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Preambulo

Esta tese versa sobre a interacdo da luz visivel com superficies
bioldgicas, especificadamente células epiteliais e cabelo. Para facilitar a leitura,
nos preparamos uma introducdo geral que aborda desde conhecimentos
genéricos até mecanisticos/moleculares da interacédo das células da pele e do
cabelo com a luz UV-Alvisivel e que justifica os objetivos de pesquisa e
facilitam a discussédo deste trabalho. Os resultados foram organizados em seis
capitulos. Todos visam responder questdes relacionadas ao tema central, mas
com objetivos especificos e desenhos experimentais distintos. O primeiro e 0
segundo capitulos apresentam os mecanismos de fotossensibilizacdo da
melanina e o efeito em cabelo ap6s excitacdo com luz visivel. O terceiro
descreve os efeitos destas reacBes de fotossensibilizacdo da melanina em
células epiteliais e 0 quarto aborda uma estratégia de protecdo das células
epiteliais contra estas mesmas reag¢fes. No quinto capitulo descrevemos 0s
mecanismos da fotossensibilizacdo UV-A que levam a formacéo de lipofuscina
e ativam mecanismos de foto-oxidagao no visivel. O sexto capitulo relaciona a
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias com as doses UV-A. Na concluséo
agregamos 0sS novos conhecimentos visando contribuir para o melhor

entendimento da interacdo da luz com as superficies biolégicas.



RESUMO

Chiarelli-Neto, O. Efeitos da luz UV-A e visivel em células da pele e no
cabelo. 2014. 186p.

Tese de doutorado — Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias (Bioquimica).
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil.

A luz solar apresenta ondas eletromagnéticas em ampla faixa espectral,
incluindo as regides do ultravioleta (UV-C, UV-B, UV-A), visivel e infravermelho.
Cada regido interage com a pele de forma dependente da fotofisica e da
fotoquimica dos seus respectivos compostos absorvedores. A luz UV-A causa
a geracao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (EROs e ERNS)
através da fotossensibilizacdo de moléculas enddgenas (co-enzimas de flavina,
porfirinas, melaninas). Quando fotossensibilizadores produzem quantidades de
EROs e ERNs maiores do que a capacidade celular de supressao destas
espécies, caracteriza-se um quadro de desbalanco redox, que causa lesdo em
biomoléculas como os acidos nucleicos, lipideos e as proteinas. Essas lesdes
podem levar a morte celular ou a outras transformacfes fenotipicas e
genotipicas e também estimulam a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias.
Com a finalidade de melhor compreender a dinamica dos mecanismos de
resposta celular apés exposicdo ao UV-A e ao visivel, ndés caracterizamos
inicialmente as propriedades fotofisicas da melanina e detectamos a producao
de oxigénio singlete (*O,) pela fotossensibilizacdo no visivel e a supresséo
desta espécie excitada pela reacdo do oxigénio singlete com a dupla ligacéo
reativa dos grupos indois presentes na melanina. Estes processos também
foram observados no cabelo e levaram-nos a propor um modelo que explica o
efeito da luz visivel na estrutura e cor dos cabelos. Demonstramos também que
a feomelanina produz mais (30%) 'O, do que a eumelanina, que sofre maior
modificacdo na sua estrutura por fotodegradacao. O efeito destes processos na
pele foi estudado a nivel celular. Demonstramos que células epiteliais com
maior teor de melanina apresentaram maior geracdo de 'O, que causa lesdo
no DNA e morte necro-apoptética apos irradiacdo com luz visivel. A foto-
oxidacdo da melanina pela luz visivel nos motivou a estudar um pigmento que
fosse foto-protetor ndo somente contra luz UV-B mas também contra luz
visivel. A pigmentacdo com Acetil-Tirosina se mostrou atoxica e protetora
contra luz UV-B e visivel ao contrario do pigmento com tirosina, que se mostrou
protetor do UV-B mas toxico no visivel. Este efeito foi relacionado com a
localizac&o celular do polimero e ndo com a estrutura do mesmo. A luz UV-A,
por sua vez, promove 0 acumulo de lipofuscina dentro dos vacuolos
autofagicos de queratindcitos da pele e que também ativa a fototoxicidade pela
luz visivel. A lipofuscina dentro dos vacuolos autofagicos € foto-oxidada pela
luz visivel, causando lesdo no DNA e morte celular programada tipo Il. Doses
UV-A que desencadeiam a liberagdo de citocinas também foram
caracterizados.

Palavras-chave: UV-A, visivel, EROs, Sinalizacdo, Morte Celular.



ABSTRACT

Chiarelli-Neto, O. Effects UV-A and visible light on skin cells and hair. 2014.
186p. Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil.

Sunlight presents electromagnetic radiation over a wide spectral range,
including the regions of ultraviolet (UV-C, UV-B, UV-A), visible and infrared.
Each region interacts with skin dependending on the photophysics and
photochemistry of the respective absorbing compounds. UV-A light causes the
generation of reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS) by
photosensitization of endogenous molecules (flavin coenzymes, porphyrins,
melanins). When photosensitizers produce amounts of ROS and RNS larger
than the cell capacity to suppress these species, a set of redox imbalance,
which damages biomolecules such as nucleic acids, lipids and proteins. This
damage cause cell death and to other phenotypic and genotypic changes and
also stimulates the release of proinflammatory cytokines. In order to better
understand the dynamics of the mechanisms of cellular responses after
exposure to UV-A and visible light, we initially characterized the photophysical
properties of melanin and detected the production of singlet oxygen (*O,) by
photosensitization in the visible, as well as the suppression of these excited
species by reaction of singlet oxygen with the double bonds of the reactive
groups presented in the melanin indols. These processes were also observed in
hair and led us to propose a model that explains the effects of visible light on
the structure and color of hair. We also demonstrated that pheomelanin
produces more (30%) 'O, than eumelanin, which undergoes a quick change on
its structure by photodegradation. The effect of these processes in the skin was
studied at the cellular level. We demonstrated that epithelial cells with larger
melanin content have stronger generation of 'O,, which causes DNA damage
and necro-apoptotic death after irradiation with visible light. The photo-oxidation
of melanin by visible light has motivated us to study a pigment that was not only
able to protect against UV-B but also against visible. Pigmentation with Acetyl-
Tyrosine proved nontoxic and protective against UV-B and visible light instead
of pigmentation with Tyrosine, which shielded against UV-B but showed toxicity
in the visible. This effect was associated with the polymer, cell location and not
with its structure. UV-A light, in turn, promotes the accumulation of lipofuscin,
within autophagic vacuoles of keratinocytes also enabling phototoxicity in the
visible light. The lipofuscin within the autophagic vacuoles is fotooxidized by
visible light, causing DNA damage and programmed cell death type II. Linear
dose of UV-A that trigger the release of cytokines were also characterized.

Keywords: UV-A, Visible, Melanin, ROS, Signaling, Cell death.



SUMARIO

1 INTRODUCAO 17
1.1 A pele 17
1.2 Funcao fisiolégica e doencgas 22
1.3 Melanina 24
1.4 Espectro da luz solar 28
1.5 Fotossensibilizacdo 32
1.6 Resposta celular frente a fotossensibiliza¢éo 35
1.7 Resposta inflamatéria frente a fotossensibilizagéo 41

2 OBJETIVO 44
2.1 Objetivos especificos 44

3 MATERIAIS E METODOS 45
3.1 Materiais 45
3.2 Equipamentos 47

3.2.1 Equipamentos de Espectroscopia 47
3.2.2 Equipamentos de Microscopia 49
3.2.3 Equipamentos de Cultura Celular 49
3.2.4 Equipamentos de Irradiacéo 49
3.2.5 Equipamentos de Separacéo Analitica 53
3.3 Métodos 53
3.3.1 Cultura celular 53
3.3.2 Melanogénese 54

3.3.3 Espalhamento de luz e espectro de massas das melaninas M* e UM" extraidas 55

3.3.4 Condic¢bes de irradiacéo 55
3.3.5 Desbalanco redox 56
3.3.5.1 Quantificacdo da geracdo de oxigénio singlete em solu¢cbes de melanina,
amostras de cabelo e em células B16-F10 56
3.3.5.2 Andlise de formagédo de EROs por H,DCFDA 57
3.3.5.3 Quantificacdo de Glutationa 57
3.3.6 Andlise de estresse oxidativo mitocondrial 58
3.3.7 Viabilidade celular 59
3.3.8 Mecanismo de morte celular 61
3.3.8.1 Comprometimento de lisossomos e autofagia 61
3.3.8.2 Comprometimento da mitocondria e inducdo de apoptose 65

3.3.9 Dano no DNA gendémico de células melano-competentes (M* e UM") segundo
irradiacéo sob luz visivel 68



3.3.10 Dano no DNA de células ap6s fotossensibilizacdo da lipofuscina gerada por UV-A

em células HaCaT

3.3.11 Efeitos da foto-ativacdo da Tarf-Me por luz UV-A
3.3.12 Viabilidade celular apés foto-ativacao da Tarf-Me
3.3.13 Citocinas pro-inflamatérias e metaloproteinase 1

3.3.14 Analise estatistica

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fotossensibilizagéo no visivel da melanina em solugédo

4.2 Fotossensibilizagéo no visivel da melanina em cabelo

69
69
71
71
72

73

73
81

4.3 Fotossensibilizagdo no visivel da melanina em células epiteliais: Geracéo de '0, e seus

efeitos bioldgicos
4.4 Pigmentacdo de células B16-F10 sem causar fototoxicidade pela luz visivel
4.5 Efeitos e mecanismos da luz UV-A em células da pele.

4.5.1 Homeostase celular e 102
4.5.2 Mecanismo de morte celular

4.6 Liberacao de citocinas pro-inflamatérias e metaloproteinases

5 CONCLUSOES

6 REFERENCIAS

7 CURRICULUM VITAE

8 ATIVIDADES DIDATICAS
9 APRESENTACOES ORAIS
10 PREMIOS E TITULOS

11 PUBLICACOES

12 ANEXO 1

89
103
116
116

126
147
154

156
179
180
180
183
183
186

10



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representacdo esquematica da pele humana. ..........ccccvveeeeee i iiiciiiec e 17
Figura 2: Representacdo esquematica dos MmelanicCitos. ..........occvveiveee i 19
Figura 3: Representacdo esquematica do Cabel0...........ccueiiiiiiiiiiiiiiiee e 22

Figura 4: Representacdo esquematica das melaninas. Estruturas da eumelanina e da
FEOMEIANING [24]. ..ottt et e et e e e st b e e e e st b e e e e abre e e e e 25

Figura 5: Esquema adaptado para a sintese do granulo de eumelanina e feomelanina. DQ
representa DOPAGUINONG [27]. ....eiuuriieiiiiiee ittt ettt st et e s e s e s anbe e e e e nens 27

Figura 6: Espectro da luz solar. Intensidade da irradiacdo solar e da irradiacdo que atinge a
superficie da terra (www.who.int/uv/publications/UVEHeffects.pdf) [39]. ....cccccevviviiiiiieeeeeiiiinns 29

Figura 7: Representagdo esquematica dos mecanismos de fotossensibilizagdo tipo | e tipo Il. 34

Figura 8: Tip0S d€ MOItE CEIUIATN........cveiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e eeeeeeeeeeeeeeeeesesaseesenennes 39
Figura 9: Imagens do gerador UV-A com controle de temperatura e umidade. ............cccoeveeee. 51
Figura 10: ESPECtro de [UZ VISIVEL ........oiiiiiiiiiiiii e 52
Figura 11: Estrutura molecular da riboflavia (A) e do seu acetilado e metilado (B)........cccc........ 70
Figura 12: Espectro de absorgéo e emiss@o da melanina SA. ........cccccviiiiieiniieee e 74
Figura 13: Fotodegradag&@o da melanina e gerag&o de oxigénio singlete. ........cccccevvvieeeininenen, 75
Figura 14: Foto-oxidagao da mMelanina. .............ueiiiieiiiiiiiii e 76
Figura 15: Area do gréfico de emissdo de ‘O, de amostras de melanina (M) em NaOH, H,O, e
LU =T T O P PP P PPRPPPRPP 77
Figura 16: Intensidade de emissé@o de oxigénio singlete da eumelanina e da feomelania apés
Irradiacao SOD @ JUZ VISTVEL ......oiiiiiiiiiiie et 80
Figura 17: Propriedades microscépicas e espectroscopicas de cabelos loiros e pretos............ 82
Figura 18: Absorcéo e propriedades emissivas de fios de cabelo (loiros e pretos) antes e depois
de 2 h de irradiagéo na lampada halogena (Figura 10A).......cccoeoiiiieeiiiiee e 85
Figura 19: Emisséao de '0, de amostras de cabelos loiros e pretos excitados a 532 nm. ......... 87

Figura 20: Processos fotofisicos e fotoquimicos em um fio de cabelo sob irradiacdo que mostra
a producao de oxigénio singlete (102) por fotossensibilizagdo apds a irradiagdo com luz visivel.

..................................................................................................................................................... 88
Figura 21: Efeito de UV-B e luz visivel sobre a viabilidade celular..............cccoccceeeeiiiiiiinnnnecenn. 90
Figura 22: Pigmentaga8o de CElulas BLE-FL0. ..........coouiiiiiiiiiiiiiiiiie e 91
Figura 23: Efeitos da luz UV-B e visivel na viabilidade de Melanécitos humano e melanoma de
Lor= 1071010 e (o] o To [o TP PP P PP OTPRRP 93
Figura 24: Tipos de morte causada pela luz visivel em células B16-F10 pigmentadas.............. 96

Figura 25: Produgcdo de melanina e sua relagdo com a geracdo de oxigénio singlete e a
{0101 (o) (Tol o F=To [T PP PP P PP PPPPRPPPRPPP 97

Figura 26: Ensaio cometa das célula B16-F10. O grafico mostra a OTM das células B16-F10
€M fUNGAO OS rAtAMENTOS. ... ..ueiiiiieei ittt ettt ettt e e e e e s ebb et e e e e e e s e anbnbeeeeeaaeeeaannnes 99

Figura 27: Ensaio cometa de bases 0Xidadas. ..........cccoceeiiiiiiiiiiiiie e 101
11



Figura 28: Pigmentacao distinta das células B16-F10........ccccccccovvuviiiieeieeeieciiieeeee e 104

Figura 29: Melanina UM" protege as células B16-F10 da irradiacdo UV-B e visivel................ 105
Figura 30: Efeitos da luz visivel em células B16-F10 pigmentadas com diferentes protocolos.
................................................................................................................................................... 107
Figura 31: Ensaio cometa: O grafico mostra a quantificacdo da fragmentagdo do DNA (Olive
TailMoment) em células B16-F10 em condigdes de A a F. ......ccceviiiiiiiniie e 108
Figura 32: Geragéo de 'O, das melaninas M* e UM" extraidas das células B16-F10.............. 109
Figura 33: Quantificacdo de melanina, oxigénio singlete e sobrevida celular. ......................... 111

Figura 34: Espalhamento de luz ressonante das melaninas M* e UM" extraidas das células
BLB-F L. .ttt bbb bRt h bbbt b e e b bR bttt nbe e nae e nee e 112

Figura 35: Espectro de massa das melaninas M* e UM"extraidas das células B16-F10......... 113

Figura 36: Morfologia das células B16-F10 controle e pigmentadas. As imagens mostram as
células controle e a pigmentadas (M* e UM") em aumento de 100X...........c.cceeereevereevsrrenernnns 114

Figura 37: Representacdo esquematica da producdo de melanina M* e de melanina UM". ... 115

Figura 38: Estrutura e espectro da lipOfUSCING............ceeeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 116
Figura 39: Luz UV-A afeta a sobrevida de células J774 e HaCaT. .......ccccoeveeiniiiieeniiiee e, 118
Figura 40: Efeitos da Luz UV-A na geracéo de EROs em células HaCaT e J774. .................. 120
Figura 41: Incorporacgéo do derivado da riboflavina Tarf-Me pelas células J774. .................... 122
Figura 42: Luz UV-A é absorvida por moléculas enddgenas das células J774. .........cccceeeeneee. 124
Figura 43: Luz UV-A é absorvida por moléculas enddgenas das células HaCarT. ................... 125
Figura 44: Luz UV-A induz danos em células J774 e HaCaT........cccoeveeeiiiiiie e 127
Figura 45: Luz UV-A induz Apoptose em células HaCaT. .........ccceveiiiiiiiiiiie e 129
Figura 46: Luz UV-A induz Autofagia e Necro-autofagia em células HaCaT. ..............cccuvveee. 131
Figura 47: Luz UV-A bloqueia do fuxo autofagico em células HaCaT...........cccoovveeeiniiinennnnn. 133
Figura 48: Luz UV-A induz mitofagia em células HaCaT..........cccceeiniiiiiiniiiieiiee e 136

Figura 49: Luz UV-A e fotossensibilizadores endégenos aumentam a producao de lipofuscina
€M CEIUIAS HACAT . ..eeiii ittt ettt ettt e e e st e e e st e e e snba e e e e snbaeeeesntaeeeeantaeeeeane 138

Figura 50: Luz UV-A (GJ/cmz) aumenta a produgdo de lipofuscina em células HaCaT em

PreSENGCA AE TAI-ME. ...ttt e e e e e ettt e e e e e e s bbb e e e e e e e e e sanbeneeeas 140
Figura 51: Luz UV-A aumenta a producao de lipofuscina em células HaCaT.............cccccceneee. 142
Figura 52: Lipofuscina causa fotodano na sobrevida e no DNA das células HaCarT. .............. 144

Figura 53: Representagdo esquematica da resposta celular frente as energias UV-A e visivel.
................................................................................................................................................... 146

Figura 54: Luz UV-A induz liberagdo de Citocinas IL6 e Enzima MMP1 em células HaCaT. .. 149

Figura 55: Liberac@o de citocinas pré-inflamatérias em macréfagos J774 murinos irradiados nas
(o [T IR U Y PO UPPUPPUPT 151

Figura 56: Luz UV-A induz liberagdo de Citocinas TNF-a e Enzima MMP1 em macréfagos
THP1 humanos irradiados Nas dOSES UV-A. ...ttt 152

12



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Origem das amostras de melanina utilizadas neste estudo. ........ccccccoevvcvviereeeeeiinnns 46

Tabela 2: Raio hidrodindmico obtido por espalhamento de luz dindmico de granulos de
melaninas produzidos Nos protocolos M € UM, ........cccocvieiieeiiececeeeee e 112

13



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Abs — Absorbéancia

AO — Laranjado de Acridina

ATP — Adenosina Trifosfato

A — Comprimento de onda

A — Calor

DAPI — Dihidrocloreto 4',6'-diamidino-2-fenilindole

DCF - 2’, 7’- diclorofluoresceina

ICso — Indice de Citotoxicidade 50%

DMSO - Dimetilsulféxido

DHI-5,6-dihydroxyindole

DHICA- 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid
DQ-Dopaquinona

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

ERN — Espécie Reativa de Nitrogénio

ERO — Espécie Reativa de Oxigénio

FAD — Dinucleotideo de flavina e adenina

FADH, — Forma reduzida da flavina-adenina dinucleotideo
FMN — Mononucleotideo de flavina

FS — Fotossensibilizador

'FS™ — Fotossensibilizador em estado eletronicamente excitado singlete
3FS” — Fotossensibilizador em estado eletronicamente excitado triplete
GSH- Glutationa reduzida

GSSG- Glutationa oxidada

14



GPx- Glutationa peroxidase

H,DCFDA — 2°, 7°- diclorodihidrofluoresceina diacetato

IL1 — Interleucina 1

IP — lodeto de Propideo

L DOPA - L-3,4-dihydroxyphenylalanine

LPS- Lipopolissacarideo

LYS — Lysotracker Green

MTT — Brometo de 3-(4,5,-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
NADH — Forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo
NADPH — Forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
PBS — Tampao fosfato de sodio

PUPT — Projeto Universidade Para Todos

SFB — Soro Fetal Bovino

PDT — Photodynamic Therapy

¢a — Rendimento quéntico de geragcao de oxigénio singlete

¢t — Rendimento quantico de Triplete

REB — Reparo de Excisdo de Base

REN - Reparo de Excisdo de Nucleotideos

RF — Riboflavina

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

Tarf-Me — 2,3,4,5-tetraacetil-N(3)-metil riboflavina

TNF-a- Fator de Necrose Tumoral

UFV — Universidade Federal de Vigosa

USP — Universidade de Sao Paulo

15



UV — Luz ultravioleta

UV-A — Luz ultravioleta com comprimento de onda entre 320-400 nm
UV-B- Luz ultravioleta com comprimento de onda entre 280-315 nm
UV-C- Luz ultravioleta com comprimento de onda entre 200-280 nm

visivel- Luz visivel com comprimento de onda entre 400-700 nm

16



1 INTRODUCAO

1.1 A pele

7

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo histologicamente
classificada em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme [1,2] (Figura 1).
Estas camadas possuem células e estruturas extracelulares especificas, que
sdo importantes para a estética e para a defesa do organismo contra

microorganismos e contra a irradiacao solar [3].

Hipoderme < =

Figura 1: Representacdo esquematica da pele humana.

Esquema das principais estruturas da Epiderme, Derme e Hipoderme da pele (A). Esquema
ampliado da interface derme-epiderme mostrando a membrana basal e os melandcitos
produtores de melanina (B). Adaptacédo de Medline Plus, Medical encyclopedia (2004).

A epiderme é a camada mais externa da pele com espessura média de
0,05 a 1,5 mm. E constituida por um revestimento queratinizado, composto por
camadas de células epiteliais estratificadas denominados queratindcitos, 0s

quais se diferenciam a cornedcitos anucleados e sem organelas e com

citoplasma amplamente queratinizado [4]. Por isso a epiderme € continuamente
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renovada pela diferenciagdo dos queratindcitos a cornedcitos, diferenciacdo
esta que envolve também programas especificos de morte celular [5].

As células da epiderme também secretam uma grande variedade de
lipidios, peptideos e proteinas que a protegem contra a invasdo de parasitas,
injurias mecanicas e fotoinduzidas. A manutencdo e renovacao da epiderme
depende da fisiologia da derme e da hipoderme (Figura 1), que possuem
elementos estruturais e celulares importantes para as funcbes de protecao
estrutural (elastina, coldgeno), fisico-quimica (estimulos nervosos), metabdlica
(vitamina D) e imunoldgica (apresentacao de antigeno) [3,5].

A derme é composta por macréfagos e mastocitos que protegem a pele
dos agentes invasores e por fibroblastos, que séo células que promovem a
sintese e a degradacdo da matrix extracelular (coldgeno e elastina).
Bioguimicamente esta camada da pele é composta por glicoproteinas,
proteoglicanos, dermatan sulfato, queratan sulfato, heparan sulfato. Estes
proteoglicanos estdo envolvidos em diversos processos celulares como
adesdo, migracdo e diferenciacdo celular. A derme também possui glandulas

secretoras, como as glandulas sebaceas que secretam triglicerideos e

colesterol que agem como lubrificantes e evitam a perda de agua da pele [6].

A hipoderme, que é a camada mais profunda da pele, apresenta os
adipécitos como tipo celular principal desse tecido e que se arranjam entre 0s
musculos e 0s 0ssos encontrados abaixo da pele [1,4]. Além dos adipécitos a
hipoderme é composta por um tecido conjuntivo frouxo constituido por fibras
coldgenas, elasticas e reticulares que preenchem espacgos acelulares, apoia e
nutre células epiteliais, envolve nervos, musculos, vasos sanguineos e

linfaticos.
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Além do revestimento queratinizado, ha também na pele humana os
melandcitos, que estdo presentes na epiderme e nos foliculos pilosos (Figura

2).

Melandcitos

Figura 2: Representacao esquematica dos melandcitos.

Melanina produzida pelos melandcitos da epiderme (esquerda) e melandcitos do foliculo piloso
(direita) [6].

As caracteristicas basicas dessas células sdo a capacidade de
producdo de melanina. O ciclo de vida dos melandcitos é composto de varias
etapas, incluindo a diferenciacdo de melandcitos da crista neural, migracao e
proliferacdo de melanoblastos, diferenciacdo de melanoblastos em
melandcitos, proliferacdo e maturacdo dos melandécitos nos locais alvo e
eventual morte celular (melanécitos de cabelo). A maturacdo dos melandécitos
envolve a ativacdo de enzimas melanogénicas, estruturacdo dos
melanossomos e finalmente sintese de melanina e transporte para 0s
queratinécitos. Os melandcitos da epiderme e do foliculo do cabelo sao células
que compartilham algumas caracteristicas comuns, mas, em geral, formam

diferentes populac¢des que vivem em nichos exclusivos da pele [7].
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A melanina, ap0s ser sintetizada pelos melandcitos, é exportada para
regides superficiais da pele e cabelo, tornando-se visualmente presente. A
producdo de melanina ocorre em organelas especificas dos melandcitos
chamadas de melanossomas. Os melanossomos possuem prolongamentos
citoplasmaticos que produzem melanina em quatro estagios distintos de
maturacao (I, Il, Ill, IV) de acordo com a estrutura, quantidade, qualidade e
arranjo da melanina produzida [8,9]. Melanossomos nascentes estéo
organizados na periferia do nucleo e proximo ao complexo de Golgi que
promovem a glicosilagdo das enzimas dos melanossomas. Os melanossomos
em estagio | sdo esféricos e sem atividade enzimatica. No estagio Il ha
atividade da enzima tirosinase com pequena producdo de melanina [9]. No
estagio Ill a melanina é arranjada de forma uniforme e no estagio IV o granulo
de melanina é formado e € exportado em grandes quantidades para 0s
queratinécitos da pele [6] e nas estruturas do cabelo.

O caminho bioquimico de formacdo do pigmento em melanossomas da
epiderme e do foliculo sé@o similares, mas os melandcitos do foliculo de cabelo
sdo mais sensiveis as influéncias de envelhecimento do que melandcitos
epidérmicos, 0 que resulta em cabelos grisalhos [10]. Parece que esses
mecanismos estéo relacionados a fatores de crescimento envolvidos com a
proliferacdo de queratindcitos e de crescimento do cabelo [11]. Melanécitos
epidérmicos sado células de vida longa, enquanto que os melanécitos de
cabelos morrem no final do ciclo do cabelo, que tem a duracéo de 3-8 anos
[12].

No cabelo, o processo de melanogénese ocorre apenas durante a fase

anagena (fase de crescimento) do ciclo de crescimento do cabelo; formagéo de
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pigmento é desligado na fase catagena (fase de regressao) e ausente na fase
telégena (fase repouso) [12]. Além disso, durante a catagena, melandcitos
bulbares completamente diferenciados morrem por apoptose, mas novos
melandcitos desenvolvem a partir de melanoblastos residentes no cabelo
[13,14].

A formacdo do grénulo de melanina no cabelo comeca no foliculo
podendo ser produzidos também em melandécitos das glandulas sebéaceas, e
enderecado até o cortex do fio, onde € acumulado em quantidades
proporcionais de eumelanina marrom-escura e feomelanina amarelo-vermelho
[7]. De maneira geral, os pelos claros e 0s escuros sdo compostos por cuticula,
cortex e medula. A cuticula de todos os fendétipos de cabelo € constituida
principalmente por lipideos e esta localizada na periferia do fio [15]. O cortex e
a medula sdo formados bioquimicamente por macrofibrilas de proteina a-
queratina constituida por cadeias polipeptidicas com alto teor de pontes de
dissulfeto (S-S) provenientes do amino&cido cisteina. Estas pontes formam
uma rede tridimensional com alta densidade de ligacbes cruzadas,
proporcionando ao cabelo alta resisténcia aos danos quimicos e mecanicos
[16]. Além da a-queratina, € no cortex que os granulos de melanina séo
abundantes, cujo tamanho e o tipo caracteriza a cor dos cabelos [17] (Figura

3).
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melanina
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Cuticula do cabelo

Figura 3: Representacao esquematica do cabelo.

Corte transversal de um fio de cabelo humano com a cuticula, cortex, medula e granulos de
melanina. Ciéncia & Natureza; Corpo humano: pg 47 (1995).

1.2 Funcao fisioldgica e doencas

Embora a pele seja geralmente estruturada em Epiderme, Derme,
Hipoderme e seus anexos, todas as trés camadas s&do fundamentalmente
importantes para a saude da pele, por exemplo, realizando a reserva de
nutrientes, funcdes metabdlicas (Vitamina D) e sensitivas (terminacdes
nervosas) para proteger os tecidos subjacentes contra agrec¢des biolégicas
(microorganismos patogénicos) e contra ameacas externas fisicas (temperatura
e irradiacado solar) [3].

Por isso a pele é um importante 6rgdo na clinica de varias doencas ou
condicdes benignas que afetam a ela prépria (principalmente), mas também a
outros 6rgdos. Uma das doencas de carater imunoldgico que afeta grande
parte da populacdo é a Acne - inflamacdo dos foliculos pilosos devido a
infecc@o pela bactéria Propionibacterium acnes; A Verruga - lesdo neoplasica
benigna causada por infeccdo com papilomavirus e o Vitiligo - doenca

autoimune da pele faz com que determinadas regiées do corpo (comecando
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geralmente nas extremidades) sofram despigmentacéo, ficando muito mais
clara que a pele normal. Outra doenca relacionada a pigmentacao € o Melasma
- escurecimento da pele devido a hormoénios femininos que ocorre sobretudo na
gravidez.

Grande parte das doencas da pele tem relagcdo com o excesso ou falta
de exposicdo ao sol. O melanoma cutédneo é um tumor dos melandcitos da pele
que se desenvolve geralmente devido a instabilidade genémica causada pela
irradiacdo UV (irradiacdo esta que sera mais detalhada no topico a seguir—
Espectro da luz solar). Por exemplo, em Portugal surgem, anualmente, cerca
de 700 novos casos de melanoma cutaneo e a frequéncia de melanoma tem
aumentado ano ap0s ano nos paises ocidentais. No Brasil, além do
crescimento da incidéncia, verifica-se também aumento da mortalidade, mais
evidenciado em determinadas subpopula¢cdes que o compdem. Melanomas
cutaneos mais que triplicaram sua incidéncia na populacdo do Rio Grande do
Sul; as mulheres de Porto Alegre tém tido incidéncia estimada de
10,32/100.000 habitantes, pouco abaixo das mulheres inglesas, que tem sido
11,2/100.000 [18].

Muito embora esses dados ja apontem para a importancia dos
melanomas cutaneos no cenario dos canceres no pais, a real magnitude do
problema ndo €& conhecida, devido sobretudo a auséncia de notificacéo
compulsoéria, a falta de registro central para a neoplasia e a pouca atencdo
dada, em certos locais, decorrente da baixa incidéncia da neoplasia em
determinadas areas geograficas com predominio de individuos de pele mais

escura [18].
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Nota-se que o0s registros sdo predominantes nas populacées com
caracteristicas de pele tipo | e Il (pele clara) [18]. No entanto, a pouca aten¢ao
dada a neoplasia em regides com individuos de pele escura pode ser um risco
uma vez que estudos tém mostrado que individuos com pele tipo IV (pele
escura) sdo estimulados a sintese de melanina sob luz UV-A e luz visivel [19—
21]. Isso demonstra sobretudo, a necessidade de se investigar ndo s6 as
respostas das células submetidas a irradiacdo UV e visivel mas também

investigar detalhes da identidade estrutural da melanina em sua sintese pelos

melandcitos.

1.3 Melanina

A melanina é um polimero derivado do aminoéacido L-tirosina, que
genericamente € subdividida em dois tipos: eumelanina e feomelanina [21,22].
A eumelanina tem uma coloracdo tendendo ao marrom escuro até preto e
caracteriza a cor escura da pele e dos cabelos. J4 a feomelanina € um
polimero com coloragdo avermelhada que fica evidente na pele e cabelo em
individuos com pouco conteddo de eumelanina. Ambas melaninas s&o
estruturas ricas em dupla ligagcbes conjugadas e por isso absorvem luz no UV e
no visivel, atuando como o principal filtro protetor da pele, protegendo

especialmente contra os efeitos do UV-B [23] (Figura 4).
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Figura 4: Representagdo esqueméatica das melaninas. Estruturas da eumelanina e da
feomelanina [24].

A primeira etapa da sintese da melanina acontece a partir do aminoacido
L-tirosina formando L-3,4—dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e é catalizada pela
enzima tirosinase [25]. L-DOPA ¢é convertida em Dopaquinona (DQ), etapa que
também é catalisada pela tirosinase. DQ € o intermediario comum para as vias
eumelanogénicas e feomelanogénicas. Na feomelanogénese a Dopaquinona €
conjugada com cisteina e glutationa para produzir Cisteinildopa seguida de
Benzotiazinilalanina, para enfim se transformar em Feomelanina (Figura 5). A
eumelanogénese envolve a transformacdo da Dopaquinona a
Leucodopacromo, seguido de uma série de reacdes de oxidorreducdo com a
producdo dos intermediarios 5-6-dihidroxiindol (DHI) e 5-6-dihidroxiindol-2-
acido carboxilico (DHICA), que séo polimerizados para formar eumelanina [26]
(Figura 5).

Existe ainda controvérsia na literatura com relacdo aos mecanismos de

controle na sintese de eumelanina e feomelanina. A hipétese atualmente mais
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aceita, considerando a reatividade dos intermediarios, € que na auséncia de
cisteina a eumelanina € sintetizada, mas na presenca deste aminoacido, ocorre
a sintese da feomelanina. Por isso, a formacao do granulo de melanina comeca
pela sintese de feomelanina seguido por um envoltério de eumelanina [27]

(Figura 5).
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Figura 5: Esquema adaptado para a sintese do granulo de eumelanina e feomelanina. DQ
representa Dopaquinona [27].

Apoés sintetizada nos melanossomos, a melanina é transferida para os
queratindcitos e depositada ao redor do nucleo destas células para proteger o
DNA nuclear contra a luz UV-B. As melaninas agem como moléculas de
sacrificio, absorvendo a luz UV-B e agindo como filtro protetor [28,29]. Ela
também protege o DNA mitocondrial prevenindo a geragcédo de superoxido pela
irradiacdo UV-A [30]. Existe também muita controvérsia sobre os papéis
protetores ou causadores de dano da feomelanina, especialmente devido a
dados que mostram maior prevaléncia de cancer de pele em pessoas ruivas,
gue tem cabelos avermelhados e um balanco de eu/feomelanina que favorece

a presenca de feomelanina [31].

Embora a melanina seja um polimero protetor contra luz UV, ela possui
compontes conhecidos por serem fotoativos. Nofsinger e colaboradores
observaram a formacdo de EROs pela eumelanina irradiada por UV. Eles
também identificaram que os granulos de eumelanina formam agregados que
produzem 10 vezes menos radical anion superéxido (02™) do que oligbmeros
ndo agregados [32], indicando que moléculas intermediarias de melanina
geram espécies reativas de oxigénio [33]. Sugere-se que a geracdo de
espécies reativas por componentes intermediarios da melanina estejam
envolvidas em sinalizacdo celular. Ao se estimular a pigmentacdo em células
melano-competentes, ha inducéo da parada do ciclo celular, devido a ativacao
de fatores proteicos 16INK4a e CDK4. Esses se complexam com outras
proteinas provocando a perda de atividade de ligacdo do fator de transcricao

E2F, com consequente parada do ciclo celular em GO. Esse mecanismo pode
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representar uma forma de defesa contra a transformacdo maligna de
melandcitos [34,35]. Assim, a presenca de melanina na pele parece ser uma
espada de dois gumes: protege melandcitos, bem como 0s queratin4citos
vizinhos da pele através da sua capacidade para absorver a radiagcdo UV, mas
a sua sintese em melandcitos resulta em niveis mais elevados de EROs
intracelular que pode aumentar a susceptibilidade do melanoma [36]. Isso
sugere a necessidade de investigacdo para se entender a interacdo da luz com
as estruturas da melanina em superficies (células da pele e cabelo), analisando
as demais regides do espectro da luz solar, especialmente a regido espectral

do visivel.

1.4 Espectro da luz solar

A radiacdo solar € composta por um espectro continuo de radiacéo
eletromagnética, que é usualmente dividido em radiacdo Ultravioleta (200 a 400
nm), visivel (400 a 700 nm) e Infravermelho (700 a 900 nm) [37,38]. A Figura 6
mostra 0s espectros da radiacdo solar antes de passar pela atmosfera, bem
como o espectro que atinge os seres humanos, que tem uma intensidade
menor de radiacdo especialmente na regido do ultravioleta com alta energia

(UV-C).
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Figura 6: Espectro da luz solar. Intensidade da irradiacdo solar e da irradiacdo que atinge a
superficie da terra (www.who.int/uv/publications/UVEHeffects.pdf) [39].

A radiagdo UV é subdividida em trés faixas: UV-C (100-290 nm), UV-B
(290-320 nm) e UV-A (320-400 nm) [37]. O UV-C é o mais nocivo, pois por ser
mais energético promove a formacédo de estados excitados mais reativos em
uma gama maior de biomoléculas. Praticamente todas as moléculas organicas
absorvem no UV-C e reagem sem especificidade definida. No entanto, essa
energia é absorvida pela estratosfera e ndo chega a superficie da terra.

A radiacao UV-B é absorvida pela melanina e por muitas duplas ligactes
conjugadas dos &cidos organicos e das cetonas contidas em estruturas de
acidos nucleicos (260 nm) e proteinas (280 nm) [40]. Bases nitrogenadas
pirimidinas (citosina e timina) sao os principais pontos de absorc¢éao da luz UV-
B. Apés excitacdo eletronica, pode ocorrer reacdes fotoquimicas que lev