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RESUMO

Introducdo: Atualmente, devido a poluicdo e emissdo de gases toxicos, hd uma de-
gradacao gradual da camada de ozonio que filtra uma grande parcela das emissdes
UV. A radiacdo UV altera significativamente as estruturas da pele, incluindo as ter-
minacdes nervosas. Em decorréncia do crescente aumento de doencas de pele rela-
cionadas a exposicdo UV, faz-se necessaria a avaliacdo da efetividade de novos
principios ativos com finalidade de protecdo contra as radiacdes. Estudos anteriores
nao foram capazes de quantificar o dano induzido pela radiacdo UV nas terminagdes
nervosas. Objetivos: identificar as terminacdes nervosas na pele humana, quantificar
os efeitos das radiacdes UV sobre as terminacdes nervosas e verificar o efeito de
principios ativos neuroprotetores a exposicao UV. Materiais e Métodos: bidpsias de

pele, de 35 adultos saudaveis, sob cirurgia plastica, foram obtidas e imediatamente
tratadas com trés emulsdes: Cremel, Creme2 (placebo) e FPS 15. As amostras
tratadas com as emulsdes ou controle (sem creme) foram submetidos a exposicéo
UVA e UVB por 60 min. Secgdes de 15 um foram produzidas no criostato a partir de
tecidos congelados e as estruturas nervosas foram identificadas por imunofluores-
céncia utilizando um anticorpo monoclonal anti-CD56 (NCAM) humano. O dano nas
terminacdes foi identificado a partir da selecdo automatica de pixels (verde — FITC)
das imagens capturadas. Resultados: foram identificadas varias estruturas nervosas
na pele, incluindo terminacgdes livres, inervagdes do foliculo piloso e glandulas seba-
ceas. As radiacbes UVA e UVB reduziram, significativamente (40-60%), a densidade
das terminacfes nervosas na pele nas amostras controle, tratadas com placebo ou
FPS 15 (p<0.001). Nao foram observadas diferencas morfolégicas das terminacdes
nervosas expostas a radiacdo UV. As amostras tratadas com o Cremel bloquearam
completamente os efeitos da radiacdo UV sobre as terminacdes nervosas (p > 0.05).
Discussao: A quantificacdo dos danos celulares induzidos pela radiacao UV possibili-
ta a identificacdo de compostos ativos com propriedades neuroprotetoras. Os meca-
nismos de dano celular bem como as atividades neuroprotetoras merecem ser identi-

ficadas nos préximos estudos.



ABSTRACT

Introduction: Current pollution and emission of toxic gases is leading to a gradual de-
terioration of the ozone layer that filters out a large portion of the ultraviolet (UV)
emission. It has been shown that UV radiation significantly alters the structure of the
skin, including nerve endings. Due to the increasing number of skin diseases as a
result of UV exposure, it is necessary to evaluate the effectiveness of new skin care
formulations with broad-spectrum sunscreens. Previous studies have not been able
to quantify the damage induced by UV radiation on peripheral nerve endings. Objec-
tives: To identify the nerve endings in the skin, quantify the effects of UV radiation on
nerve endings and evaluate de neuroprotective effects of new skin care formulation

to UV exposure_Materials and methods: biopsies of skins were obtained from 35

healthy young adults, undergoing plastic surgery, and immediately treated (10 min)
with three emulsions: Creaml, Cream2 (placebo) and commercially available sun
protection factor (SPF) 15. Samples treated with the emulsions or control (untreated)
were exposed to UVA and UVB for 60 min. Skin tissues were frozen and 15-um
cryostate sections were produced. Peripheral nerve endings were identified by im-
munofluorescence using a monoclonal antibody anti-human CD56 (NCAM). The cell
damage was identified from the automatic pixel selection (green - FITC) of captured
images. Results: several cellular nervous structures were identified in the skin, in-
cluding free nerve endings, innervations of the hair follicle and sebaceous glands.
The UVA and UVB decreased significantly (40-60%) the density of nerve endings in
the skin of control, samples treated with placebo or SPF 15 (all p < 0.001). No mor-
phological changes were observed in the free nerve endings exposed to UV radia-
tion. Samples treated with Cream1 completely blocked the effects of UV radiation on
nerve endings (p > 0.05). Discussion: The quantification of cellular damage induced
by UV radiation enables the identification of new skin care compounds with neuropro-
tective properties. The underlying mechanisms of UV-induced cellular damage as

well as the neuroprotective actions should be further investigated in future studies.



1. CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA

1.1. INTRODUCAO

1.1.1. A degradacdo da camada de ozo6nio e sua influéncia na incidéncia da radia-

¢ao ultravioleta (UV)

A radiacdo ultravioleta pode ser dividida em trés categorias, dependendo
do comprimento de onda: UVC, 200-280 nm; UVB, 280-315 nm; UVA, 315-400 nm.
A camada de ozobnio estratosférica tem capacidade de bloquear comprimentos de
onda menores de 290nm, filtrando certa de 70-90% da radiacdo UVB. No entanto,
desde 1970, verifica-se uma diminuicdo substancial na camada de ozénio com um
aumento do alcance da radiagdo UVB na superficie da Terra - o que foi particular-

mente percebido na Antartida (1).

Desde o fim da producdo de CFCs no Brasil, em 1999, a fabricacdo e o
uso desses gases prejudiciais a Camada de Ozo6nio foram reduzidos em 82,8%. Até
1997, o Brasil consumia cerca de 10 mil toneladas ao ano de CFCs. Em 2004, o uso
foi de menos de 2 mil toneladas. Além da significativa reducdo no uso de CFCs, o
Pais eliminou 88% dos halons, usados em extintores de incéndios, 77,3% do tetra-
cloreto de carbono, utilizado pela indastria quimica, e 76,3% do brometo de metila,
aplicado principalmente na industria do tabaco. Essas substancias também prejudi-
cam a Camada de Ozobnio quando sdo lancadas no ambiente. Em frigorificos, free-
zer, geladeiras, aparelhos de ar-condicionado e frigobares antigos, o CFC é o "gas
de geladeira”, usado para retirar o calor do aparelho e libera-lo do lado de fora. O
uso desse gas no meio ambiente provocou a reducdo na espessura da Camada de

Ozobnio em algumas regides, principalmente no sul do Planeta. A camada é seme-



Ihante a um grande filtro, e protege a saude humana e os seres vivos dos efeitos

nocivos dos raios ultravioleta.

Dentre os prejuizos causados pela degradacdo da Camada de Ozénio,
esta uma maior incidéncia de cancer de pele, de queimaduras e de casos de catara-
ta, prejuizos ao sistema imunoldgico e a reducdo da fotossintese, levando, também,

a uma queda na produtividade de varias culturas agricolas.

A radiacdo UV altera significativamente as estruturas da pele, bem como
a saude humana. A exposicao pode ser benéfica como, por exemplo, no auxilio da
producéo de Vitamina D pela pele, porém também pode promover efeitos indeseja-
veis como queimaduras, envelhecimento cutaneo precoce, danos oculares e o de-
senvolvimento de cancer de pele (2). A radiacdo UV penetra através da camada
mais externa da pele (epiderme) provocando, também, danos em varias estruturas

celulares como as terminagdes nervosas.

1.1.2. Adistribuicdo anatdémica das terminac¢des nervosas da pele

A presenca de fibras nervosas na epiderme humana tem sido debatida e
especulada ha mais de 120 anos. A primeira descricdo essencialmente correta sobre
fibras nervosas intra-epidérmicas foi publicada em 1868 por Langerhans, mostrando
a presenca de ramos penetrando a epiderme através da membrana basal (3). Exis-
tem varias estruturas nervosas na pele humana. Na parte superficial da derme, as
terminacdes nervosas livres estdo frequentemente agrupadas em feixes de fibras
nervosas (4). Num individuo saudavel, o numero de feixes de estruturas neurais é
menos denso, devido a sua trajetéria até a derme. Existem cerca de 10-20 fibras
nervosas por feixe. Os feixes nervosos sao largos em tamanho e geralmente vém
acompanhados por vasos sanguineos e localizados ao redor de glandulas sudoripa-

ras (5). A distribuicdo das fibras nervosas na epiderme obedece a um padrao seme-
2



Ihante: a presenca de varios feixes nervosos que partem da derme, penetrando a
membrana basal e ramificando-se a partir da camada supra-basal da epiderme. Elas
alcancam a parte mais externa com ramos muito finos e discretos espessamentos

nas extremidades, semelhantes a sacos terminais (6).

Para cada sensacdo, existem diferentes receptores que levam o estimulo
até o SNC (Sistema Nervoso Central), onde sédo transformados em sensacdes. Os
Bulbos de Krause (responséaveis pela sensacdo de frio) apresentam-se como uma
dilatacao com terminacdes nervosas ramificadas envoltas por uma capsula conjunti-
va. A sensacéo de calor que, muitas vezes, é causa de desconforto é atribuida aos
Orgaos de Ruffini que possui estrutura semelhante a dos bulbos de Krause, porém
de aspecto mais achatado. Para as sensacfes de toque possuimos dois tipos de
estruturas: os discos de Merkel e os Corpusculos de Meissner. Os discos de Merkel
sdo compostos de uma célula especializada, a célula de Merkel que, em contato
com fibras amielinicas, penetram a membrana basal e terminam em forma de discos
na parte inferior destas células. Os corpusculos de Meissner sédo estruturas alonga-
das que se dispdem dentro de algumas papilas dérmicas. Apresentam-se formados
por tecido conjuntivo regularmente disposto, dentro do qual penetram varias termi-
nacdes nervosas. Por ultimo, os corpusculos de Paccini, responsaveis pela sensa-
cao de pressao, apresentam-se sob a forma de uma terminacéo nervosa, envolta por
delgadas camadas concéntricas de tecido conjuntivo (7). A figura 1 representa deta-

Ihadamente as principais estruturas nervosas presentes na pele humana.

Existem outros aspectos importantes a serem considerados no padréao de
distribuicdo das fibras nervosas na pele: a variacdo de sua densidade entre as dife-
rentes partes do corpo e a variacdo conforme a idade dos individuos. Essas informa-
¢bes podem ser utilizadas para identificar a presenga de neuropatias periféricas e

até mesmo danos provocados por agentes externos como a propria radiacdo UV (3).
3
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(2000) (8).

1.1.3. Relacéo da incidéncia da radiacdo UV e os danos celulares envolvidos

A pele esta ligada ao SNC através de terminacdes nervosas cutaneas
(terminacfes nervosas que chegam até a base da epiderme). Entre estas termina-
¢cOes nervosas e as células da pele, circulam mensageiros, substancias imunomodu-
ladoras, neurotransmissores e horménios (9). Desta perfeita comunicacdo depende
a normalidade de fenbmenos fisioldgicos tais como a renovacao da pele, a cicatriza-
cao, a resposta imune, a sintese dos pigmentos que determinam a cor da pele (me-
lanina), entre outros (10). Fatores como radiacéo solar, poluicdo, e o préprio enve-
Ihecimento intrinseco podem afetar a estrutura das terminacées nervosas cutaneas,
prejudicando, ndo somente o equilibrio da comunicacao entre células da pele, como
os demais fendmenos fisioldgicos envolvidos (11) . Queimaduras solares, pigmenta-
céo, foto-envelhecimento e foto-carcinogénese, sdo, dentre outras, as maiores e

mais marcantes consequéncias da exposicao da pele a radiacdo UV (12). Os even-

4



tos moleculares iniciais que envolvem essas respostas sdo modificacdes diretas ao
DNA, e formacéo de espécies reativas de oxigénio (13). As células reagem ao dano
inicial com reparo de DNA, dentre outros mecanismos, incluindo a expressao de
HSP’s (Heat Shock Proteins) conhecidas por sua liberacdo em situacfes de estres-
se celular (14). Dependendo do comprimento de onda, da dose da radiacéo emitida

e do tipo celular, uma porcentagem de células entra em uma via apoptotica (15).

Diversas sdo as respostas da pele frente a exposicao crbénica a radiacao
UV. Essas respostas, apesar de pouco entendidas, desenvolvem um papel fotopro-
tetor. O aumento da producdo de melanina que se segue ap0s a exposicao solar
resulta em um maior grau de fotoprotecéo (16). O mecanismo de fotoprotecdo de-
sempenhado pela melanina envolve a dissipacédo da radiacdo UV em calor (conver-
séo interna). Este processo fotoquimico é extremamente rapido e 99,9% da energia
séo dissipados em calor. Esta grande dissipacao de calor ndo € prejudicial a saude e
€ essencial para evitar o dano indireto ao DNA. Contudo, se a energia da radiacao
UV néo for transformada em calor, ela pode produzir radicais livres na forma de es-
pécies reativas do oxigénio como, por exemplo, anions superoxido e radicais hidroxi-
la. Um mecanismo de defesa da pele que reflete um dano direto € o aumento da
producdo de melanina frente a exposicdo UV (17). A avaliacdo do tipo de cor de
pele seria um método individual de determinar o grau de protecéo da pele quando ha
desenvolvimento de eritema, visto que niveis elevados de melanina desempenham

papel protetor a esse dano (18).

O eficiente reparo ao DNA é um mecanismo de prevencdo ao desenvol-
vimento de tumores e sua progressao. Alguns elementos celulares importantes co-
mo, por exemplo, o gene p53, desempenham papéis essenciais na resposta celular
ao estresse citotoxico provocado pela radiacdo UV. O rompimento da funcdo normal

desse gene foi visto como um importante passo no desenvolvimento de carcinoma
5



humano. MutagBes em p53 sdo comuns em cancer de pele de origem ndo melanoci-
tica (19). A ineficiéncia de reparos ao DNA se inicia com o processo de apoptose,

um mecanismo importante na eliminacao de células cancerosas (20).

Um aspecto importante € o envelhecimento da pele provocado pela radia-
cdo UV (foto-envelhecimento). A pele cronicamente exposta tem caracteristicas co-
muns, como o envelhecimento precoce, que pode ser notado pelo aspecto fisico de
enrugamento. Ha um espessamento da membrana basal, que pode ser causado pe-
lo dano aos queratindcitos, desordenamento na distribuicdo de melandcitos visto
pela pigmentacao irregular, entre outros (21). A severidade do dano pode ser quanti-
ficada pelo grau de exposicdo. As alteracGes de colageno e fibras elasticas refletem

proporcionalmente o nivel do dano (22).

1.1.4. O uso de ativos com protecdo solar e sua prevencao contra doengas provo-

cadas pela radiacéo

Compostos quimicos com atividade de protecéo solar sdo conhecidos por
prevenir eritema induzido por radiagcdo UV. Compostos quimicos de uso tépico, de-
nominados comercialmente de protetores solares, sdo conhecidos por sua atividade
de protecdo a radiagdo UV. E ainda controverso se esses compostos S&0 capazes
de prevenir cancer de pele. Porém, experimentos realizados em outros modelos ex-
perimentais, como camundongos, foi demonstrada diminuicdo da formacdo de can-
cer com a utilizacdo dessas substancias (19). Muitas formulacdes estdo sendo de-
senvolvidas e seus beneficios avaliados na protecédo contra os diversos tipos de ra-

diacdo. (22).

Na industria de cosméticos, a medida mais estudada atualmente e que
indica efetividade do filtro solar, ou seja, blogueio contra radia¢des UV, é o fator de

protecdo solar (FPS). O FPS pode ser caracterizado, a partir do tempo necessario
6



para desenvolver um eritema ap6s exposicdo UV ou solar. Contudo, a sua quantifi-
cacao limita-se somente ao dano celular observado na epiderme. Outros métodos
ainda quantificam o nivel de pigmentacdo da pele (18). O uso de substancias prote-
toras vem sendo essencial na protecdo aos efeitos da incidéncia de radiagcdo UV.
Sao necessarios estudos que preconizem o entendimento do funcionamento dos
componentes celulares da pele, para que possa ser direcionado um tratamento para
cada tipo de patologia provocada pela excessiva exposicao a radiacdo UV. Quantifi-
car o efeito dos compostos quimicos com propdsito protetor é o objetivo de muitos
grupos de estudo atualmente e seria de grande relevancia encontrar formulacdes

gue amenizassem ou até mesmo evitassem processos de dano e injuria celular.

O presente trabalho teve como objetivo a padronizacdo de uma técnica
para descrever e quantificar o dano da exposicdo UV em estruturas nervosas da pe-
le. Em decorréncia do crescente aumento de doencas relacionadas a exposicéao UV,
faz necessaria a avaliacdo da efetividade de novos principios ativos com finalidade
de protecdo contra as radiacdes. Para a padronizacdo desta técnica, amostras de
peles humanas, previamente tratadas com emulsdes fornecidas pela empresa O Bo-
ticario® (produtos ainda nédo disponiveis comercialmente) e um FPS 15 conhecido
(Coppertone®, Schering-Plough), foram expostas a radiacdo UV ex vivo. Os deta-
Ihes desta padronizagcdo bem como os resultados obtidos sdo apresentados nas

proximas secoes desta dissertacao.



1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Hipotese

A exposicao UV devera reduzir significativamente as terminacdes livres da

pele humana e cremes com ativos FPS eficientes dever&o induzir neuroprotecao.

1.2.2. Objetivo Geral

Analisar os efeitos da exposi¢cdao UVA e UVB, ex vivo, sobre as termina-

¢Oes nervosas da pele humana.

1.2.3. Objetivos especificos

- Identificar terminagdes nervosas na pele humana.

- Analisar os efeitos da radiacdo UV sobre terminacdes nervosas da pele.

- Determinar o efeito das substancias cosmeéticas nas alteracdes causadas pela ex-

posicao a radiacédo UV.
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2.1. ABSTRACT

Ultraviolet (UV) radiation significantly alters the structure of the skin, including nerve
fibers. Due to the increasing number of skin diseases as a result of UV exposure, it is
necessary to evaluate the effectiveness of new skin care formulations with broad-
spectrum sunscreens. Previous studies were unable to quantify the damage induced
by UV radiation on peripheral nerve endings. In this study, we assessed free nerve
endings in healthy human skin, quantified the effects of UV radiation on nerve end-
ings and evaluated de neuroprotective effects of new skin care formulation to UV ex-
posure. All samples were leftover material of mastoplasty and abdominoplasty pro-
cedures of 34 female patients enrolled in plastic surgery. All samples were imme-
diately treated (10 min) with three emulsions: Creaml, Cream2 (placebo) and a
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commercially available sun protection factor (SPF) 15. Samples treated with the
emulsions or control samples (untreated) were exposed to UVA and UVB for 60 min.
Frozen sections of all specimens were prepared. Peripheral nerve endings were
identified by immunofluorescence using a monoclonal antibody anti-human CD56
(NCAM). Cell damage was assessed by image analysis by automatic pixel selection
of acquired images. Several cellular nervous structures were identified in the skin,
including free nerve endings, innervations of hair follicles and sebaceous glands. The
UVA and UVB decreased significantly (40-60%) the density of nerve endings in the
skin of control, samples treated with placebo or SPF 15 (all p < 0.001). No morpho-
logical changes were observed in the free nerve endings exposed to UV radiation.
Samples treated with Creaml completely blocked the effects of UV radiation on
nerve endings (p > 0.05). The quantification of cellular damage induced by UV radia-
tion enables the identification of new skin care compounds with neuroprotective
properties. The underlying mechanisms of UV-induced cellular damage as well as the

neuroprotective actions should be further investigated in future studies.

Key words: skin, UV irradiation, nerve endings, broad-spectrum sunscreen

2.2. INTRODUCTION

The skin is linked to the central nervous system through peripheral inner-
vations derived of the sensory ganglia dorsal. The free nerve endings of these fibers
are projected to the epidermis where they come into close contact with keratinocytes,
melanocytes and Langerhans cells (1). These cellular structures release common
messengers including neuropeptides, hormones and cytokines. This perfect commu-
nication depends on healthy integrity of the skin, including the renewal of the skin,
photo-aging, wound healing, immune responses, melanin synthesis, melanin and

others (2).
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Solar ultraviolet (UV) radiation is one of the most powerful natural physical
carcinogens able to disrupt the integrity of the skin. It is responsible for chronic in-
flammation, skin ageing and development of skin cancer. The UV radiation pene-
trates in the epidermis and induces a variety of biological effects in the nervous com-
ponents of the skin (3). The further characterization of the skin sensory structures will
lead to a better understanding of physiological and pathological conditions related to
UV exposure (4). Changes in skin nerve endings have been related in neuropathies
and other skin-related diseases. The chronic UV exposure is the major environmental
factor that promotes the skin aging (photo-ageing). This form of photo-ageing over-
laps the chronological aging and can be promptly compared to body areas that re-
main protected from solar exposure (3). The initial molecular event observed follow-

ing UV exposure include direct DNA changes related to oxidative stress (5).

Previous studies investigated the cutaneous changes produced by UV ex-
posure by qualitative methods. For instance, the SPF (sun protection factor) is the
most common qualitative method employed by the cosmetics industry and measures
the required time to develop an erythema. Recently, immunohistochemistry and im-
munofluorescence techniques have been developed for the identification of the intra-
epidermal nerve fibers (1, 4, 6). These methods have a great specificity to study the
peripheral nerve endings during both healthy and pathological conditions (7). In this
study, we investigated free nerve endings in the healthy human skin, quantified the
effects of UV radiation on nerve endings and evaluated de neuroprotective effects of

new skin care formulation to UV irradiation.
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2.3. MATERIALS AND METHODS
2.3.1. Subjects

Thirty four female patients (all Caucasian), mean age 33 £ 12 yrs, were
recruited in the Plastic Surgery Unit of the Hospital S&o Lucas (Porto Alegre, Brazil).
All patients underwent cosmetic plastic surgery to reduce either breast (mamoplasty)
(n=15) or abdomen (abdominoplasty) (n=19). A written informed consent were pre-
sented to and signed by all patients. The current research was approved by the Pon-

tifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS) Ethics Committee.

Exclusion criteria included indoor tanning during the last 6 months, di-
abetes, neoplasias or any other infectious, or chronic inflammatory diseases (e.qg.

arthritis, lupus, psoriasis, ptiriasis and vitiligo).

2.3.2. Skin biopsies

The biopsies consisted of skin fragments with approximately 7 cm?. The
tissues were separated into smaller sections (1 cm?) for all the treatments at room
temperature. The biopsies were kept in saline solution following the surgical interven-

tions and immediately taken to the laboratory for processing.

2.3.3. Skin care formulations

The skin care formulations consisted of Creaml, Cream2 (placebo) and a
commercially available SPF 15. The cosmetics Creaml1 and Cream2 were supplied
by O Boticario® (Sdo José dos Pinhais, Brazil) and consisted of complex mixtures
with several bioactive compounds that were only added to the test cream, including:
ethylhexyl methoxycinnamate, diethylamino hydroxybenzoyl hexyl benzoate, ethy-
hexyl triazone, Hypneia musciformis extracts, Gellidiela acerosa, Cucumis sativa,
Citrus Unshiu, Peg-6 isostearate, hesperetin laurate, sodium ascorbyl phosphate,

retinyl palmitate and tocopheryl acetate. The emulsions were gently and manually
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applied to the skin biopsies (2 mg / cm?) at 10 min prior the UV exposure in Petri

dishes with saline (without covering up the samples).

2.3.4. UV radiation

UVA and UVB lamps with 45 cm (Phillips, 15W) were used to irradiate the
skin biopsies for 60 min at sterile conditions provided in a laminar flow cabinet. The
control skin samples were left untouched at the bench during the same period of
time. The irradiances were dully measured before the treatments and consisted of
2.18 + 0.10 W / m? (UVA) and 2.48 + 0.11 W / m? (UVB). These measurements were
performed with a spectro-radiometer by the Radiation Physics Group (GFR) of the

Faculty of Physics of PUCRS.

2.3.5. Immunofluorescence

Skin biopsies were treated with 99% isopenthane (Vetec, Brazil) and fro-
zen in liquid nitrogen for 10 seconds. Four 15 um longitudinal sections of the epider-
mis were made in a criostate (Sundown) per treatment. The slides were heated on a
hot plate at 42°C for 5 min, and fixed in acetone for 10 min. At this point the slides
could be either used or frozen at -20°C. Frozen slides were warmed up at room tem-
perature for 10 min in a moist chamber (Erviegas), and following re-hydrated in PBS
for 10 min. Fc blocking (solution of 10% sheep serum, 10% human serum in PBS)
was performed during 20 min. Slides were washed (4X) in PBS and incubated over-
night with primary antibody (anti-CD56 (NCAM), FK Biotec, Porto Alegre) diluted
1:200 in Fc block. Samples were washed (4X) in PBS and incubated with secondary
antibody (FITC labeled goat anti mouse IgG - Sigma, St. Louis, USA) diluted 1:50 in
Fc block, for 30 min. Counter staining was performed with DAPI (1:2000 in PBS) for 2
min. Slides were mounted in Vectasheild (Vector) for analysis in a fluorescence mi-

croscope (Zeiss Axioskop 40).
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2.3.6. Image analysis

Five fields (100X) per treatment were captured in a fluorescence micro-
scope (Zeiss Axioskop 40) equipped with an Image Pro Plus Capture Kit digital cam-
era (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Cells were located using excitation in
blue (488-nm) light and images were sequentially acquired using selective FITC
(green) and DAPI (blue) filter blocks. The images were captured with the Image Pro-
plus 4.5 software (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Image acquisition time
was fixed by the software and the time from cell localization to initation of image cap-
ture was less than 5 sec to minimize bleaching effects. No fluorescence bleaching
was observed during the acquisitions. The density of nerve endings was evaluated
by automatic pixel selection (color range function, Adobe Photoshop CS3) on the ac-
quired images. Results are expressed in total number of green pixels (the stained
neurofilaments). All images had a spatial resolution of 4 pixel per um?. Evaluation of
damage was performed in a double-blind fashion - the investigator responsible for

analyzing the images was not aware of the treatment used in skin specimens.

2.3.7. Statistical analysis

Variables were tested for normality of distribution by Kolmogorov-Smirnov
test. Data were analyzed by factorial ANOVA including three levels for the variable
cream (absent, cream 1 and cream 2) and three levels for irradiation (absent, UVA
and UVB). Differences among treatments were investigated through Tukey contrast
analysis, with significance of a = 95%. Data were presented as mean + standard er-

ror (SE) and analyzed with the SPSS 15.0 software (SPSS Inc., Chicago, lllinois).

2.4. RESULTS

In this study, it was possible to identify various cutaneous nerve fibers re-

sponsible for sensory stimulation. The neural structures indentified under fluores-
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cence microscopy were free and diffuse nerve endings, and innervations of hair fol-

licles and sebaceous glands (Figure 1).

We then quantified the effects of UV radiation on nerve endings and as-
sessed the neuroprotective effects of new skin care formulation. Both UVA and UVB
significantly reduced (40-60%) nerve ending density in skin samples not treated with
cream (control), Cream2 (placebo) or with a SPF 15 (all p < 0.001). Figure 2 shows
representative images of samples exposed to UVA radiation — the same pattern was
observed for skin samples exposed to UVB radiation. No morphological alterations
were observed in cutaneous fibers exposed to UV radiation, as assessed by fluores-
cence microscopy. Samples treated with Creaml1 completely blocked the UV-related
damaging effects over nerve endings (p > 0.05, vs. samples not exposed to UV)
(Figure 3). We performed additional statistical analyses in order to test whether the
reported changes are tissue-specific. The skin biopsies were obtained from breast
and abdomen that could theoretically present a differential pattern of innervations or
solar exposure. However, the UV-induced effects were similarly observed for breast
or abdomen samples when analyzed separately (all p < 0.001, vs. control). The
broad-spectrum neuroprotective effects of Creaml were also observed in breast
(UVA, p =0.83; UVB, p = 0.84) or abdomen (UVA, p = 0.17; UVB, p = 0.10) samples

when analyzed separately.

2.5. DiscussIioN

UV radiation significantly alters cell structures in the skin, including nerve
endings. In this study, we standardized a new method to quantify peripheral nerve
cell damage produced by UV radiation. This method has the advantage of dispensing
the use of experimental animals, employing plastic surgery leftovers that would oth-
erwise be discarded. This technique allowed the identification of various cutaneous

nerve fibers as well as enabled the prospection of active neuroprotective ingredients

15



against UV damage. UVA or UVB exposure significantly reduced the density of skin
nerve endings and a new skin care formulation was identified with neuroprotective

action.

The initial events that follow UV exposure include erythema, direct DNA
modifications by action of free radicals and increase in the production of p53, and
apoptotic marker. Cells react to this damage by repairing DNA, increasing melanin
production, inducing heat shock proteins (HSPs), among other protective mecanisms
(8). Depending on the wavelength, irradiance and cell type involved, apoptosis is in-

duced. In some cases, these alterations result in cancer.

There is increasing evidence that genes involved in responses to cell
damage induced by radiation may play a key role in cytotoxic responses to UV radia-
tion (9). The biochemical processes involved are not completely understood, as well
as the degree of involvement of skin components, as well as if there is a decrease in
epidermal fibers when chronically exposed to UV radiation. However, the induction of
photoproducts and the increase in proteins associated with cell damage can result in
apoptosis of skin neurons, in an attempt to downregulate nociceptor stimuli (8).
Moreover, the observed damage can be a consequence of direct penetrance of radi-

ation, without the involvement of biochemical components (10).

Further studies should be performed to analyze the molecular mechan-
isms of UV-related cell damage, including the formation of pirymidine dimers, induc-
tion of neurotrophins or HSPs. Neurotrophins are a group of diverse proteins se-
creted by target neurons that influence survival and maintenance of neurons. Neu-
ronal growth factor (NGF) promotes growth and differentiation of sensory neurons,
although a great variety of non-neuron cells, including macrophages and Langerhans

cells, can secret and react to these mediators. The induction of cutaneous inflamma-

16



tion with erythema that is induced by UV radiation correlates with a rapid increase in
NGF production by the inflamed tissues (8). Other studies have associated the peri-
pheral nerve endings with the exacerbation or maintenance of inflammatory diseas-

es, due to secretion of neurotrophins (11).

Some shortcomings of this study should be discussed. Further studies are
necessary to compare the observed ex vivo effects with in vivo effects of radiation.
These studies are harder to be performed due to the invasiveness of biopsy proce-
dures needed as well as the natural solar exposure, considered as intervening varia-
ble. Also, acute UV exposure effects should be compared to chronic exposure ef-
fects. There is growing need for the development of new techniques to evaluate and
guantify the cell damage in vivo, as well as its reversion. Some recent studies indi-
cate that skin pigmentation and melanin distribution can be considered indicative of
damage when compared to other methods (12). It has been shown that susceptibility
to alter pigmentation is probably indicative of a tendency to develop deleterious dam-
age due to chronic exposure to UV, photo-ageing and skin cancer, while natural pig-
mentation could be related to protection (13). With growing exposure to UV radiation,
further studies are required to dissect the biochemical factors present in the epider-

mis that could possibly contribute to the development of such pathologies.
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2.7. FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Nerve endings in human skin. Free nerve endings in human skin (A),
hair folicle innervation (B) and sebaceous glands (C) were identified by fluorescence

microscopy (green, FITC, anti-NCAM). Nuclei are stained with DAPI (blue). 200X.

FIGURE 2. Effects of UVA over skin nerve free endings. A reduction in green flu-
orescence (FITC anti-NCAM) associated with free endings in human skin is observed
with UV exposure . Skin samples were exposed to UVA ex vivo for 60 min after ap-
plying emulsions containing neuroprotective active ingredients, SPF 15 or placebo.
(A) control, no UV; (B) UVA without cream; (C) UVA + Creaml; (D) UVA + Cream 2;

(E) UVA + SPF 15. 200X.

FIGURE 3. Quantitative analysis of nerve damage induced by UVA or UVB and
neuroprotection by active ingredients. A, neuroprotective effects of Cream 1; B,
cell damage in nerve endings of skin samples treated with commercially available

SPF 15. Statistically significant differences are indicated ** p < 0.001.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo, através de uma técnica de imunofluorescéncia, permi-
tiu identificar com sucesso inUmeras estruturas nervosas da pele. Estas estruturas
incluem as terminacdes livres cutaneas, inervacdes do foliculo piloso e glandulas
sebaceas. Alguns estudos mostram que a radiagdo UV penetra na pele e, depen-
dendo do seu comprimento de onda, interage com diferentes tipos celulares locali-

zados em diferentes camadas da pele (19).

Através da identificacdo das estruturas nervosas da pele, podemos obter
um maior entendimento sobre as consequéncias da exposi¢cdo UV cronica neste te-
cido. Por exemplo, num estudo recente envolvendo transplantes de pele em quei-
mados, verificou-se uma reducdo na percepcdo sensorial do tecido transplantado

associado com uma diminuicdo nas fibras nervosas deste tecido (5).

Com o desenvolvimento da técnica e o sucesso da identificacdo das fi-
bras, podemos prever a evolugdo do quadro de regeneracao, e visualizando possi-
veis reversdes de dano. A possibilidade de comprovar uma possivel relacdo entre
dano celular provocado pela radiacéo e a ativacdo de genes envolvidos em respos-
tas citotoxicas, como o p53, seriam de grande utilidade (19). Sabe-se que essas alte-
racoes estdo diretamente ligadas ao envolvimento de mediadores quimicos (neuro-
peptideos) liberados pelas células nervosas, presentes na pele, ap0s exposi¢cao cro-
nica a radiacdo UV (2). A partir desses dados, seria interessante utilizar essa técnica
para avaliar o grau de dano e, se possivel, relacionar as demais substancias envol-

vidas com aos processos patolégicos que se desenvolvem.

Atendendo o segundo objetivo deste estudo, verificamos que a radiagéo

UVA e UVB tém capacidade de destruicdo das fibras nervosas da pele. As mesmas
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alteracbes foram observadas apds exposicdo UVC (dados ndo apresentados). Os
estudos anteriores, que investigaram os danos provocados pelas radiagcdes UV,
mostram alteracdes qualitativas na pele (eritema, foto-envelhecimento, cancer, entre
outros). Neste estudo, padronizamos um método quantitativo para mensuracdo de
dano nas estruturas nervosas da pele humana. Essas alteragdes mimetizam, em
laboratério, os danos possivelmente observados durante exposicdo UV cronica natu-
ral ou artificial. Ndo sabemos o grau de envolvimento das terminacfes nervosas e
seu efeito na participacdo de respostas celulares que envolvem sinalizacdo. No en-
tanto, sabemos que existe uma grande possibilidade de sua atividade através da
liberacdo de substancias no momento da injuria, 0 que poderia promover alteracdes
moleculares, processos de dano, envelhecimento, cancer entre outros (18). Pode-
mos citar alguns mecanismos envolvidos no dano, como ativacao da via apoptotica
de células danificadas pela radiacdo, a partir do acimulo de p53 (19); o envelheci-
mento celular, que pode ser entendido pela exposicao crbnica a radiacdo, onde fo-
ram observadas alteracbes como espessamento da camada basal, distribuicéo irre-
gular de melandcitos, dentre outros (22). A técnica desenvolvida poderia auxiliar a
revelar se existe e qual o grau de envolvimento das fibras nervosas com os demais

danos sofridos pela exposicao cronica a radiacdo UV.

Como ultimo objetivo do trabalho, descrevemos a capacidade neuroprote-
tora de cosméticos ao dano celular descrito apds a exposi¢cao UV. A grande neces-
sidade de se desenvolver produtos com capacidade neuroprotetora, ou mesmo
substancias que amenizem os efeitos das radiacfes, mostra-se cada vez maior pela
crescente associacdo de doencas de pele a radiacdo UV. Os estudos até o momen-
to avaliaram a capacidade de substancias cosméticas e filtros solares na manuten-

¢céo de um nivel de umidade e suavidade da pele, cujos parametros foram indicativos
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de diminuicdo de dano ao DNA (23). Outros estudos mostram os efeitos dos Fatores

de Protecao Solar (FPS), na protecao contra eritema (18) e envelhecimento (24).

O nosso trabalho mostrou a eficacia da nova substancia com proposicao
neuroprotetora, resultado esse que ndo pode ser observado com a substancia FPS
testada no presente estudo, mostrando que existe uma acao diferenciada do novo
produto na protecéo contra a radiacao UV. Estudos posteriores deverao testar outros
FPS da mesma categoria de protecao ou superior. O conhecimento do instrumento
de quantificacéo e a observacéo dos danos causados pela radiacao, quando ha inci-
déncia direta, poderiam revelar diferentes aspectos bioquimicos e promover o des-
cobrimento de novas estratégias de reparo ou tratamento de doencas relacionadas.
Deve haver também incentivos por parte do governo, a industria de cosméticos, para
prospeccédo de produtos que contenham formulacdes que possam de alguma manei-
ra proteger dos efeitos nocivos das radiacbes UV-A e UV-B. Seria interessante bus-
car a ampliacdo de nossos conhecimentos para aplicacdo da presente técnica, em

estudos in vivo, cuja limitacdo, até o momento, envolve questdes éticas e humanas.

A utilidade da técnica desenvolvida sera de grande aplicabilidade para
testes futuros em produtos com finalidade neuroprotetora da pele, que se propdem
amenizar ou mesmo reverter os danos provocados pela radiacdo UV. A crescente
incidéncia de doencas provocadas pela exposicdo a radiacdo UV em detrimento da
degradacdo da camada de ozénio, induzem ao reconhecimento de que os dados

obtidos no presente estudo sdo de grande relevancia.
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