina, expostos ao simulador solar a uma distdncia de 40 cm da fonte
luminosa, e com a aplicagdo de um papel cartdo de cor preta contendo orificios para a
passagem da LSS, que incidiu sobre o animal nos tempos de 15, 30 e 45 minutos. A
dose minima responsavel por causar queimadura nos animais imobilizados foi de 15
minutos (Figura 23 e Figura 24). Esse tempo de exposicdo a LSS corresponde a uma
dose diaria de 16,65 kJ/m?*s de UVA e 3,33 kJ/m?/s de UVB. Durante as exposi¢des o
perfil de emissdo de UVA e UVB provenientes do simulador solar foi aferido com
auxilio de dosimetro (VILBER LOURMAT, VLX-3-W).

Durante as exposi¢des dos grupos G1, G2, G3 e G4 a LSS, os animais ndo foram
imobilizados fisicamente através de substancias indutoras de analgesia, o que permitiu
que eles pudessem caminhar pelo campo proposto (Figura 25) perfazendo uma dindmica
de movimentagdo com execuc¢do de movimentos em quatro patas, duas patas, saltos e

produzindo sombras sobre seu corpo. (Figura 26 A e B).
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Uma semana depois

Figura 23: Esquema representativo da elucidacdo da dose minima necessaria para se produzir uma
queimadura no animal modelo, utilizando simulador solar. O circulo laranja representa uma regido
edemaciada pds-ensaio de queimadura. As setas indicam o tempo de exposigdo a radiagdo sobre a pele. O

circulo em vermelho indica uma regido de queimadura sem distingdo entre inicio e fim da lesao.

Figura 24: Esquema representativo da resposta para elucidagdo da dose minima necessaria para se
produzir uma queimadura no animal modelo utilizando simulador solar. Aumento da distdncia entre os
orificios. Circulo em vermelho representando a queimadura solar, circulo em amarelo representando a dose
minima necessaria para produzir uma aueimadura solar.
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Simulador

Figura 25: Fotografia do simulador de luz solar e aparato utilizado para irradiar os animais

(campo). Destaque para a fonte luminosa a uma distancia de 40 cm da base receptora.

14 cm

A B

Figura 26: Fotografia mostrando o animal sendo irradiado. Destaque para aquario adaptado para circunscrever o campo da fonte
emissora com area de 294 cm?. Destaque do animal (elipse tracejada) sob incidéncia da fonte emissora (A). Dindmica geral de

movimentagdes do animal durante o procedimento experimental. Setas apontam para a formag@o de sombra sobre o animal (B).
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4.4 — Metodologia de aplicacdo da formulac¢io fotoprotetora FPS 30 FU — UFRJ e

formulacio do veiculo.

Antes da exposicdo, 2 mg/cm? de formulacdo fotoprotetora foram aplicadas
sobre a pele do dorso dos animais do grupo filtro (ver item 4.1). A mesma metodologia
foi utilizada para a aplicacdo da formulagcdo sem moléculas fotoprotetoras (veiculo). O
tempo ¢ quantidade utilizados seguem os guidelines das agéncias regulatérias
internacionais como FDA e a Unido Europeia (OSTERWALDER & HERZOG, 2009)
(Figura 27).

4.5 Analise da superficie da pele através de cimera videodermatoscopica

As andlises da superficie da pele dos animais foram feitas em camera
dermatoscdpica (Digital Mycroscope USB) com capacidade de aumento de 230 vezes.
Antes dessas andlises, a pele dos animais foi previamente limpa com dgua, a
temperatura ambiente, com auxilio de algoddo para que nenhum tipo de impureza

interferisse na interpretacdo das imagens (Figura 27).
4.6 Analise de neovascularizacio

Para observagdo e andlise do perfil da rede vascular da pele dos grupos em
estudo (G1, G2, G3 e G4) utilizou-se camera fotografica SONY CYBER SHOT 14.4
mega pixels. Depois de feitas as biopsias, estas foram fixadas em solucdo de
paraformaldeido 4,0% em tampiao fosfato pH 7,4 durante 5 minutos. Em seguida os

fragmentos de pele foram fotografados para posterior andlise estatistica (Figura 27).

4.7 Metodologia para analise microscopica

4.7.1 Microscopia Optica

O material proveniente das bidpsias dos animais foi fixado em solugdo de

paraformaldeido 4% e crioprotegido em sacarose 30% para montagem dos blocos.
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Foram realizados cortes histologicos (7,0 um) a partir de criostato (Leica CM1850 UV).
Estes cortes foram submetidos a técnica de coloragdo de rotina (coloragdo por
hematoxilina e eosina). As laminas contendo os cortes foram cobertas com laminulas e
analisadas ao microscopio Optico (Zeiss Axioskop 2 Plus, Carl Zeiss, Baltimore,

Maryland, USA) (MIGUEL, 2002) (Figura 27).

4.7.2 Técnica para imuno-histoquimica

Para evidenciar a expressdo do fator de fator de VWF os cortes histologicos
foram submetidos a 5 banhos, com duragdo de 5 minutos cada, de uma solucdo de
Triton a 0,3% em tampao fosfato (PBS). Os antigenos inespecificos foram bloqueados
utilizando solug¢do de soro fetal bovino (BSA) (Sigma) 10% por 30 minutos. Apos o
bloqueio o material foi submetido a 5 lavagens, com duracdo de 5 minutos cada, com
solug@o Triton a 0,3% em PBS e em seguida recebeu o anticorpo-primario, anti FvW
(Dako, “Polyclonal Rabbit Anti-Human Von Willebrand Factor” codigo A0082 1:200)
separadamente em laminas distintas. As laminas contendo o material histoldgico foram
colocadas a 4°C em camara umida, ao longo da noite.

No dia seguinte as laminas contendo o material foram submetidas a 5 banhos,
com duragdo de 5 minutos cada, de solugdo de Triton a 0,3% em PBS e apds, incubadas
em anticorpo secundario (mouse anti-rabbit IgG-HRP sc-2357, Santa Cruz) durante o
periodo de 2 horas. O material foi imerso em solu¢do DAPI por 30 segundos e em
seguida os cortes foram lavados com solu¢do PBS e montados com fluoromount para a
observacdo ao microscopio de fluorescéncia de rotina (Zeiss Axioskop 2 Plus, Carl

Zeiss, Baltimore, Maryland, USA) (Figura 27).

4.7.3 Microscopia optica (Cortes semi-finos)

A pele da regido dorsal (exposta a radiag¢do) foi retirada dos animais em estudo
com auxilio de tesoura cirirgica. Apds a retirada do material, 0 mesmo foi fixado em
solugdo de paraformaldeido a 4% em pH 4,7 durante 10 minutos. Em seguida os
fragmentos de pele foram fixados em solugdo de glutaraldeido 2,5% tamponado com
cacodilato de sodio (CaCo) 0,1 M em pH 7,4 4°C ao longo da noite em frasco do tipo
eppendorf®.
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Apos esta etapa, no dia seguinte, foi realizado o descarte da solug¢do pds-fixadora
e em seguida lavou-se o material trés vezes por 5 minutos (cada lavagem) em tampao
CaCo e procedeu-se a etapa de osmificacdo do material em estudo.

Na osmificacdo o material ficou em contato com uma mistura de tetroxido de
6smio a 1% tamponado em CaCo 0,1 M, ferrocianeto de célcio e cloreto de cdlcio
(1:1:1) durante 1:30 hora, protegido da luz com auxilio de papel laminado para impedir
a precipitagdo do dsmio.

Como passo seguinte lavou-se trés vezes o material por 5 minutos (cada
lavagem) com tampao CaCo. Prosseguiu-se a lavagem do material em dgua destilada e
posteriormente, submetendo o material a solucdo aquosa de acetato de uranila a 1%
durante a noite. No dia seguinte, procedeu-se a desidratacio do material em
concentracdo crescente de acetona (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100%).

Ap0s a desidratacdo do material prosseguiu-se com a infiltragdo do mesmo em
acetona e resina Poly Bed 812® (1:1) ao longo da noite, sob leve agitacdo. No dia
seguinte a mistura foi substituida por resina pura cobrindo totalmente os fragmentos, ao
longo da noite, sob leve agitagdo. Apds esta etapa, o material permaneceu durante dois
dias em contato com a resina pura a -4°C para infiltracdo desta no tecido, seguindo-se a
feitura dos blocos.

Uma vez feitos os blocos contendo o material procedeu-se a etapa de trimagem
dos mesmos para obtencdo das piramides e feitura dos cortes ao ultramicrétomo. Entéo,
cortes semi-finos de aproximadamente 500 nm foram obtidos (de cor verde e rosa) e

corados pelo azul de toluidina a 1% (Figura 27).

4.7.4 Microscopia eletronica de varredura

Para obten¢do das imagens de microscopia eletronica de varredura foram segui
dos os mesmos passos descritos no item 4.7.3, porém ndo foi realizada a fixa¢ao do
material em acetato de uranila e as seguintes etapas foram realiazadas: lavou-se trés
vezes o material por 5 minutos (cada lavagem) com auxilio de tampdo CaCo e
desidratou-se o material com auxilio de solugdes de concentracdes crescentes de etanol
(30, 50, 70, 80, 90%, por duas vezes, sete minutos cada) até o etanol absoluto por duas
vezes, 15 minutos cada.

Posteriormente o material foi secado através do ponto critico (CPD 030, Blazers

Instruments, Liechtenstein), fixado ao suporte com auxilio de fita dupla-face e entdo
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pulverizado com o ouro (metalizacdo pelo equipamento FL-9496 Balzers Union
Coater). As amostras foram levadas ao microscopio eletronico (JEOL JSM-5310) para

captacdo das imagens (Figura 27).

Desenho
Experimental

| Anélise estatistica |

2,0mg/cm?

15 minutos

ﬂ 1semana H
MEV
@;—- ::> Andlise Histoldgica de Rotina,
<:: Imunohistoquimica e Microscopia
VD —

Eletrénica de Varredura

Figura 27: Resumo das principais etapas do experimento. Apds aferir-se o perfil de emissao de
UVA e UVB provenientes do simulador solar (SS) com auxilio de dosimetro (D). Os animais dos grupos
G2, G3 e G4 foram expostos individualmente durante 15 minutos a LSS. Antes de expor-se os animais
dos Grupos G3 e G4 estes foram cobertos por 2 mg/cm? da formulagdo fotoprotetora e veiculo
respectivamente 15 minutos antes da exposi¢do para que houvesse a melhor penetragdo das moléculas
fotoprotetoras ¢ do veiculo através da pele. Uma semana apods a exposigdo as biopsias da pele do dorso
foram realizadas. A superficie da pele fora documentada por camera videodermatoscopica (VD) e a
derme fora fotografada. Analise de microscopia oOptica de rotina (R), cortes semifinos (SF),
imunohistoquimica (IH) e andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas a

partir das biopsias.
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4.8 Estatistica

4.8.1 Metodologia para analise das biopsias da pele dos grupos de estudo

Para a analise estatistica da neovascularizagdo nas biopsias foram selecionadas
quatro areas de 5 mm? por espécime, sem derrames. Apds, foram escolhidas as

extremidades dos vasos da pele da regido dorsal (Figura 28).

As extremidades selecionadas foram analisadas com auxilio do software Image
Pro 4.5.1.29 através da metodologia de segmentacdo da imagem, que consiste em
transformar cada vaso sanguineo em uma linha/pixel para que posteriormente este possa

ser quantificado por area ocupada da derme.

4.8.2 Metodologia para analise da espessura da epiderme e celularidade da pele do

dorso dos animais dos grupos estudados

Com o objetivo de medir a espessura média da epiderme entre os grupos
estudados, foram escolhidas imagens com regides livres de anexos da pele e queratose
folicular. Foi realizado um tragado nos limites superior e inferior, e interno e externo da
epiderme com auxilio do software Image Pro 4.5.1.29. O valor final encontrado foi
resultante da média desses limites (SAUD et al., 2012) (Figura 29.A).

Para a andlise da celularidade foram escolhidas regides também, sem anexos da
pele. Entdo, selecionadas as regides de estudo, cada nucleo de célula foi transformado
em uma cor (analise por seguimenta¢do de imagem) em seguida transformada em pixel
para que posteriormente pudessem ser quantificados por area ocupada na derme (5

mm?) (SAUD et al., 2012) (Figura 29.B).

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste estatistico de
Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de multipla correcdo de Dunns. O valor de
significancia estatistica foi estabelecido ao nivel de p< 0.05 utilizando o editor de

gréafico Prisma (Software, Inc., USA versdo 5.00).
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5 -RESULTADOS

5.1 — Analise histolégica para o ensaio de queimadura

A observacdo da evolucdo das lesdes apds uma semana de submissdo dos
animais ao ensaio de queimadura possibilitou-nos obter queimaduras em estagios de
primeiro, segundo e terceiro graus. Todas as lesdes apresentaram diferentes intensidades
de: vasodilatacdo, edema epidérmico e dérmico seguidos de necrose epidérmica
superficial e parcial nas lesdes de primeiro grau e total nas de segundo. A queimadura
de terceiro grau apresentou necrose de coagula¢do com espessura total da epiderme e

derme e formacgao de cicatriz hialina (Figura 30).

5.2 - Perfil de Emissao Médio, por Estudo, de Irradiacio Emitida pelo Simulador

Solar ao Longo dos Grupos Estudados

Foram realizados doze estudos de exposi¢do a LSS e foram selecionados os
cinco que representavam melhor a metodologia desenvolvida. Em cada estudo foi
utilizado um animal de cada grupo (G2, G3 e G4) acompanhando-se o perfil de emissdo
de UVA e UVB do Simulador Solar. Assim sendo o perfil médio de dose ao longo dos
estudos de UVA foi de 415,647 kJ/m?%/s e de UVB foi de 830,7 kJ/m?/s com pico médio
de emissdo de 433,800 kJ/m?/s de UVA e 85,950 kJ/m?/s no estudo cinco. Ja no estudo
quatro foram obervadas as menores taxas de emissdo 402,165 kJ/m?/s de UVA e 78,750
kJ/m*s de UVB. Essas variagdes, entretanto, ndo se mostraram significativamente
diferentes, indicando que ao longo de todo o estudo as doses totais de energia UV ndo

variaram (Figura 31).

5.3 Analise da superficie da pele com cimera Videodermatoscépica

A observacdo da pele dos animais em estudo com auxilio de camera
videodermatoscdpica ndo evidenciou alteragdes morfoldgicas superficiais nos animais
dos diferentes grupos de estudo (G1, G2, G3 e G4). Nao foram observadas alteragdes
clinicas decorrentes da exposicdo como, por exemplo: a formag@o de rugas e queratoses

(Figura 32).

5.4 Analises das biopsias
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A observacdo das biopsias da pele dos animais controles mostrou ser esta
constituida por quatro plexos vasculares: dois inferiores e dois superiores que se
ramificam em segmentos vasculares de menor calibre (secundario), passando para
segmentos cada vez menores (tercidrio e quaternario), observaveis macroscopicamente.
(Figura 33.G1) (Figura 40)

As bidpsias das peles dos animais expostos a radiagdo sem fotoprotecao
apresentaram intumescimento do segmento vascular principal com aumento de
neovasos dos segmentos menores (terciario e quaternario). (Figura 33.G2) (Figura 40)

As bidpsias das peles dos animais expostos a radiacdo cobertos por formulagao
fotoprotetora ndo apresentaram alteragdes morfologicas macroscopicas dos segmentos

vasculares mostrando distribui¢do conforme os animais controle. (Figura 33.G3) (Figura

40)

As biopsias das peles dos animais expostos a irradiagdo e cobertas por
formulacdo sem moléculas fotoprotetoras também apresentaram dilatagdo do segmento
vascular principal com aumento de neovasos a partir dos segmentos menores, assim

como dos animais expostos a radiagdo sem fotoprotecdo (Figura 33.G4) (Figura 40).

5.5 Analise imuno-histoquimica para o fator de von Willebrand

As andlises imuno-histoquimicas mostraram a expressdo do fator Von
Willebrand na derme da pele dos animais em estudo. A expressdo mais evidente deste

fator foi observada na bidpsia da pele dos animais expostos do grupo veiculo (Figura

34.G4).

5. 6 Analise Através da Microscopia Optica de Rotina da Pele do Dorso

A analise morfologica através hematoxilina & eosina da pele do animal controle
apresentou perfil histolégico normal. A epiderrae apresentou o epitélio pavimentoso
com no maximo duas camadas de células e derme papilar e derme reticular delimitadas,
sem diferencas morfologicas qua=co a sua organizacdo, isto ¢ matriz excacelular,
celularidade e anexos cutineos (glandulas sebaceas e foliculos pilosos) (Figura 35.G1)

(Figura 42 e 43).
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A andlise histologica da pele do animal exposto a LSS sem fotoprotecdo
apresentou alteracdes morfologicas, destacando-se espessamento da epiderme e
infiltrado inflamatério na regido estudada, presenga de tampdes foliculares e hiperplasia
da glandula sebacea. (Figura 35.G2A e 35.G2B) (Figura 42 ¢ 43)

A morfologia da pele do animal coberto por formulagdo sem moléculas
fotoprotetoras apresentou espessamento da epiderme e infiltrado inflamatério
quantitativamente maior quando comparado aos outros grupos de estudo (Figura 35.G4)
(Figura 42 e 43).

A andlise histologica da pele submetida a LSS dos animais fotoprotegidos
apresentou perfil histoldogico similar ao do animal-controle, ou seja, sem alteracdes

morfologicas estatisticamente significativas. (Figura 35.G3) (Figura 42 e 43)

5.7 Analise Através da Microscopia Optica de Rotina da Pele de Orelhas

A andlise histoldgica através da hematoxilina & eosina da pele das orelhas do
animal controle apresentou perfil histologico normal com epiderme mostrando
espessura delgada, derme sem alteracdes morfoldgicas quanto a organiza¢do da matriz
extracelular, celularidade e anexos cutaneos (glandulas sebaceas e foliculos pilosos)
(Figura 36.G1). Ja a histologia da pele do animal submetido LSS ndo fotoprotegido
apresentou alteragdes morfoldgicas como o espessamento da epiderme e aumento da
celularidade (Figura 36.G2). A morfologia da pele do animal submetido a LSS coberto
por formulagdo fotoprotetora apresentou perfil similar ao do animal-controle, ou seja,
sem alteragdes morfologicas significativas (Figura 36.G3). A morfologia da pele do
animal submetida a LSS coberto por formulagdo sem moléculas fotoprotetoras
apresentou espessamento da epiderme e intenso infiltrado inflamatério na regido

estudada (Figura 36.G4).

5.8 — Analises Através da Microscopia Optica de Cortes SemiFinos

As fotomicrografias obtidas a partir de cortes semifinos da pele dos animais
estudados apresentaram o mesmo padrdo de alteragcdes morfologicas visualizados nos
cortes obtidos por congelamento, destacando-se o aumento de espessura da epiderme e

o aumento da celularidade na regido da derme (Figura 37).
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5.9 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura possibilitou a elucidagdo ultraestrutural
da superficie da pele dos animais modelo, destacando-se a presenca de pelos vestigiais

em toda a regido da pele do dorso do animal (Figura 38 e 39).
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6 - ESTATISTICA

6.1 - Biopsia da Pele dos Grupos de Estudo

A analise estatistica revelou diferenca significativa entre o grupo G4 e os grupos

G1 e G3 no nivel de P < 0.05 de acordo com a metodologia teste utilizada (Figura 40).

6.2 Analise da Espessura da Epiderme e Celularidade da Derme da pele do Dorso

dos Animais Dos Grupos Estudados

Embora a epiderme do grupo G4 tenha se demonstrado mais espessa que a dos
grupos G1 e G3 e ndo muito diferente do grupo G2, a analise estatistica demonstrou
somente diferenca significativa entre os grupos Gl e G4 e uma tendéncia entre os
demais grupos no nivel de P < 0.05 (Figura 41).

A andlise estatistica demonstrou que a celularidade dérmica do grupo G2 foi
maior que dos grupos G1 e G3 mas nao maior que G4 embora a relevéncia significativa

tenha sido observada no grupo entre o grupo G2 e G3 (Figura 42).
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A1 A2
A

Figura 28: Fotomicrografias mostram as biopsias de areas para andlise estatistica de neovascularizagao.
Quadrados de 5 mm? indicam a extremidade de vasos que foram analisados (A). Area selecionada equalizada em
maior aumento para analise de neovasculariza¢do (A;). Aplica¢do do filtro analitico pelo programa Image Pro

Plus 4.5.1.29 (A,).
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Figura 29: Corte histolégico da pele de um animal /hairless submetido a radiacdo (G4) com filtro
analitico do programa Image Pro 4.5.1.29 para andlise estatistica da espessura da epiderme (A) e
celularidade (B). CT1 e CT2 correspondem a espessura maxima e minima encontradas entre os dois
perfis e T1 e T2 seus respectivos limites. Os nucleos de células segmentados em uma area-teste estdo
destacados na cor verde no quadro em evidéncia (B).
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Figura 30: Fotomicrografia da pele de um camundongo /airless controle (nfo irradiado) (A). Fotomicrografia da
pele de um camundongo hairless uma semana apos ser submetido a 15 minutos de exposi¢do ao simulador solar (B).
Fotomicrografia da pele de um camundongo hairless uma semana apds ser submetido a 30 minutos de exposi¢do ao
simulador solar (C). Fotomicrografia da pele de um camundongo hairless uma semana apos ser submetido a 45
minutos de exposi¢do ao simulador solar (D). O colchete delimita a espessura da epiderme, a seta aponta infiltrado

celular e elipse hemorragia.
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Perfil de dose emitida (UV) pelo
Simulador Solar por Estudo de Irradicao
(Maio/11 a Novembro/11)

M Perfil UVA por Estudo m Perfil UVB por Estudo

433,800
417,330 418,500 402.165 406,440

Figura31: Média de dose de UVA e UVB em kJ/m?/s por estudo conforme Anexo II.
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Figura 32: Fotomicrografias da superficie da pele de animais hairless obtidas com camera dermatoscopica.

Pele de um animal hairless ndo submetido a irradiacdo (G1). Animal submetido a irradiacdo e ndo
fotoprotegido (G2). Animal fotoprotegido (G3). Animal coberto por formulagdo sem moléculas
fotoprotetoras (G4). Aumento 230 vezes.
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Figura 33: Biopsia da pele de um camundongo hairless ndo submetido a radiagdo proveniente do simulador
solar (G1). Animal submetido a radiagdo ndo fotoprotegido (G2). Animal fotoprotegido (G3). Animal coberto
por formula¢do com veiculo sem moléculas fotoprotetoras (G4) Setas indicam perfil de vascularizacdo da
derme.
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Figura 34: Fotomicrografia de flurescéncia para o fator de Von Willebrand. Tumor de pele humano
(controle positivo(CP)). Pele de animal Ahairless ndo submetido a radiagdo (G1). Animal ndo forotprotegido
(G2).
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DAPI MARCACAO MERGE

Figura 34: Fotomicrografia de flurescéncia para o fator de Von Willebrand Animal fotoprotegido
(G3). Animal coberto com formulagdo sem moléculas fotoprotetoras (G4). Setas indicam marcacao.
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Irradiado

Controle

G3 Filtro G4 Veiculo

Figura 35: Fotomicrografia da pele de um camundongo /airless controle (G1). Animal sem fotoprotecdo (G2A). Animal
coberto por formulagdo fotoprotetora (G3). Animal coberto por formulagdo sem moléculas fotoprotetoras (G4). Epiderme
(setas); infiltrado inflamatorio celular na regido da derme (circulo pontilhado).

Irradiado

Figura 35: Fotomicrografia da pele de
camundongo hairless irradiado sem fotoprotecdo
(G2B). Epiderme (seta); tampdo folicular (cabega
de seta); infiltrado celular na regido da derme
(circulo pontilhado) e hiperplasia da glandula
sebacea (*).
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Figura 36: Fotomicrografia da pele da orelha de um camundongo hairless controle (G1). Animal irradiado
sem fotoprotecdo (G2). Animal fotoptotegido (G3). Animal coberto por formulagdo sem moléculas
fotoprotetoras (G4). Epiderme (setas).
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Figura: 37 Fotomicrografias de cortes semifinos da pele de um camundongo hairless corados com azul de toluidina.

Animal controle (G1). Animal ndo fotoprotegido (G2). Animal fotoprotegido (G3). Animal coberto com formulagéo

sem moléculas fotoprotetoras (G4) Epiderme (colchete); populagdo celular (quadrado).
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Figura 38: Eletromicrografia de varredura de dois fragmentos de pele de um camundongo hairless controle em
duas perspectivas. Vista superior da superficie epidérmica demonstrando pelos vestigiais e extenso enrugamento.
Vista lateral evidenciando espessura da epiderme (cabeca de seta) e da derme (circulo) e fibras da matriz dérmica em

corte transversal (setas).

Figura 39: Eletromicrografia de varredura de um fragmento de pele de um
camundongo hairless controle. Visdo da pele evidenciando superficie
epidérmica com pelos vestigiais (cabeca de seta) e derme (circulo) em duas

faces com destaque para as fibras da matriz em corte longitudinal (setas).
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Analise da Vascularizacdo
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Figura 40: Distribuicdo estatistica da analise de neovascularizacdo da pele do dorso dos animais dos

grupos estudados. Grafico indicando analise da vascularizag@o das biopsias.
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Figura 41: Distribuicio estatistica da analise da espessura da epiderme nos diferentes grupos

estudados e seu respectivo grafico.
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Figura 42: Distribuicdo estatistica da analise de celularidade nos diferentes grupos estudados e seu

respectivo grafico.
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7 - DISCUSSAO

Mercado e Métodos Analiticos em Fotoprotecio.

A industria cosmética tem atingido patamares biliondrios de faturamento nos
ultimos anos, tendo chegado em 2011 a cifra de 425.886,5 bilhdes de dolares e taxa de
crescimento de 9,8%. O Brasil estd em terceiro lugar no ranking mundial de consumo
de cosméticos, tendo atingido o patamar de 42.029,5 bilhdes de ddlares e apresentando
a maior taxa de crescimento do mundo, de 18,9%. Estas cifrras refletem a preocupacio
da populagdo mundial com a vaidade, e a expectativa de vida crescente gera o
sentimento de ndo aparentar a idade real (EUROMONITOR, 2011 e FARANGE et. al.,
2008).

Sabidamente os filtros solares sdo a ferramenta de primeira escolha para
prevencdo do envelhecimento extrinseco da pele. Com os olhares voltados para esse
ponto, os Orgdos sanitarios mundiais tem se demonstrado mais rigidos quando ao
registro e comercializagdo de sistemas fotoprotetores e de certa maneira, eles tém
trabalhado harmonicamente em busca de metodologias que garantam ao consumidor
transparéncia e fidelidade no que tange as alegagdes de uso destes sistemas (DIFFEY,
2009).

Desde sua criacdo, em 1962, pelo pesquisador australiano Franz Greite, o FPS ¢
a forma mais popular e facil de entender como um filtro solar pode auxiliar na protecio
da pele através da observacdo do eritema imediato induzido pela UVB (PALM, &
O’DONOGUE, 2007). O método de Franz passou a ser padrdo ouro para rotulagem de
sistemas fotoprotetores especialmente para as formulagdes cosméticas. Porém, por sé
estar relacionado a perspectiva dos efeitos dos raios eritematosos (UVB), o FPS
negligenciou os efeitos dos demais comprimentos de onda do espectro solar, i.e., UVA,
IV e a luz visivel (OSTERWALDER & HERZOG, 2009). Assim sendo, novas
metodologias e moléculas que garantam a protecdo da pele contra o espectro solar tém
sido desenvolvidas por diferentes grupos de pesquisa (PALM, & O’ DONOGUE, 2007).

As vias e mecanismos pelos quais o sol € capaz de induzir alteragdes na pele
levando a seu envelhecimento acelerado sdo o norte para desenvolvimento de sistemas
fotoprotetores eficazes. Entendendo-se as alteragdes induzidas e os alvos envolvidos

neste processo podemos eleger entdo, entidades terapéuticas a serem utilizadas nos
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diferentes estagios do envelhecimento solar e os filtros solares sdo opg¢des terapéuticas

seguras (RABE et al., 2006).

Fonte Luminosa e Modelos (in vivo e in vitro)

Para mimetizar os efeitos bioldgicos da luz solar sobre a pele, diferentes grupos
de pesquisa tém langado mao da utilizacdo de fontes artificiais de luz solar que, de certa
forma, possam se aproximar dos efeitos fisiologicos, bioquimicos e morfologicos de
exposicdes ocupacionais as radiagdes solares (SVOBODOVA & VOSTALOVA, 2010).

Ao longo do tempo as pesquisas em fotoenvelhecimento lancaram méao de
diversos modelos bioldgicos. Inicialmente, partiu-se em busca do entendimento e da
interpretagdo dos achados clinicos de heliodermites em biopsias de pele humana de
individuos que ocupacionamente se expunham as radiacdes solares ao longo da vida.
Em segundo momento, submeter a pele humana sadia a fontes de UV para se
acompanhar cronologicamente a sucessdo de eventos do fotoenvelhecimento, foi a
metodologia cientifica adotada. Posteriormente, as experiéncias laboratoriais com ratos
depilados permitiram a comunidade cientifica uma ferramenta de facil acesso e manejo
para estudo dos efeitos deletérios das radiacdes solares (BENAVIDES, 2009,
KILGMAN, 1996, MONTAGNA, 1954).

Com o surgimento do modelo camundongo hairless houve uma revolugdo neste
segmento de pesquisa. A comunidade cientifica teve acesso a uma pele totalmente
permissiva a exposicdo solar tendo em vista a eliminacdo dos pelos interferentes.
Mesmo com a adocdo de diferentes modelos bioldgicos in vivo, os principais achados
clinicos, histoloégicos e bioquimicos tém se demonstrado similares ao longo das
pesquisas, com pequenas variagdes em sua intensidade e frequéncia de ocorréncia
(BENAVIDES, 2009, KILGMAN, 1996, MONTAGNA, 1954).

As fontes artificiais de energia solar exploradas conduziram as pesquisas em
fotoenvelhecimento ao entendimento das bases de seus efeitos bioldgicos. O estudo dos
efeitos de comprimentos de onda isolados demonstrou, em sua grande maioria, efeitos
histopatoldgicos, bioquimicos e fisiologicos distintos. J& a utilizagdo de comprimentos
de onda como, por exemplo, UVA e UVB conjuntamente e a luz solar simulada revelou
efeitos mais proeminentes ou até mesmo outros efeitos inéditos (SVOBODOVA

&VOSTALOVA, 2010).
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Os ensaios de avaliacdo de sistemas fotoprotetores da atualidade estdo
relacionados ao FPS, metodologia intimamente ligada aos efeitos bioldgicos da UVB
(queimadura /eritema) ¢ do PPD/ FPA, que avalia aos efeitos da UVA (alteragdes
pigmentares) sobre a pele. Esses ensaios permitem observacdes macroscopicas de
efeitos agudos destes comprimentos de onda e perspectivas de vias de atuagdo e
possiveis efeitos finais histoldgicos e fisiologicos (OSTERWALDER & HERZOG,
2009).

A perspectiva de se ter uma metodologia mais abrangente e detalhada para a
observagdo e o entendimento dos efeitos morfologicos, bioquimicos, enzimaticos e
clinicos da luz solar sobre a pele, contemplando todo seu espectro, passa a ser
necessaria tendo em vista a complexidade de interacdes deletérias daquela (DIFFEY,
2009). Ter em mao um ensaio capaz de predizer os estdgios iniciais, as vias e alvos
atingidos pelas radiacdes solares sd@o de fundamental importancia para se conseguir
produtos de natureza cosmética, medicamentosa ou alimenticia eficazes para este
propésito (GONZALEZ et al., 2008). Extratos vegetais, substincias alimenticias e
moléculas sintéticas t€ém sido amplamente testadas em modelo hairless, cultura de
células e explantes de pele humana, como ensaios pré-clinicos, para que futuramente
tais substancias possam ser comercializadas (GONZALEZ et al., 2008, MORGANTI,
2009 e GILCHEREST, 1996).

DME

O nosso estudo percorreu o caminho do desenvolvimento de um método de
exposi¢do a LSS proveniente do simulador New Port Oreiel modelo 69920, com o
objetivo de mimetizar uma exposi¢do solar ambiental ao meio dia de dia de verdo na
cidade do Rio de Janeiro e a partir destas condi¢des, reproduzir experimentalmente o
fotoenvelhecimento da pele em modelo hairless de cepa HRS/J — UFRJ que possui
padrdo morfoldgico de pele consonante com os de outras cepas utilizadas para 0 mesmo
propésito (BENAVIDES et al., 2008, KLIGMAN, 1996, MOTAGNA et al., 1954). O
modelo hairless por ndo apresentar pelos caracteristicos permite uma superficie de
exposicdo a radiacdo maior possibilitando assim facil acesso a interpretacdo e respostas
bioldgicas produzidas por nosso ensaio.

Poucos estudos de envelhecimento da pele que utilizam camundongos hairless
como modelo biolégico langam mao da LSS. Inicialmente as pesquisas em

fotoenvelhecimento que utilizaram esse modelo estavam mais concentradas em entender
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os efeitos dos comprimentos de onda da radia¢do solar individualmente (MOON,
YOUM & KIM, 2000; BERG et al., 1993; LECHER et al., 2008 ¢ LECHER et al.,
2009). Assim sendo, através da utilizacdo da LSS pode-se ter, de fato, um ensaio mais
aproximado da exposi¢do ocupacional ao sol, tendo em vista que esta possui todos os
comprimentos de onda do espectro solar, e o0 camundongo hairless nos permitiu o uso
de um modelo com a pele totalmente exposta.

Um desafio do nosso estudo foi determinar o tempo € o nimero de exposi¢des
que pudessem deixar o camundongo hairless sob o simulador solar e que representasse
uma exposi¢cdo ambiental a UV. A literatura (KLIGMAN, 1996 e Anexo I) apontou para
as DME, porém tendo em vista a tonalidade rosada do animal, ndo conseguimos
observar com exatidio o momento em que o animal apresentava tal efeito. Assim,
partimos para o ensaio de queimadura experimental e conseguimos observar, através de
uma curva dose-resposta, a dose minima necessaria para se produzir uma queimadura
solar no nosso modelo em evidéncia. O tempo de 15 minutos representou um tergo (1/3)
da dose necessaria para se produzir uma queimadura no animal. Com este parametro
determinado, o animal foi exposto uma vez ao dia durante cindo dias a LSS. Em nosso
estudo buscamos ndo imobilizar os animais, pois a imobiliza¢do ndo refletiria uma

exposi¢ao ambiental, diferente do observado na literatura (FAURSCHOU et al, 2007).

Formacio de Rugas

As alteragdes morfoldgicas observadas neste trabalho vao de encontro com os
resultados encontrados na literatura (GILCHEREST et al., 1981), porém com tempo de
exposicdo a radiacdo solar menor. As analises dermatoscopicas realizadas pelo nosso
grupo ndo apontaram o surgimento de rugas superficiais na pele dos animais dos grupos
G2 e G4. Este fato pode estar atrelado ao tempo e nimero de exposi¢des dos animais a
LSS. Diferentes grupos de pesquisa que conseguiram evidenciar esta alteragdo
macroscopica necessitaram de cinco a dez semanas de exposigdes a UV para
produzirem rugas na pele do dorso de camundongos hairless (KAWADA, OHTANI &
ISHII, 2010 e KAMBAYASHI et al., 2001).

Vascularizacio
Apbs a exposicdo dos nossos animais a LSS os grupos G2 e G4 apresentaram

aumento do padrdo de arvore vascular com formagao de neovasos a partir de ramos
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principais da pele do dorso. Ao longo do desenvolvimento e maturidade normais, o
camundongo hairless, ndo apresentam alteracdes de microvascularizagdo. Segundo
Vollmar ef al. (2000) ha auséncia de formagao de neo-vasos durante o envelhecimento
dos animais e as alteragdes morfologicas evidenciadas por este grupo perfazem aumento
do didmetro de arteriolas e vénulas na 36* semana de vida e redug¢do da densidade
capilar em 40 %, com consequente diminuicdo da perfusdo sanguinea local na 78*
semana de vida.

Vollmar et al. (2000) evidenciaram que o padrdo de alteragcdo da rede vascular
dos camundongos hairless estudado estd em consondncia com as alteracdes da rede
vascular tegumentar em humanos. Durante seu envelhecimento intrinseco, a pele
humana passa por uma reducdo da expressio de VEGF e consequente diminui¢do da
vascularizagcdo. A exposicdo aguda a radiagdo UV, em especial UVB, leva a um
aumento da expressdo do VEGF e fator Von Willebrand (CHUNG & EUN, 2007,
GIACOMONI & D’ALESSIO, 1996).

A exposicdo da pele do dorso de camundongos hairless a UVB foi também
objeto de estudo de Kawada, Ohtani & Ishii (2010). Apds um periodo de cinco semanas
de exposicdo da pele destes animais aquela fonte luminosa pode-se observar por
analises macroscdpicas e moleculares, o aumento da neovascularizacdo da pele dos
mesmos. Yano et al. (2005) foram os responsaveis por um estudo do aumento de
alteragdes vasculares em voluntarios de pele saudavel expostos a UVB. Esses
pesquisadores conseguiram evidenciar também, em consonancia com os resultados
experimentais em modelos animais, pronunciada angiogénese na pele destes

voluntarios.

Hiperplasia da Epiderme, Celularidade, Queratose folicular e Hiperplasia da

Glandula Sebacea

Continuando as observagdes das alteragdes morfoldgicas caracteristicas de uma
pele fotoenvelhecida, estas foram marcadamente observadas ao longo dos nossos
estudos nos grupos G2 ¢ G4 quando de sua exposi¢do aguda a LSS sem nenhuma
ferramenta fotoprotetora resultando em espessamento da epiderme, aumento do plexo
vascular e da celularidade dérmica. Estes resultados também foram mostrados em
pesquisas de fotoenvelhecimento de diferentes grupos: Comparando os achados de

Gilcherest et al. (1981) com os nossos resultados no que tange o grupo irradiado nio
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fotoprotegido (G2), observamos proliferacdo celular, espessamento da epiderme,
hiperplasia da glandula sebacea, queratose folicular.

Gilcherest et al. (1981) pesquisaram, com auxilio de uma lampada de mercurio
com 80% de emissdo de UVB e uma dose trés vezes maior que a eritematosa minima, o
aspecto morfoldgico e molecular da pele de voluntarios sadios por trds da visualizagdo
do eritema. As analises morfoldgicas evidenciadas pelo grupo de Gilcherest mostraram
queratinocios danificados com perfil disqueratdtico (queratindcitos de citoplasma
eosinofilico e nudcleo picnodtico) e vacuolizados, classicamente conhecidos como
sunburn cells, e desaparecimento das células de Langerhans. Na derme, apds 30
minutos de exposicdo a UVB, houve o aumento na dimensdo das células endoteliais,
com pico em 24 horas. Estes achados morfoldgicos persistiram até 72 horas apos a
exposi¢do. Também foi observada, a degranulagdo dos mastdcitos associada ao edema
perivascular, sendo a histamina e a prostaglandina os marcadores bioquimicos em maior
concentracdo. Ainda, foi observado infiltrado linfocitario apds 24 horas de exposicdo da
pele a radiagdo persistindo até 72 horas nas bidpsias, com concentragdo maior das
células na derme papilar.

Resolvemos observar também o perfil de alteragdes morfologicas na pele das
orelhas dos diferentes grupos pesquisados (G1, G2, G3 e G4), foram confirmadas as
seguintes alteracdes: hiperplasia da epiderme e o aumento da celularidade dérmica dos
grupos G2 e G4 acompanhando ou padrdo morfologico de alteragcdes ocorridas na pele
do dorso. O grupo de Bielenberg ef. al,. (1998) observou as mesmas alteracdes
morfologicas nas orelhas de camundongos C3H/HeN (MTV-) apdés uma unica
exposicdo a UVB. Ao longo de uma semana o grupo de Bielenberg obsevou o aumento
do espessamento da epiderme, aumento da expressdo de VEGF, de PCNA e aumento de
células CD31 positivas. O grupo de Hirakawa et al. (2005) observou apds dez semanas
de exposi¢do a radiacdo UVB o aumento de neovascularizagcdo e migragdo de células da

pele do dorso e orelhas de camundongos hailess, das regides estudadas.

Abordagens para prevencio e tratamento

A preocupagdo mundial com os danos causados a pele pela exposi¢do solar tem
gerado uma grande corrida em busca de sistemas que possam ser eficazes em preveni-
los e tratd-los. Extratos vegetais, substancias alimenticias e moléculas sintéticas t€ém

sido amplamente testadas em modelo hairless, cultura de células e explantes de pele
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humana, como ensaios pré-clinicos, para que futuramente tais substincias possam ser
comercializadas (GONZALEZ et al., 2011, MORGANTI, 2009 GILCHEREST, 1996).
Dal Belo et al. (2011) avaliaram o potencial fotoprotetor de uma formulacdo contendo
Ginkgo biloba e cha verde, utilizando a LSS em modelo hairless. Os parametros
utilizados para a observacdo de fotoprote¢ao deste grupo foram a formacao de eritema e
outras alteracdes morfologicas incluindo aumento de densidade celular. A formulagao
testada demonstrou-se eficaz na prevencdo dos parametros avaliados.

Ropke et al.,(2004) avaliou o potencial fotoprotetor do extrato de raizes
Pothomophe umbellata observando alteragdes morfoldgicas da UVB sobre a pele de
camundongos hairless, como espessamento da epiderme, formagdo de rugas,
parametros-chave evidenciados e inibidos quando do uso do extrato.

A cafeina demonstrou perfil fotoprotetor frente 8 UVB em modelo hairless por
Koo et al. (2007). Esta substincia diminui o nimero de queratindcitos apoptoticos,
porém nao demonstrou capacidade de reduzir a angiogénese.

O efeito fotoprotetor de filtros solares nas terminagdes nervosas livres da pele
foi estudo por Rodriguez et al. (2009) em modelo in vitro de pele obtida de cirurgias
plasticas. Os explantes foram expostos a UVA e UVB em grupos experimentais
distintos (i.e., pele irradiada na auséncia e presenca da formulacdo fotoprotetora).
Através desta metodologia o grupo de Rodriguez conseguiu evidenciar o efeito
fotoprotetor da formulagdo solar teste em terminagdes nervosas livres.

O perfil fotoprotetor do licopeno foi alvo do estudo de Rizwan et al. (2010). A
utilizacdo na dieta desta substancia por humanos que posteriormente foram expostos a
uma lampada de UV com amplo espectro e pico de emissdo de 311 nm aumentou a
DEM nos voluntérios devido ao carater antioxidante do licopeno, que tem a propriedade
de neutralizar radicais livres gerados e reduzir, assim, a expressdo de metaloproteinases.

Sabidamente os de filtros solares sdo as ferramentas mais populares de
protecdo e prevengdo da pele contra os danos decorrentes da exposi¢ao solar. (DIFFEY,
2009 e RABE et al., 2006). Porém para individuos fotossensiveis apresentando erupg¢ao
polimorfica a luz, lupos eritematoso discoide e queratose actinica cronica, o grupo de
pesquisa de Azurdi et al. (1999) demonstrou que o uso de formulagdo solar comercial
ndo confere boa fotoprotecdo a esses grupo. (AZURDIA et al., 1999)

Ao FPS 30 ¢ conferido alto fator de protecdo solar (OSTERWALDER &
HERZOG, 2009) e o uso de uma formulagdo com este fator estimado pode ser a

ferramenta-chave para a validagdo da metodologia proposta em nosso trabalho. A
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quantidade aplicada da formulagdo, 2mg/cm?, antes de cada uma das exposicdes didrias
dos animais dos grupos G3 a LSS estava em harmonia com o preconizado nos
guidelines de ensaios de avaliagdo de eficacia e seguranga de formulagdes
fotoprotetoras exigidos pelos orgaos sanitarios (OSTERWALDER & HERZOG, 2009).

A quantidade e a forma de aplicacdo dos filtros solares tém sido amplamente
criticadas por grupos de pesquisa em fotoprote¢do e fotoenvelhecimento, bem como o
tempo de espera entre a aplicagdo do mesmo e a exposi¢ao a luz solar. Estes grupos tém
mostrado, através de estudos de utilizacdo de formulagdo fotoprotetora, que a populagio
em geral utiliza bem menos quantidade de filtro solar do que o minimo recomendado.
Muitas vezes os individuos, por esquecimento, acabam privando dreas como as orelhas,
as maos e pescogo da aplicagdo do filtro solar, areas estas fotoexpostas rotineiramente
(SCHERSCHUM & LIM, 2001, DIFFEY, 2001, DIFFEY, 2009, REICH et al., 2009).

Em nosso estudo nos preocupamos em fazer a aplicagdo da quantidade
preconizada da formulacdo e esperar o tempo minimo de 15 minutos para melhor
penetracdo dos filtros na pele dos animais antes de suas submissdes a LSS, ponto
preconizado pelos 6rgdos sanitarios. Acreditamos que essas agdes corroboram para os
resultados obtidos no grupo G3, que apresentou comportamento similar ao grupo G1,
apontando para a eficiéncia da formulagdo fotoprotetora em proteger a pele das
alteracdes morfoldgicas.

O nosso estudo sobre os efeitos da formulagdo veiculo (G4) utilizada para
avaliar os efeitos desta demonstrou alteragdes morfoldgicas mais pronunciadas do que
aqueles evidenciados no grupo G2. Pode-se observar superior aumento no espessamento
da epiderme, na neovascularizagdo e de celularidade dérmica. As alteragdes
morfolégicas na pele da orelha do grupo G4 também apresentaram alteragdes
morfoldgicas mais proeminentes em relacdo aos demais grupos estudados. Assim sendo
a formulagdo veiculo demonstrou-se ser um sensibilizante frente a LSS.

Esses resultados nos fizeram pensar melhor na composicdo do veiculo da
formulacdo fotoprotetora e verificamos que um dos componentes, o metilparabeno,
possui potencial sensibilizante. Os metilparebenos sdo utilizados como conservantes ha
mais de 50 anos em alimentos, medicamentos e cosméticos, tendo em vista seu amplo
espectro de inibi¢do do crescimento microbiano e sua seguranga toxicoldgica
(MOWAD, 2000).

Handa et al. (2006) avaliaram o potencial de indu¢do de dano do metilparabeno

in vitro em cultura de queratinocitos quando irradiada com UVB. O grupo de Handa
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evidenciou em seus experimentos, aumento da morte celular, estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica. As conclusdes do estudo do grupo mencionado levantaram a
questdo de que o uso de metiparabenos associado a exposi¢do solar pode ndo ser seguro.
As alteracdes morfoldgicas exacerbadas do grupo G4 em relagdo ao potencial
fotosensibilizante podem estar em forte consondncia com os dados dos autores
mencionados a cima.

Para confirmarmos as nossas avaliagdes das alteragdes morfologicas feitas em
rotina para MO em nosso estudo lancamos ma@o de uma solugcdo com maior pode de
fixagdo, esta contendo paraformaldeido 4% em pH 7.4 e Glutaraldeido 2,5% 1:1. Com
essa metodologia observamos em todos grupos estudados G1, G2, G3 ¢ G4 o mesmo
padrao de alteracdes morfologicas observados nas analises obtidas em material fixado
em paraformaldeido 4% em pH 7,4.

Observamos em nosso modelo animal, através de MO de rotina a presenga de
foliculos pilosos entdo, resolvemos avaliar através MEV a superficie da pele dos
mesmos para a observagdo da superficie livre do pelo. Verificamos a presenca de pelos
vestigiais como descrito na literatura, observacdo esta que consideramos de extrema
importancia ja que a presenca destes (KANITAKIS, 2002, LEVER, 2009) contribui
para a prote¢do da pele aos possiveis danos induzidos por agentes fisicos € quimicos ¢
ao mesmo tempo a presenca de células trocos nessas regides proporcionam a esse
sistema uma maior eficacia de reparacdo o que intensifica a nossa proposicdo em
afirmar ser o camundongo /airless um modelo ideal de avaliacdo de perfil fotoprotetor.

E necessario enxergar outros efeitos, além dos macroscopicos, i.e, eritema e
pigmentagdo, pois mesmo nao se observando nenhuma alteracdo macroscopica concreta
na superficie da pele dos animais-modelos pds-exposicdo a LSS e durante a semana
antes do sacrificio, nosso grupo de pesquisa pode evidenciar alteragdes morfologicas e
moleculares.

A diversidade de eventos decorrentes do fotoenvelhecimento tem sido, ao longo
dos anos, macicamente estudada nos mais diferentes modelos, incluindo o proprio
homem (GIACOMONI & D’AILESSIO, 1996 e GILCHEREST et. al., 1981). A
constru¢do de um ensaio experimental que avalie alteragdes morfoldgicas e moleculares
para o estudo do desenvolvimento de sistemas fotoprotetores, antioxidantes e de
tratamento do fotoenvelhecimento deve ser buscado para que possamos utilizar
seguramente os produtos disponiveis no mercado. A metodologia proposta por nosso

grupo passa a ter grandes perspectivas para o mercado cosmético, industrias
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desenvolvedoras de novas tecnologias antienvelhecimento e para a clinica

dermatologica.
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8 - CONCLUSAO

v" O método foi validado para avaliar o potencial fotoprotetor da formulagido em
estudo.

v' O filtro solar contendo as moléculas fotoprotetoras: benzofenona — 3 e
octocrileno e octilmetoxinamato foi eficaz na prevencdo do fotodano da pele.

v O veiculo (gel-creme) utilizado para incorpora¢do das moléculas fotoprotetoras
pode ser um possivel sensibilizante quando submetido a LSS.

v As alteragdes morfologicas descritas neste estudo agudo (neovascularizagio,
hiperplasia da epiderme e aumento de densidade celular) corroboraram com os
dados da literatura por outras metodologias aplicadas (i.e uso de lampadas
separadamente ou conjuntas e imobilizacdo de animais).

v" O metadologia proposta foi eficaz para avaliagdo do filtro solar avaliado neste

estudo.
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9 - PERSPECTIVAS

v Analisar através de imunohistoquimica o padrdo de expressdo das proteinas
VEGF, P53 e MTPs (1 e 3) dos grupos G1, G2, G3 e G4.

v" Trradiar animais cobertos por uma formulagdo de FPS 30 estimado contendo
filtros solares fisicos (Diéxido de Titdnio e Oxido de Zinco).

v Analisar morfologicamente por técnica de rotina (H&E) e imunohistoquimica a
pele dos animais cobertos por uma formulagdo de FPS 30 estimado contendo
filtros solares fisicos

v’ Realizar Anélises Ultraestruturais na pele do modelo em estudo.
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ANEXO I — Mercado cosmético em fotoprotecio e antienvelhecimento

O Brasil ocupa a terceira posi¢do no ranking mundial de consumo de produtos
cosméticos perdendo posi¢des para os Estados Unidos (1° lugar) e o Japao (2° lugar). O
desempenho do crescimento médio nacional deste setor gira em torno de 18,9%,
superior a taxa média mundial, que gira em torno de 9,8% e coloca o Brasil no pico do

crescimento médio do setor (ABIHPEC, 2012).

Tabela 9 : Ranking mundial do mercado cosmético em 2011. Adaptado de ABIHPEC, 2012

Higiene Pessoal L ol
g ” J USS Milhoes USS Milhdes Crescimento Participagdo
Perfumaria e
(preco ao (prego ao %o %

Cosmeéticos ; 5
consumidor) consumidor)

1 Estados Unidos 60.744,0 63.086,4 3.9 14,8
2 Japdo 43.381,7 47.267,7 9.0 11,1
3 Brasil 36.184,9 43.028,5 18,9 10,1
4 China 23.879.4 27.704,3 16,0 6,5
5 Alemanha 17.730,3 19.419.,9 9.5 4,6
6 Franca 16.079,1 17.294,7 7.6 4,1
7 Reino Unido 15.592,8 17.019,8 7.2 4,0
8 Russia 12.373,0 14.187,0 14,7 3,3
9 ltdlia 12.158,1 12.964,7 6,6 3,0
10 Espanha 10.473,3 11.007,4 5,1 2,6
Top Ten 248.598,6 272.980,4 7.8 64,1

©2012 Euromonitor International

O Brasil ¢ primeiro no ranking de consumo de perfumaria e desodorantes,
segundo no consumo de produtos para cabelo, produtos para higiene oral, tanto
masculino como infantil, filtros solares; terceiro em cosméticos de cores (i.e.
maquiagens); quarto em produtos depilatérios e quinto em skin care (ABIHPEC, 2012).

O mercado cosmético ¢ bastante heterogénio com empresas atuantes apenas em
alguns sub-segmentos (ex. Shiseido atuante somente nos segmentos pele ou skin care e
maquiagem) ou atuando em todos os setores (ex. Procter & Gamble). No ranking da
disputa desse mercado destacam-se: Proctor & Gamble com capital de vendas estimado
em US$ 28,2 bilhdo, L’Oreal com US$ 25,8 bilhdo e Unilever com US$ 18,2 bilhdo de
dolares. A Natura é a Gnica empresa brasileira que aparece no ranking das 20 maiores
empresas do setor e encontra-se na décima quarta posi¢do, com capital de vendas de 2,9
bilhdo (Euromonitor Internacional, 2012).

A corrida pela lideranga de qualquer segmento comercial passa pela inovagdo e
pela busca de novas tecnologias. A industria de beleza, como no poderia ser diferente,
¢ avida por novas tecnologias e quando se circunscrevem essas tecnologias no ambito

das tecnologias antienvelhecimento e fotoprote¢do, pode-se observar através de uma
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analise panoramica na base de dados de patentes privadas Questel Orbit, que até o ano
de 2011 estdo sob detengdo patentaria 362 tecnologias em fotoprote¢do. Dentre estas,
55,52% sdo de titularidade da multinacional francesa L’Oreal, totalizando em ntimeros
201 documentos, 4,69% sendo de titularidade da Procter & Gamble, totalizando 17
documentos e 3,59% sdo de titularidade da Unilever, totalizando 13 documentos
(Questel Orbit, 2011).

As primeiras evidéncias cientificas que correlacionaram a exposi¢do solar ao
surgimento de canceres datam de 1884 foram de Paul Gerson Unna (1859* - 1929 .)
, médico alemdo e pesquisador que desenvolveu a dermatologia como especialidade
médica e também ajudou a fundar a Nivea Cosméticos (WOLF & OUMEISH, 1998).

A linha do tempo da inovag¢do tecnologica em fotoprote¢do aponta o surgimento
de sua primeira patente no ano de 1987 (Questel Orbit, 2011). Entre os anos de 1995 e
2006 ocorreu um aumento expressivo na descoberta e patenteamento de novas

tecnologias fotoprotetoras e anti-envelhecimento (Questel Orbit, 2011). (Figura 23)
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Figura 43: Evolugdo temporal de patentes concedidas a partir de 1987 até o ano de 2011. Fonte: Adaptado de
Questel Orbit, 2011.
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Acompanhando a evolugdo patentaria da empresa lider mundial no segmento de
beleza — L’Oreal — pode-se observar que em 1995, das 25 patentes em fotoprotecio
cedidas pelos orgdos regulamentadores 18 sdo de propriedade da mesma, e esta se
mantém com picos de depositos até 2011 (questel.com, acessado 11/2012). (Figura 24 e

Figura 25)
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Figura 44: Evolugdo temporal de patentes concedidas pelos principais depositantes a partir de 1989 até o ano de
2011. Destaque para a lider mundial no segmento de Beleza, L’Oreal, fonte: Questel Orbit, 2011. Distribuig¢do dos
principais depositantes (A). Distribui¢do quantitativa (B). Adaptado de Questel Orbit, 2011.
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O atraso tecnoldgico das demais empresas do ramo fica nitido apds esta analise,
e sua confirmacdo fica ainda mais precisa quando se observa o perfil de citacdo da
multinacional francesa nas cartas patentes das demais empresas, consolidando a mesma
como a grande industria da beleza (Questel Orbit 2011) (Figura 25).
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Figura 45: Perfil de citagio de literatura patentaria por depositante. Destaque para L’Oreal como maior perfil de
citagdo Adaptado de Questel Orbit, 2011.
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ANEXOII - A

Revisdo do estudo para evidenciaciio de alteragdes morfoldgicas e bioquimicas

com a radiac¢do ultravioleta — parte 1
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Revisao do estudo para evidenciaciio de alteracdes morfoldgicas e bioquimicas

com a radia¢io ultravioleta — parte 2




Pagina |93

Revisio do estudo do efeito protetor de fArmacos e cosméticos
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Revisio do estudo do efeito protetor de fArmacos e cosméticos

5
Zkh:HR-1 =
Skh: HR-2
6 -8w
B

3= w por 30 min

5 par grupa (300]

30w

45

Simulador Soldar

LEES

UVE 0,18} 'an2
Ui
.17 amd

1931

frente a radiacdo UV — Parte 1

L

1-Gw
2-14dia
aldom

LVE {30%)

L {20%)

297nm

0.48 — 0501 cm®
de UVE

1939

7
Hos:HR-1
10w

F

Sxw
B animats por grupo
(4]
20w

20em

Uvia

352nm

Total acumulado de LV
1080 Lot

2001

8
Skh:HR-1
10w

XY

dx

4 animats [por Srupo

2m

2Bcm

007 1.5 omd
of UVE

LEES

20,7 MED para =st= animal
0111 ar]

2004



Pagina |95

Revisio do estudo do efeito protetor de extratos vegetais e

ingredientes alimentares — parte 1
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Revisio do estudo do efeito protetor de extratos vegetais e

ingredientes alimentares — parte 2
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Revisido dos estudos de inducio de carcinogénese — Parte 1

1 2 3 | it
Cepa SKHHRL SKHHRL SKHHRL SKHHRL SKHHRL
Idads 10-15w 8- 10w Gellw Aw 5-Tw
Sexg F F MeF F W
HEd= Bxw Sxw Txw Txw M
=xposicdes
HEde WX WX WX Wl 7 grupas
animais {168}
Tempa 1-23w W 7Smin/dia (INC | 2w W
2-26w = B)
3-27w 12h de UWA
Dotancia | XXX 35cm (UVE W W 20cm
10cm {S5R)
Tipode | SimuladorSolar | mmuladorsolar | UVE | simuladorsolar | UVE 73%
radiag3a
UVA UVA27%
Uve
uve
Pica 305nm W W W W
Parfilds {OVE] 36 mlfont 031-359
Daos= 23 mWfom® de 55 mlfont de =da {UVE]} Jfemz.
UVE = 290mWfcr? | radiag3o 24107 W fom®
de UVA a0, AMED {UVA)
{35R] an®
540 mlfom2
208 x MED
Preseng MMM Sim Sim W W
de filtro
Datada 1333 1330 1332 1328 1333
astuda




Pagina |98

Revisio dos estudos de inducio de carcinogénese — Parte 2
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ANEXOII-B

1 — Lista Descritiva Revisido dos estudos para evidenciacao de alteracdes
morfoldgicas e bioquimicas com a radiacio ultravioleta

1 — The effect of ultraviolet-B exposure scheduling on the photodamage of
hairless mouse skin

2 — Disaccharide analysis of the skin glycosaminoglycans in chronically
ultraviolet light-irradiated hairless mice

3 — Degenerative Alterations of Dermal Collagen Fiber Bundles in
Photodamaged Human Skin and UV-Irradiated Hairless Mouse Skin: Possible
Effect on Decreasing Skin Mechanical Properties and Appearance of Wrinkles

4 — Connective tissue alteration in the skin of ultraviolet Irradiated hairless mice
5 — Collagen metabolism in Ultraviolet Irradiated hairless mice and it’s
correlation histochemical observations

6 - An ultrastructural study of ultraviolet - Induced elastic fibre damage in
hairless mice skin

7 - Biophysical and morphological changes in the stratum corneum lipids
induced by UVB irradiation

8 — Alterations in dermal collagen in ultraviolet irradiated hairless mice

9 - Age dependent increase of elastase type protease activity in mouse skin
Effect of UV-irradiation

10 — UVB induced collagen changes in the skin of hairless mice Albino Mouse
11 — UVA induced ultrastructural changes in hairless mice skin : A comparison
to UVB induced damage.

12 - Quantitative alterations of hyaluronan and dermatan sulfate in the hairless
mouse dorsal skin exposed to chronic UV irradiation

13 - Growth stimulation of UV-induced DNA damage retaining epidermal basal
cells gives rise to clusters of p53 overexpressing cells

14 — Yasui et. al, Age-dependent generation of reactive oxygen species in the
skin of live hairless rats exposed to UVA light, 2003

15 — kambayashi Involvement of changes in stratum corneum keratin in wrinkle
formation by chronic ultraviolet irradiation in hairless mice, 2003

16 — Mulero et. al, Polypodium leucotomos extract inhibits glutathione
oxidation and prevents Langerhans cell depletion induced by UVBUVA
radiation in a hairless rat model, 2007

17 - Kligman et. al, The contribution of UVA and UVB to connective tissue
damage in Hairless mice, 1985

18 — Yano et. al, Ultraviolet B-Induced Skin Angiogenesis Is Associated with a
Switch in the Balance of Vascular Endothelial Growth Factor and
Thrombospondin-1 Expression, 2003

19 — Dal Belo et. al, Photoprotective Effects of Topical Formulations
Containing a Combination of Ginkgo biloba and Green Tea Extracts, 2011
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2 - Lista descritiva dos estudos do efeito protetor de farmacos

e cosméticos frente a radiacao UV

1- All-trans-retinoic acid enhances collagen gene expression in irradiated and
non-irradiated hairless mouse skin

2- Reduction of UV induced skin tumor in hairless mice by selective COX- 2
inhibition

3- Topical tretinoin enhances corticosteroid-induced inhibition of tumorigenesis
in hairless mice previously exposed to solar simulating radiation Reduction of
UV induced skin tumor in hairless mice by selective COX- 2 inhibition

4 - Protection against UV photocarcinogenesis by fabric materials

5 — Prevention of Ultraviolet Damage to the dermis of hairless mice by
suncreens

6- Chemoprevention Activity of Celecoxib, a Specific Cyclooxygenase — 2
Inhibitor, and Indometachin Against Ultraviolet Lighnt — Induced Skin
Carcinogenesis

7- Prevention of the photodamage in the hairless mouse dorsal skin by kojic acid
as an iron chelator

8 - Topical hydrocortisone, clobetasol propionate, and calcipotriol do not
increase photocarcinogenesis induced by simulated solar irradiation in hairless
mice, 2009

3 — Lista descritiva dos estudos de efeito

protetor de extratos vegetais e ingredientes alimentares

1 — Preventive effect of antioxidant (olive oil) on ultraviolet-induced skin
cancer in mice

2 — Eficacy of Topically Applied Tocopherols and Tocotrienols in Protection of
Murine Skin from Oxidative Damage Induced By Uv-Irradiation

3 — Effects of turmeric extract(Curcumalonga) onchronicultraviolet B
irradiation-induced skin damage in melanin-possessing hairlessmice

4 - Effects of ginseng saponins isolated from red ginseng on ultraviolet B-
induced skin aging in hairless mice

5 - Protective effect of topical formulations containing quercetin against UVB-
induced oxidative stress in hairless mice

6 - Inhibition of ultraviolet light-induced oxidative events in the skin and
internal organs of hairless mice by isoflavone genistein

7 - Dal Belo et. al, Photoprotective Effects of Topical Formulations Containing
a Combination of Ginkgo biloba and Green Tea Extracts, 2011

8 - Koo et. al, Protection from photodamage by topical application of caffeine
after ultraviolet irradiation, 2007

9 -Photoprotective effect of Pothomorphe umbellata root extract against
ultraviolet radiation induced chronic skin damage in the hairless mouse
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4 — Lista descritiva de estudos de inducio de carcinogénese

1 — p53  Mutations in Cutaneous Lesions Induced in the Hairless Mouse by a
Solar Ultraviolet Light Simulator

2 — Chronic ultraviolet radiation-induced skin tumors and associatedc changes
in basal epidermal orrnithine decarboxylasa activity

3 - Wavelength Dependence of Skin Cancer Induction by Ultraviolet Irradiation
of Albino Hairless Micel

4 - Protection by black tea and green tea against UVB and UVA + B induced
skin cancer in hairless mice

5 - Interaction between Ultraviolet A and Ultraviolet B Radiations in Skin
Cancer Induction in Hairless Micel

6 - Starcher, Role for tumour necrosis factor-a receptors in ultraviolet-induced
skin tumours, 2000

7 - Lerche et. al, Photocarcinogenesis and toxicity of benzoyl peroxide in
hairless mice after simulated solar radiation, 2009

8 - Faurschou ef al, Squamous cell carcinoma induced by ultraviolet radiation
originates from cells of the hair follicle in mice, 2007

9 - Lerche et. al, Topical pimecrolimus and tacrolimus do not accelerate
photocarcinogenesis in hairless mice after UVA or simulated solar radiation,
2008

10 - Gruijl et. al, Wavelength Dependence of Skin Cancer Induction by
Ultraviolet Irradiation of Albino Hairless Mice, 1993

11 - Kunisada et. al, Narrow-Band UVB Induces More Carcinogenic Skin
Tumors than Broad-Band UVB through the Formation of Cyclobutane
Pyrimidine Dimer, 2007
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ANEXO III
Perfil de Emissido do Simulador Solar New Point Oriel 69920 do Laboratorio de

Radiobiologia Molecular do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho — IBCCF — UFRJ
ao longo dos estudos

PERFIL UVA/UVB (mW/cm?)

UVA uvs UVA uvs UVA uvs UVA uvs UVA uvs
2,02 0,388 2,006 0,306 1,942 0,362 1,92 0,377 1,9 0,336
1,981 0,4 1,99 0,352 1,89 0,38 1,92 0,36 1,914 0,378
2,007 0,389 1,998 0,37 1,85 0,355 1,888 0,337 1,964 0,379
1,941 0,391 1,99 0,367 1,873 0,365 1,882 0,364 1,934 0,392
1,89 0,39 1,96 0,363 1,863 0,36 1,825 0,37 1,856 0,37
1,935 0,325 1,989 0,353 1,885 0,371 1,82 0,372 1,899 0,397
2,035 0,38 1,895 0,36 1,865 0,366 1,864 0,399 1,877 0,36
1,861 0,376 1,992 0,365 1,8811429 0,361 1,938 0,384 1,868 0,375

Perfil de emissdo de Radiagdo UVA e UVB do estudo I - 09/05/11 — 13/05/11

Soma Total de UVA Soma Total de UVB
9,64 mW/cm? 1,835 mW/cm?

PERFIL UVA/UVB (mW/cm?)

Perfil de emissdo de Radiagdo UVA e UVB do estudo II - 01/08/11 — 05/08/11

Soma Total de UVA Soma Total de UVB
9,27 mW/cm? 1,836 mW/cm?
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PERFIL UVA/UVB (mW/cm?)

UVA uvs UVA uvs UVA uvs UVA uvs UVA uvs
1,951 0,400 1,866 0,381 1,852 0,361 1,842 0,397 1,701 0,369
1,966 0,386 1,904 0,378 1,905 0,379 1,789 0,374 1,895 0,365
1,894 0,389 1,855 0,389 1,888 0,352 1,784 0,371 1,875 0,378

1,894 0,392 1,851

Perfil de emissdo de Radiagdo UVA ¢ UVB do estudo 111 -19/09/11 —23/09/11

Soma Total de UVA Soma Total de UVB
9,30 mW/cm? 1,899 mW/cm?

PERFIL UVA/UVB (mW/cm?)

UVA uvs UVA uvB UVA uvs UVA uvB UVA uvB
1,794 0,362 1,866 0,340 1,816 0,352 1,633 0,358 1,777 0,342
1,754 0,350 1,755 0,355 1,739 0,350 1,757 0,345 1,773 0,355
1,728 0,350 1,711 0,346 1,895 0,381 1,774 0,339 1,864 0,358
1,780 0,348 1,756 0,339 1,968 0,334 1,775 0,348 1,835 0,355

Perfil de emissdo de Radiagdo UVA e UVB do estudo IV - 24/10/11 — 28/10/11

Soma Total de UVA Soma Total de UVB
8,887 mW/cm? 1,750 mW/cm?

PERFIL UVA/UVB (mW/cm?)

UVA uvs UVA uvs UVA uvB UVA uvs UVA uvs
1,807 0,333 1,837 0,375 1,747 0,361 1,823 0,370 1,818 0,361
1,809 0,336 1,802 0,346 1,841 0,358 1,816 0,364 1,824 0,365
1,818 0,359 1,781 0,352 1,768 0,368 1,823 0,357 1,783 0,361

1,846 0,360 1,837

Perfil de emissdo de Radiagdo UVA ¢ UVB estudo V - 21/11/11 —25/11/11
Soma Total de UVA Soma Total de UVB

9,03 mW/cm? 1,910 mW/cm?
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