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RESUMO

Introdugao: A espectroscopia Raman € uma técnica recente e ndo invasiva a qual
pode ser empregada para avaliar a estrutura bioquimica da pele em diferentes
condicdes. Esta técnica ja se mostrou util em diversos contextos e apesar disso,
estudos adicionais ainda s&o necessarios. Ja foi descrito na literatura o efeito da luz
azul sobre a pele e suas consequéncias clinicas, tais como o fotoenvelhecimento.
Além disso, o componente de luz da radiagao solar se mostrou como um fator de risco
para diversas doengas, tais como o melanoma, as manchas de pele, nevos
pigmentado e outras lesdes de pele. Deste modo, a investigagao dos efeitos da luz
azul por meio da espectroscopia Raman € algo util e necessario para o cenario atual.
Objetivo: Compreender as alteragdes bioquimicas da pele humana devido a
incidéncia da luz azul , utilizando a Espectroscopia Raman Conforcal. Método: Trata-
se de um estudo monocéntrico, retrospectivo, baseado na analise de um banco de
dados com coleta prospectiva realizado de acordo com o procedimento operacional
da DermoProbes. Resultados: Apds a irradiagédo do LED azul por 15 minutos (100
Jlcm?) verificou-se a formagdo de dano no estrato cérneo, que corresponde as
ligagdes disulfeto, tirosina, fenilanina e betacaroteno, e danos a Amida | na epiderme
viavel. Apds irradiagdo subsequente, na mesma area, por mais 15 minutos (
totalizando 200 J/cm?) observou-se um aumento no dano a epiderme viavel, para esta
irradiacdo destaca-se as assinaturas nas bandas da felilalanina, L-glutamano, valina,
acido lipdico e betacaroteno. Quando comparada a pele irradiada com a pele virgem
por 45 minutos (correspondentes a 3 incidéncias de 15 minutos, totalizando 300
Jlcm?), observou-se que a separagdo por cluster da pele virgem e irradiada é
completa, para esta irradiagcéo, destaca-se as assinaturas do acido oleico e da Amida
lll. Verificou-se que diferentes doses atuam em diferentes grupos moleculares do
estrato corneo e da derme. Quando o dano é intenso as proteinas sdo as mais
atingidas e quando o dano é menor aciona-se o antioxidante betacaroteno e
aminoacidos como tirosina e fenilalanina. Conlusao: O presente estudo demonstrou,
a partir da analise da espectroscopia Raman, as principais alteragées bioquimicas na
pele apods diferentes intensidades de irradiagao de luz azul. A partir dos resultados
descritos, foi possivel constatar que o dano a bioquimica da pele aumenta conforme



aumenta a exposigao a luz azul, em um comprimento de onda semelhante ao
componente visivel da luz solar.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman; Luz azul; Alteragdes bioquimicas.



ABSTRACT

Introduction: Raman spectroscopy is a recent and non-invasive technique that can
be used to assess a biochemical structure of the skin under different conditions. This
technique is already useful in several contexts, although additional studies are still
being published. The effect of blue light on the skin and its clinical functions, such as
photoaging, have been described in the literature. In addition, the light component of
solar radiation is shown to be a risk factor for several diseases, such as melanoma,
such as skin patches, pigmented nevi and other skin lesions. Thus, an investigation of
the effects of blue light using Raman spectroscopy is useful and necessary for the
current scenario. Objective: To understand biochemical changes in human skin due
to the incidence of blue light, using Raman Conforcal Spectroscopy. Method: This is
a monocentric, retrospective study, based on the analysis of a database with
prospective collection carried out in accordance with DermoProbes' operational
procedure. Results: After irradiation of the blue LED for 15 minutes (100 J / cm2),
damage was observed in the stratum corneum, which corresponds to disulfide,
tyrosine, phenylanine and beta-carotene bonds, and damage to Amide | in the viable
epidermis. After subsequent irradiation, in the same area, for another 15 minutes
(totaling 200 J / cm2), an increase in the damage to the viable epidermis was observed.
For this irradiation the signatures in the bands of felilalanine, L-glutamano, valine, lipoic
acid and beta-carotene stand out. When compared to irradiated skin with virgin skin
for 45 minutes (corresponding to 3 incidences of 15 minutes, totaling 300 J / cm2), it
was observed that the separation by cluster of virgin and irradiated skin is complete,
for this irradiation, it stands out as signatures of oleic acid and Amide lll. It was found
that different doses act on different molecular groups of the stratum corneum and
dermis. When the damage is intense as proteins are the most affected and when the
damage is less, the antioxidant beta carotene and amino acids such as tyrosine and
phenylalanine are activated. Conclusion: The present study, from the analysis of
Raman spectroscopy, as the main biochemical changes in the skin after different
intensities of blue light irradiation. From the results obtained, it was possible to verify
that the damage to the biochemistry of the skin increases as the exposure to blue light
increases, at a wavelength similar to the visible component of sunlight.

Keywords: Raman spectroscopy; Blue light; Biochemical changes.



DIVULGAGAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A espectroscopia Raman €& uma técnica recente e ndo invasiva a qual pode ser
empregada para avaliar a estrutura bioquimica da pele em diferentes condi¢des. Esta
técnica ja se mostrou util em diversos contextos e apesar disso, estudos adicionais
ainda s&do necessarios. Nesse estudo esta técnica foi utilizada para compreender as
alteragdes bioquimicas da pele humana devido a incidéncia da luz azul. Neste estudo,
os danos a pele foram observados e descritos conforme as camadas da pele, foi
possivel observar o dano na camada cornea e epiderme. Além disso, foi descrito as
assinaturas espectrais decorrente do dano gerado pela irradiagdo de luz azul. Uma
constatacao importante foi ter-se observado que quando o dano € intenso as proteinas
sdo as mais atingidas e quando o dano é menor aciona-se o antioxidante betacaroteno
e aminoacidos como tirosina e fenilalanina. Por fim, foi possivel correlacionar os
resultados encontrados com a fisiopatologia de alteragdes de pele e com o processo
de melanogénese. Descreveu-se ainda a relacdo da exposi¢cao a luz azul com a
ativacao da cadeia de reagdes dos antioxidantes naturais, representados no estudo
pelo betacaroteno.
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1 INTRODUGAO

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, com uma area de aproximadamente
2m? em uma pessoa de idade adulta, é a principal barreira de prote¢cdo do corpo
humano. A pele esta ligada ao corpo por uma tela subcutanea, formada por camadas
de célula do tecido conjuntivo adiposo, que permitem a movimentagcdo e
vascularizacdo adequada (OLIVEIRA et al., 2012). Além do tecido adiposo,
encontram-se duas camadas importantes: o tecido fibroelastico, um tecido conjuntivo
frouxo, que se subdivide em: derme papilar, onde predominam os feixes fibrilares finos
com predominio de colageno tipo Ill e pouco do tipo |, além das fibras oxitalanicas
(precursoras de fibras elasticas) fundidas perpendicularmente a membrana basal; e
derme reticular, que constitui a maior parte da derme, composta por fibras de colageno
mais espessas do tipo | (80 a 90%) e fibras do tipo Il (10 a 20%) entremeadas em
uma rede de fibras elasticas dispostas horizontalmente, conferindo importante funcéo
de extensibilidade e elasticidade ao tegumento, que é a derme, e o epitélio
estratificado com células pavimentosas e queratinizadas localizado logo acima, a
epiderme. A pele faz parte do sistema tegumentar humano, que além desta inclui a
tela subcutanea e os anexos cutaneos (HUDSON et al., 2020; KLEINPENNING et al.,
2010; OGBECHIE-GODEC; ELBULUK, 2017).

O ambiente externo pode afetar gravemente a integridade da pele humana.
Esses fatores externos podem ser, por exemplo, poluicdo ou luz solar. Os efeitos
nocivos do excesso de luz solar na pele humana tém sido extensivamente estudados
nos ultimos anos (HUDSON et al.,, 2020; LIEBEL et al., 2012; LOPES, Monica
Bergamo ef al., 2016). Os estudos descritos na literatura associam os dados a pele
causados pela luz solar com diversas afeccdes de pele, como por exemplo os efeitos
da radiagao ultravioleta (UV) e sua relagdo com o aparecimento de cancer de pele, o
envelhecimento cutaneo, a hiperpigmentagéo cutédnea e outras patologias (HUDSON
et al., 2020; LIEBEL et al., 2012; NAKASHIMA; OHTA; WOLF, 2017).

Embora a maioria dos efeitos conhecidos da exposigdo solar na pele esteja
ligada a radiag&o ultravioleta, € importante notar que a radiag&o ultravioleta representa
apenas 2 a 5% do espectro solar. Curiosamente, a luz visivel representa quase
metade do espectro solar e seus efeitos na pele ainda sdo amplamente
desconhecidos (REGAZZETTI et al., 2018).
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Nesse sentido, alguns autores destacam que esses outros comprimentos de
onda da luz solar também podem causar danos a pele humana, dependendo da dose
recebida. Liebel et al. (2012) demonstrou que a luz visivel ativa as metaloproteinases
e diminui a produgdo de colageno por meio da indugdo do estresse oxidativo. A
radiagdo no comprimento de onda infravermelho, por exemplo, foi recentemente
estudada para verificar os danos causados no colageno da pele humana (LIEBEL et
al., 2012; LOPES, 2016).

Embora a luz azul tenha sido aplicada em varios tratamentos cutaneos humanos
(ARJMANDI et al., 2018; WALKER; VOLLMER-SNARR; EBERTING, 2012) e mesmo
sendo indicada para praticas dermatolégicas, a superexposicdo de doses
relativamente altas de luz azul, como as advindas do componente visivel da luz solar,
pode desencadear a geragéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio
— NO e peroxinitrito (NO3 — juncdo de radical superéxido + NO), levando ao
envelhecimento prematuro de pele humana.

Nakashima et al. (2017) estudou os efeitos da luz azul na pele de camundongos
e humanos e encontrou a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), e
demonstrou que as ERO produzidas pela luz azul eram provavelmente de radicais
superoxidos(O2-) formados apos a exposigao (NAKASHIMA; OHTA; WOLF, 2017).

Os principais efeitos negativos produzidos pela radiagdo de Iluz azul
superexposta na pele humana podem ser determinados pelos danos no DNA e pelo
aumento da geragao de espécies reativas de oxigénio; danos a camada mais profunda
da pele em comparacédo com a luz UVA e UVB; diminuir o conteudo de colageno na
derme e danos a elastina. O efeito de risco da luz azul na pele precisa de mais
pesquisas ante de conclusdes soélidas serem aferidas (LIEBEL et al., 2012).

Diversas técnicas tém sido utilizadas no entendimento do efeito da luz visivel na
pele. Muitas pesquisas se utilizam de técnicas morfoldgicas, que exigem extragao da
amostra, como por exemplo a bidpsia. Essas técnicas nao fornecem informacdes dos
constituintes bioquimicos e estruturais da pele, além de serem invasivas. Nos ultimos
anos, com o0s avangos da tecnologia, na avidez por técnicas menos invasivas, mais
sensiveis, precisdo agugada, em menor tempo e manutencéo do equilibrio no binbmio
custo/beneficio, a espectroscopia Raman desponta vertiginosamente, como uma
ferramenta poderosa e promissora neste segmento, galgando novas areas de atuagao
(JONES et al., 2019).
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Tendo isso em vista, no presente estudo sao investigados os efeitos da luz azul
visivel com uma faixa de 400 a 480nm e concentrados em 450 nm, na pele normal de

voluntarios saudaveis a partir da espectroscopia Raman.
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2 JUSTIFICATIVA

A espectroscopia Raman € uma técnica recente e n&o invasiva a qual pode ser
empregada para avaliar a estrutura bioquimica da pele em diferentes condicdes. Esta
técnica ja se mostrou util em diversos contextos, apesar disso estudos adicionais
ainda sao necessarios. Outrossim, o maior conhecimento que se tem sobre o impacto
da luz solar na pele humana é referente ao componente ultravioleta, apesar disso,
alguns estudos ja demonstraram que a luz azul desencadeia consequéncias
fisiopatoldgicas com repercussdées clinicas e se mostrou como um fator de risco para
diversas doengas, tais como o melanoma, as manchas de pele, nevos pigmentado e
outras lesdes de pele. Deste modo, € necessario melhor descrever as alteracdes
bioquimicas que a luz azul pode desencadear na pele saudavel e a espectroscopia é

uma técnica bastante acurada para se realizar tal analise.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Compreender, a partir da Espectroscopia Raman, as alteracdes bioquimicas da
pele a partir da irradiacdo de luz azul corresponde ao comprimento de onda da

radiacao solar direta em pele humana saudavel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o espectro da pele virgem e irradiada com luz azul a partir da
Espectroscopia Raman;

Descrever as assinaturas espectrais dos danos devido a irradiagéo de luz azul

na pele humana saudavel,

Comparar os achados encontrados pelo estudo com as alteragcbes presentes

na fisiopatologia de doengas de pele;
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A pele é o maior 6rgao do corpo humano, e € a barreira fisica entre o meio

ambiente e o corpo humano. Diferentes areas do corpo exigem diferentes

caracteristicas na pele, como variagdes na espessura das camadas e quantidade de

anexos cutaneos (COLONNA, 2014). A pele humana pode ser dividida em trés

camadas, sendo as mais importantes a epiderme e derme, como demonstrado na

Figura 1. A epiderme € a camada mais extensa, estruturada por células com epitélio

estratificado e dividida em varias sub-camadas: camada cérnea, granulosa, espinhosa

e basal. A derme é localizada abaixo da epiderme e é constituida por tecido

fibroelastico e outras estruturas como tecidos nervosos com fibras sensitivas e

motoras, vasos sanguineos, vasos do sistema linfatico e musculos (HARRIS, 2005).

Figura 1 - Figura ilustrativa das camadas da pele.
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Fonte: Bear ef al. (2002).

4.1.1. Epiderme

A principal fungdo da epiderme seria proteger a pele das agressoes externas

como, por exemplo, penetracdo de agentes quimicos, pela entrada de
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microrganismos e prote¢cdo contra a radiagcdo ultravioleta (UV) e regulagcéo da
temperatura corporal, bem como perda excessiva de agua. Para isso a epiderme
produz sua principal célula, o cornedcito (queratindcitos), que em condi¢des
favoraveis atua como barreira de protecédo. Essa barreira conta também com quatro
camadas que tém funcdes e composicdes bioquimicas diferentes: camada basal,
camada espinhosa, camada granulosa e camada cornea, como demonstrado na
Figura 2 (KALININ; MAREKOV; STEINERT, 2001).

Figura 2 - Camadas da Epiderme
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—
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Fonte: Bear ef al. (2002).

Em cada camada, iniciando-se na camada basal (interna), as células
denominadas queratindcitos sofrem um processo continuo de diferenciagdo e
migram em um movimento ascendente até chegarem a camada cérnea (superficial),
onde ocorre a etapa final da maturagdo. A partir da camada basal as células levam
aproximadamente 30 dias ou mais para atingir o estrato cérneo, acumulando em
cada camada que passa uma quantidade crescente de queratina. Nesse estagio de
diferenciagao final as células s&o denominadas cornedcitos (CASPERS, 2003).
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4.1.2 Camada coérnea

O estrato corneo ou camada cérnea, € a camada mais superficial da epiderme,
é formado por uma estrutura heterogénea de células achatadas (cornedcitos) sem
nucleo e queratinizadas, envoltas por matriz lipidica. Essas células sao o produto final
da diferenciagdo celular (AV et al., 1994). A célula fornece uma barreira fisica vital
para esses tecidos em mamiferos e consiste em uma camada de 10 a 20 nm de
espessura de proteinas insoluveis altamente reticuladas. No caso especializado da
epiderme, uma camada de 5 nm de espessura de ceramida lipidica é covalentemente
ligada as proteinas. Estes organizam os lipidios extracelulares em lamelas ordenadas
e, juntos, o envelope celular e os lipidios extracelulares s&o essenciais para a fungéo
de barreira fisica e de agua eficaz na pele (KALININ; MAREKOV; STEINERT, 2001).

Além da queratina que preenche os corneocitos e dos lipideos que os cercam
encontramos também, entre a composi¢cado bioquimica desta camada, as moléculas
de aminoacidos, que formardo o fator natural de hidratacdo (NMF). O NMF é
fundamental no controle da hidratacdo do estrato céorneo e em sua composi¢cao
encontram-se cerca de 15 aminoacidos (entre eles a serina, glicina, arginina, ornitina,
citrulina, alanina, histidina, fenilalanina), o acido pirrolidona-carboxilico (PCA), o acido
urocanico e também lactato e ureia. Todas essas moléculas tornam o NMF uma
mistura altamente higroscopica, absorvendo agua da atmosfera, mesmo em
condi¢cdes de baixa umidade. Isso ocorre porque 0os aminoacidos que compde o NMF
tém grande afinidade pela agua (AV et al., 1994).

A grande fonte dos aminoacidos que compde o NMF é a proteina filagrina, que
tem como proteina precursora a profilagrina (rica em mondmeros de histidina, contém
de dez a doze repeti¢cdes de filagrina). Os monémeros de glutamina sdo convertidos
a acido pirrolidona-carboxilico, um poderoso umectante e os monémeros de histidina
convertidos a acido trans urocanico, que atua na protecao da pele contra a radiagao
solar. Assim, essa mistura de diferentes aminoacidos esta intimamente relacionada
ao conteudo hidrico da camada cornea (KALININ; MAREKOV; STEINERT, 2001).

A camada cornea € um tecido composto de células mortas, mas ocorrem
diversas reacdes quimicas que sao vitais para o seu funcionamento. As reagdes sao
na maioria enzimaticas e totalmente dependentes de agua. Logo, a funcao de barreira
exercida pelo estrato corneo é de extrema importancia para reter a agua nesta

camada, por estar na superficie da pele esta camada sofre diretamente as agressdes
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de seca e outros danos externos. Uma dessas reacdes enzimaticas que ocorrem é a
descamacgao, processo delicadamente controlado pelas proteases. Os
corneodesmossomos (estrutura diferenciada de desmossomo) sao a principal forga
de ligacao entre os cornedcitos (CORDEIRO, 2014).

A principal barreira contra a perda excessiva de agua no estrato corneo € a
barreira lipidica, composta de varios os lipideos biologicos. Na epiderme eles estao
organizados estrategicamente para cumprir com eficacia a fungao de barreira cutanea.
Os principais lipideos encontrados na camada cornea s&o os acidos graxos, as
ceramidas e o colesterol. Os acidos graxos sao cadeias longas de hidrocarbonetos
(variando de 4 a 36 atomos de carbono) e uma molécula de acido carboxilico. Sua
propriedade fisica é determinada justamente pelo tamanho dessas cadeias (LIEBEL
et al., 2012).

Outra classe de lipideos que compde o estrato corneo, os esterdis, sdo
naturalmente moléculas de fungdo estrutural. O colesterol, um importante
representante da classe, esta presente em grande quantidade no tecido animal e
possui em sua estrutura uma porg¢ao polar (grupo hidroxil), um nucleo esteroide (que
o caracteriza) e uma cadeia hidrocarbonada apolar (HUANG; HEIKAL; WEBB, 2002;
KRAMARENKO et al., 2006).

Todos esses lipideos séo sintetizados na camada granulosa e armazenados
em estruturas denominadas corpos lamelares. Dentro dos corpos lamelares os
lipideos estdo em cadeias mais polares, que sao o sulfato de colesterol, fosfolipideos
e glucosilceramidas (DOS SANTOS et al., 2017). Quando eles s&o descarregados das
células no meio extracelular do estrato cérneo, o conteudo lipidico sofre alteracdes
bioquimicas resultando em moléculas menos polares (colesterol, ceramidas e acidos
graxos). Entédo esses lipideos sdo organizados em camadas lamelares (em grupos de
trés bicamadas lipidicas) unidas por moléculas de ceramidas, fortemente envolvidas
na formacgao das bicamadas lipidicas que circundam os cornedcitos do estrato cérneo.
S&0 no minimo seis tipos diferentes de estrutura molecular que variam no
comprimento da cadeia de acidos graxos e pelo radical (KALININ; MAREKOV;
STEINERT, 2001).

4.1.3. Estrato granuloso

A camada granulosa esta localizada logo abaixo do estrato cérneo, com
excecgao dos locais onde a pele sofre grande presséo e fricgdo (como na regido plantar
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e palmar) que encontramos uma camada extra denominado estrato lucido. O estrato
granuloso é composto de células achatadas com aproximadamente 3 a 4 camadas de
células poligonais e achatadas com citoplasma repleto de granulos de histidina
fosforilada e cisteina precursores quimicos de queratina, querato-hialina, que darao
origem a filagrina, que s&o responsaveis por agregar queratina e outras proteinas nos
corneocitos,

Além dos granulos encontram-se também, nesta camada, pequenos corpos
lamelares, com uma mistura de diferentes lipideos polares em seu interior. Esses
corpos lamelares serdo posteriormente extrudados da membrana plasmatica do
estrato granuloso, passando ent&o para o estrato corneo. O seu conteudo lipidico sera
liberado no meio extracelular onde serdao modificados bioquimicamente a lipideos
menos polares (ceramidas, colesterol e acidos graxos). Em seguida esses lipideos se
reorganizam, formando entdo a estrutura lamelar lipidica de barreira. Por fim, o estrato
granuloso tem intensa participagao na formacéo da estrutura de barreira da epiderme
(KALININ; MAREKOV; STEINERT, 2001).

4.1.4. Estrato espinhoso

O estrato espinhoso € composto por varias camadas de células, ocupando
maior volume da epiderme, com cerca de 10 a 13 camadas. Nesta camada as células
queratindcitas ja encerraram a sua multiplicagéo celular e comegam a acumular uma
quantidade de proteinas especificas que fazem parte do processo final de
diferenciacdo. A medida que as células migram para a superficie elas sofrem algumas
diferenciagdes como a diminuicdo do nucleo e o aumento do citoplasma. O estrato
espinhoso tem este nome devido a arquitetura de sua membrana plasmatica com
projecbes espiculadas, devido a unido com células adjacentes por meio de
desmossomos, que dao a superficie da pele uma aparéncia rugosa (DOS SANTOS et
al., 2017).

4.1.5. Camada basal

A camada basal pode também ser chamada de camada germinativa ou
proliferativa, ja4 que é neste local a proliferacdo celular é intensa. E a camada mais
profunda, composta por células prismaticas ou cubicas, ricas em células tronco. As

células originadas no processo proliferativo sdo os queratindcitos cuja principal fungéo
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é produzir queratina (uma proteina fibrosa que apresenta duas conformagdes: a-helice
ou folhas-f3). As células dessa camada possuem alta capacidade mitética por estar
diretamente ligada ao processo de renovagao da pele, que ocorre em um tempo médio
de 15 a 30 dias, podendo sofrer variagbes de acordo com a idade, regido e outros
fatores metabolicos do corpo (WIEGELL et al., 2008).

Das células originadas nesta camada, 50% migram ascendentemente para as
camadas superiores, sofrendo diversas alteracdes bioquimicas. Os outros cinquenta
por cento permanecem no estrato e sdo arranjadas logo acima da jungdo dermo-
epidermica em uma unica fileira de células colunares, com grandes nucleos. Além dos
queratindcitos iniciais, encontram-se também algumas células com fungdes
especificas: os melandcitos, as células de Langerhans e as células de Merkel
(KLEINPENNING et al., 2010).

4.1.6. Melanécitos

Os melandcitos correspondem a 2% a 5% das células epidérmicas e estao
localizadas na camada basal. Sao células dendriticas (dendritos — prolongamentos do
citoplasma) responsaveis pela produgédo de melanina, pigmento que envolve a célula
protegendo-a dos raios solares. Existem dois tipos de melanina na pele humana: a
eumelanina, de coloragdo castanho enegrecido e a feomelanina, de coloragéo
amarelo-avermelho. A coloragao da pele € determinada pela quantidade, composigao
e localizagdo dos granulos de melanina, formados pelas unidades
melanoepidérmicas, ou seja, juncdo de 1 melandcito com seus queratindcitos
adjacentes. Em geral, cada melandcitos pigmenta cerca de 30 a 40 queratinoticos
adjacentes.. Na pele branca, os granulos estdo localizados nas camadas mais
profundas da epiderme, ja na pele negra esses granulos encontram-se em toda a
epiderme, inclusive no estrato corneo (DE RIGAL et al., 2010). Assim justifica-se que
a pele negra tem maior protegao contra os raios ultravioleta, em relagéo a pele branca
(KLEINPENNING et al., 2010). A quantidade de melandcitos é semelhante entre todos
os tipos de pele, entretanto o que difere € a atividade do melandécitos. Em peles
escuras estdo presentes melanodcitos maiores e mais ativos, que produzem mais
melanossomas, com maior distribuigdo de melanina nos queratindcitos. Enquanto em
peles claras, estdo presentes melandcitos menores e menos ativos, logo existe uma
distribuicdo menor da melanina nos queratinécitos (VIDEIRA; MOURA; MAGINA,
2013).
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4.1.7. Células de Merkel

As células de Merkel correspondem a 3% das células epidérmicas. Sao células
geralmente encontradas na camada basal de peles da regi&o palmar e plantar. Essas
auxiliam no tato, presséo e estiramento, destaca sua associagdo com o tato devido a
sua associagdo com nervos cutaneos. As células de Merkel ndo séo facilmente
identificadas, podendo ser confundidas com os melandcitos ou células de Langerhans
(KEDE, MARIA PAULINA VILLAREJO; SABATOVICH, 2004).

4.1.8. Células de Langerhans

As células de Langerhans representam de 2% a 8% da barreira fisica contra
patdogenos e estdo ligadas a resposta imunoldgica cutanea, quando ocorre uma
reacao alérgica, por exemplo. Sdo células dendriticas, situadas na por¢ao superior da
epiderme, mais precisamente entre os queratindcitos da camada espinhosa (KEDE,
MARIA PAULINA VILLAREJO; SABATOVICH, 2004).

4.1.9. Jungao dermoepidérmica

A juncdo dermoepidérmica esta localizada na fronteira entre a camada
germinativa e a derme e possui aproximadamente 200 nm de didmetro. E composta
de uma rede intrincada de macromoléculas, com destaque para laminina e colageno
do tipo IV, que se ligam os filamentos intermediarios de queratina dos queratinocitos
basais com as fibras de colageno da derme superficial dando origem as cristas
epidérmicas e papilas dérmicas. Por meio da microscopia eletrénica pode-se observar
a organizagao estrutural desta interface: membrana celular das células da camada
basal ligadas a lamina lucida. Abaixo desta encontra-se a ldmina basal ou lamina
densa que contem filamentos de ancoragem ligados a camada inferior (derme) e por
fim, uma camada sub-basal onde se encontram estruturas fibrosas e microfibrilas
elasticas que se ligam a derme. Toda essa estrutura da juncdo dermoepidérmica
concede a mesma as fungdes de aderéncia entre as camadas epiderme-derme e
ainda suporte mecanico para a epiderme (BRIGGAMAN; WHEELER, 1975;
TORTORA, 2016).

4.1.10. Derme

Como fungéo estrutural que tem, a derme € o tecido que suporta a epiderme.
Em cada local do corpo ela apresenta uma espessura diferente, chegando a ser até
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quarenta vezes mais espessa que a epiderme. Tecido conjuntivo constituido por
proteinas como colageno, elastina e reticulina, a derme (Figura 12) abriga ainda os
chamados anexos cuténeos (foliculos pilossebaceos, glandulas sudoriparas e
sebaceas) terminagdes nervosas e vasos sanguineos e linfaticos que lhes conferem
uma superficie irregular. Os fibroblastos sao as células de destaque desta camada,
responsaveis pela produgéo de elementos fibrilares como colageno e elastina, assim
como componentes néo fibrilares compondo a substancia fundamental amorfa ou
matriz extracelular (MEC) como as glicoproteinas, proteoglicanos e acido hialurénico.
Esta camada encontra-se dividida em duas regides: a derme papilar e a derme
reticular. A derme papilar, localizada proxima a epiderme, € a porcdo mais fina
composta por fibras elasticas que se organizam perpendicularmente a superficie,
representando aproximadamente dez por cento da espessura da derme e apresenta
colageno do tipo lll e elastina, dispersas e orientadas perpendicularmente em diregcéo
a superficie, além disso, possui abundante quatidade de vasos sanguineos, de
pequeno diametro, responsaveis pela oxigenagao e nutricdo. Ja a derme reticular é
um tecido denso de colageno tipo | e fibras elasticas organizadas paralelamente a
superficie. Esse tecido apresenta entdo um volume maior na derme, conferindo forca
e elasticidade da pele (HENDRIKS, 2005).

As fibras que constituem a derme sao as colagenas e as elasticas. As fibras de
colageno se encontram em maior quantidade formando uma rede emaranhada,
conferindo rigidez a derme. Em menor quantidade encontram-se as fibras de elastina,
com mais flexibilidade que o colageno elas sao responsaveis pelas propriedades
retrateis da pele (HENDRIKS, 2005).

4.1.12. Hipoderme

A hipoderme é formada pelo tecido adiposo e também podem variar em
espessura, como as demais camadas da pele, conforme a localizacdo do corpo
humano. Esta camada esta localizada logo abaixo da derme e é constituida de lobos
gordurosos e algumas fibras colagenas que se conectam a musculos e aos 0ssos. As
principais células da hipoderme sdo denominadas adipécitos e estdo localizadas
dentro dos lobos gordurosos. Essas células sdo arredondadas, podendo chegar a um
didmetro de aproximadamente 150 ym. Quando ocorre um intenso acumulo,
localizado, de lipideos em conjunto com a retengao de agua nesta camada, formam-

se as chamadas celulites. Esta camada desempenha fungdo importante de reserva
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energética, armazenada através de triglicerideos no citoplasma dos adipocitos; atua
como isolamento térmico, e atua na defesa mecanica além de sua fungdo enddcrina,
fundamental na regulacdo da glicose, colesterol e metabolismo de hormdnios sexuais
(KALININ; MAREKOQOV; STEINERT, 2001).

No proximo tépico, sera abordada uma breve revisdo sobre os efeitos da luz
solar na pele e sobre algumas patologias que possuem relagdo com estes

mecanismos.

4.2. EFEITOS DA LUZ SOLAR NA PELE HUMANA

A radiacdo solar UV desempenha um papel duplo na vida humana: é
fundamental para a produgéo de vitamina D, ao mesmo tempo que € um carcinégeno
potente e responsavel por grande parte do cancer de pele e outras alteragdes na
populagdo humana (BINIEK; LEVI; DAUSKARDT, 2012).

A radiagao Ultravioleta (UV) é dividida em trés tipos principais com base no
comprimento de onda: a radiagdo UVC (200-280 nm) € predominantemente filtrada
pela camada de ozbnio na estratosfera, a radiagdo UVB (280-320 nm) é absorvida
principalmente pela epiderme e UVA (320-400 nm) penetra mais profundamente na
derme, mas interage com o estrato corneo e também com a epiderme (BINIEK; LEVI;
DAUSKARDT, 2012; ZASTROW et al., 2009). A figura 3 demonstra um esquema da
estrutura da pele e a penetracéo de diferentes comprimentos de onda UV.
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Figura 3 - Esquema da estrutura da pele humana e penetragéo de diferentes
comprimentos de onda de UV
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Fonte: Adaptado de Biniek et al (2012)

A absorgao da luz visivel ou radiagdo ultravioleta (UV) pelos croméforos na pele
€ o principal fator responsavel por exercer os efeitos bioldgicos da luz na pele.
Cromoforos enddgenos podem ser as moléculas alvo desse processo (LIEBEL et al.,
2012). Eles podem causar danos diretos ou induzir danos indiretos as moléculas
adjacentes. A interacdo da luz UV com cromoforos pode levar a uma infinidade de
efeitos tais como a indugao de estresse oxidativo, ativagdo de fatores de transcrigcao,
danos a membrana celular e danos ao acido desoxirribonucléico (DNA), iniciando a
imunossupressao da pele (NAKASHIMA; OHTA; WOLF, 2017).

A UVB é responsavel por 80% dos efeitos cancerigenos da luz solar, enquanto
a UVA contribui apenas com os 20% restantes (ZASTROW et al., 2009). No caso do
UVB, as moléculas absorventes de luz mais importantes sdo as de DNA, o acido
urocanico e a melanina. O dano direto causado pela absor¢cdo de UVB nao € o unico
mecanismo para induzir modificagdes no DNA celular. Um segundo mecanismo
indireto para induzir danos ao DNA envolve as espécies reativas de oxigénio,
resultante da fotoexcitagado de fotossensibilizadores apds irradiacdo com UVA ou luz
visivel (YAAR; GILCHREST, 2007).
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A radiagao ultravioleta é capaz de induzir fotoprodutos mutagénicos ou lesdes
no DNA e acredita-se que desempenhe um papel importante no inicio do cancer de
pele. A melanina, a espessura epidérmica e o estrato cérneo atuam como filtros,
absorvendo e espalhando UVB, UVA, bem como a radiacdo visivel (YAAR;
GILCHREST, 2007).

Além da fotocarcinogénese, a exposigao cronica repetida a radiagdo UV leva
ao fotoenvelhecimento. A pele fotoenvelhecida é caracterizada clinicamente por rugas
finas e grossas, aspereza, ressecamento, flacidez, teleangiectasia, perda de
resisténcia a tragao e alteragbes pigmentares. Varios processos estdo envolvidos na
patogénese do fotoenvelhecimento. A caracteristica mais proeminente do
fotoenvelhecimento é a elastose (ARJMANDI et al., 2018; VELARDE et al., 2012).

4.2.1. O papel da radiagdao UV na melanogénese.

O processo de pigmentagao da pele, conhecido como melanogénese, depende
da sintese da melanina pelos melandcitos da epiderme, da transferéncia deste
pigmento para os queratindcitos presentes na epiderme e da secregao de fatores pro-
melanogénicos por fibroblastos que estdo na derme.

Quando a pele é exposta a irradiagcédo UV, o gene da proteina p53 no nucleo
dos queratindcitos é ativado em resposta ao dano do DNA. Esta ativagao de p53 leva
a clivagem da proopiomelanocortina (POMC), um precursor hormonal, que origina
varios produtos como a f3-endorfina e o a-horménio estimulante de melandcitos (a-
MSH). O a-MSH quando se liga aos receptores de melanocortina 1 (MCR1) em
melandcitos adjacentes, ativa via adenosina monofosfato ciclico (cCAMP), o principal
fator de transcricdo da melanogénese, o fator de transcrigdo associado a microftalmia
MITF ativa a transcri¢do da enzima tirosinase (TYR), responsavel pela hidroxilagao de
L-tirosina a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que, além de ser precursor na
biossintese das melaninas, € também encaminhado para a via das catecolaminas,
atuando separadamente nestas vias. A oxidagao de L-DOPA para dopaquinona (DQ)
€ 0 proximo passo da rota e também é catalisada pela TYR, sendo que a presencga de
cisteina ou glutationa a partir daqui direcionara este subproduto para a formagéo de
eumelanina (pigmento preto/marrom) ou feomelanina (pigmento vermelho/ amarelo)
(LO; FISHER; HOSPITAL, 2016; VIDEIRA; MOURA; MAGINA, 2013). O processo de
formagao da melanina € detalhado na Figura 4. O aumento da sintese da eumelanina
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protege o tecido do estresse oxidativo e da radiagdo UV e aumenta a ativdade de
reparagao do DNA. Enquanto a feomelanina, é menos ativa em proteger a pele contra
os raios UV além de ser fotossensibilizante, o que culmina no aumento de espécies
reativas de oxigénio que podem lesionar o DNA (SCHIAFFINO, 2010).

Figura 4 - Fisiologia da indugcédo da melanogénese

] Co s
T’f.h - » Melanocyte __/
L N [y X ‘w.v\/r’igment ‘
UViight \ production /
Keratinocyte \ MCIR /- > %3 J
. . — - . ”
e .39 s - "AMP"’ //
| o 2 .*, &;—»MWF, -
- . J
. /
s o||€0 0 g oo ' = |
DNA 3~ 9
damage . ® o e e
— —>POMC Melanasome transfer
| ‘
P53 ) e Lils
. VIS POMC | - a Analgesia
— B-endorphin — L
& = Dependency

Fonte: Adaptado de Lo & Fisher (2016)

Atualmente diversas pesquisas tém sido conduzidas para melhor
compreender todos os fatores envolvidos na melanogénese (SERRE; BUSUTTIL;
BOTTO, 2018). O estudo recente de Regazzetti et al. (2017) demonstrou que a luz
azul esta envolvida na hiperpigmentacdo na pele humana. Os autores usaram luz
azul-violeta com comprimento de onda de 415 nm e observaram uma cascata de
reacdes que levaram a ativacdo de MITF, que por sua vez controla o aumento de
tirosinase e consequentemente a melanogénese (REGAZZETTI et al., 2018; SERRE;
BUSUTTIL; BOTTO, 2018).

Nos ultimos anos, a fototerapia com luz visivel vem ganhando interesse na
pratica dermatoldgica. No entanto, os efeitos da luz visivel na pele sdo apenas
parcialmente conhecidos (KLEINPENNING et al., 2010).

Teoricamente, a luz azul poderia induzir efeitos biolégicos comparaveis a
radiacdo UVA, porque os comprimentos de onda da luz azul estdo intimamente
relacionados ao espectro UVA. Esta estabelecido que o UVA tem efeitos sobre o
fotoenvelhecimento e esta associado a efeitos colaterais cancerigenos a longo prazo.
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Alguns estudos tém mostrado que a irradiagao préxima aos UVA resulta em efeitos
semelhantes aos da luz azul (KLEINPENNING et al., 2010; REGAZZETTI et al., 2018).

4.3. ALTERACOES DE PELE RELACIONADAS A EXPOSICAO DE LUZ SOLAR
4.3.1. Envelhecimento cutaneo

As mudangas histologicas e bioquimicas causadas pelo envelhecimento
cutaneo sao resultados de fatores endogenos (alteragdes genéticas, hormonais ou
metabdlicas) e fatores exdgenos (agressdes de produtos quimicos, poluigdo ou
radiacdo ultravioleta). Assim, os fatores endogenos estdo relacionados ao
envelhecimento intrinseco ou envelhecimento natural. As modificagdes cutaneas
ocorrem progressivamente e sdo mais moderadas, acometendo a morfologia do tecido
que esta protegido da radiagéo solar. Ja os fatores exdgenos estdo relacionados ao
envelhecimento extrinsecos (ou actinico). As alteragbes, neste caso, sdo mais
intensas e tem como alvo as areas que estdo desprotegidas ou expostas a radiagao
solar com mais frequéncia. Sendo assim, os acumulos dessas alteragbes tanto
intrinsecas quanto extrinsecas atuam sinergicamente afetando as estruturas celulares
do tecido cutaneo e resultando em alguns efeitos visuais como as rugas, por exemplo
(MAKRANTONAKI; ZOUBOULIS, 2007).

4.3.2. Melasma

Melasma é uma hipermelanose comum, adquirida, simétrica, caracterizada por
maculas acastanhadas, mais ou menos escuras, de contornos irregulares, e limites
nitidos, nas areas fotoexpostas, especialmente, face, fronte, temporas e, mais
raramente, no nariz, palpebras, mento e membros superiores.(MIOT et al., 2009)
Trata-se de uma patologia cuténea facilmente diagnosticada ao exame clinico, porém,
apresenta uma cronicidade caracteristica, com recidivas frequentes, grande
refratariedade aos tratamentos existentes e ainda muitos aspectos fisiopatoldgicos
desconhecidos (OGBECHIE-GODEC; ELBULUK, 2017).

Diversas etiologias distintas parecem estar envolvidas no desenvolvimento do
melasma, entretando nenhum pode ser categorizado como fator de desenvolvimento
individual. Dentre estes: influéncias genéticas, exposicéo a radiacdo UV, gravidez,
terapias hormonais, cosméticos, drogas fototoxicas, endocrinopatias, fatores
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emocionais, medicagdes anticonvulsivantes e outros com valor historico (MIOT et al.,
2009; OGBECHIE-GODEC; ELBULUK, 2017). Porém, parece que predisposi¢céo
geneética e exposicao as radiagdes solares desempenham um papel importante, tendo
em vista que as lesdes de melasma s&o mais evidentes, durante ou logo apos
periodos de exposigao solar (MIOT et al., 2009; OGBECHIE-GODEC; ELBULUK,
2017). O ponto chave para determinar o dano real a pele é a dose acumulativa de luz
natural e artificial durante o dia, além da crescente exposi¢cado noturna a luz artificial
emitida pelas telas dos dispositivos eletronicos. Portanto, mais estudos levando em
consideragao mais parametros além dos comprimentos de onda, como doses totais
recebidas, irradiancia e tempos de exposi¢ao crdnica, sdo necessarios para avaliar o
real dano acumulativo a pele (MAKRANTONAKI; ZOUBOULIS, 2007).

4.3.3. Nevos melanociticos

Os nevos melanociticos sdo proliferagdes benignas de células melanociticas
(também conhecidas como células nevo) organizadas em ninhos na epiderme, derme
ou em outro tecido (VIANA; GONTIJO; BITTENCOURT, 2018). Os nevos podem
representar tanto lesdes precursoras quanto marcadoras para o desenvolvimento de
melanomas (CARTAXO, 2008). O uso generalizado de diodos emissores de luz
(LEDs) e o uso cada vez maior de smartphones, tablets, laptops e computadores de
mesa levaram a um aumento significativo na exposigéo da pele a luz visivel de curto
comprimento de onda. Estudos recentes mostram que a exposi¢ao de células da pele
humana a luz emitida por dispositivos eletrdnicos, mesmo para exposi¢cdes de apenas
1 hora, pode causar geragao de ERO, apoptose e necrose (ARJMANDI et al., 2018;
CARTAXO, 2008; GODLEY et al., 2005; NAKASHIMA; OHTA; WOLF, 2017).

4.3.4. Melanomas

Pouco se sabe sobre os efeitos da luz visivel nas células de mamiferos.
Recentemente, descobrimos que a luz azul ndo apenas suprimiu o crescimento das
células de melanoma B16 de uma maneira dependente do tempo, mas também inibiu
a metastase das células de melanoma B16 para o pulmdo. Essas descobertas
sugerem que a exposigcao a luz azul modifica as fungdes das células de melanoma

B16. a luz azul suprime a formagéo de melanina apds a exposi¢éo repetida aos UVB.



33

Investigagbes adicionais com varias luzes, como a luz azul, podem levar a uma nova
abordagem para o cuidado da pele afetada por ultravioleta, como a hiperpigmentacéo
(OHARA et al., 2004).

4.4. METODOS PARA AVALIACAO DA PELE
4.4.1 Espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman in vivo permite identificar e caracterizar,
em tempo real, as alteragdes bioquimicas de tecidos vivos. Além de alta sensibilidade
e especificidade, ndo é invasiva e pode ser utilizada no estudo dos principais
constituintes da pele, como lipideos, proteinas e agua. O efeito Raman constitui-se no
espalhamento da luz apds interacdo com o material, alterando suas vibracdes
moleculares. O espectro vibracional fornece a impressao digital da amostra, ou seja,
reflete seus grupos funcionais (CARTAXO, 2008).

O efeito Raman ¢é descrito sendo a analise das frequéncias de oscilacdo das
moléculas contidas em uma determinada amostra (DOS SANTOS et al., 2017). Essa
oscilagéo (vibragao) esta intimamente relacionada com a caracteristica da geometria
e as ligagdes quimicas das moléculas (DAS, R. S., AGRAWAL, 2011). Sendo assim,
a luz laser (radiagdo monocromatica) incide sobre uma molécula e a espectroscopia
Raman mede o espalhamento inelastico do laser, caracterizado pela conservacao de
energia. Existem trés tipos de espalhamentos:

. Espalhamento Rayleigh: quando o féton da radiagdo incide sobre a
amostra, sofre interagdo com a mesma, mas n&o ha troca de energia (foton incidente
tem a mesma energia que o féton espalhado).

. Espalhamento Stokes: quando o féton que incide sobre a amostra perde
energia (absorg¢ao) ao interagir com as moléculas ali contidas, retornando um espectro
com menor frequéncia.

. Espalhamento anti-Stokes: foton incidente interage com as moléculas da
amostra (que estavam previamente em estado de maior energia), ganhando energia.

Portanto, cada molécula que compde a amostra bioldgica a ser analisada, da
origem a um espectro diferente, dependente do seu modo vibracional (LOPES, Monica
Bergamo et al., 2016).
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A espectroscopia Raman Confocal tem grande aplicabilidade no campo da
medicina. A fonte de luz € emitida pelo laser e focada diretamente na amostra por uma
objetiva de microscopio. O sinal Raman é retroespalhado e reorientado para uma
abertura, que funcionara como um filtro. Esse sinal filtrado é direcionado para o
espectrometro onde é medido em um detector CCD (dispositivo acoplado) que
produzira o espectro.(DOS SANTOS et al., 2017)

Essa tecnologia traz informagdes da composigédo quimica da pele em diferentes
profundidades, com imagens tridimensionais, sendo as identificagbes moleculares
rapidas e com uma elevada resolugdo espacial. Assim, a espectroscopia Raman
Confocal é hoje um método nado invasivo que permite a obtengcdo de informagdes
detalhadas da pele humana, in vivo, sem desconforto fisico (como dissecagdo) para
os voluntarios em estudo e em tempo real (TEIXEIRA, 2013).

A espectroscopia Raman Confocal tem grande aplicabilidade na pesquisa de
pele humana. A analise dos constituintes bioquimicos bioquimicos da pele tem sido
utilizado no campo da dermatologia e cosmética tem ajudado na busca de novas
formulagdes farmacéuticas, contribuindo com a prevencdo e manutencado da saude
da pele, bem como para caracterizar alteragdes decorrentes da exposicao a fatores
exdgenos, como por exemplo, diferentes espectros de luz (DAS, R. S., AGRAWAL,
2011; DOS SANTOS et al., 2017; LOPES et al., 2016).

4.4.1.2. Aplicacoes

A espectroscopia vibracional tem avangado muito na sua tecnologia. Esse
desenvolvimento emerge de diferentes campos da ciéncia (campos como defesa
militar e agricultura), sendo de uso multidisciplinar e com interesse em solucionar da
melhora maneira os problemas biomédicos. E uma metodologia revolucionaria que
permite a aquisi¢ao de grande volume de dados e com agil processo de interpretagcao
e analise. Na medicina, esta ferramenta tem uma excepcional participacdo nos
cuidados da saude, envolvendo os seguimentos diversos como analises quimicas,
patoldgicas e imagens médicas (DOS SANTOS et al., 2017).

Na cosmetologia o método Raman se destaca na analise da composigao
quimica da pele, trazendo informagdes qualitativas e quantitativas dos seus
constituintes. S&o possiveis estudos da concentracdo hidrica das camadas
superficiais da pele (que tem como ponto principal a analise da funcéo de barreira da
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pele), analise de transporte de ativos transepidermais administrados topicamente
(podendo monitorar o tempo-dependente para as modificagbes bioquimicas ou
profundidade em que o ativo atinge para obter seu efeito terapéutico), estudos das
concentragdes dos constituintes bioquimicos em diferentes locais do corpo, antes e/ou
apos o uso de uma formulagéo farmacéutica, diagnostico de patologias cutaneas (pela
analise das concentragdes ou alteragdes bioquimicas) (DOS SANTOS et al., 2017;
LOPES, 2016). Outrossim, diversos estudos tém se utilizado da espectroscopia
Raman para avaliar o efeito bioquimico na pele frente a exposicdo a diferentes
agentes externos, como por exemplo, a luz UV, radiagdo infravermelho e outros
(ASHTIKAR et al., 2013; DARVIN et al., 2010, 2011; DAS, R. S., AGRAWAL, 2011).

4.5. HIPOTESE DO ESTUDO

A hipétese do presente estudo € de que a exposicao a luz azul correspondente
a luz da radiacao solar direta promove alteragbes bioquimicas nas pele humana e a

espectroscopia Raman é capaz de identifica-las.
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5 MATERIAIS E METODO

5.1. ASPECTOS ETICOS

O procedimento experimental foi submetido a analise e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Brasil sob o numero de protocolo
88542518.0.0000.5494. Todos os sujeitos da pesquisa concordaram e assinaram o

consentimento pés-informado.

5.2. TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo monocéntrico, retrospectivo, baseado na analise de um
banco de dados com coleta prospectiva realizado de acordo com o procedimento
operacional da DermoProbes, estabelecido para a realizagdo de um projeto teste. Os
dados considerados para este estudo foram apenas aqueles referentes a pele virgem,
sem a aplicagdo de qualquer produto, deste modo os objetivos propostos de avaliar
apenas o efeito da luz azul nas caracteristicas gerais da pele poderdo ser
contemplados.

5.3. LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Espectroscopia Vibracional Biomédica,
fiiado a DermoProbes, que possui infraestrutura adequada para recepg¢ao adequada
dos participantes do estudo, bem como para coleta e analise dos dados de interesse.
A Figura 5 apresenta infraestrutura do laboratério onde a pesquisa foi realizada.

Figura 5 - Infraestrutura do Laboratério onde os Experimentos Foram Conduzidos

Fonte: Acervo Préprio
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5.4. POPULACAO DE ESTUDO

Os participantes de pesquisa foram selecionados por uma empresa
especializada no recrutamento e conferéncia da aptiddo dos mesmo para participagao
do estudo.

Critérios de incluséo:

0 Participantes de pesquisa do sexo feminino ou masculino;

0 Participantes de pesquisa com idade entre 19 a 55 anos;

0 Pele integra na regido a ser testada;

0 Concordancia em obedecer aos procedimentos do ensaio e comparecer

ao centro de pesquisa nos dias e horarios determinados para as avaliacdes;

0 Assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido.

Critérios de exclusao

0 Gestagéo/ lactagdo ou intengéo de engravidar no periodo do estudo;

0 Uso dos seguintes medicamentos de uso topico ou sistémico:
imunossupressores, anti-histaminicos, anti-inflamatorios ndo hormonais, e corticoides
até 30 dias antes da selecdo ou considerando-se imunossupressores, o intervalo
devera ser de 3 meses antes da selec¢ao;

0 Antecedentes atdpicos ou alérgicos a produtos cosméticos;

0 Afecgdes e/ou lesdes cuténeas ativas (local e/ou disseminadas) na area
de avaliagao;

0 Marcas na area experimental que interfiram na avaliagao de possiveis

reacdes na pele;

0 Patologias que causam supressao da imunidade, tais como diabetes,
HIV, etc.;
0 Patologias endocrinas tais como tireoidopatias, disturbios ovarianos ou

de glandula adrenal,

0 Participantes de pesquisa portadores de imunodeficiéncia congénita ou
adquirida conhecidas;

0 Histérico clinico relevante ou atual evidéncia de abuso de alcool ou
outras drogas;

0 Historico conhecido ou intolerancia suspeita a produtos da mesma
categoria;
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0 Tratamento estético ou dermatolégico na area de avaliagdo até 02
semanas antes da selec¢ao;

0 Outras condi¢cdes consideradas pelo médico avaliador como razoaveis
para desqualificacdo da participacdo do estudo. Se sim, devera ser descrito em

observagao na ficha clinica.

5.5. PROCEDIMENTOS

As regides da pele de interesse foram previamente definidas como a regido
distal inferior da pele sob a primeira falange das méos, conforme apresentado na
Figura 6. A escolha dessa regidao advém do pressuposto na literatura de se tratar de
uma area rica em betacaroteno (RINNERTHALER et al., 2015), o que permitiu ao

estudo compreender o comportamento dessa substancia frente a exposi¢ao a luz azul.

Figura 6 - Delimitacdo da regido de interesse

Fonte: Acervo Proéprio

5.5.1. Irradiagao da Luz Azul

Apos a delimitagdo exata e marcagao da pele na regido de interesse de forma
padronizada em todos os sujeitos, essas regides das méos direitas e esquerdas foram
expostas a irradiagao de luz azul, conforme apresentado na Figura 7A. A distancia
entre a fonte do LED e a mao foi padronizada e controlada em todos os participantes,
de aproximadamente 1cm. A luz utilizada foi proveniente de LEDs azuis que emitem
comprimento de onda de 400 a 480nm e centrados em 450 nm, equivalente ao
componente da luz solar direta (KLEINPENNING et al., 2010). A regido de interesse
das mé&os dos sujeitos foi exposta ao LED por 15, 30 e 45 minutos, o que corresponde

a uma dose média de luz de 100 J/cm?, 200 J/cm? e 300 J/cm?, respectivamente. A
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poténcia do LED foi de 100mW. Antes, durante e apods o procedimento, a temperatura
da superficie de pele foi medida utilizando-se um termémetro sem contato (Fluke 62
Max+, Figura 7B) para evitar o aquecimento local e a interféncia do calor nas
medi¢des. A intensidade da luz foi rigorosamente controlada a partir de um medidor
de dose de radiagdo LED azul (OPHIR Starling -EUA, Figura 7C).

Figura 7 - Instrumentos Utilizados Durante o Procedimento

Fonte: Acervo Proéprio

5.5.2. Obtencao dos Espectros da Pele

A coleta dos espectros da pele foi obtida em quatro tempos distintos. No

TO antes da irradiagdo com luz azul descrita no item anterior, e no T1, T2 e T3

imediatamente apds a irradiagédo com luz azul, apds 15, 30 e 45 minutos de irradiagao.

Para analise bioquimica da pele foi utilizado o espectrometro Raman Confocal

in vivo, da River Diagnostics, modelo 3520, especifico para analises de pele humana,

apresentado na figura 8A. Neste aparelho, foi utilizado um laser de excitagdo de 785

nm com uma poténcia de 21 nW. A faixa espectral foi entre 400-1800 cm™'. A palma

da méo do participante da pesquisa foi posicionada no foco de uma lente objetiva de
microscopio sob uma janela de quartzo, conforme apresentado na Figura 8B.
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Figura 8 - (A) Sala de realizagdo das medidas e equipamento acoplado ao software
onde sao obtidas os espectros Raman. (B) Medi¢cédo da expectroscopia na méao de

um dos participantes do estudo.
‘O

Fonte: Acervo Préprio

A medicao da pele dos participantes foi realizada de 0 a 60 ym, a partir de 2
procedimentos de coleta:

1) De 0 a 20 ym de profundidade, que corresponde ao estrato corneo da
epiderme. Nesta etapa as medi¢des foram a cada 2 uym,;

2) De 20 a 60 um de profundidade, que corresponde as demais camadas da
epiderme, descritas no presente estudo como — epiderme viavel. Nesta etapa as
medi¢des foram a cada 5 pym.

As medidas foram separadas dessa forma pois a espectroscopia Raman é
capaz de caracterizar bem a diferenciagdo dessas duas camadas (DOS SANTOS et
al., 2017).

Para a analise dos espectros Raman, os dados espectrais foram comparados
com a pele antes e apos a irradiagao. Os softwares Minitab, Skintools® e Origin 8.5
Pro foram usados para processar os dados.

Para identificar as assinaturas espectrais que evidenciam as altera¢gdes entre a
pele virgem e as peles irradiadas com 100 J/cm?, 200 J/cm? e 300 J/cm?, foi realizado
o0 método estatistico de Analise de Componentes Principais. Este método revela os
modos de vibragdo em que as principais diferencas acontecem. Os modos de vibragéo
das assinaturas na regido do estrato corneo e epiderme sao apresentados
separadamente para a incidéncia de LED em 100 J/cm?, 200 J/cm? e 300 J/cm?,
baseados nas analises dos picos e vales que analisados como assinaturas das
diferengas entre o grupo virgem e irradiado.
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6 RESULTADOS

6.1. PERFIL DA AMOSTRA

A amostra consistiu de 10 participantes de pesquisa sendo 50% masculinos e
50% femininos. Quanto ao fototipo da pele, 50% foram classificados como fototipo Il
e 50% como fototipo Il segundo a tabela de Fitzpatrick. A idade média dos

participantes foi de 34 anos.

6.2. CARACTERIZACAO DO DANO A PELE HUMANA DEVIDO A INCIDENCIA DA
LUZ AZUL.

O presente estudo identificou quais os danos causados pela incidéncia da luz
azul.

Neste sentido, o seguinte teste foi realizado:

TO0: medida da pele virgem do participante sem irradiacéo LED;

T1: medida da pele do participante apds 15 minutos de irradiagado do LED;

T2: medida da pele do participante apds 30 minutos de irradiagao do LED;

T3: medida da pele do participante apds 45 minutos de irradiacdo do LED;

Um exemplo de espectros coletados na pele virgem (T0) é mostrado na Figura
9. Assim, foi caracterizada a constituigdo bioquimica inicial da pele antes da
irradiacédo, em profundidade, desde a superficie até a epiderme.
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Figura 9 - Espectros da pele virgem desde a superficie da pele (0 um) até 11 pm
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Fonte: Autoria Propria

Os espectros Raman foram coletados de 0 a 60 pm de profundidade na pele.
Assim, foi possivel avaliar os danos causados no estrato cérneo e na epiderme viavel.
Os dendogramas mostrados a seguir (Figuras 10 - 13) revelam a similaridade entre
0s espectros coletados a cada profundidade. Para a construgao deste dendograma foi
realizado o método estatistico de analise de cluster (Ward com distancias
Euclidianas).

A Figura 10 apresenta um dendograma da analise de similaridade da pele
virgem. Os dois bragos do dendograma mostram que duas regides da pele foram
medidas. Assim, € possivel distinguir quais os espectros correspondem ao estrato
cérneo e quais correspondem a epiderme viavel. Com isso, pode-se comparar as
diferengas entre um estrato cérneo virgem e o com dano devido a luz azul. O mesmo

e feito para epiderme.
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Figura 10 - Analise de similaridade entre os espectros coletados em uma pele
virgem, para as diversas profundidades. O cluster com TO_5 até TO_12 caracterizam
o estrato corneo e o cluster de TO_13 até TO_20 mostram a epiderme viavel.
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Fonte: Autoria Prépria

6.2.1 Caracterizacao do dano ap6s 15 minutos de irradiagdo do LED (100 J/cm?)

Apos a irradiacdo do LED azul por 15 minutos verificou-se a formagao de um
subgrupo no estrato corneo, como pode ser visto na Figura 11. A diferenga entre os
dois subgrupos é de aproximadamente 20%. Este subgrupo mostra que existe uma

maior formag&o de danos nos 10 primeiros micrometros.
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Figura 11 - Analise de similaridade entre os espectros coletados em uma pele apos
15 minutos de irradiagdo com LED azul, para as diversas profundidades
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Fonte: Autoria Prépria

O dendograma da Figura 12 mostra a diferenga principal entre as camadas do
estrato corneo e da epiderme para TO e T1, ou seja, compara a pele irradiada com a
pele virgem e demonstra a formagdo de dois subgrupos em cada brago. Cada
subgrupo € identificado como predominantemente de TO ou T1. Assim, mostra-se que
existe diferenca de aproximadamente 20% entra o estrato corneo virgem e o irradiado
com 100J/cm?. Também verifica-se, no braco vermelho, a diferenca de

aproximadamente 25% entre a epiderme virgem e a epiderme irradiada.
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Figura 12 - Dendograma comparativo entre o grupo virgem (T0) e o grupo irradiado
com 100J/cm2 (T1) , em fungao da profundidade. TO_5 e T1_5 s&o superficies do
estrato corneo e TO_20 e T1_20 sdo medidas a 52 ym
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Fonte: Autoria Prépria
A Tabela 1 mostra todos os modos de vibrag&o assinaturas na regiao do estrato
corneo e epiderme para incidéncia de LED em 100 J/cm?, baseados nas analises dos

picos e vales que analisados como assinaturas das diferengas entre o grupo virgem e
irradiado.

Tabela 1 - Assinaturas espectrais dos dados devido a 100 J/cm2

Estrato Corneo Epiderme
Assinatura (cm) Assinatura (cm)

TOxT1 424, 534, 636, 728, TOXT1 534, 630, 808, 854,
100 J/cm? 856, 884, 908, 938 100 J/cm? 884, 902, 938, 1002,
966, 1002, 1008, 1028, 1032, 1043, 1088,
1062, 1102, 1126, 1126, 1160, 1176,
1204, 1264, 1282, 1202, 1226, 1260,
1354, 1410, 1420, 1314, 1350, 1408,

1458, 1576, 1610, 1650 1450, 1490, 1654

Fonte: Autoria Propria
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Destacam-se na tabela, as assinaturas espectrais na banda de 534 cm’
(ligagbes disulfeto), 856 cm™ (tirosina), 1002 cm™ (fenilalanina), 1008 cm"’
(betacaroteno) e 1650 cm™ (Amida ).

6.2.2 Caracterizacao do dano ap6s 30 minutos de irradiagdo do LED (200 J/cm?)

Apds 200J/cm? de incidéncia de LED, a formagdo de subgrupos se manteve e
o valor das diferengas entre eles também (20%). No entanto, a diferenga verificada
entre o estrato cérneo e a epiderme aumentou para 40%, como pode ser observado
no “nd” de unido entre os bragos principais da Figura 13 (linha azul).

Figura 13 - Analise de similaridade entre os espectros coletados em uma pele apods
30 minutos de irradiacdo com LED azul, para as diversas profundidades.
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Fonte: Autoria Prépria

Quando comparada a pele virgem com irradiada, verificou-se que a divisdo
entre os grupos verdes e vermelhos, apresentados na Figura 14, ndo tem como fator
de diferenciacao a constituicdo bioquimica da camada, mas sim, a formagao de dano.
Assim, o efeito do dano na diferenga da pele é superior a constituicdo bioquimica das
camadas. A Figura mostra ainda, que no brago vermelho existe a presenga de dano
alto até aproximadamente 10 um, dano moderado de 10 a 33 pm e dano leve, de 38
a 52 pum.
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Figura 14 - Dendograma comparativo entre o grupo virgem (T0) e o grupo irradiado
com 200J/cm2 (T2) , em fungao da profundidade. TO_5 e T2_5 s&o superficies do
estrato corneo e TO_20 e T2 20 sdo medidas a 52 ym
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A Tabela 2 mostra todos os modos de vibrag&o assinaturas na regiao do estrato
corneo e epiderme para incidéncia de LED em 200 J/cm?

Tabela 2 - Assinaturas espectrais dos danos devido a 200 J/cm2

Estrato Corneo Epiderme
Assinatura (cm) Assinatura (cm)
TOXT2 534, 596, 634, 776, TOXT2 508, 620, 824, 880,
200 J/cm? 852, 876, 902, 944, 200 J/cm? 944, 1002, 1028, 1086,
1000, 1008, 1026, 1126, 1210, 1242,
1078, 1166, 1208, 1350, 1404, 1476,
1262, 1311, 1354, 1654

1404, 1438, 1458,
1597, 1650, 1690
Fonte: Autoria Prépria

Destacam-se na tabela para o estrato cérneo as assinaturas espectrais na
banda de 852 cm™ (Fenilanina), 876 cm™ (L — Glutamato), 902 cm™' (Valina), 904 cm-
! (Acido Lipoico), 1008 cm™* (Betacaroteno) e as bandas entre 1400 cm™a 1500 cm™
que representam os lipideos. E na epiderme viavel, destaca-se as assinaturas na

banda de 1654 cm™ referente a amida I.
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6.2.3 Caracterizagio do dano apés 45 minutos de irradiagdo do LED (300 J/cm?)

Apds 300J/cm? de incidéncia da luz azul, a pele apresentou a manutengdo dos
dois subgrupos com 20% de diferengas. No entanto, as diferengas entre estrato
cérneo e epiderme aumentaram para aproximadamente 45%, como € possivel

observar na Figura 15.

Figura 15 - Analise de similaridade entre os espectros coletados em uma pele apods
45 minutos de irradiagdo com LED azul, para as diversas profundidades
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Fonte: Autoria Propria

Quando comparada a pele virgem com a pele irradiada por 45 minutos,
observa-se, na Figura 16, que a separagao entre o grupo virgem e o grupo irradiado
€ completa: todas medidas de TO estdo no brago verde e todas as medidas de T3
estdo no brago vermelho. Além disso, as diferengas entre os grupos séo de

aproximadamente 80%.
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Figura 16 - Dendograma comparativo entre o grupo virgem (T0) e o grupo irradiado
com 300J/cm2 (T3) , em fungao da profundidade. TO_5 e T3_5 s&o superficies do
estrato corneo e TO_20 e T3 20 sdo medidas a 50 ym
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Fonte: Autoria Prépria

A Tabela 3 mostra todos os modos de vibrag&o assinaturas na regiao do estrato
corneo e epiderme para incidéncia de LED em 300 J/cm?

Tabela 3 - Assinaturas espectrais dos danos devido a 300 J/cm?

Estrato Corneo Epiderme
Assinatura (cm) Assinatura (cm)
TOXT3 534, 634, 850, 944, TOXT3 498, 624, 856, 880,
300 J/cm? 1028, 1076, 1128, 300 J/cm? 932, 1002, 1028, 1046,
1178, 1204, 1264, 1088, 1124, 1176,
1354, 1408, 1440, 1210, 1256, 1310,
1458, 1654 1350, 1380, 1402,

1420, 1450, 1652

Fonte: Autoria Prépria

Para 300 J/cm?, no estrato corneo, verifica-se que a maior alteragdo ocorre no
pico da Amida I. Na epiderme destaca-se as assinaturas espectrais nas bandas 856
(acido oleico) e 1652 cm™' (Amida Il).
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Desta forma, verifica-se que diferentes doses atuam em diferentes grupos
moleculares do estrato corneo e da derme. Quando o dano € intenso as proteinas séo
as mais atingidas e quando o dano é menor aciona-se o antioxidante betacaroteno e
aminoacidos como tirosina e fenilalanina.

Apesar de identificarmos estes estagios de dano, uma mesma dose aplicada
nos participantes de pesquisa pode resultar em danos diferentes devido a condi¢ao
inicial da pele do participante. Assim, uma pele de um participante pouco saudavel,
com pouco betacaroteno e com processos oxidativos espurios, quando irradiada com
100 J/cm? pode apresentar como primeiro efeito os danos nas proteinas e ndo em

aminoacidos e betacaroteno.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo se destaca por apresentar os efeitos de diferentes
exposi¢des de luz azul a pele de pacientes saudaveis a partir da espectroscopia
Raman. Com as analises apresentadas, foi possivel identificar que a irradiagcéo azul
de 100 J/cm?, 200 J/cm? e 300 J/cm? causam danos na pele e a Espectroscopia
Raman Confocal € capaz de detectar as alteragdes existentes.

Esta técnica é baseada na irradiagéo do tecido bioldgico por um laser. A energia
espalhada pela amostra tem informagbes sobre as ligagées quimicas, podendo
determinar o aumento ou decréscimo da quantidade de um dado grupo molecular.
Estes dados podem ser monitorados em tempo real, sem nenhuma degradacgéo da
amostra (OLIVEIRA et al., 2012; TEIXEIRA, 2013). De fato, a espectroscopia Raman
tem mostrado ser uma ferramenta bastante versatil, sendo utilizada tanto no
diagnodstico de doengas, quer seja in vivo, (RANIERO et al., 2011) como também na
analise de fluidos corporais.

A obtencé&o das caracteristicas vibracionais de varias moléculas biologicas em
escala celular e tissular foram obtidas instantaneamente em nosso estudo, n&o
necessitando de um pré-processamento da amostra ou preparo do tecido, uma
vantagem que também ja foi destacada por outros autores (DOS SANTOS et al., 2017;
FORSTER et al., 2011; LOPES, Monica Bergamo et al., 2016).

Muitas técnicas sao adotadas para monitorar mudancas na pele, a maioria das
metodologias, que sdo comumente empregadas, envolvem a remogao de partes do
tecido ou bi6psia (LOPES, Monica Bergamo et al., 2016). Neste contexto, a
espectroscopia opitca tem sido considerada uma ferramenta potencial para avaliar e
diagnosticar alteracdes de forma n&o invasiva (OLIVEIRA et al., 2012).

A luz utilizada neste estudo foi proveniente de LEDs azuis que emitem
comprimento de onda de 400 a 480nm e concentrados em 450 nm. As doses médias
utilizadas correspondem a um componente de luz de alta energia da radiag&o solar
direta (GODLEY et al., 2005; KLEINPENNING et al., 2010; NAKASHIMA; OHTA;
WOLF, 2017). As alteragdes moleculares encontradas aqui permitem, entao, estimar
o efeito do componente visivel da luz solar nas estruturas da camada cornea e da
epiderme da pele e comparar esses achados com alteragcdes especificas de

determinadas doencas e patologias.
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Foram identificadas as assinaturas espectrais que evidenciam as alteragdes
entre a pele virgem e a pele irradiada. Nesta comparacéo, tanto para o extrato cérneo
da pele, quanto para epiderme, foi observada assinaturas espectrais na banda da
tirosina. O estudo de Oliveira et al. (2012) demonstrou que as bandas dos modos
vibracionais centradas aproximadamente em 808, 839, 1217 e 1591 cm™ sao
relacionadas a tirosina.

Este € um aminoacido responsavel pela sintese de melanina, sua producgao se
concentra no aparelho de golgi dos melandcitos. O pigmento é originado a partir da
polimerizagdo do aminoacido tirosina por intermédio da acédo da tirosinase, a qual
passa de um aminodacido incolor para um pigmento castanho enegrecido. A tirosina,
entdo polimerizada, deposita-se em vesiculas chamadas de menalossomas, as quais
se deslocam pelos prolongamentos citoplasmaticos dos melandcitos e sé&o
transferidos para os queratindcito através de secrecgao citdcrina, ou seja, é transferida
célula a célula. Os grénulos de melanina permanecem no citoplasma dos
queratindcitos (JULIANA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2012).

A descri¢ao dos efeitos da luz visivel € algo relativamente recente na literatura.
Liebel et al (2012) demonstrou que a irradiagao de luz visivel na pele humana induz a
producdo de espécies reativas de oxigénio, de citocinas pro inflamatorias e a
expressao de metaloproteinases de matriz. Utilizando-se de modelos clinicos, avaliou
a geracgao de radicais livres advindos do estresse oxidativo em niveis mais elevados
apos a exposicao a luz visivel. Os autores sugerem que outras partes do espectro
solar além da luz ultravioleta, particularmente a luz visivel, também podem contribuir
para os sinais de fotoenvelhecimento prematuro e para outras alteracdes na pele
(LIEBEL et al., 2012).

O trabalho de Oliveira et al. (2012) estudou a composi¢ao bioqumimica da pele
a partir da espectroscopia Raman e comparou os achados da pele de em pacientes
com diferentes idades, os autores observaram que em pacientes de idade mais
avancada houve um predominio da tirosina. O que pode ser explicado pelo fato de
essa substancia ser metabolicamente sintetizada a partir da fenilalanina e contem um
anel aromatico ligado a um grupo hidroxila, o que a faz mais hidrofilica do que a
fenilalanina. Esse aminoacido com a hidroxila participa de diversas sinteses
importantes, dentre elas o pigmento da melanina, como ja fora descrito nessa revisao.

Os autores do trabalho e Nicoletti et al. Sugeriram que com o aumento da idade ocorre
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maior concentragdo desse pigmento levando ao aparecimento de manchas
indesejadas na pele senil (NICOLETTI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2012).

Como constatado pelo presente estudo, a exposi¢ao a luz azul na frequéncia
correspondente ao componente da luz solar induz efeitos que a longo prazo podem
culminar em manchas e no processo de envelhecimento precoce. Em concordancia
com isso, o estudo de Kleinpenning et ai (2009) que avaliou clinica e histologicamente
a pele de individuos com pele normal expostos a curtos periodos a luz azul encontrou
achados de hiperpigmentacédo clinica minima na pele irradiada e pela histopatologia
encontrou um aumento significativo das células positivas para Melan-A, molécula
envolvida no processo da melatogénese (KLEINPENNING et al., 2010).

Além do fotoenvelhecimento, a expressao de tirosina na pele pela exposig¢ao a
luz solar também esta relacionada a outros processos fisiopatolégicos. Como foi
descrito uma molécula sintetizada a partir dela € a melanina. Considera-se a principal
funcado da melanina a protecgao celular contra possiveis danos causados pela radiagao
UV, por sua capacidade de absorver fétons principalmente em relacdo aos raios
ultravioleta B (YAMAGUCHI; BRENNER; HEARING, 2007). Além disso, este pigmento
pode atuar como scavenger de espécies reativas de oxigénio (EROS) (DAVID;
O’'SHEA; KUNDU, 2007; TADA; KOHNO; NIWANO, 2010). No entanto, estudos
demostram que a melanina pode exercer um papel tanto fotoprotetor como
fotossensibilizador (HILL et al., 2013). A fotoprotegdo da melanina relaciona-se com a
radiacdo UVB, a qual € absorvida pela epiderme. Ja a fotossensibilizacdo esta
relacionada com a radiagdo UVA e luz visivel. sendo sua penetragdo mais profunda
alcancando a camada da derme na pele (CHIARELLI-NETO et al., 2011).

Durante muito tempo considerou-se que apenas a radiacdo UV era capaz de
induzir a producdo de melanina. Com os dados do presente estudo n&do se pode
afirmar diretamente que o componente que utilizamos induziu a melanogénese,
entretanto as assinaturas de tirosina induzidas pela luz solar sugerem tal processo.
Regazzetti et al. (2017) demonstrou que a luz azul-violeta no comprimento de onda
de 415, valores préximos aos utilizados em nosso estudo, estimularam a
encefalopsina e ao aumento do calcio intracelular, que culminou na ativagao da MITF,
proteina que controla o aumento de tirosinase, finalmente levando a melanogénese
(REGAZZETTI et al., 2018).

A melanina quando excitada pode levar a geragéo de espécies como o oxigénio
molecular singleto ('02), podendo levar por consequéncia a formagéo de danos as



54

biomoléculas (HALLIDAY et al., 2007). O '0O2 é caracterizado como o estado
eletronicamente excitado do oxigénio molecular, sendo uma das formas mais reativas
e toxicas entre as EROS.

Cunha et al. (2012) demostraram que o estimulo com L-tirosina e NH4CI para
aumentar a sintese de melanina em células foi capaz de gerar EROS, demostrando
gue além da interacdo da melanina e seus precursores com a irradiagéo UV, a propria
melanogénese pode contribuir na geragdo de EROS (CUNHA et al., 2012).

Estudos realizados com os dois tipos de melanina, eumelanina e feomelanina,
e seu precursor, o acido 5,6-dihidroxi-indol-2-carboxilico (DHICA), mostraram que
esses compostos sdo capazes de promover quebras no DNA, podendo até mesmo
impossibilitar a acdo de enzimas de reparo (SUZUKAWA, 2012). Quando submetidos
a luz visivel, os melandcitos também podem sofrer danos, através da
fotossensibilizagdo da melanina e geragéo do 102, o que pode levar a fotoxidagéo do
DNA e a morte celular (CHIARELLI-NETO et al., 2011).

Todo esse processo descrito pode culminar em alteragdes especificas do DNA
e predisporem os individuos a ocorréncia de melanomas, que s&o tumores
considerados os mais agressivos entre os tipos de cancer de pele e os que possuem
maior letalidade e sabidamente a luz ultravioleta € um dos principais fatores
ambientias relacionados ao surgimento desse tumor (MARTINS, 2011). Outros
autores ja demonstraram que a influéncia da luz UV na fisiopatogénese do melanoma
é dose dependente (GAJULA; GADDAMEEDHI, 2015; HAYWOOD et al., 2003; HILL
et al., 2013), um achado que sugere e corrobora com o que foi encontrado por esses
autores € o fato de quando houve maior intensidade de irradiacdo de luz, no nosso
caso 300 J/cm?, as proteinas sdo mais atingidas, enquanto quando o dano é menor
aciona-se o antioxidante betacaroteno e aminoacidos como tirosina e fenilalanina.

Os radicais livres sdo compostos importantes no sistema de processamento de
sinais no ser humano organismo e na agéo contra virus e bactérias. Por outro lado, se
o numero de radicais livres exceder um limite critico, eles destroem células e
componentes celulares e causam danos a pele em diferentes formas como ja
descritos, por exemplo, envelhecimento prematuro da pele e até cancer de pele
(BIESALSKI; OBERMUELLER-JEVIC, 2001). Um sistema de protegdo foi
desenvolvido pelo ser humano organismo para combater a agcdo destrutiva dos
radicais livres. Este sistema de protegcdao é composto por substancias antioxidantes
qgue formam cadeias de protecao.
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Essas estruturas antioxidantes, que também foram assinaturas espectrais
encontradas pelo estudo, desempenham um mecanismo de defesa contra a
quantidade excessiva de radicais livres, e se baseia na interagdo dessas substancias
como carotenoides (betacaroteno, licopeno, luteina, zeaxantina e seus isébmeros),
vitaminas (A, C, D e E), enzimas (superéxido desmutase, catalase, glutationa
peroxidade) e outros compostos como o acido lipoico, selélio e coenzima Q10. Esses
antioxidantes atual como uma “cadeia de protecédo”, ou seja, possuem uma agéo
sinérgica, portanto protegendo uns aos outros contra destruigdo direta durante a
neutralizagéo de radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (DARVIN et al.,
2011; STAHL; SIES, 2012).

O estudo de Haag et al (2011) demonstrou a partir da espectroscopia Raman
que os carotenoides podem servir como substancias marcadoras para rede do
antioxidante da pele humana, apoiando a tese de que diferentes antioxidantes
protegem uns aos outros em uma rede ou cadeia de reagdes (HAAG et al., 2011).
Diversas situagdes sao capazes de ativar essa cadeia de protegao dos antioxidantes,
a literatura descreve, por exemplo, agressoes fisicas e exposigcdes ambientais, sendo
a principal delas a exposig¢ao a luz ultravioleta (THIELE et al., 2003). Entretanto, a
formacéao de radicais livres e consequente ativacdo dessa cadeia ndo se da apenas
pela luz ultravioleta. O estudo de Darvin et al. (2010) demonstrou que a irradiagao
infravermelha (IV) pode produzir radicais livres na pele a partir de dois métodos. Neste
estudo, os autores observaram a degradagdo dos antioxidantes carotenoides —
betacaroteno e licopeno — in vivo por espectroscopia Raman, apds a irradiacao IV e
descreveram também a observagéao direta dos radicais livres apés irradiagéo da pele
por espectroscopia de ressonancia paramagneética (DARVIN et al., 2010).

No presente estudo, foi observado dano nos picos correspondentes ao
betacaroteno, demonstrando que essas estruturas foram ativadas e indiretamente
sugerindo a formacgao de radicais livres apds a irradiagdo de luz azul. Sabe-se que o
efeito das interagées com grandes quantidades de radicais é a destruicao de alguns
compostos da rede oxidativa e como resultado o esgotamento do sistema antioxidade
de defesa do organismo, ampliando ainda mais os danos a pele (DARVIN et al., 2011;
HAAG et al., 2011; NAKASHIMA; OHTA; WOLF, 2017). O presente estudo identificou
as assinaturas do betacaroteno principalmente apds a irradiagdo de 100 J/cm? e de
200 J/cm?, entretanto ndo se observou na irradiagdo de 300 J/cm?, o que pode sugerir

um dano intenso a pele e o consumo dessas estruturas antioxidantes.
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Observou-se também danos as estruturas de colageno. Os espectros Raman
caracteristicos das moléculas de colagenos apresentam trés bandas intensas em
aproximadamente 1.249, 1.283 e 1.293 cm™', que esté&o relacionadas a amida lll e uma
banda em 1654 cm', referente a amida Ill. Essas bandas sdo captadas a partir da
vibragdo molecular dos grupos funcionais C=0, CH e NH (CASPERS, 1998).

O colageno tem como funcgéo dar resisténcia estrutural aos tecidos em que se
encontram. S&o tipo de proteinas fibrosas, compostas por diferentes aminoacidos
entre eles os majoritarios: glicina, prolina e hidroxiprolina (NELSON, 2011). Existem
hoje aproximadamente 19 tipos moleculares de colageno e esses sao classificados
conforme as suas diferentes formas agregadas (OLIVEIRA et al., 2012). A sintese do
colageno tende a diminuir tanto em peles cronologicamente envelhecidas quanto em
peles fotoenvelhecidas (CASTRO; BARBOSA; SILVA, 2020).

Griffiths et al. (1993) analisaram imunohistologicamente peles exposta a
radiacdo solar (fotoenvelhecidas) e peles protegidas do sol (envelhecimento
cronoldgico). O estudo mostrou uma diminuigao do colageno funcional tipo | na derme
papilar em peles expostas ao sol por longo prazo. Uma consequéncia da destrui¢ao
ou do dano a essas estruturas € o envelhecimento precoce e a formagao de rugas. As
rugas sao dobramentos da pele causados por atrofia da jungdo dermo-epidermica
devido a diminuicdo do colageno e proliferacdo acentuada do tecido elastico na
derme. Os colagenos, responsaveis pela estabilidade mecanica e ancoragem, se
encontram diminuidos. Audonneau et al. (1999) demonstraram por imunohistoquimica
a diminuigao de colageno funcional tipo VII e IV na parte inferior das rugas em pele
fotoenvelhecida. Com isso ocorre um enfraquecimento da ligagcao epiderme e derme
formando a ruga (CONTET-AUDONNEAU; JEANMAIRE; PAULY, 1999).
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8 CONCLUSAO

Com base em nosso estudo, pode-se concluir que a espectroscopia Raman
Confocal € uma ferramenta eficiente para avaliar a composigédo bioquimica da pele
em diferentes profundidades, como a camada cérnea e a epiderme, em tempo real, o
que confirma o potencial que esse método tem na obtenc&o de dados seguros e ageis
para analise da pele humana.

O presente estudo demonstrou, a partir da analise da espectroscopia Raman,
as principais alteracdes bioquimicas na pele apds diferentes intensidades de
irradiacdo de luz azul. A partir dos resultados descritos, foi possivel constatar que o
dano a bioquimica da pele aumenta conforme aumenta a exposigéo a luz azul, em um
comprimento de onda semelhante ao componente visivel da luz solar.

Os danos foram observados e descritos conforme as camadas da pele, foi
possivel observar o dano na camada cornea e epiderme. Outrossim, o presente
estudo descreveu as assinaturas espectrais decorrente do dano gerado pela
irradiacdo de luz azul. Uma constatagao importante foi ter-se observado que quando
o dano é intenso as proteinas sao as mais atingidas e quando o dano é menor aciona-
se o0 antioxidante betacaroteno e aminoacidos como tirosina e fenilalanina. Por fim, foi
possivel correlacionar os resultados encontrados com a fisiopatologia de alteragbes
de pele e com o processo de melanogénese. Descreveu-se ainda a relagdo da
exposigcao a luz azul com a ativacédo da cadeia de reacdes dos antioxidantes naturais,
representados no estudo pelo betacaroteno.
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