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RESUMO

O fotoenvelhecimento, caracterizado pela exposi¢ao a luz solar repetidas vezes, é
responsavel por 90% das mudangas que ocorrem na pele. Os filtros solares sao
desenvolvidos somente para diminuir o eritema e a queimadura solar, nio
diminuindo os efeitos crénicos da radiacao solar. A busca por novos principios ativos
que diminuam os efeitos cronicos da radiagdo tem se tornado alvo de inuUmeras
pesquisas. Objetivos: O objetivo do presente trabalho é desenvolver uma
formulacdo contendo novo ativo de origem vegetal e analisar seu efeito
neuroprotetor apos exposi¢cao a radiagdo UVA e UVB. Resultados: As radiagdes
UVA e UVB reduziram significativamente a densidade das terminacdes nervosas
(40-60%) na pele das amostras controle e tratadas com placebo. As amostras
tratadas com a formulag&o contendo novo ativo reduziu significativamente os efeitos
da radiacéo UV sobre as terminagdes nervosas (p< 0.0001), independente da idade
e tecido (mama ou abdémen). Conclusdo: . A formulagdo que desenvolvemos tem
um importante efeito neuroprotetor na pele exposta a radiagdo UV podendo ser
utilizada com filtros solares para reduzir os danos causados pela radiacdo UV.E de
suma importancia a pesquisa de novos ativos neuroprotetores que bloqueiem o
efeito da radiacdo UV nas terminagcdes nervosas da pele, pois, como demonstrado
neste estudo os filtros solares, por si s6, ndo diminuem a destruicao das terminagdes

nervosas livres

Palavras-chaves: Fotoenvelhecimento, Radiagado UV, Terminagdes nervosas livres.



ABSTRACT

Photoageing, characterized by continuous sunlight exposure, is responsible for 90%
of changes in skin. Sunscreens just decrease the erythema and sunburn, not
decreasing the effects of chronic exposure to UV radiation. Therefore, several works
have been looking for new actives that decrease the effects of UV radiation chronic
exposure. Objectives: The present work evaluates the neuroprotective effects of a
new skin care formulation containing a plant extract against UV radiation exposure.
Results: UVA and UVB reduced significantly (40-60%) the density of nerve endings
in the control samples and treated with placebo. The samples treated with new skin
care completely blocked the effects of UV irradiation on the nerve endings (p<0.001).
These neuroprotective effects were similarly observed regardless of age or tissue
analysed (breast vs. abdomen). Conclusions: New skin care formulation has
important neuroprotective effects against UV irradiation and shall be used together
with SPF to prevent photodamage.Searches on new neuroprotective actives are
important, due to, as previously as demonstrated in this work, the sunscreens not

protect nerve fibers density decrease.

Keywords: Photo-ageing, UV radiation, Nerve endings.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUGAO

1.1.1 Teorias sobre o envelhecimento

Envelhecimento € um processo complexo, dindmico, progressivo, durante
o qual ocorrem modificagbes morfoldgicas, funcionais, bioquimicas e psicoldgicas
determinantes na perda da capacidade de adaptacdo do individuo ao meio
ambiente. Ocasiona maior vulnerabilidade e maior incidéncia de problemas de saude

que terminam por provocar a morte (1, 2).

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas e inumeras teorias propostas
para explicar os fatores desencadeantes do processo de envelhecimento. A partir
deste entendimento, buscam-se parametros que permitam avaliar o estagio real de
envelhecimento, meios de retardar o processo de envelhecimento, diminuir as
deficiéncias e prevenir as doencgas decorrentes, visando a melhorar qualidade de

vida na terceira idade e postergar a morte (3, 4).

Diferentes autores propuseram distintas classificagbes das inumeras
teorias que tentam explicar o processo de envelhecimento. As teorias com
abordagem cientifica estdo sumarizadas, a partir de diferentes pontos de vista, em

diversas publicacdes recentes, tais como Hayflick, Arking e Semsei (5-7).

A classificagao proposta por Arking, em 1998, esta sumarizada na Figura
1. Esta classificacdo busca diferenciar teorias sistémicas de estocasticas, para
buscar um melhor entendimento dos inumeros processos que ocorrem no

envelhecimento.



Teorias Sistémicas Teorias Estocasticas

[N N

Intracelular Intercelular Intracelular Intercelular
Metabdlicas Meurogndocrina Alteracies de proteinas  Mudanga pos traducionais
Gendtica Imunoldgica Mutagies somaticas em proteinas
Apoplose Dano e reparo do DNA
Fagocitose Erro catastrofico

Desdiferenciagio
Dano oxidativo
Ardmulo de residuos

Figura 1 - Teorias e mecanismos do envelhecimento (5).

Incontaveis teorias sobre o envelhecimento tém sido publicadas,
indicando a natureza complexa desse processo, mas nenhuma delas explica por

completo tal fendmeno (7).

1.1.2 As teorias sobre o envelhecimento cutaneo

O envelhecimento é particularmente ébvio nas mudangas externas da
aparéncia da pele e pode ser explicado por diferentes teorias inter-relacionadas.
Outros fatores intervém de maneira mais limitada, como os processos nao
enzimaticos de glicosilagao de proteinas, a diminuicdo da capacidade de defesa do
sistema imune com o passar do tempo, as anomalias neuroenddcrinas com
disfuncdo do eixo hipotalamico-hipofisario, as modificagdbes em relagcdo ao
funcionamento de numerosos 6rgaos e o estado hormonal da mulher durante a
menopausa (8). A Figura 2 apresenta um esquema das diferentes teorias

relacionadas com o envelhecimento cutaneo.
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Ermros na duplicagio do DNA

Reldgio biolagico '\’\_“

Encurtamento
] telomeérico
Envelhecimento ‘Jd'
cutaneo
ffj cronalogico
Teona dos radicais livres Glicosilag#o

nao-eniimatica
de proteinas

Fatores enzimaticos

Figura 2 - Teorias sobre o envelhecimento cutaneo (9)

O envelhecimento cronolégico pode ser considerado um fenémeno
geneticamente programado (10). Muitas células humanas derivadas de tecidos
embrionarios, fetais e de recém-nascidos, quando dispostas em meio de cultura,
podem sofrer 40 a 60 divisbes celulares. Aproximadamente apdés a 50? divisdo
algumas células param de se dividir e entram no processo de envelhecimento celular
(6, 11,12,13).

1.1.3 Radicais livres

A teoria dos radicais livres (14) sugere que, no processo de
envelhecimento, ocorre, ao longo da vida, o acumulo no organismo, de produtos de
oxidagao de proteinas, DNA e lipidios gerados pela agéo de radicais livres (15, 16).
Inumeros estudos demonstram associacado entre o aumento da idade e a producéo
de radicais livres, ocasionando um aumento de proteinas e de DNA oxidados (17).
No entanto, a intensidade e a maneira como o estresse oxidativo contribuem para o

envelhecimento pode variar entre diferentes organismos, tecidos e células (18).
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O estresse oxidativo € causado por espécies reativas de oxigénio (ROS),
que incluem moléculas conhecidas como radicais livres, entre eles o radical hidroxila
(OH?e), o superoxido (O2-¢), o alcoxil (ROe+), o alquiperoxil (ROO¢<) e o hidroperoxil
(HOZ2¢), bem como, também, por nao-radicais livres, como perdxido de hidrogénio
(19). As ROS caracterizam-se por serem altamente reativas e potentes oxidantes de

outras moléculas (8).

As ROS sao geradas em todas as células aerébias, como mediadores de
reacdes, que ocorrem durante o metabolismo normal, em organelas intracelulares
(mitocbndrias, lisossomas, peroxissomas e reticulo endoplasmatico), membranas
celulares e componentes soluveis do citoplasma (19). Em torno de 0,4 a 4% do
oxigénio consumido pela mitocondria é convertido em ROS (18) que participam de
diversos processos bioldgicos naturais como diferenciacdo celular, morte celular

programada, senescéncia celular (20).

Entre os mecanismos de defesa do organismo para os radicais livres
destacam-se a prevencado da inducdo de danos, os mecanismos de reparo € a
atividade direta contra os metabdlitos deletérios. O sistema antioxidante é composto
principalmente por dois grupos: enzimas antioxidantes e antioxidantes de baixo peso
molecular. Sua fungao é dissipar os oxidantes intracelulares a fim de diminuir o dano

oxidativo celular e manter a homeostasia (20, 21).

O sistema antioxidante nao ¢ infalivel, pois existem dados de estudos in
vivo e in vitro que sugerem a correlagdo entre o processo de envelhecimento e a
formagdo de radicais livres em todos os 6rgaos. Concomitantemente a este
processo, ocorre a diminuicdo da acdo de antioxidantes enzimaticos e nao

enzimaticos (17).

E chamado de estresse oxidativo o distirbio das defesas antioxidantes
das células, cuja ocorréncia da-se pelo desequilibrio entre a proporcéo de oxidantes
e antioxidantes das células (19). O dano oxidativo pode ser um importante causador
do envelhecimento cutaneo e outras doencas comuns relacionadas (8). As proteinas
que tém grupamentos com enxofre ou insaturagcbes na molécula sédo de
sobremaneira sensiveis as agressdes radicalares. As consequéncias sao multiplas

em ambito cutdneo, como despolimerizacdo do colageno, da elastina e do acido
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hialurdnico, ruptura de moléculas por inativacdo enzimatica, produtos téxicos ou
formagao de agregados protéicos (10). As membranas, ricas em lipidios, sao alvos
ideais para ROS, devido ao carater poliinsaturado de certos acidos graxos,
resultando na perda de integridade das membranas celulares e de suas fungdes. A
peroxidagao lipidica & igualmente responsavel pela formagdo de novos radicais
livres, com o desencadeamento da cascata do acido araquiddnico e o catabolismo

das bases puricas (22).

A pele é constantemente exposta a radiacbes ultravioleta, radiacbes
ionizantes, ozbdnio e poluentes ambientais que podem, deleteriamente, aumentar o
estresse oxidativo normal observado em rotas metabdlicas. A incidéncia de
radiacdes UVA e UVB na pele aumentam a quantidade de radicais livres como anion
superoxido e radical hidroxila, assim como oxidantes nao radicais, como peroxido de
hidrogénio, com concomitante diminuicdo das enzimas antioxidantes. As radiagdes
ultravioletas s&o consideradas a principal causa de envelhecimento extrinseco,

denominado fotoenvelhecimento (23).

1.1.4 O envelhecimento cutdneo

A pele, assim como outros 6rgdos do corpo, apresenta significativas
modificagbes estruturais, funcionais e morfoldégicas durante o processo de
envelhecimento (24, 25). Tais alteragdes resultam de um processo progressivo no
qual danos ambientais (envelhecimento extrinseco), em areas expostas, sobrepbem-
se ao envelhecimento natural (envelhecimento intrinseco), determinando como
resultado a aparéncia da pele (26). Entre os diferentes fatores intrinsecos e
extrinsecos incluem-se as caracteristicas genéticas, as exposi¢cbes ambientais
(radiagdes ultravioleta, estresse mecanico), as mudangas hormonais e 0s processos
metabdlicos. Dos fatores extrinsecos, a exposicdo as radiagcbes solares é

considerado o mais importante para o envelhecimento cutaneo (23, 27).

O envelhecimento cronolégico caracteriza-se por rugas finas, xerose,
flacidez, pele sem manchas, atrofia epidermal, com estrato cérneo inalterado, pouca
displasia celular, achatamento da jungdo derme epiderme, moderada reorganizagao
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das fibras elasticas, pequenas modificacbes no tamanho e na organizagédo dos
feixes de colageno, reducéo da area da microvasculatura, redu¢ao do numero de
glandulas sebaceas e écrinas, neoplasmas benignos (ceratose seborréica) e

diminui¢do da espessura e do crescimento de pélos (10, 28, 29).

Na epiderme, ocorrem alteragdes estruturais significativas — afinamento
em toda a epiderme, variando de 10 a 50% entre os 30 e os 80 anos. A analise
histolégica da epiderme permite constatar que o afinamento da pele esta relacionado
a diminuicdo dos queratindcitos, sem alteracdo no estrato cérneo. Os queratindcitos
aumentam de tamanho com a idade, enquanto a filagrina epidermal, responsavel
pela unido dos feixes de queratina, e de lipidios intercelulares, especialmente as

ceramidas, diminuem (16, 30).

A reducdo de melandcitos ativos presumivelmente contribui para diminuir
a protecao contra radiacées UV. Além disso, verifica-se um decréscimo do niumero
de células de Langerhans de 20 a 50%, o que pode contribuir para a diminuicao da

resposta imunologica da pele, com o envelhecimento (26, 31).

Na epiderme envelhecida ocorre o achatamento da juncdo derme
epiderme com diminuigéo das fibras de ancoragem, especialmente de colageno (26).
Esse decréscimo da superficie de contato entre a derme e a epiderme pode diminuir
a transferéncia de nutrientes e facilitar sua separagao, levando ao aumento da

fragilidade da pele apds traumas (32, 33)

A diminuicdo da espessura da derme se atribui ao decréscimo da
capacidade proliferativa das células dérmicas e as alteragbes na rede dérmica de
colageno e elastina. A degradagao do colageno e da elastina predomina sobre sua
sintese, com o aumento das ligacbes cruzadas e desorganizacdo das fibras de
colageno (33). Ocorre o desequilibrio entre trés parametros: a sintese de
macromoléculas da matriz extracelular (colageno, elastina, proteoglicanos), as
proteinases (metaloproteinases), capazes de degradar esses compostos, e 0s

inibidores especificos dessas enzimas (fator de inibicao tissular)(34).

As metaloproteinases matriciais constituem uma grande familia de
endoproteases zinco dependentes, capazes de degradar os componentes da derme,

predominantemente colageno | e lll, elastina, proteoglicanos, fibronectina e outras
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proteinas da matriz extracelular (34). A expressao das metaloproteinases matriciais
colagenase-1 (MMP-1), estromelisina-1 (MMP-3) e gelatinase A (MMP-2) estédo
aumentadas durante o envelhecimento cutaneo cronolégico, enquanto a expressao
de seu inibidor tissular (TIMP-1) esta diminuida durante a senescéncia dos
fibroblastos, o que justifica o catabolismo dérmico durante o processo de

envelhecimento (32).

A MMP-1 degrada colageno tipo | e Ill, a MMP-3 degrada colageno tipo IV
e a MMP-9 os fragmentos de colageno produzidos. Essa degradagédo, somada a um
sistema de reparo insuficiente, causa o acumulo de colageno fragmentado na derme
(30). Como o colageno e a elastina sdo responsaveis pela sustentacdo e a
elasticidade da pele, sua desorganizagao, com o aumento da idade, causa o aspecto

de pele envelhecida (34).

A derme torna-se atréfica com diminuicdo do volume total das fibras de
colageno e elastina, diminui¢do de glicosaminoglicanos e proteoglicanos, diminuicdo
de mastdcitos e macréfagos, redugdo no numero e na fungdo das glandulas
sudoriparas écrinas, aumento do tamanho das glandulas sebaceas, com diminui¢cao
de fungdo, diminuigcdo dos vasos sanguineos e auséncia de sinais de inflamagao
(33, 35).

1.1.5 Radiacgao ultravioleta (UV)

A radiagao ultravioleta é a regido do espectro eletromagnético emitido
pelo sol que compreende os comprimentos de onda de 100 a 400 nm e pode ser
dividida em trés faixas, levando-se em conta suas caracteristicas de propagagao e

efeitos fisioldgicos.

UVA (320-400nm): dependendo da espessura da pele podem atingir
tecidos dérmicos, 0 que os torna tdo perigosos quanto os comprimentos de onda de
maior energia (UVB). A faixa UVA pode se subdividida em UVA baixo, de 320-340
nm, responsavel pela grande maioria dos efeitos fisiolégicos do UVA na pele, e UVA

alto, de 340-400nm, responsavel por alteracées muito pequenas nas fibras elasticas.
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UVB (290-320nm): possuem pequena penetracdo na pele; contudo,
devido a sua alta energia, sdo os maiores responsaveis pelos danos imediatos da
radiacao solar e por boa parte dos danos tardios. Sdo responsaveis também pela

transformagéao do ergosterol epidérmico em vitamina D.

UVC (100-290): sdo absorvidos pelas camadas superiores da atmosfera

terrestre, rica em ozdnio, e praticamente ndo chegam a superficie terrestre (36).

~ . . . . S Moléculas excitadas e ionizadas pela
Absorgdo de energia pelas biomoléculas (cromdforos) - P
radiagdo
Lesdes primarias (destruicdo de algumas . j J
P ( . ¢ & < Rearranjos de atomos dentro da molécula
moléculas)

! !

. . J Formacdo de radicais livres
Transferéncia de energia entre moléculas N
Alteragdes genéticas Reagdes secundarias entre
Alteragdes metabdlicas radicais livres e outras
Alteragdes na estrutura D biomoléculas (lipoperoxidacio,
celular _ oxidagdo de proteinas...)
\l/ > Morte
Celular
Proliferaggao de células
(tumores) \l,
| Efeitos somaticos (doengas) |
AlteracSes hereditarias \l/
(mutagdes)

Morte do organismo

Figura 3 -Esquema geral de interacdo da luz com a pele, desde cromoforo até

alteracdes mais duradouras (36).
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Quando a luz incide sobre a pele, pode ser absorvida, refletida ou
espalhada. Somente a luz absorvida produz alteragdes na molécula que a absorve.
Este ponto de absorcdo é chamado croméforo. Cada cromdforo absorve a luz numa
determinada faixa de comprimento de onda e sofre alteragcdes em conseqliéncia
desta absorgao. As alteragdes sofridas pelos croméforos sdo denominadas reacées
fotoquimicas. Sao as reacgdes fotoquimicas que desencadeiam todas as outras
reacdes bioquimicas que resultam em danos a pele (Fig. 3). A maioria dos efeitos
fisiologicos da radiagcdo € consequéncia das reagbes de carater inflamatério e
oxidante desencadeadas pelas reacgbes fotoquimicas. Alguns exemplos de
cromoforos: acidos nucléicos, aminoacidos e acido urocanico. Todos estes
absorvem radiacdo de comprimento de onda menor que 300nm. A melanina é o
principal cromoforo na pele e absorve desde 300 até 1200nm (36). A radiagao UVA
e UVB geram eritemas diferentes devido a profundidade de penetragdo nas

respectivas faixas, conforme figura 4 (37).

Figura 12 - Representacio de diferentes comprimentos de
onda (nm) e arespectiva penetrac¢io na pele humana:
estrato cérneo, epiderme e derme "'

Comprimento de onda em nandémetro

Estrato comeo 7]'7

Epiderme

Figura 4 - Representac&o de diferentes comprimentos de onda (nm) e a respectiva

penetracdo na pele humana (37).

1.1.6 Fotoenvelhecimento

A radiacao UV produz espécies reativas de oxigénio (ROS), estas causam

danos nos lipidios de membrana levando a liberagdo de ceramidas, bem como
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hiperplasia epidérmica, diminuigdo da produgao de colageno e degradagao da matriz
dérmica. As ROS ativam os receptores da superficie celular, incluindo receptores de
fator de crescimento da epiderme (EGF), a interleucina (IL -1), insulina, fator de
crescimento de queratindcitos e fator de necrose tumoral (TNF-a). A ativagdo do
receptor € mediada, em parte, pela inibicdo, causada pelo ROS, das enzimas
proteina- tirosina fosfatase(k), cuja fungdo € manter os receptores de EGF inativos
(23). A ativagdo do receptor conduz a uma sinalizacdo intracelular através da
estimulagdo das proteinas ativadas por mitégeno (MAP), quinases amino-terminal
p38 (JNK) (38). A ativagao da quinase induz a transcricao do complexo nuclear de
transcricdo (AP-1). A ativagao do receptor (causado pelas ROS) causa danos nos
lipidios de membrana levando a liberacdo de ceramidas, pela ativacdo de AP-1. O
acido araquidénico liberado pela oxidacdo dos lipideos de membrana é convertido,
por enzimas cicloxigenase, em prostaglandinas, recrutando células inflamatdrias

para a area (1).

Aumento de transcricdo de AP-1 interfere na sintese do colageno | e lll,
uma vez que bloqueia o efeito do fator de crescimento transformador B (TGF- B),
uma citocina que aumenta a transcrigdo do colageno (39) e regula negativamente a
proliferacdo de queratindcitos (40). Os efeitos do TGF- B sdo mediados pela ativagéao
das proteinas de sinalizagédo intracelular SMAD2 e SMAD3 e sao antagonizados
pela proteina de sinalizagao intracelular SMAD7 (41). De fato, a radiagdo UV induz a
SMADY7, interferindo na sinalizagcado de TGF-  / SMAD2-3 (42). Isso desencadeia a
proliferacdo de queratindcitos e hiperplasia epidérmica e diminui a produgcdo de
colageno tipo |, levando a perda de colageno. AP-1 também diminui o nivel de
receptores TGF-B, inibindo a transcricio de colageno e antagonizando
intrinsecamente o efeito do acido retindico na estimulagao da sintese de colageno.
Assim, na pele danificada pela a radiacao UV, a sintese de colageno é reduzida
(43).

Além disso, a radiagao UV ativa o fator nuclear de transcricdo (NF-kB)
que induz a expressdo da citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-6, fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e TNF- [, proteinas envolvidas na
imunorregulagcéo e na sobrevivéncia celular (44). A exposi¢ao a radiacdo UV induz a
producado de metaloproteinas e TIMP-1 (regulador inibitério das metaloproteinases).
No entanto, a indugdo de metaloproteinases excede a producéo de seu regulador,

18



gerando um desequilibrio que determina a degradagédo da rede protéica da matriz
extracelular (45). Tem sido proposto que esse é o principal fator clinico do
fotoenvelhecimento, pois 70% do peso seco da derme sdo compostos por colageno
(34).

O fotoenvelhecimento ocorre, principalmente, nas areas expostas ao sol e
€ caracterizado clinicamente por perda de elasticidade, aumento da aspereza e
secura, rugas profundas, elastose, pele seca e descamante, aparéncia coureacea,
alteragbes pigmentares, atrofia cutdnea. Além disso, ha aumento da ocorréncia de

neoplasias, malignas e benignas na pele fotoenvelhecida (19, 33).

O aumento da producdo de melanina que se segue apds a exposicao
solar resulta em um maior grau de fotoprotecao (46). O mecanismo de fotoprotecao
desempenhado pela melanina envolve a dissipacdo da radiacdo UV em calor
(converséo interna). Este processo fotoquimico é extremamente rapido e 99,9% da
energia sao dissipados em calor. Esta grande dissipacdo de calor ndo € prejudicial a
saude e é essencial para evitar o dano indireto ao DNA. Contudo, se a energia da

radiagdo UV néo for transformada em calor produz radicais livres (18).

Fétons UVB tém 1000 vezes mais energia do que fotons UVA e séo
esmagadoramente responsaveis pela queimadura solar, bronzeamento e cancer de
pele. A radiacao UVB é a das principais causas de danos diretos ao DNA e induz
inflamagao e imunossupressao, bem como a sintese e liberagdo de prostaglandinas
(PG), particularmente PGE2, através da indugdo de da enzima ciclooxigenase-2
(COX-2). UVB também induz ornitina descarboxilase, a enzima limitante na
biossintese de poliaminas, que estimula a proliferagao celular, contribuindo, desta
forma, para a formagao de céancer (47). UVB também afeta a angiogénese cuténea
pela diminuicdo da expressao do inibidor de angiogénese de protrombina-1. Apesar
dos efeitos bem documentados de UVB, UVA é suspeito de desempenhar um papel
proporcionalmente maior no fotoenvelhecimento devido a sua presenga ser 10 vezes
maior em ambientes terrestres e maior profundidade média de penetracao na derme
comparado com UVB. Além disso, a pele humana exposta diariamente por apenas
um més a doses de UVA demonstra hiperplasia epidérmica, espessamento estrato
coérneo, deplegao de células de Langerhans e infiltrados dérmicos inflamatérios com

a deposicao de lisozima nas fibras elasticas (19).
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Uma comparagdo das caracteristicas do envelhecimento intrinseco

(cronoldgico) e extrinseco (fotoenvelhecimento) pode ser vista na Figura 5.

Envelhecimento Envelhecimento
intrinseco extrinseco
Rugas Finas Profundas
Elasticidade Reduzida Elastose solar
Manchas Nao Areas hiperpigmentadas
Estrato corneo Inalterado Espessado
Atrofia epidermal Sim Sim
Displasia celular Pouca Acentuada
Achatamento da JDE Moderado Acentuado
Reorganizacéo das FE Moderada Acentuada
Tamanho e organizacéo dos FC Modificagcbes leves Modificacdes acentuadas
Microvasculatura Reducdo na area  Aumento da fragilidade e dilatacéo,
infiltrado inflamatorio perivascular.
N de glandulas sebaceas e écrinas Reduzido Reduzido
Neoplasias Benignas: ceratose Ceratose seborréica, lesbes pré-
seborréica malignas (ceratose actinica) e

lesdes malignas
JDE: juncdo derme epiderme; FE: fibras elasticas, FC: feixes do colageno, N: nimero.

Figura 5 - Comparacédo das caracteristicas do envelhecimento cutaneo intrinseco e

extrinseco (9, 35).

E interessante observarmos que muitas doencas de pele como psoriase,
dermatite atopica ou linfoma cutdneo melhoram significativamente por foto (quimio)
terapia, embora os mecanismos por tras dos efeitos terapéuticos da foto (quimio)
terapia ainda estdo longe se derem compreendidos. Diversos caminhos e meios
através dos quais a energia de raios ultravioletas provenientes de fontes naturais ou
artificiais, € finalmente transformada em efeitos bioldégicos na pele tém sido
sugeridas e os nervos sensoriais cutaneos, neuropeptideos, neurotrofinas e certos
receptores nervosos estdo entre os caminhos provavéis (48). De fato, uma rede
tridimensional de fibras nervosas sensoriais derivadas de ganglios da raiz dorsal
intercala todas as camadas da pele, incluindo a epiderme. Nesta frente de defesa
contra os impactos ambientais (incluindo UVR) sobre a pele, as fibras nervosas
sensoriais tornam-se alvos por si sé, pois estdo em contato com todas as camadas

da pele e influenciam na infiltracao de células cutaneas(45).

Assim, as terminacdes nervosas e 0s neuropeptideos presentes nestas

terminacgdes, estdo em uma posi¢cao central para participar na mediacao dos efeitos
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terapéuticos da foto (quimio) terapia e do fotoenvelhecimento (49). Hosoi et.
al.(1993) mostrou que o CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina),
contido nas terminagbes nervosas estd em intimo contato com células de
Langerhans, sugerindo uma associagao funcional entre as fibras nervosas sensoriais

e células de Langerhans na epiderme (50).

Seité et. al. (2003) sugerem que ha uma diminuicdo das células de
Langerhans pela radiacdo UV. A diminuicdo da densidade de células de Langerhans
epidérmicas € uma possivel razao para uma redugcao associada a idade na resposta
cutdnea imune adaptativa (31). O papel critico da imunossupresséo no cancer de
pele é sustentada por pelo menos duas observagdes. Afaq et al. (2005) descreveram
a coexisténcia de regides de regressao e progressao das lesdes de melanoma (47).
Além disso, demonstraram que a resposta imune contra melanomas humanos
envolve um padrdo distinto de citocinas que estd associada com regressao
espontanea. Quando estes resultados sao considerados com os de Yano et al.
(2005), que mostram que os protetores solares UVB ndo impedem a progressao de
melanomas transplantados, a importancia do amplo espectro de protecao UV é
enfatizada (51).

Sabe-se que a radiagdo UV aumenta a geragcdo de ROS em 180%. Sendo
assim, atualmente varios ativos antioxidantes estdo sendo estudados para diminuir a
formagao de ROS (52).

1.1.7 Filtros Solares

Filtros solares tornaram-se um modo quase exclusivo de protecao
utilizado pelo publico; o uso rotineiro tem mostrado eficacia na diminuigcdo do nimero
de ceratoses actinicas (53) e células escamosas cancerigenas (CCEs) (54) e em
retardar alguns aspectos do processo de fotoenvelhecimento. Quanto aos
carcinomas basocelular (CBC), o beneficio de prote¢cao nado é conclusivo. Quanto ao
papel da protecdo solar no desenvolvimento de melanoma, ha intensas discussdes
cientificas. A principal controvérsia sobre o uso de filtro solar € que este pode levar a
um aumento do melanoma. Os estudos epidemiolégicos ndo sdo conclusivos, alguns

21



mostram uso beneficio e preventivo, enquanto outros mostram um risco aumentado
para desenvolvimento de melanoma. Uma recente meta-analise concluiu que é
seguro usar protetores solares, e o uso ndo aumenta o risco para o desenvolvimento
melanoma (55), mas também ndo o previne. Muitos fatores podem explicar a
auséncia de efeito protetor com uso de filtro solar diariamente. Diffey et al. (2005)
sugeriu que a maioria dos protetores solares, no passado, ofereciam nenhuma ou
pouca protecdo UVA, e isso poderia ser um dos fatores. Muitos sinais do
envelhecimento, tais como a formagao de rugas, aparecimento de pigmentagao, e a

perda de colageno, sao acelerados pela exposi¢ao a UVA (56).

Os ativos de protecao solar sdo divididos em dois grupos: inorganicos e
organicos. Protetores solares inorganicos trabalham tanto na dispersdo quanto na
absorcao de raios UV. Atualmente, nos Estados Unidos, existem apenas dois filtros
inorganicos, dioxido de titanio (TiO2) e 6xido de zinco (ZnO), aprovado pela FDA. Em
comparagao com os ativos organicos, TiO, e ZnO oferecem uma série de vantagens.
Ambos os ativos séo fotoestaveis, produzindo produtos de prote¢cao solar com graus
previsivel de fotoprotecdo apds a exposicao UV. Tanto TiO, quanto ZnO tém
baixo potencial alergénico e baixa taxas de sensibilizagdo. Finalmente, ZnO oferece
protecdo que se estende ao UVA | (até 380 nm) (57), mas a magnitude da protegao
UV é baixo quando comparado com outros filtros UV organicos. Por fim, a natureza

opaca e oclusiva desses produtos torna-os comedogénicos (57).

Para enfrentar essas limitagdes, a industria buscou a redugao do tamanho
da particula do ZnO e TiO,. Diminuir o tamanho conduz a uma menor dispersao da
luz visivel e melhoria da aparéncia. Convencionalmente, as nanoparticulas sao
definidas como particulas com dimensdes inferiores a 100nm. Sendo assim, as
nanoparticulas acabam apresentando propriedades mecanicas e elétricas muito
diferentes das moléculas convencionais. Estas novas propriedades podem levar a
resultados imprevisiveis quando interagem com os tecidos bioldgicos. Para este
prépria razao, ha uma preocupacgao crescente quanto o perfil de seguranga dos

produtos de cuidados pessoais que contém nanomateriais (58).

Assim, ha um maior controle de organizagdo sem fins lucrativos,
comunidades cientificas e agéncias reguladoras governamentais sobre questdes de

seguranga das nanoparticulas, especificamente relacionadas com a penetragéo da
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pele e perfis de toxicidade dessas novas formulagdes. Quanto a questdo da
penetragdo, as principais preocupacdes sao de que essas nanoparticulas podem
penetrar a barreira da pele com relativa facilidade e interagir com células vivas na

porcao inferior da epiderme (59).

Em contraste com os filtros inorganicos, os filtros organicos atuam
absorvendo a radiagao UV através dos seus conjugados do anel aromatico. Apos a
exposicdo aos raios UV, elétrons destes compostos sdo energizados tornam-se
instaveis. Com o tempo, os elétrons retornam para o estado estavel e liberam a
energia na forma de calor (60). Dentre os filtros organicos os mais utilizados no
mundo sdo: aminobenzoatos, cinamatos, benzofenonas e avobenzonas. As
desvantagens dos filtros organicos ressumem-se em: 4% da populagao tém alergias
aos aminobenzoatos, e, descobriu-se que ha um potencial carcinogénico desse
agente (61, 62). A benzofenona possui absorg¢ao sistémica e é detectado na urina e
sangue, podendo possuir efeito no sistema endocrino e potencial cancerigeno,
apesar de ndo existirem estudos conclusivos (63); e, também, as benzofenonas sao
fotoinstaveis e podem gerar radicais livres de oxigénio quando expostas a radiagao
UV (64). J& a avobenzona é fotoinstavel e ocorre significante fotodegradagdo, com

perda de 50 a 90% das moléculas, apds uma hora de exposi¢ao a radiagao UV (65).

Na industria de cosméticos, a medida mais estudada atualmente e que
indica efetividade do filtro solar, ou seja, bloqueio contra radiagbes UV é o fator de
protecao solar (FPS). O FPS pode ser caracterizado a partir do tempo necessario
para desenvolver um eritema apds exposicdo UV ou solar. Contudo, a sua

quantificagao limita-se somente ao dano celular observado na epiderme (66).

Quantificar o efeito dos compostos quimicos com propdésito protetor é o
objetivo de muitos grupos de estudo atualmente e seria de grande relevancia
encontrar formulagdes que amenizassem ou até mesmo evitassem processos de
dano e injuria celular. Em decorréncia do crescente aumento de doencas
relacionadas a exposicao UV e a constatacdo que os filtros solares ndo protegem
danos as células, como as células Langerhans (67), estas de extrema importancia
para a homeostasia da pele, faz-se necessaria a busca e a avaliacao da efetividade
de novos principios ativos com finalidade de protecao contra os danos celulares

causados pelas radiagoes.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Hipdtese

A exposicao UV devera reduzir significativamente as terminagdes livres da
pele humana e a formulagdo desenvolvida com Echinacea purptrea devera proteger

as terminagdes nervosas livres dos danos da radiagdo UV.

1.2.2 Objetivo Geral:

Quantificar os efeitos neuroprotetores da formulacdo com Echinacea

purpurea nas terminagdes nervosas pele humana, apés radiacdo UV-A e UV-B.

1.2.3 Objetivos Especificos:

- Desenvolver uma formulagdo com novo ativo de origem vegetal.

- Demonstrar efeito neuroprotetor de ativos vegetais em modelo ex vivo,

apos irradiacdo UVA e UVB.
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2.1 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo comprovou que ha uma reducdao nas terminacdes
livres da pele, apds radiacdo UV. Demonstramos, também, que n&o ocorre protecéo
total destas terminacdes com a aplicacdo de protetor solar. Porém, ao testarmos
uma formulagcdo com filtros solares e novo ativo vegetal observamos que ha uma
total protecao das terminagdes nervosas da pele, independente da idade e tecido

(mama ou abdémen).

As terminagdes nervosas livres tém fungao primordial para a conservagao
da vida, pois recebem informagdes do ambiente e estas informagdes fazem com que
o individuo perceba o que é maléfico para si. A percepcao de dor é recebida e
interpretada, fazendo com que percebamos o que prejudicara nossa saude. A pele
estd ligada ao SNC através destas terminagdes nervosas cuténeas (terminagdes
nervosas que chegam até a base da epiderme). Entre estas terminagdes nervosas e
as células da pele, circulam mensageiros, substancias imunomoduladoras,
neurotransmissores e horménios (88). Desta perfeita comunicagdo depende a
normalidade de fendmenos fisiolégicos tais como a renovagédo da pele, a
cicatrizagdo, a resposta imune, a sintese dos pigmentos que determinam a cor da

pele (melanina), entre outros (74).

Segundo Bishop (89), a radiacdo UVB produz reducéo na sensibilizacéo e
no mecanismo de dor periférica. Este estudo vai de encontro aos nossos achados,
pois a consequUéncia da destruicdo das terminagdes nervosas seria a modificagdo

dos mecanismos de sensibiliza¢o.

Acreditamos que a destruicdo das terminacdes nervosas livres leva a
perda de sensibilidade cutdanea. Os individuos que sofrem de patologias
caracterizadas pela perda da sensibilidade cutdnea, como a hanseniase, nao
percebem a sensacao de dor, sendo assim ferem-se gravemente inumeras vezes e
isto agrava o quadro da doenga, tornando-os mais propensos a infecgdes e

inflamacdes graves. Os idosos, segundo Bretan (90), possuem perda de
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sensibilidade cutadnea, agravando o quadro de edemas e feridas cutdneas comuns
em individuos senescentes. Isso mostra-nos a importancia de estudar a destrui¢cao
das terminagdes nervosas pela radiacdo UV, pois, assim, tornaremos possivel o
desenvolvimento de novas formulacdes protetoras e a consequiente preservacio da

qualidade de vida da populacao.

O presente trabalho observou o efeito agudo da radiacdo UV nas
terminagdes nervosas livres, desta forma ndo podemos afirmar o que o efeito
crbnico da exposi¢cdo solar produz nas terminagdes nervosas livres. Outro
questionamento do presente estudo seria a possibilidade de estarmos constatando
uma diminuicdo da expressao das células NCAM; contudo, esta possibilidade é
improvavel, pois a formulagdo que desenvolvemos mostrou a conservagao das
terminagdes nervosas. Sendo assim, se a diminuicdo da expressdo das células
NCAM fosse verdadeira ocorreria tanto nos cortes submetidos a protecdo com novo

ativo, quanto nos cortes controle.

Grewe et. al(2001) comprovou a ineficacia dos filtros solares na deplegéo
das células de Langerhans, apds radiagdo UV,(91). Entretanto, o polifendis —
compostos antioxidantes do cha verde- diminuem a deplegcdo das células de
Langerhans na pele, apds radiagdo UV (31). Comprovando que o espectro de
radiacao UV, que causas danos celulares, nao é alcancado pelos filtros solares
atuais e reafirmando que a agdo dos compostos antioxidantes ocorre de maneira

diferenciada.

O FDA, bem como todas as outras entidades do mundo que regulam os
setores cosmético e farmacéutico, exigem que as industrias verifiquem somente o
quanto o filtro solar protege a formagéao de eritema na pele. O nosso trabalho vai de
encontro com inumeras outras pesquisas (92,93,31), estas observam que ha
inumeras estruturas que sofrem danos da radiagcdo UV e precisam ser protegidas.
Desta forma, é extremamente necessario diferenciar e abranger os testes com filtros

solares.

Sendo assim, deve haver incentivos por parte do governo a industria de
cosmeéticos, para prospeccao de produtos que contenham formulacdes que possam

de alguma maneira proteger os efeitos nocivos das radiagées UV-A e UV-B e nao
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somente proteger a pele de eritema. Seria interessante buscar a ampliacdo de
nossos conhecimentos com estudos in vivo, cuja limitagao, até o momento, envolve

questodes éticas e humanas.

A utilidade deste trabalho é mostrar que ha muito que desenvolver
quando falamos de danos dos raios UV na pele e como preveni-los. Trabalhos
futuros deverao elucidar o mecanismo de destruicido das terminagdes nervosas da

pele, bem como se ha alguma relacdo com a deplecéo das células de Langerhans.
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ANEXO

Aprovacéo do comité de Etica

Senhor(a) Pesqguisador(a):

O Comité de FEtica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 06/03326, intitulado:
“Efeitos da radiacdo UV-A e UV-B sobre a imunidade e terminagdes nervosas
da pele humana’.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser
entregues a este CEP.

Atenciosamente,

Prof. D{. José#oberto Goldim
COORBE OR DO CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Moises Evandro Bauer
N/Universidade

Campus Central
PLICRS Av. Ipiranga, 6690 — 3%andar - CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppg/cep
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