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Resumo

A Luz Intensa Pulsétil (IPL) tem tido muita aplicagdo na estética e
dermatologia. Apesar de conhecidos alguns efeitos secundarios do uso deste tipo
de radiacdo, pouco se sabe sobre 0s seus efeitos a nivel molecular na pele. Com
0 objetivo de melhor compreender a influéncia da IPL no proteoma da pele e no
desenvolvimento de lesdes cutaneas pré-neoplésicas foi utilizado um modelo
animal de dois estadios de cancro de pele, de modo a identificar as proteinas
mais suscetiveis a oxidacdo, e as vias moleculares associadas. Assim, para este
estudo foram utilizados murganhos fémeas (n=28) da estirpe ICR (CD-1), tendo
sido constituidos 5 grupos experimentais distintos. O grupo DMBA, sujeito ao
agente iniciador 7,12-dimetilbenzantranceno, sem mais nenhum tratamento; o
grupo IPL, submetido a irradiacdo com IPL; o grupo DMBA+TPA, submetido
ao tratamento com o composto promotor de carcinogénese acetato de
tetradecanoilforbol, ap6s a iniciagio com DMBA; o grupo DMBA+IPL
submetido a irradiagdo com IPL ap6s a iniciagdo com DMBA; por ultimo, o
grupo Controlo que foi somente exposto a acetona (veiculo). No final do
protocolo verificou-se que a IPL promoveu um aumento do teor sérico de
interleucina (IL-6) e proteina C reativa (CRP), mais exacerbado nos animais
tratados com DMBA+TPA. Paralelamente a inducdo de uma resposta
inflamatoria, ao nivel da pele verificou-se uma adaptacdo metabdlica para um
perfil mais glicolitico em resposta aos tratamentos testados. Concomitantemente,
verificou-se um aumento do teor de proteinas oxidadas em resposta a exposicdo
a IPL, mais exacerbado quando combinado com o tratamento com DMBA. Entre
as proteinas mais suscetiveis a oxidacdo identificou-se por MS/MS varias
isoformas de queratina e de actina, sugerindo que os processos bioldgicos
organizacdo do citoesqueleto e apoptose poderdo intervir na adaptacdo da pele a
exposicao a IPL.

Em suma, a aplicacdo de IPL parece promover inflamacéo, alteracdo do
metabolismo da pele e aumento da suscetibilidade das proteinas a oxidagdo
embora sem consequéncias morfoldgicas significativas. Estas alteracfes sao
mais significativas quando a IPL é irradiada na pele com lesGes neoplasicas.
Estudos futuros serdo importantes para melhor compreender o impacto a longo
prazo das alteracbes bioquimicas observadas na pele e das vias de sinalizacdo

envolvidas.
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The Intense Pulsed Light (IPL) has been much application in aesthetic and
dermatology. Although the side effects of using this type of radiation, remain is
unknown principally its effects at the molecular level in the skin. With the
objective of better understanding the influence of the IPL in skin proteome and
the development of precancerous skin lesions, was used an animal model of two
stages of skin cancer, in order to identify the proteins more susceptible to
oxidation and molecular pathways associated. So, for this study we used female
mice (n = 28) of ICR (CD-1) randomly distributed in five different experimental
groups. In DMBA group, mice were subjected to the initiator 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene, with no further treatment; IPL group, animals were
submitted to irradiation with IPL; DMBA+TPA group, mice were subjected to
treatment with the promoter of carcinogenesis 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate, after initiation with DMBA; DMBA+IPL group, mice underwent
irradiation with IPL after initiation with DMBA,; control group, mice were only
exposed to acetone (vehicle).

Data showed that IPL promote increased serum levels of interleukin (IL-6)

and C-reactive protein (CRP), further exacerbated in animals treated with
DMBA+TPA. In parallel to the induction of an inflammatory response in the
skin, there was a metabolic adaptation to a more glycolytic profile in response to
the tested treatments. Concomitantly, there was an increase in the level of
oxidized protein in response to IPL exposure further exacerbated when
combined with DMBA treatment. Between the proteins more susceptible to
oxidation we identified by MS/MS several isoforms of keratin and actin,
suggesting that the biological processes organization of the cytoskeleton and
apoptosis underlie the adaptation of the skin to IPL exposure.
In short, the application of IPL appears to promote inflammation, alter the
metabolism of the skin and increase proteome susceptibility to oxidation but
with no significant morphological consequences. These changes are more
significant when IPL is irradiated in skin with neoplastic lesions. Future studies
are required to better understand the long-term impact of the biochemical
changes observed in the skin and the signaling pathways involved.
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|.  Introducao













|.  Introducao

O cancro da pele constitui um problema global de satde publica que abrange todas
as etnias, grupos socioecondmicos e demogréaficos. Esta neoplasia é uma das mais
comuns em todo o mundo, com uma incidéncia que tem vindo a aumentar a nivel
mundial nas Ultimas décadas (1). O cancro de pele é geralmente classificado em dois
tipos, 0 melanoma e o ndo-melanoma. O cancro do tipo ndo-melanoma (ou carcinoma
derivado de alteragdes nos queratindcitos) inclui o carcinoma das células basais
(carcinoma basocelular) e o carcinoma das células escamosas (carcinoma
espinocelular), sendo este Gltimo menos frequente mas mais agressivo (2). O carcinoma
basocelular ¢ uma neoplasia maligna que tem origem nas células basais germinativas da
pele e é caraterizado por um crescimento lento, nodular e superficial. Este tipo de
cancro da pele raramente metastiza mas o seu crescimento pode promover a leséo dos
tecidos envolventes (3), sendo que em 80% dos casos ocorre na cabega e pesco¢o, 0 que
torna a sua detecdo mais facil. O carcinoma espinocelular tem origem nos queratinécitos
presentes na epiderme, que adquirem capacidade para atingir a derme, a corrente
sanguinea e/ou o sistema linfatico, apresentando potencial para metastizar (2). Este tipo
de cancro geralmente manifesta-se como uma papula ceratética aspera, semelhante a
verrugas, com um n0cleo central queratinizado e um crescimento répido. Estes
carcinomas estdo intimamente relacionados com a exposicdo ocupacional a radiacdo
solar (2,4,5).

O cancro da pele do tipo melanoma deriva de alteragdes nos melandcitos presentes
na epiderme e pode ocorrer em qualquer tecido que contenha este tipo de células (3). Os
melandcitos sdo as células produtoras de melanina, pigmento responsavel pela
coloracdo da pele e que funciona como um filtro solar. Este tipo de cancro pode ser
induzido por diversos mecanismos, tais como, pela supresséo do sistema imune da pele,
inducdo da divisdo celular dos melandcitos, producdo de radicais livres e ainda pelos
danos causados no DNA. Este surge normalmente a superficie da pele, pelo que €
visualmente detetavel. O melanoma esta frequentemente associado a exposicao solar,
que é muitas vezes acompanhada de queimadoras solares. Em individuos que
apresentem um fenotipo sensivel a radiacdo solar é maior a probabilidade de se

desenvolverem este tipo de cancros (6).




Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancro de pele do tipo nédo
melanoma € o que apresenta uma maior incidéncia na Europa, com 356 casos por cada
100.000 habitantes (7), enquanto o melanoma apresenta uma incidéncia de 11 casos em
cada 100.000 habitantes (8) e uma maior taxa de mortalidade (3). A mortalidade
associada a este tipo de cancro da pele € maior nos individuos do sexo masculino do que
do sexo feminino, em todas as regides da Europa (8). O cancro de pele esta associado a
varios fatores de risco, tendo a exposi¢do a radiacdo, ultravioleta (UV) em particular,
um papel crucial, tanto a radiacdo UV resultante de fontes naturais (luz solar) como a
que € produzida por fontes artificiais (9). Neste contexto uma exposi¢do ocasional e
aguda a radiacdo UV esta relacionada com o desenvolvimento do melanoma cuténeo e
com o carcinoma das células basais, enquanto a exposicdo crénica, que ocorre
principalmente em trabalhadores que executam as suas atividades ao ar livre, estd
relacionada com o carcinoma das células escamosas (5). Todavia alguns tipos de
radiacdo sdo usados no contexto da terapéutica, por exemplo, a radiacdo laser de baixa
intensidade (usada para estimulacdo da regeneracdo, tratamento da dor e da inflamacao)
(10) e a radiacdo gama e os raios X (usados no tratamento de cancro e ainda no
diagnostico clinico) (11,12).

Hoje em dia, no tratamento de diversas condi¢cdes vasculares congénitas ou
adquiridas, em situacfes de fotoenvelhecimento e ainda por motivos meramente
estéticos, tem sido utilizada a Luz Pulsatil (do inglés Intense Pulsed Light, IPL), tanto a
nivel clinico como a nivel doméstico. A IPL é um tipo de radiacdo ndo laser com um
comprimento de onda varidvel num intervalo de 500 a 1200 nm. Apesar de serem
evidentes alguns beneficios clinicos obtidos com a IPL, ndo se conhecem ainda em
detalhe os mecanismos bioldgicos e celulares subjacentes a sua acdo, tendo ja sido
igualmente observados, efeitos secundarios negativos (13,14). Sendo esta tecnologia
relativamente recente e uma vez que tem sido muito utilizada no contexto da estética e
dermatologia, € importante estudar os mecanismos de acdo da IPL e ainda verificar se
existe algum risco de gerar danos em biomoléculas, que a longo prazo provoquem o

desenvolvimento de lesbes pré- malignas ou malignas na pele.




1. Organizacao e constituicao da

pele

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano com um peso de cerca de 4
Kg, em individuos adultos, e com uma é&rea de aproximadamente 2 m. Este 6rgéo é
indispensavel a vida, visto que funciona como uma barreira protetora contra a agdo de
agentes externos (quimicos e fisicos), protecdo imunoldgica, termorregulacdo, atividade
sensorial, entre outras (15). E constituida por varias camadas, cada uma das quais com
uma composicdo molecular caracteristica devido as diferentes fungdes que
desempenham. As principais camadas constituintes da pele s&o: a epiderme - camada
mais externa; a derme - camada intermédia e ainda a hipoderme - camada mais interna
(15,16) (Figura 1).

Epiderme

Derme

Figura 1- Principais camadas constituintes da pele: epiderme, derme e hipoderme.

As células mais representativas da epiderme sdo os queratinécitos (95%), sendo
também encontradas em menor quantidade as células responsaveis pela producdo de
melanina, os melandcitos. Estes sdo fundamentais para proteger as células basais
(mitoticamente ativas) contra 0s possiveis danos causados por agentes fisico-quimicos,
como a radiacdo ultravioleta. A epiderme é composta por quatro subcamadas que
correspondem a diferentes estados de maturacdo dos queratindcitos. Na epiderme estao
presentes as seguintes subcamadas, da zona mais interna para a mais externa: basal,
espinhosa, granulosa e por fim a camada cérnea. A camada basal, também conhecida
por camada germinativa, € formada por células com elevada capacidade proliferativa

que sdo responsaveis por renovar as células da epiderme (3,15). A camada espinhosa €




constituida por células cuboides que apresentam desmossomas que permitem a
ancoragem celular. A camada granulosa apresenta células poligonais, mais achatadas e
que apresentam granulos no citoplasma, ricos em histidina e percursores da proteina
filagrina que promove a agregacdo dos filamentos de queratina a camada superior, a
camada cornea. Esta Gltima camada ¢ a mais fina e superficial. E formada por células
em placa, anucleares, os queratindcitos, na sua forma mais diferenciada. Estas células
quase ndo apresentam organelos citoplasmaticos e sdo constituidas principalmente por
filamentos de queratina de alto peso molecular. A epiderme é responsavel por grande
parte das funcBes gerais da pele. Na palma das méos e dos pés considera-se ainda a
existéncia de uma quinta subcamada localizada entre a camada granulosa e a camada
cornea, a camada translucida, assim denominada por ser muito fina, constituida apenas
por cinco camadas de células e tendo como funcdo um reforco mecénico das areas da
pele mais desgastadas (15).

A derme, localizada imediatamente sob a epiderme é um tecido conjuntivo que
contém fibras proteicas, vasos sanguineos, terminagdes nervosas e ainda glandulas,
sendo responsavel por dar suporte e fornecer nutrientes a epiderme. A derme pode ser
dividida em duas camadas, a papilar e a reticular. A derme papilar é constituida por
fibras finas de colagénio, enquanto a derme reticular é essencialmente constituida por
fibras de colagénio densas. Na derme sdo encontrados os fibroblastos que s&o
responsaveis pela producdo de colagénio e de elastina. Estas proteinas sdo 0s principais
constituintes da matriz extracelular, responsavel pela sustentacdo, extensibilidade e
resisténcia da pele (3).

Por Gltimo, a camada mais profunda, a hipoderme é essencialmente constituida por
tecido adiposo. Esta camada atua como reserva energética e como isolamento térmico
do organismo, conferindo ainda protecdo mecénica aos tecidos localizados sob esta
camada (15,16). Deste modo, sendo que o cancro da pele € um dos mais incidentes, €
fundamental a compreensdo dos mecanismos subjacentes ao desenvolvimento deste tipo
de cancro, por possiveis novos agentes carcinogénicos. Agentes como, possivelmente, a
Luz Pulsatil, uma tecnologia atualmente muito usada no campo da estética e
dermatologia, com objetivos varios. Apesar de conhecidos alguns dos seus efeitos
secundarios como queimaduras, inflamacdo e edema, pouco se sabe sobre o0s seus
efeitos a nivel molecular e celular, nomeadamente como interage com as diferentes

camadas da pele e que alteracdes dai ocorrem.




2. Luz Pulsatil

A IPL foi descrita pela primeira vez em 1985 (13) mas s6 mais tarde, em 1994, foi
comercializada como dispositivo médico, Photoderme®. Esta tecnologia consiste na
aplicacdo de uma luz ndo laser de elevada intensidade que, abrange comprimentos de
onda na gama dos 515 a 1200 nm (14). Os pulsos de luz ndo monocromatica sdo
gerados a partir da passagem de uma corrente elétrica numa camara contendo gas
xénon. A utilizacdo de filtros permite obter uma radiacdo individualizada com uma
duracdo, intensidade e distribuicdo especificas, permitindo atingir o alvo com um
comprimento de onda especifico. A acdo da IPL baseia-se na absorcdo de fotbes por
determinados croméforos existentes no tecido alvo, a fim de gerar calor e assim destruir
as estruturas alvo, processo designado por fototermdlise (17). No caso da pele, os
croméforos mais importantes sdo a hemoglobina, mais concretamente a oxihemoglobina
(que apresenta picos de absorgdo a 418 nm, 542 nm e 577 nm), a melanina (com picos
de absorcao entre 250-1200 nm) e as fibras de colagénio (que conseguem absorver a luz
a comprimentos de onda de 400 a 600 nm) (14). Em dermatologia, os comprimentos de
onda, mais elevados, sdo usados para tratar alvos que se encontrem mais profundos, na
derme reticular, enquanto os comprimentos de onda mais curtos, na zona tipica da
radiagdo UV, sdo usados para tratar alvos mais superficiais, na epiderme e derme
papilar (17).

As principais aplicacfes dermatoldgicas deste tipo de radiacdo sdo o tratamento das
telangiectasias (pequenas dilatacbes vasculares intradérmicas), da pigmentacdo
irregular, a remocédo de pelos, e ainda o fotorejuvenescimento (14,18). Neste contexto,
tém sido desenvolvidos aparelhos de IPL para uso doméstico. Estes aparelhos estdo
configurados para uma duracdo fixa de pulso de luz, ndo sendo necessario uma
formacdo prévia para a sua utilizacéo (19).

A enorme aplicacdo da IPL tem despertado a atencdo da comunidade cientifica para
as possiveis repercussdes a longo prazo do uso exagerado desta abordagem. Assim,
alguns estudos tém sido realizados em modelos animais (20-22) e em culturas celulares
(23-25) para melhor caracterizar os mecanismos moleculares subjacentes a acéo da IPL

e assim avaliar os potenciais efeitos negativos na satde humana.




2.1. Efeitos provocados pela IPL na pele

Os principais efeitos secundarios associados ao uso incorreto da IPL sdo a dor, a
inflamacdo, o edema, a formacdo de vesiculas de pus e crostas com possivel ocorréncia
de infecbes e de cicatrizes (13,14). Pode ainda ocorrer hiperpigmentacdo ou
hipopigmentacdo cutanea (13,26), que resultam de danos permanentes que ocorrem nos
melandcitos. Para melhor compreender os mecanismos subjacentes aos efeitos da IPL,
tém sido utilizadas culturas de fibroblastos irradiados. Estas células sdo componentes
maioritarios da derme sendo o0s principais responsaveis pela biossintese de proteinas da
matriz extracelular. Esta € constituida por duas grandes classes de macromoléculas: 0s
proteoglicanos e as proteinas fibrosas como o colagénio, a elastina, as fibronectinas e
ainda as lamininas (25). A matriz extracelular ¢ mantida atraves de um equilibrio entre
as reacOes de degradacdo dos seus constituintes (para as quais contribuem as
metaloproteinases) e de sintese de novos componentes. As metaloproteinases sdo uma
familia de proteases dependentes de zinco (27,28), cuja funcao é regulada pelas TIMP’s
(tissue inhibitors of metaloproteinases), especialmente a TIMP-1 e -2. Wong et al. (25)
verificaram que os fibroblastos isolados da derme em cultura apresentavam maior
viabilidade, aumento dos niveis de mRNA de colagénio | e de fibronectinas, bem como
da expressdo de colagénio Ill e TGF-B1 quando irradiados com IPL. Wong e
colaboradores (23) estudaram o efeito da luz pulsatil na expressdo de MMPs (Matrix
metalloproteinases) em culturas de fibroblastos e verificaram uma reducéo dos niveis de
MMP-2 e MMP-14, e ainda da TIMP-2. Um outro estudo realizado in vivo evidenciou
uma menor expressao de MMP-2 e de MMP-1 (20).

A andlise histopatoldgica e imunohistoquimica de amostras de pele de animais
irradiados com IPL (com 30 J/cm?) evidenciaram um aumento da espessura das fibras
de colagénio nas regides da pele tratadas com IPL em relacdo as regides ndo expostas. A
analise da espessura das fibras de colagénio foi ainda confirmada por microscopia
eletronica, observando-se que a espessura e diametro das fibras de colagénio
aumentaram com o tempo de irradiacdo com IPL (29). Num estudo efetuado com
murganhos BALB/c submetidos a IPL (30 J/cm® e com intervalos de comprimentos de
onda de 500-670 nm e 870-1400 nm), durante um periodo de 6 meses e irradiados duas
vezes por semana, observou-se um aumento da espessura da derme devido a deposicao

gradual de colagénio tipo | e tipo 1, o que se relacionou com o incremento dos niveis




de mRNA de procolagénio | e Il (20). Resultados semelhantes foram descritos
utilizando outro modelo animal, o porco, no qual foram irradiadas pequenas secOes da
pele deste animal, tendo-se verificado um aumento de procolagénio I, o que ocorreu
unicamente entre os 21 a 42 dias de tratamento (22). Em resposta a aplicacdo da IPL foi
ainda observado o rearranjo das fibras de colagénio, que passaram a apresentar uma
orientacdo paralela a epiderme (20). Alguns autores sugeriram que 0 aumento da
temperatura da pele devido a irradiacdo com IPL promove a degradacdo das fibras de
colagénio, com posterior formacdo de novas fibras de colagénio (20,21). Em termos
gerais, estas alteracbes promovidas pela IPL resultaram no melhoramento do aspeto
fisico da pele, um efeito denominado fotorejuvenescimento. Contudo ha aspetos ainda
por explorar, uma vez que, por exemplo, a irradiagdo com IPL leva ao aumento da
expressao de TGF-B (24,30) que explica em parte os efeitos benéficos na pele tratada,
todavia este € em simultdneo muitas vezes associado a situacdes de cancro.

O fator TGF - B é membro de uma grande familia de citocinas que controla muitos
aspetos funcionais nas células como a proliferacdo, a diferenciacdo, a adesdo, a
migracdo ou a apoptose. A sua acdo é dependente de varios fatores como o tipo de
células e a interacdo com outros fatores de crescimento (31). Em condi¢Bes normais, o
TGF-B inibe a proliferacdo da maior parte das células epiteliais por mecanismos
autocrinos. Em estadios iniciais de cancro, o TGF-p atua como supressor tumoral
inibindo o desenvolvimento do tumor primario, pela paragem do ciclo celular. Em
estadios mais avancados, apds as células adquirirem resisténcia ao TGF-B ou apds
inativacdo das suas vias de acdo, este torna-se um agente promotor de crescimento
tumoral aumentando a sua capacidade de invasao, angiogénese e metastizagdo. Assim, o
TGF-p tem sido considerado um biomarcador para avaliacdo da progressdo tumoral e
um alvo da prevencdo e tratamento de metastases (30,32). Como tal o aumento da
expressao de TGF-B induzido pela aplicacdo de IPL é um efeito a ter em conta em
estudos futuros, pelo seu possivel efeito pr6-oncogeénico, ja que sdo detetados niveis de
expressdo de TGF-B aumentados em pele exposta a radiagdo, como a radiagcédo UV (33).

Adicionalmente, Chan e colaboradores (21) verificaram que a luz pulsétil induz
uma sobreexpressdo de pl6 e PCNA em ratos. Este facto sugere a existéncia de
perturbacdes a nivel genético que podem promover a carcinogénese, uma vez que, a
proteina p16 (ou Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A)) codificada pelo
gene INK4a/CDKN2A é uma importante proteina supressora tumoral. A ocorréncia de




mutacdes neste gene ou a sobreexpressdo da proteina pl6 tem sido relacionada com
diferentes tipos de carcinomas da pele (carcinoma basocelular e o carcinoma
espinocelular) e ainda com o melanoma (34,35). Relativamente ao gene PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) este relaciona-se com a reparagdo do DNA antes
da replicacdo. Uma maior expressdo deste gene tem sido associada ao efeito da radiacao
ultravioleta (UVB), quer em cultura de células quer in vivo (36). Assim, a maior
expressao destes dois fatores nas células expostas ao IPL, sugere a ocorréncia de efeitos
potencialmente associados ao processo de carcinogénese. Neste contexto, torna-se
importante investigar quais os efeitos do IPL a nivel celular, para avaliar o seu potencial
carcinogénico, uma vez que neste campo, existe apenas um estudo de Hedelund (37) e
colaboradores que avaliou o potencial carcinogénico desta radiacdo em conjunto com a
radiacdo UV, verificando que esta por si sé ndo apresenta potencial carcinogénico, mas
que em pele irradiada com IPL e posteriormente com UV, ha uma ligeira tendéncia para

uma maior suscetibilidade para o desenvolvimento de carcinomas.




3. AlteracOes moleculares

assocladas ao cancro da pele

O desenvolvimento tumoral ndo resulta necessariamente de um aumento da
proliferacdo celular, mas sim de um desequilibrio entre a progressao do ciclo celular e o
crescimento celular por um lado, e a morte celular programada, por outro. Estes
processos sdo globalmente controlados por vias de sinalizacdo potencialmente
moduladas por diferentes fatores (38,39). O stresse oxidativo parece regular as vias de
sinalizagdo que regulam a proliferacdo e morte celular, uma vez que promovem

alteracBes estruturais e funcionais das biomoléculas e do estado redox celular (40-43).

3.1. Vias de sinalizagdo moduladas no cancro da pele

De entre as vias de sinalizacdo envolvidas no cancro da pele tém sido sugeridas as
vias de sinalizacdo RAS/RAF/MEK/ERK e a PISK/PTEN/Akt/mTOR (44,45). A via
RAS/RAF/MEK/ERK é uma das vias de sinalizacdo do tipo MAPK (mitogen-activated
protein kinase) e parece ter um papel importante no desenvolvimento de neoplasias
melanociticas (45-47). Esta via estabelece a ponte entre os sinais extracelulares e a
maquinaria celular que controla processos fundamentais como a diferenciagdo, o
crescimento, a proliferacdo, a migracao e a apoptose (46—48). Nos melandcitos, esta via
é ativada por fatores de crescimento ou por mutacGes que ocorrem nos genes RAS
(abreviatura de Rat Sarcoma) (48,49). Esta via de sinalizacdo é iniciada por ativacdo
dos recetores tirosina cinase (RTK) com subsequente ativacdo da proteina Ras (48).
Esta liga-se a uma molécula de GTP iniciando a sinalizacdo por ativacdo de diferentes
mediadores, sendo a RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) e a fosfatidilinositol-3-
cinase (PI3K), as cinases efetoras mais descritas (47,49). A proteina BRAF, membro da
familia RAF, é recrutada para a membrana onde ¢é fosforilada e atua na fosforilagdo da

MEK, com consequente fosforilagéo e ativacdo da ERK (Extracellular signal-Regulated

Kinases), levando a propagacgdo do sinal a diferentes alvos citoplasméticos e nucleares
(50), como esquematizado na Figura 2. A ativacdo da cinase ERK promove a
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transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo, na organizacdo da actina e na
motilidade celular bem como na protecdo contra mecanismos apoptéticos (45,48).
Estudos referem que existem mutacdes que alteram o normal funcionamento de N-Ras
(uma das isoformas da proteina Ras, presente em 20% dos melanomas) e mutacdes na
BRAF (presente em cerca de 50% dos melanomas) (51), enquanto no carcinoma das
células escamosas a mutacdo mais prevalente estéa associada a isoforma H-Ras (38), que
evidencia a importancia desta via no processo de carcinogénese. Esta ativacdo aparece
assim, associada a inducdo da carcinogénese na pele, com DMBA/TPA. Uma vez, que 0
agente iniciador DMBA leva a mutacdo no coddo 61, por transversdo de CAA a CTA
(52,53).

A ativacdo de PI3K por RTKs ou pela prépria Ras induz a fosforilacdo de
fosfatidilinisitol-4,5-bifosfato (PIP2) com subsequente formacdo de fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3) e ativacdo de PKB (proteina cinase B, também denominada Akt),
que por sua vez ativa fatores de transcricdo (Figura 2) e participa na inibicdo das
caspases-3, -8 e -9, exercendo um efeito anti-apoptético (54). Os niveis de PIP3
intracelulares sdo também regulados pela PTEN (Phosphatase and Tensin homolog),
cuja atividade se encontra alterada no melanoma (50), com consequente ativacédo da via
PIP3/Akt/mTOR (55). A jusante da ativacdo da Akt surge uma outra serina/treonina
cinase, a mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) que pode atuar via dois complexos
multiproteicos diferentes designados por mTORC1 e mTORC2 que regulam a sintese
proteica, a transcricdo de genes e a proliferacdo celular (56). Existem 3 isoformas de
Akt, a Aktl, a Akt2 e a Akt3, sendo que a Ultima foi relacionada com 0 melanoma, visto
que em linhas celulares de melanoma verificou-se uma maior expressao e fosforilagcéo
desta isoforma (57). Além disso, no cancro da pele do tipo ndo melanoma induzido
quimicamente em ratos, verificou-se uma relagdo direta entre a atividade da Akt e a
carcinogénese (58). A cinase mTOR esta associada a diversos tipos de cancro, tendo
sido sugerido que uma maior atividade da mTOR nos melanomas cutaneos (59)
constitui um fator de mau prognostico (60).

A PTEN é uma proteina supressora tumoral, cuja diminuicdo de atividade esta
relacionada com a ocorréncia de mutacdes no gene que a codifica (61). Num estudo no
qual se procedeu a analise de diferentes amostras bioldgicas, tais como, biopsias de pele
humana normal, biopsias de lesGes pré neoplasicas (ceratose actinica, lesdo pré-maligna

resultante da exposi¢cdo a UV solar), biopsias de pele da zona dorsal de ratos e culturas
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celulares de queratindcitos, os autores concluiram que apds a irradiagdo com UVB havia
uma reducdo na expressdo de PTEN (39).

A desregulacdo destas vias de sinalizacdo pode ter origem em alteracfes genéticas
promovidas por agentes mutagenicos como a radiacdo UV, que entre vérios efeitos
induz a dimerizacdo de timinas no DNA, mutagdes que resultam no comprometimento
dos niveis de PI3K, na perda da fungdo de PTEN e na elevada expressdo e fosforilagdo
da Akt (45,62).
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Figura 2- Representacdo esquematica das vias RAS/RAF/MEK/ERK e da via
PI3K/PTEN/Akt. Apos a estimulacdo por um sinal extracelular ha a ativacdo da proteina RAS
que por sua vez fosforila a proteina RAF iniciando assim uma cascata de reagdes que passa pela
fosforilacdo da MEK e ERK e culmina com a variacao da expressao de genes no nucleo. Por sua
vez a proteina RAS pode ainda estar envolvida na ativacdo da via PI3K e na cascata de reacGes

associadas regulando a transcricdo de genes (adaptado de 19).

Outra via de sinalizagdo com um papel importante na patogénese do cancro da pele
envolve a familia de proteinas Bcl-2 (B-cell lymphoma/leucemia-2) que regula a
apoptose. Esta familia de proteinas engloba membros anti- e pré-apoptoticos,
localizados na membrana externa mitocondrial, na membrana nuclear e ainda no

reticulo endoplasmatico. Dentro desta familia, as proteinas Bcl-2, Mcl-1 e Al inibem a
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apoptose enquanto as proteinas Bax, Bak e Bad promovem a morte celular programada
(50). A permeabilidade da membrana externa mitocondrial é regulada pela interacéo
entre 0s membros pro- e anti-apoptéticos da familia de proteinas Bcl-2 (63). Na pele,
mais concretamente na epiderme, foram detetados varios membros da familia de
proteinas Bcl-2, com acdo anti-apoptética nos queratindcitos e melandcitos (63-65).
Niveis aumentados de Bcl-2 tém sido encontrados em lesGes pré-malignas e malignas
com origem nos queratindcitos, na ceratose actinica e carcinomas das células escamosas
e basocelulares, o que sugere o envolvimento desta proteina no desenvolvimento da
malignidade nos queratinécitos (66).

As espécies reativas de oxigénio e azoto tém sido associadas a desregulacdo de
varias vias de sinalizacdo, como por exemplo da via MAPK. Esta via de sinalizacéo é
ativada em condicGes de stresse oxidativo, pelo comprometimento da funcdo da proteina
tioredoxina, devido a oxidacdo de dois residuos de cisteina que se encontram no seu
centro ativo (40). Outra via modulada em vérios tipos de cancro é a PI3K, sendo que a
ativacdo desta via é controlada pela PTEN. Esta via € reversivelmente regulada pelo
nivel redox celular. A oxidacdo dos residuos de cisteina presentes no dominio catalitico
da PTEN resulta na sua inativagdo, um processo que parece ser mediado pelo H,O; (40).
Estas evidéncias suportam estudos anteriores que tém relacionado os niveis elevados de
ROS com a aquisicdo de autossuficiéncia em fatores de crescimento, a insensibilidade a
fatores anti-crescimento, a fuga a apoptose, a aquisicdo de um potencial replicativo
ilimitado bem como a capacidade de invasdo e metastizacdo das células tumorais da
pele (67-69).

3.2. Papel do stresse oxidativo no cancro da pele

O stresse oxidativo esta associado a etiologia e progressdo de diversas patologias
incluindo o cancro da pele (41). A formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é
uma consequéncia da vida aerdbia, cuja acdo potencialmente lesiva, na célula é
controlada pelos sistemas antioxidantes. As ROS tém origem na reducdo parcial do
oxigénio molecular (O;) na mitocondria, com consequente formacdo de espécies
radicalares e ndo radicalares. De entre os radicais é de destacar o anido superoxido (O,")
e o hidroxilo ("OH), enquanto as espécies nao radicalares incluem o peréxido de
hidrogénio (H20,) e o &cido hipocloroso (HOCI). Além dos ROS existem também as
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espécies reativas de azoto (RNS), que incluem entre outras espécies, o 6xido nitrico
(NO’) e ainda o peroxinitrito, que resulta da reacdo entre 0 NO" e 0 O,". As células
defendem-se destas espécies potencialmente lesivas recorrendo a sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos. De entre 0s sistemas enzimaticos é de destacar a a¢do da
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e a
tioredoxina A superoxido dismutase catalisa a conversdo do anido superéxido (O,") a
peréxido de hidrogénio (H,O;), sendo que este € o substrato da catalase ou da glutationa
peroxidase que o convertem em H,O (Figura 3). De entre os sistemas antioxidantes ndo
enzimaticos é de salientar o &cido ascdrbico (vitamina C), os carotendides, 0s
flavonoides, a glutationa (GSH) e o a-tocoferol (vitamina E). A inativacdo ou alteracao
dos sistemas antioxidantes parece ocorrer em células tumorais, manifestando-se numa
menor atividade das enzimas CuZn-SOD, Mn-SOD, CAT e GPxs (70).

As fontes de espécies reativas de oxigénio sdo variadas, podendo ser endégenas e
exdgenas. A cadeia respiratéria mitocondrial constitui uma das principais fontes
enddgenas de ROS, sendo ainda de salientar a ativacéo de células inflamatérias (71). No
segundo grupo estdo incluidos os varios tipos de agentes quimicos e fisicos como o0s
metais pesados, compostos toxicos e as radiacdes ionizantes (72). Dentro do espectro
eletromagnético, as radiagdes dividem-se entre radiacGes ionizantes (com elevadas
frequéncias e baixos comprimentos de onda) e ndo ionizantes (baixa frequéncia e
elevado comprimento de onda). As radiagdes de muito elevada energia (elevada
frequéncia) como 0s raios-X e 0s raios-y podem causar danos severos na pele. No
entanto, a exposicdo a estas radiacdes é menos frequente (41). Contudo, verificou-se
que a exposicdo a luz visivel, a mais comum, pode aumentar a producéo de ROS, como
demonstrado num estudo com culturas de queratindcitos humanos (73). Também a
exposicdo prolongada a radiagdo infravermelha, esté associada a ceratose actinica, uma
lesdo benigna percursora do carcinoma espinocelular (74). Todavia, o tipo de radiacéo
mais associado ao stresse oxidativo e por sua vez ao cancro de pele é a Luz Ultravioleta
(41,75).

O desenvolvimento do cancro da pele engloba trés fases distintas: a iniciagéo, a
promocéo e a progressdo. Estas sdo mediadas por uma variedade de alteragdes celulares
e moleculares nas quais as espécies reativas de oxigénio e de azoto parecem ter um

papel ativo (42). Em condicOes de stresse oxidativo as ROS podem reagir com as
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biomoléculas, causando danos nas membranas celulares por peroxidacéo lipidica, danos

no DNA e em proteinas, comprometendo a sua funcéo (76) (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema evidenciando a formacdo de espécies reativas de oxigénio, 0s

mecanismos enzimaticos antioxidantes e as biomoléculas alvo a nivel celular.

Os danos oxidativos em proteinas dao origem a modificagdes na estrutura
tridimensional e nas suas propriedades fisico-quimicas, o que resulta numa maior
fragmentacdo, agregacao e aumento da suscetibilidade a protedlise (77). A oxidagdo de
proteinas pode ocorrer devido a acdo das ROS ou RNS ou ainda pela reacdo com
produtos secundarios resultantes do stresse oxidativo, podendo assim promover o

processo de carcinogénese (41).

3.2.1. Modificacdes oxidativas em proteinas e a sua analise por

protedmica

O estudo das alteracBes oxidativas em proteinas € importante dado que estas
biomoléculas desempenham papéis vitais na regulacdo da estrutura e sinalizacao celular,
bem como em processos enzimaticos e metabdlicos. Assim, qualquer alteracdo que

comprometa a funcdo das proteinas tera impacto na atividade celular (78).
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A oxidacdo de proteinas corresponde a uma alteracdo covalente que ocorre na
proteina e que pode ser induzida tanto por ROS e RNS como pela reacdo com produtos
secundarios resultantes do stresse oxidativo. Sao varios os tipos de oxidacdo que podem
ocorrer ao nivel das proteinas, sendo a carbonilagdo uma das mais comummente
estudada (79,80). Os grupos carbonilos sdo altamente estaveis pelo que constituem um
marcador adequado para detecdo de danos oxidativos em proteinas. Estes grupos podem
surgir da oxidacdo de cadeias laterais de aminoacidos em particular da prolina, arginina,
lisina, treonina e ainda da histidina; da fragmentacdo do backbone da proteina, da
remocao de hidrogénios do carbono alfa e ainda da adicdo de aminoacidos. Os grupos
carbonilo também podem ser integrados nas proteinas pela introducéo de aldeidos (ex:
resultantes da peroxidacdo lipidica), ou por reagdo com outros derivados reativos de
carbonilos (gerados pela reacdo de acucares redutores, ou pelos seus produtos de
oxidacdo, com residuos de lisina nas proteinas) (81,82). Os residuos de aminoacidos que
contenham enxofre (cisteina e metionina) e os residuos de aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina e fenilalanina) sdo particularmente sensiveis a lesdo oxidativa, tanto
pela agdo das ROS como das RNS (81,83). Assim, os grupos carbonilos presentes em
proteinas indicam a extensdo dos danos oxidativos causados numa dada situagdo de
stresse, pelo que o teor de grupos carbonilo constitui um bom marcador de oxidacao de
proteinas. Em condi¢des normais, 0s grupos carbonilo estdo presentes em niveis muito
baixos, aproximadamente 1 grupo carbonilo a cada 300 residuos de aminoéacidos,
aumentando significativamente em condigdes de stresse oxidativo (80).

As RNS sdo também responsaveis pelos danos celulares pela nitracdo do
aminoacido tirosina, a 3-nitrotirosina (3-NT), podendo assim, comprometer a
integridade funcional e estrutural de diversas proteinas. A 3-NT tem sido avaliada
laboratorialmente como um marcador dos efeitos lesivos do peroxinitrito, pelo aumento
da producéo de 6xido nitrico e de superodxido, a nivel celular. O aumento dos niveis de
3-NT tem sido associado a diversas condigdes patoldgicas, tais como as doencas
neurodegenerativas (77). No entanto, ndo se conhecem estudos que estabelecam uma
associacdo direta entre os niveis de 3-NT e o cancro da pele, nem que defina quais as
proteinas mais suscetiveis a esta modificagdo oxidativa.

Na caraterizacdo das proteinas mais suscetiveis a modificacdes oxidativas, na
identificacdo do tipo de modificagdo e na localizacdo destas nos dominios estruturais da
proteina, as abordagens de protedmica baseadas em espectrometria de massa (MS) sdo
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as mais comuns. Efetivamente a MS permite mapear e quantificar os locais das
modificagdes, fornecendo a localizagdo da modificacdo oxidativa (79,84). No entanto, a
analise de amostras biol6gicas mais complexas, como os extratos de pele ou culturas
celulares € necessario uma preparacao prévia da amostra e separacdo das proteinas antes
de proceder a sua caraterizacdo por MS. Neste contexto, tem sido aplicada um tipo de
abordagem protedmica que assenta em dois tipos de abordagens na separacdo de
proteinas: os métodos baseados em gel (gel-based) e os independentes de gel (gel-free-
based) (77,85). Nos métodos baseados em gel as proteinas sdo extraidas dos tecidos
bioldgicos e separadas por electroforese 2-DE. Na eletroforese em gel de poliacrilamida
2-DE, as proteinas sdo separadas, numa primeira etapa, de acordo com o0 seu ponto
isoeléctrico (Focagem isoelétrica) e pelo peso molecular (SDS-PAGE) (86), numa
segunda etapa, sendo posteriormente extraidas do gel e digeridas enzimaticamente.
Posteriormente sdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose, com vista a
imunodetecdo das proteinas oxidadas com anticorpos especificos para os diferentes
tipos de modificacbes oxidativas. Contudo, a separacdo em gel apresenta algumas
limitacbes relacionadas com a elevada quantidade de amostra requerida e a
reprodutibilidade entre géis (87).Nos métodos independentes de géis, a forma de
separagdo mais comum € a cromatografia de fase liquida. A separacdo por LC
apresenta-se como uma alternativa adequada, pois permite separar 0s peptideos
resultantes da digestdo proteolitica das proteinas da amostra com base em propriedades
como a polaridade, permitindo aumentar a sensibilidade e seletividade da separagéo
(88).

Para a analise e detecdo dos grupos carbonilos € efetuado um tratamento prévio da
amostra com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNHP) com vista a formagdo de aductos
estaveis com as proteinas carboniladas (DNP)(89), posteriormente detetadas com um
anticorpo anti-DNP (imunoblotting ou oxyblotting). Similarmente, outras modificacGes
oxidativas, como a 3-NT séo detetadas com recursos a anticorpos anti-nitrotirosina (77).
Apos a andlise comparativa do imunoblott com um gel 2-DE corado, sdo selecionados
0s spots correspondentes as proteinas oxidadas, para posterior identificagdo destas por
MS (Figura 4).
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3.2.2. Papel da radiagdo UV no stresse oxidativo: consequéncias no

proteoma da pele

A pele esta exposta a varios agentes quimicos e fisicos que promovem stresse
oxidativo com subsequentes alteraces moleculares. De entre os varios tipos de
radiagcbes que induzem o aumento stresse oxidativo na pele, a radiagdo ultravioleta
constitui o fator etiolégico mais estudado associado ao stresse oxidativo na pele, ndo
sendo ainda conhecidos os efeitos de outros tipos de radiacdo, como a IPL, na
suscetibilidade das proteinas a oxidacdo. A radiacdo UV compreende trés tipos
principais, de acordo com o comprimento de onda: UVC (100-280nm), UVB (280-
320nm) e UVA (320-400nm). A radiacdo UVC ¢ totalmente absorvida pela camada de
ozono presente na atmosfera, assim como grande parte da radiacdo UVB, ao contréario
da UVA que ndo é absorvida. A radiacdo UVB é absorvida pela epiderme, enquanto a
UVA consegue penetrar mais profundamente na derme. As radiagdes UVA e UVB
induzem stresse oxidativo na pele, pela formagdo de ROS e RNS ou por oxidar
diretamente macromoléculas, como o DNA, provocando reacdes de dimerizacdo e/ou
promovendo a ativacdo de fatores de transcricdo que sdo responsaveis pela
sobreexpressdo de genes que codificam fatores de sobrevivéncia celular (90,91). A
radiacdo UV também ativa o processo inflamatorio na pele, uma importante fonte de
ROS, que esta relacionada com doencas como o cancro da pele (melanoma e ndo-
melanoma), eritema, queimaduras, imunossupressao e fotoenvelhecimento (92).

As proteinas devido a sua abundancia tornam-se o maior alvo dos danos oxidativos.
A radiagdo UV ¢ capaz de induzir dano foto-oxidativo por dois mecanismos distintos,
nas diferentes biomoléculas. A primeira envolve a foto-oxidacao direta por absor¢éo de
UV, pela estrutura priméaria da proteina ou por croméforos ligados a estas proteinas,
resultando assim na formacédo de espécies no estado excitado, ou mesmo na formacéo de
radicais pela foto-ionizagdo, sendo que, no geral, estes mecanismos sdo designados por
mecanismos do tipo 1. A segunda maior via diz respeito a oxidacdo indireta de proteinas
via formacdo e subsequente reacdes do oxigénio singleto (*O.), formado a partir de
oxigénio tripleto, pela transferéncia de energia absorvida pelas moléculas envolventes
(cromoforos e ligacBes peptidicas, etc), sendo que estas reccdes sdo designadas por
reacOes do tipo 2 (93). Quais queres que sejam 0s mecanismos, estas modificactes
oxidativas podem provocar a fragmentacdo, o misfolding, e a agregacdo de proteinas
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que levam, em dltima instancia, a alteracdo da sua fungdo (94), e como estas sdo 0s
principais efetores celulares, as alteragdes no proteoma podem levar a ativacdo de
fatores de crescimento, recetores de citocinas bem como a ativacdo de moléculas de
sinalizacdo a nivel intracelular e a alteracdes na apoptose celular.

Perluigi e colaboradores (95) avaliaram os efeitos de doses sub-téxicas de radiacao
UVB (280-320nm) em culturas de queratindcitos epiteliais humanos, utilizando uma
abordagem protedmica. Estes autores identificaram, por 2-DE-MS/MS, nas células
expostas a radiacdo UVB 12 proteinas reguladas positivamente e 3 proteinas reguladas
negativamente, envolvidas em diferentes processos celulares. Além disso mostraram
ainda que 7 proteinas se encontravam significativamente carboniladas: a PDI A3
(protein-disulfide isomerase A3), a GPR78 (Glucose protein reglated 78), a Arp-3
(actin-related protein 3), a Anx 2 (Anexina 2), a a-enolase, a subunidade Ilb da
glucosidase e por ultimo, as ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas C1/C2. Os
autores verificaram ainda que a expressdo das proteinas de choque térmico (HSPs) se
encontrava aumentada. De referir que estas proteinas estdo intimamente ligadas aos
mecanismos de controlo da qualidade proteica, isto é, sdo elementos chave na resposta
celular ao stresse oxidativo e ainda & manutengdo do folding correto das proteinas (96).
Estes resultados sugerem que a radiacdo UV despoletou um aumento do stresse
oxidativo e da oxidacdo de proteinas envolvidas no folding proteico (como a GRP78 e a
PDI).As HSPs atuam reduzindo os efeitos de stresse e previnem a apoptose, permitindo
ativar mecanismos de sobrevivéncia. No entanto, tem sido demonstrado que o fator
regulador das HSPs, o HSF-1 (heat-shock factor 1) se encontra sobre-expresso em
diversas células tumorais da pele (97) e que a irradiacdo de células com UVB promove
um aumento significativo da expressdo da HSP70 e HSP60 (95,98). A funcdo anti-
apoptética das HSPs parece estar relacionada com duas vias de sinalizacdo distintas, nas
quais a HSP70 parece ter um papel importante. A HSP70 promove a inativagdo da via
de sinalizacdo JNK, o que inibe a translocacdo da Bax para a mitocondria contudo,
alternativamente, a HSP70 interage com a Bax podendo inativa-la diretamente. Estas
duas vias culminam na inibicdo da libertagdo do citocromo c para o citoplasma,

inativando assim a via intrinseca da apoptose (98).
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Outras proteinas importantes na manutencdo da qualidade proteica sdo a GRP78 e a
PDI. A GPR78 esta envolvida na ativacdo da UPR (Unfolded Protein Response), um
dos mecanismos do controlo de qualidade das proteinas que promove a sobrevivéncia
celular e inibe a apoptose (99). A proteina dissulfeto isomerase (PDI) catalisa a
formacdo e rearranjo de ligacdes dissulfeto entre aminoacidos durante o folding
proteico, e parece também estar envolvida em processos de adesdo celular, regulacdo
génica, na polimerizacdo dos filamentos de actina (95), e na migracdo e invasao das
células tumorais (100). Esta proteina tem sido associada ao desenvolvimento do cancro
da pele, a sua malignidade, e a elevada capacidade de invasdo e metastizagdo do
melanoma (98,101). Apoés a inibicdo da atividade da PDI verifica-se um aumento da
apoptose das células de melanoma (102).

Ainda relativamente ao papel da UV na carcinogénese, Wu e colaboradores (98),
verificaram alteracbes da expressdo de varias proteinas em linhas celulares de
fibroblastos de pele normal (CCD-966SK), ap6s exposicdo a diferentes doses de
radiacdo UVB. Verificaram também que apds 20 minutos de irradiacdo havia um
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio, que era dependente da dose e ainda
que a irradiacdo alterava o estado oxidativo dos grupos tidis de algumas das proteinas
analisadas, o que pode resultar na alteracdo da funcdo dessas proteinas. Este estudo
sugere que a radiacdo UV tem a capacidade de regular a expressdo das proteinas e que
em combinagdo com as modificagdes redox, compromete a fisiologia celular.

De entre algumas das proteinas com expressdo alterada pela radiacdo UV, destacam-
se a PHB (proibitina), a fascina e a cofilina, proteinas que estdo envolvidas em
diferentes processos celulares como a proliferacdo e a migracdo celular. A proibitina é
uma proteina ubiquamente expressa com um papel importante na regulacdo da
transcricdo, sendo ainda essencial para a proliferacdo celular. Esta proteina bloqueia a
entrada da célula na fase S do ciclo celular, tendo uma baixa expressdao em tecidos
normais, mas uma expressio elevada em diversos tumores (103). E uma proteina cuja
expressao aumenta em resposta a irradiacdo de UVB (98). A fascina e a cofilina
constituem outro tipo de proteinas que parecem estar relacionadas na resposta celular a
radiacdo UV. Estas proteinas participam na regulacdo da migracdo e motilidade celular,
uma vez que controlam a acdo da actina. A expressdo destas proteinas encontra-se
aumentada apds a irradiacdo com UVB (98). A fascina encontra-se em niveis elevados

nos carcinomas das células basais, que apresentam uma reduzida metastizacdo, mas
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encontra-se diminuida nos melanomas onde a metastizacdo ¢ muito elevada, sugerindo
que a capacidade de metastizacdo é inversamente proporcional a expressdo de fascina
(104,105). Neste sentido, os autores sugeriram que a modificacdo redox promovida pela
radiacio UVB pode alterar as condigdes fisioldgicas celulares a ponto de

desencadearem prematuramente o processo de carcinogénese (98).
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[1. Objetivos










II. ObDbjetivos

A IPL é uma tecnologia com bastante aplicacdo na estética e na dermatologia
devido ao seu cardter ndo invasivo e aos efeitos visiveis no tratamento do
fotoenvelhecimento, na remocgédo de pelos e ainda no tratamento de lesdes vasculares.
No sentido de melhor compreender os mecanismos moleculares regulados na pele pela

exposicao a IPL, o presente estudo teve como objetivos:

i) Avaliar o efeito da IPL na suscetibilidade do proteoma da pele normal e da
pele com lesdes cuténeas pré-neoplasicas, a lesdo oxidativa, utilizando um
modelo animal de carcinogénese, tendo-se em consideracao dois estadios do

desenvolvimento neoplasico;

i) Relacionar as alteracbes do proteoma da pele com alteragdes sistémicas nos
animais, de modo a avaliar o potencial efeito, a longo prazo, da utilizacdo desta

tecnologia em estética e dermatologia;
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1. Material e Métodos













[1l. Material e Métodos

1. Reagentes

7,12-dimetilbenzentraceno (DMBA); acetato de tetradecanoilforbol (TPA), 3-[(3-
colamidopropil)-dimetil-amonia]-1-propano-sulfonato  (CHAPS);  glicina;  Tris-
(hidroximetil)-aminometano (Tris) e os filmes de raio-X (Kodak Biomax Light Film)
foram adquiridos a empresa Sigma Aldrich; ureia foi obtida da GE Health Life
Sciences; tioureia foi adquirida a Riedel-de-Haén; mercaptoetanol foi obtido da Merck
Millipore; os reagentes de ECL foram comprados a Amersham Pharmacia Biotech. A
xilazina (Rompum) adquirida a Bayer HealthCare. Os anticorpos rabbit polyclonal anti-
GAPDH (ab9485), mouse monoclonal anti-ATPsintase B (ab14730), rabbit polyclonal
anti-IL-6 (ab6672), rabbit monoclonal anti-proteina C reativa (ab32412) foram
adquiridos a empresa Abcam (Cambridge, UK). Os anticorpos secundarios conjugados
com peroxidases anti-mouse IgG e anti-rabbit 1gG, adquiridos a empresa GE Healthcare
(UK). O anticorpo rabbit policlonal anti-DNP foi obtido a empresa DakoCytomation
(Hamburg; Germany) e o anticorpo rabbit monoclonal anti-3-nitrotirosina adquirido a
empresa Merck Millipore.

2. Desenho experimental

De forma a atingir os objetivos propostos para este estudo, realizou-se a abordagem
experimental apresentada na Figura 5. Para este protocolo foram usados 28 murganhos,
da espécie Mus musculus, estirpe ICR (CD-1%), do sexo feminino, com cerca de 5
semanas de idade, adquiridos & empresa Harlan-Interfauna (Barcelona, Espanha). Os
murganhos foram distribuidos aleatoriamente por 5 grupos experimentais, sendo que 0s
grupos DMBA e Controlo foram constituidos por 5 animais e os restantes grupos por 6
animais. O grupo DMBA foi submetido ao agente iniciador 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA); o grupo DMBA+IPL foi submetido a acdo do DMBA e posteriormente a
tratamento com IPL; o grupo DMBA+TPA foi submetido a tratamento com DMBA e
posteriormente exposto ao composto promotor da carcinogénese, 0 acetato de
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tetradecanoilforbol (TPA); o grupo IPL foi exposto apenas a IPL; aos animais do grupo
Controlo foi aplicado na pele o veiculo utilizado na preparacéo das solu¢cbes de DMBA

e TPA, isto é, acetona.

Controlo IPL DMBA+TPA DMBA+IPL DMBA
n=5 n=6 n=6 n=6 n=5

| ]

: “*AutoAnalyser:

! ProteinaTotal
v’ Albumina
v'Alaninaaminotransferase (ALAT)

: v’ Aspartato aminotransferase (ASAT)
!I! ! «Slot-Blot:

“Slot-Blot: vProteinaC retiva (CRP)
¥ Interleucina-6 (IL-6)

v Teor total em 3 nitrotirosina
v Teor em proteinascarboniladas

-

«*Western Blotting:

v ATPsintase
v GAPDH

«+Oxyblote MS/MS

v'Andlise do perfil proteico em proteinasnitradase
carboniladas

v Identificacdo das potenciais proteinasnitradas e
carboniladas na pele

Figura 5 — Esquema do procedimento metodolégico utilizado no presente estudo para
avaliar o efeito da IPL na pele saudavel e com lesdes neoplasicas.
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3. Protocolo animal

O protocolo animal foi realizado de acordo com a Portaria n°1005/92 de 23 de
Outubro, e com os regulamentos da Legislagdo da Comunidade Europeia para o Bem-
estar Animal e decorreu no biotério da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro.
Este iniciou-se com o corte do pelo dos murganhos na regido do dorso a ser exposta a
agentes quimicos e/ou IPL. O corte do pelo foi efetuado quinzenalmente, com uma
maquina de tosquia (Braun, modelo AESCULAP, Isis GT 420). Aos animais dos grupos
DMBA, DMBA+IPL e DMBA+TPA foi efetuada a aplicagdo topica de uma Unica dose
de solucdo do iniciador (2 mM de DMBA), uma semana apds a remogdo do pelo.
Quatro dias ap6s a aplicacdo do iniciador, aos animais do grupo DMBA+TPA passou a
aplicar-se o TPA (100 uM), duas vezes por semana, durante 25 semanas. Os animais
dos grupos DMBA+IPL e IPL foram submetidos a 2 pulsos de luz pulsétil, na
intensidade 5 do aparelho (correspondente a uma fluéncia de 6,5 J/cm? numa érea de 6
cm?), duas vezes por semana e durante todo o protocolo animal. Para o efeito utilizou-se
um aparelho Phillips Lumea®. Os pulsos de IPL foram aplicados paralelamente & linha
sagital do dorso dos murganhos. Aos animais do grupo Controlo foi aplicada acetona na
pele, duas vezes por semana, até ao fim do ensaio. Utilizou-se este composto uma vez
que as solucdes de DMBA e TPA foram preparadas em acetona. A aplicacdo de TPA e
DMBA foi realizada numa camara de fluxo laminar.

Os animais foram pesados individualmente no inicio da experiéncia e imediatamente
antes do sacrificio. Durante o protocolo animal controlou-se as variacfes de peso de
animais vs. consumo de alimento e bebida. Para as pesagens dos animais utilizou-se
uma balanga Mettler PM 4000. Ao longo do protocolo animal monitorizou-se o
aparecimento de les6es cutaneas nos locais da pele sob tratamento.
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4. Preparacdo das amostras de soro e de extratos de pele

Uma vez concluido o protocolo experimental os animais foram eutanasiados por
injecdo de uma overdose de xilazina (Rompum) por administracdo intraperitoneal. Foi
recolhido sangue por puncdo cardiaca direta, método aceite pela FELASA, para
posteriores analises bioquimicas e, recolheram-se porcfes de pele submetidas aos
tratamentos para analise histolégica e bioquimica. As amostras para histologia foram
colocadas em formol tamponado a 10% e processado de acordo com o procedimento de
rotina para a microscopia 6tica. Foram preparadas secBes de tecido de 2 um de
espessura. Apds desparafinacdo em xilol, as se¢des de tecido foram hidratadas em
solucBes de alcoois de concentragdo decrescente e coradas pelo método convencional de
Hematoxilina-Eosina.

Para analise bioquimica homogeneizaram-se as amostras de pele em tampéao de
homogeneizacéo (7 M ureia, 2 M tioureia, 4% CHAPS, 0,1% PMSF), na proporc¢éo de 50
mg de tecido por mililitro de tampdo de homogeneizacdo. A homogeneizagdo foi
realizada com um Potter-Elvehjem. Os extratos obtidos foram separados em aliquotas e

guardados a -80 °C.

5. Determinacao de parametros séricos

A concentracdo de proteina total, de albumina, a atividade das enzimas alanina
aminotransferase (ALAT) e aspartato aminotransferase (ASAT) foram determinadas nas
amostras de soro dos animais de todos 0s grupos experimentais, em duplicado, num
AutoAnalyzer (PRESTIGE 24i, Cormay PZ). O teor em interleucina-6 (IL-6) e de
proteina C reativa (CRP) foi determinado por Slot-Blot. Para o efeito, diluiram-se 10 puL
de cada amostra de soro em 450 pL de tampdo TBS (10 mM Tris, 0,15 mM NaCl, pH
8,0) e adicionaram-se 100 pL de cada amostra a cada poco do Slot-Blot. Sob vacuo
imobilizaram-se as protefnas do soro numa membrana de nitrocelulose (Whatman®,
Protan®). O procedimento de imunodetecdo foi efetuado como descrito no ponto 7,
utilizando como anticorpos primérios anti-IL-6 e anti-CRP e anticorpos secundarios
anti-rabbit 1gG.
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6. Quantificacdo da proteina total nos extratos de pele

A quantificacdo de proteina total dos homogeneizados de pele foi efetuada com
recurso ao kit comercial RC/DC (Bio-Rad, USA), um método colorimétrico que se
baseia no procedimento descrito por Lowry (106), com a vantagem de minimizar a
interferéncia de constituintes do tampdo de homogeneizacdo. Amostras de extratos de
pele e solucdes de albumina de soro bovino (BSA), com concentragdes entre 10 mg/mL
a 0,3 mg/mL foram processadas simultaneamente de acordo com as instru¢fes do
fornecedor. As absorvéncias foram determinadas a 750 nm num leitor de placas
(Multiscan 90, Thermocientific). Com os valores de absorvéncia das solu¢bes de BSA
construiu-se a curva de calibracdo utilizada para a determinacdo da concentragdo de
proteina total nos extratos de pele.

7. Analise por Western Blotting

Para a andlise de proteinas alvo nas amostras de extratos de pele, procedeu-se a
separacdo eletroforética num gel SDS-PAGE 12,5% de um dado volume de extrato
contendo 40 pg de proteina. As amostras foram previamente diluidas em tampédo de
reducdo (10% SDS, 0,5 M de Tris pH 6,8, 15 % glicerol, 0,01 % azul de bromofenol e
20% B-mercaptoetanol) e fervidas durante 5 minutos. Depois de separadas as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Whatman®, Protan®), por
eletrotransferéncia em tampdo de 25 mM de Tris, 192 mM de glicina e 20 % de
metanol, durante 2 horas a 200 mA. Para a imunodetecdo, numa primeira etapa
procedeu-se ao bloqueamento da membrana com uma solugéo de 5 % de leite magro em
p6 em TBS-T (TBS com 0,5 % Tween 20), durante 1 hora sob agitacdo, para evitar
ligacGes inespecificas do anticorpo. A membrana foi posteriormente incubada com uma
solucdo de anticorpo primério diluido 1:1000 em solucdo de blogqueamento (rabbit
polyclonal anti-GAPDH ou mouse monoclonal anti-ATP sintase subunidade f), durante
uma hora a temperatura ambiente, sob agitacdo. Ap6s a lavagem da membrana com
TBS-T, trés vezes, 10 minutos cada, sob agitacdo, incubou-se a membrana com uma
solucdo de anticorpo secundéario diluido 1:1000 em solucdo de bloqueamento (anti-
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rabbit ou anti-mouse), durante uma hora & temperatura ambiente, com agitagdo. A
membrana foi posteriormente lavada com TBS-T, trés vezes, 10 minutos cada, com
agitacdo. A membrana foi finalmente incubada durante 1 minuto com uma solugéo de
quimioluminescéncia e posteriormente exposta a um filme de raio-X, que apos ser
revelado e fixado, foi digitalizado no Gel Doc XR+ System (BioRad) e analisado com o

Software Image Lab (BioRad, versao 5.0).

8. Determinacao de proteinas oxidadas em extratos de pele

8.1. Determinacédo do teor total de 3-nitrotirosina e de grupos

carbonilo

A detecdo das proteinas nitradas foi realizada pela determinacdo de 3-nitrotirosina
por Slot-Blot. Um volume (1V) de homogeneizado de pele foi diluido em tampéo TBS
para a obtencdo de uma concentracdo final de 10 pg de proteina/100 pL. A cada poco
do sistema de Slot-Blot adicionaram-se 100 pL de amostra diluida e sob vacuo
imobilizara-se as proteinas numa membrana de nitrocelulose (Whatman®, Protan®). A
imunodetecao foi efetuada como descrito no ponto 7, utilizando um anticorpo primario
rabbit monoclonal anti-3-nitrotirosina e um anticorpo secundario anti-rabbit.

Para a detecdo de grupos carbonilo seguiu-se o procedimento descrito na Figura 6.
Em resumo, a um determinado volume (1V) de amostra contendo 20 ug de proteina
adicionou-se 1V de solucdo de 12% SDS e 2V de solugcdo 20 mM de DNPH preparado
em 10% TFA, seguindo-se a sua incubacdo no escuro, a temperatura ambiente, durante
30 minutos. Apoés este passo, procedeu-se a neutralizacdo com 1,5 V de solucdo de 2 M
de Tris e 18% B-mercaptoetanol. De seguida diluiram-se as amostras com TBS de forma
a obter uma concentracdo final de 0,001 pg/uL e transferiu-se um volume de 100 puL
para uma membrana de nitrocelulose (Whatman® Protan®) por Slot-Blot. A
imunodetecdo foi efetuada como descrito no ponto 7, utilizando um anticorpo rabbit
policlonal anti-DNP, como anticorpo primario e um anticorpo anti-rabbit como

anticorpo secundario.
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Figura 6 - Derivatizacdo das amostras para a determinacdo do teor em proteinas

carboniladas (V refere-se a um dado volume de amostra contendo 20 ug de proteina total).

8.2. Oxyblot para determinacéo das proteinas oxidadas

Para a andlise por eletroforese bidimensional das proteinas dos extratos de pele
solubilizou-se a amostra em tampédo de rehidratacdo (8 M ureia, 2 M tioureia, 1%
CHAPS, 12,9 mM DTT, 1% anf6litos 3-10; 0,01% azul de bromofenol) perfazendo um
volume de 120 pL. A amostra solubilizada foi aplicada na extremidade anddica do IPG
strip holder. Com a ajuda de uma pinca, retirou-se a protecao da tira IPG e colocou-se
esta no IPG strip holder, comegando por encaixar a tira do lado do anodo e evitou-se a
formacdo de bolhas de ar sob a tira. Seguidamente, adicionaram-se algumas gotas de
Drystrip Cover Fluid (Plusone) de forma a cobrir toda a tira, para evitar a desidratagéo.
Finalmente, colocou-se o IPG strip holder no aparelho de focagem isoelétrica de acordo
com as instrucdes do aparelho. O programa de focagem isoelétrica compreendeu as
sequintes fases: (temperatura a 20°C): 12 horas de rehidratacdo; 1 hora a 150 V
(gradiente); 1 hora a 500 V (gradiente); 1 hora a 1000 V (gradiente); 1,5 horas a 5000V
(Step-n-old).Uma vez concluida a focagem isoelétrica retirou-se a tira, secou-se com
papel de filtro e lavou-se com tampdo de corrida. A tira foi colocada num tubo de vidro

e adicionou-se 2 mL de tampédo de equilibrio (1,5 M Tris pH 8,8, ureia, 30% glicerol,
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2% SDS), ficando sob agitacdo durante 15 minutos. A tira foi posteriormente colocada
sobre um gel de 12,5 % SDS-PAGE, para a analise geral do perfil de proteinas ou para a
identificacdo das proteinas nitradas.

Para a andlise de proteinas carboniladas, a tira foi incubada com 5 mL de 12% SDS,
no escuro e em agitacdo, durante 20 minutos. De seguida, a tira foi colocada numa
solucdo de 20 mM DNPH, no escuro e em agitacdo, durante 1 hora e, por ultimo,
procedeu-se a incubacdo com 3 mL de tampdo de equilibrio, ficando sob agitacdo
durante 30 minutos. De seguida, a tira foi aplicada sobre um gel de 12,5% SDS-PAGE.

A separacdo das proteinas com base no tamanho foi efetuada a 150 V. Finalizada a
corrida, o gel foi corado ou transferido para uma membrana de nitrocelulose. Para
coloracdo do gel utilizou-se o corante comercial BlueSafe (Nztech). Para a andlise por
imunoblotting das proteinas carboniladas e nitradas, procedeu-se a transferéncia das
proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose de acordo com o procedimento
descrito no ponto 7. Os géis e os filmes foram digitalizados no Gel Doc XR+System
(BioRad) e analisados com o software PDQuest (BioRad).

Os spots de proteinas suscetiveis a carbonilacéo e a nitracdo foram extraidos do gel
corado e posteriormente digeridos com tripsina. Em resumo, as porcdes de gel foram
lavadas duas vezes com 25 mM de bicarbonato de am6nia/50% acetonitrilo, seguido por
uma lavagem com 100% acetonitrilo. Depois de secos sob vacuo (Speed Vac, Thermo
Savant, USA), adicionaram-se 20 uL de uma solu¢do com 10 pg/mL de tripsina diluida
em 50 mM bicarbonato de aménia. As porc6es de gel foram incubadas em solucdo de
tripsina durante a noite a 37°C. Os digestos tripticos foram extraidos do gel com écido
formico e depois de concentrados sob vacuo, foram ressuspendidos em 10 uL. de uma
solucdo de 50% acetonitrilo e 0,1% de &cido trifluoracético.
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9. Identificacdo das proteinas por MS/MS

Os espetros de massa foram obtidos num espetrémetro de massa MALDI-TOF/TOF
(4800 AbSCIEX). Os dez picos mais intensos em cada spot foram selecionados para
posterior aquisicdo de espetros de MS/MS, excluindo os picos da matriz, da autélise da
tripsina ou da acrilamida. Os picos da autdlise da tripsina foram utilizados para
calibracéo interna dos espectros de massa, permitindo uma precisdo superior a 25 ppm.
Os espetros foram processados e analisados pela Global Protein Server Workstation
(Applied Biosystems), que usa como motor de busca Mascot (Matrix Science, UK),
para a identificacdo de proteinas, conjugando dados de PMF (peptide mass
fingerprinting) com dados de MS/MS para pesquisa numa base de dados interna. A
identificacdo da proteina foi considerada, quando o grau de confianca foi superior a 98
%.

10. Analise estatistica

As variaveis analisadas apresentaram uma distribuicdo normal, segundo o teste
de Kolmogorov-Smirnov. Por essa razdo, os resultados obtidos das anélises bioquimicas
efetuadas foram processados recorrendo aos testes estatisticos paramétricos. Para testar
as diferencas entre os diferentes grupos experimentais efetuou-se uma analise de
variancia multifatorial one-way ANOVA, seguida da aplicacdo do teste Tukey post-hoc
de comparacdo multipla. Os calculos foram efetuados com o software GrafPad Prism
(versdo 5.0). Os valores obtidos foram considerados estatisticamente significativos
quando p <0,05. Os resultados para todas as variaveis sdo apresentados como média +
desvio padréo.
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V. Resultados

1. Caraterizacao da resposta animal aos tratamentos aplicados

A anélise da massa corporal dos animais, dos diferentes grupos experimentais no
final do protocolo experimental e a sua comparagdo com as massas iniciais, evidenciou
um ganho de massa estatisticamente inferior por parte dos animais do grupo

DMBA+TPA comparativamente ao grupo controlo (p<0,05; Tabela 1).

Tabela 1- Analise da variacdo da massa dos animais dos cinco grupos experimentais ao
longo do protocolo, tendo por base as massas iniciais e finais. Os valores sdo expressos em

média + desvio padrao.

Grupo Massa inicial (g) Massa final ()
DMBA 34,54+2,08 43,33+3,13
DMBA+IPL 35,44+1,76 41,90+2,71
DMBA+TPA 34,58+1,70 38,78+6,75*
IPL 34,31+3,00 41,18+2,75
Controlo 35,21+4,38 49,75+8,29

*p<0,05 vs. Controlo

A nivel sistémico observaram-se alteragdes significativas nos niveis séricos de
albumina entre os grupos analisados, tendo-se registado uma diminuigéo significativa da
concentracdo de albumina nos grupos DMBA+IPL (p<0,01 vs. Controlo) e
DMBA+TPA (p<0,01 vs. Controlo) sugestiva de inflamag&o. De referir que os valores
observados no grupo DMBA+TPA foram ainda estatisticamente inferiores ao grupo
DMBA (p<0,001 vs. DMBA+TPA), como se pode observar na Tabela 2. A mesma
tendéncia foi observada para a concentracdo de proteina total no soro dos animais do
grupo DMBA+IPL (p<0,001 vs. Controlo) e DMBA+TPA (p<0,05 vs. Controlo e
p<0,01 vs. DMBA)).
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Tabela 2 — Valores de parametros bioquimicos determinados no soro dos animais dos
diferentes grupos experimentais. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo de

concentracao ou de atividade.

Grupo Proteina Total (g/L) Albumina (g/L) Alanina aminotransferase  Aspartato aminotransferase
(ALAT) (U/L) (ASAT) (UL)
DMBA 54,57 + 0,90## 33,42 + 0,80### 30,68 + 4,11 169,50 40,63**
DMBA+IPL 48,23 + 4,19*** 29,33 + 2,40** 32,5342 ATH## 180,60 + 66,234
DMBA+TPA 49,82 + 2,69* 29,18 + 0,43** 47,12 + 14,22* 138,10 + 8,22
IPL 52,40+ 1,79 31,27+ 147# 42,40 + 3,63 150,60+ 45,81
Controlo 54,38 £ 3,81 32,03+2,31 36,26 + 4,79 129,70 + 16,14

*p <0,05 vs. Controlo;**p <0,01 vs. Controlo;***p <0,001 vs. Controlo; #p <0,05 vs. DMBA+TPA; ##p
<0,01 vs. DMBA+TPA, ###p <0,001 vs. DMBA+TPA

A atividade da alanina aminotransferase no soro dos animais do grupo DMBA foi
superior ao observado no grupo controlo (p<0,01 vs. Controlo). A aplicacdo de DMBA,
DMBA combinado com IPL (grupo DMBA+IPL) e a irradiagdo somente com IPL,
promoveu um aumento da atividade da ASAT comparativamente ao grupo
DMBA+TPA, aumento esse significativo, para o primeiro e segundo grupo (p<0,001 vs.
DMBA+TPA e p<0,05 vs. DMBA+TPA, respetivamente).

A andlise dos niveis séricos de proteina C reativa (CRP) e de interleucina-6 (IL-6)
foi efetuada por Slot-Blot. Os resultados obtidos evidenciaram um aumento significativo
de CRP em todos 0s grupos experimentais comparativamente ao grupo controlo
(p<0,001 vs. Controlo), embora mais acentuado no grupo DMBA+TPA (Figura 7A). A
mesma tendéncia foi observada para a IL-6, com valores significativamente mais
elevados, induzidos pelos tratamentos (p<0,001 vs. Controlo) sendo igualmente mais
acentuado no grupo DMBA+TPA (Figura 7B). Em ambos os casos, verificou-se que 0s
valores para o grupo DMBA+IPL s&o tendencialmente superiores aos valores
observados no grupo DMBA enquanto os valores obtidos no grupo exposto apenas ao
IPL, sdo tendencialmente inferiores aos valores obtidos pelo grupo DMBA.
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Figura 7- Variagdo dos niveis de Proteina C reativa (A) e de Interleucina-6 (B) nos
diferentes grupos experimentais. Imagens representativas dos imunoblots sdo apresentadas
abaixo dos respetivos graficos. Os valores da densidade ética (DO) sdo expressos em unidades

arbitréarias.

***n <0,001 vs. Controlo

2. Alteracdes morfologicas e bioquimicas nos extratos de pele

Ao longo do protocolo experimental verificaram-se nos animais do grupo
DMBA+TPA alteragdes cutaneas, nomeadamente descamacdo nas regides da pele
submetida ao tratamento. No final do protocolo animal, a anélise histol6gica confirmou
a presenca de lesGes neopléasicas nos animais deste grupo. Trés dos seis animais do
grupo DMBA+TPA apresentaram carcinoma de células escamosas, associado a
presenca de infiltrado inflamatério (Figura 8). J& os animais do grupo DMBA
apresentaram um infiltrado inflamatério pouco significativo e difuso, enquanto os
animais do grupo DMBA+IPL evidenciaram infiltrado inflamatorio na derme, embora
menos significativo do que o observado no grupo DMBA+TPA, e hiperplasia focal na

derme.
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Figura 8- Imagem histolégica de secdo da pele de um animal tratado com DMBA e TPA
evidenciando hiperplasia na epiderme e ainda a presenca de infiltrado inflamatério misto
(mononuclear e polimorfonuclear) ao nivel da derme.

No sentido de avaliar potenciais alteracbes metabdlicas da pele induzidas pelos
tratamentos, avaliou-se a expressdo da subunidade p da ATP sintase e da gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) por western blotting. Os resultados obtidos,
expressos em unidades arbitrarias, evidenciaram um aumento significativo dos niveis da
subunidade  da ATP sintase (Figura 9A), em todos os grupos de animais tratados com
DMBA, comparativamente ao grupo controlo (p< 0,001 DMBA+TPA vs. Controlo e
DMBA+IPL vs. Controlo; p<0,01 DMBA vs. Controlo). Em relagdo ao grupo IPL nao
se verificaram diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controlo.
De referir ainda que os valores obtidos para o grupo DMBA+TPA séo estatisticamente
diferentes em relacdo a todos os grupos (p<0,001).
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Figura 9- Variacdo da expressdo da subunidade p da ATP sintase (A) e da GAPDH (B)
avaliada por western blotting em todos os grupos experimentais. Imagens representativas dos
imunoblots sdo apresentadas abaixo dos respetivos graficos. Em (C) é apresentado o racio ATP

sintase/ GAPDH Os valores da densidade ética sdo expressos em unidades arbitréarias.
*p<0,05 vs. Controlo; **p<0,01 vs. Controlo; ***p<0,001 vs. Controlo; ##p<0,01 vs. DMBA+TPA,
###p<0,001 vs. DMBA+TPA; ££p<0,01 vs. DMBA+IPL.

Relativamente a enzima glicolitica GAPDH (Figura 9B), verificou-se um aumento
significativo dos seus niveis nos extratos de pele de todos os grupos experimentais
quando comparados com o grupo controlo (p<0,05 IPL vs. Controlo e DMBA vs.
Controlo; p<0,001 DMBA+TPA vs. Controlo e DMBA+IPL vs. Controlo). De constatar
que os grupos DMBA+TPA e DMBA+IPL apresentaram valores semelhantes entre si e
significativamente mais elevados comparativamente aos grupos IPL e DMBA (p<0,05).
A anédlise do coeficiente entre os niveis de subunidade B da ATP sintase e os de
GAPDH sugere que o tratamento da pele com DMBA e/ou IPL promoveram um
aumento significativo da atividade glicolitica da pele comparativamente ao grupo
controlo (Figura 9C).

Com o intuito de avaliar a contribuicdo do stresse oxidativo para a adaptacéo da pele
aos diferentes tratamentos, procedeu-se a quantificacdo do teor em proteinas oxidadas
nos extratos de pele dos murganhos dos cinco grupos experimentais. A analise do teor
de proteinas nitradas efetuada por Slot-Blot (Figura 10A) evidenciou um aumento
significativo da nitracdo no grupo DMBA+TPA em relacdo aos restantes grupos
experimentais (p<0,001 todos os grupos vs. DMBA+TPA). O grupo DMBA+IPL
apresentou niveis de proteinas nitradas significativamente mais elevados do que o grupo

controlo (p<0,01).
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Figura 10- Variacdo do teor em proteinas nitradas (A) e carboniladas (B) avaliado por Slot-
Blot em extratos de pele dos diferentes grupos experimentais. Imagens representativas dos
imunoblots obtidos sdo apresentadas abaixo dos respetivos graficos. Os valores de densidade

Gtica sdo expressos em unidades arbitréarias.
*(p<0,05) vs. Controlo; **(p<0,01) vs. Controlo; ***(p<0,001) vs. Controlo; ###(p<0,001) vs.
DMBA+TPA.

Relativamente ao teor de proteinas carboniladas o perfil obtido foi diferente (Figura
10B). Verificou-se um aumento estatisticamente significativo dos niveis de proteinas
carboniladas nos extratos de pele dos animais dos grupos IPL e DMBA+IPL, em
relagdo ao grupo Controlo (p<0,05 e p<0,001, respetivamente), enquanto no grupo
DMBA, o aumento verificado foi apenas tendencial. Por sua vez no grupo
DMBA+TPA, observou-se uma diminuicdo significativa do teor em proteinas

carboniladas, em relacéo a todos os grupos (p<0,001), com excecéo do grupo Controlo.
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De modo a verificar se os diferentes tratamentos promoveram alterac6es do perfil de
proteinas oxidadas, efetuou-se a separacdo das proteinas da pele por 2-DE e posterior
detecdo de proteinas carboniladas e nitradas. Como se pode constatar da analise da
Figura 11, os diferentes tratamentos promoveram alteracdes do perfil proteico da pele.
Contudo, verifica-se uma predominancia de proteinas com pesos moleculares entre 40-
70 kDa e pl entre 6-9, em todos 0s grupos experimentais com a exce¢cdo do grupo
DMBA+TPA, onde mais spots foram observados na gama de peso molecular entre 30 e
0s 40 kDA (Figura 11).
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Figura 11- Imagens representativas do perfil 2-DE para cada grupo experimental e a
comparacdo entre grupos dos western blots obtidos na detecdo das proteinas carboniladas
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assinaladas nas caixas a azul) e nitradas (assinaladas caixas a vermelho). A-controlo; B-IPL; C-
DMBA+TPA; D-DMBA+IPL;E- DMBA.

Relativamente ao perfil de proteinas oxidadas, verificou-se que os tratamentos
estudados ndo s6 promoveram alteracbes quantitativas (Figura 10), mas também
qualitativas (Figura 11). No grupo Controlo, as proteinas que apresentaram reatividade
para 0 anticorpo anti-DNP encontravam-se na zona correspondente aos pesos
moleculares 32-48 kDa e pl 5-8. Na pele dos animais do grupo IPL, as proteinas
carboniladas apresentavam peso moleculares superiores em relagdo ao grupo controlo
(40-70 kDa). Os perfis dos grupos DMBA e DMBA+IPL foram semelhantes. Nos
extratos de pele dos animais do grupo DMBA+IPL observou-se um maior nimero de
spots de proteinas reativas ao anti-DNP, em relacdo ao detetado no grupo DMBA.

O perfil de proteinas nitradas diferiu do perfil de proteinas carboniladas. De um
modo geral, 0s spots correspontes as proteinas nitradas localizam-se na gama de pl 4-6
e peso molecular mais baixo, isto €, 30-40 kDa.

Os spots correspondentes as proteinas oxidadas (nitradas e carboniladas) foram
excisados dos diferentes geis 2-DE, para posterior analise por MS/MS. As proteinas
identificadas nos spots do gel 2-DE encontram-se apresentadas na Tabela 3. Devido a
problemas técnicos, apenas se identificaram as proteinas reativas ao anticorpo anti-
DNP. As proteinas identificadas como mais suscetiveis a carbonilacdo foram 4
isoformas diferentes de queratina, a a-actina, a actina citoplasmatica 1 e a B-actina do
tipo 2. Estas proteinas fazem parte dos filamentos intermédios e dos microfilamentos do
citoesqueleto. Em relacdo as isoformas de queratina, foram identificadas isoformas do
citoesqueleto, do tipo I (isoforma 10 e 17) e do tipo Il (isoformas 6A e 6B). Estes tipos
de queratina sdo frequentemente designados por citoqueratinas. As queratinas do tipo |
(10 e 17) foram identificadas como carboniladas no grupo experimental DMBA+IPL,
enquanto as queratinas do tipo Il (6A e 6B), foram identificadas como carboniladas no
grupo DMBA+TPA. Relativamente as isoformas de actina, no grupo controlo foram
identificadas a a-actina e a B-actina do tipo 2, enquanto no grupo DMBA+IPL foram
identificadas a a-actina e [P-actina. Nos restantes grupos ndo foram identificadas

isoformas de actina em spots de proteinas carboniladas.
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Tabela 3- Lista de proteinas identificadas por MS/MS nos spots reativos ao anti- DNP

(p<0,05).
. Ndmero de - Peso Numero de
Spot Nome da Proteina acessa Wniprot Cddigo de Acess Molecular (Da) pl Paptitas Score
C4 6 127
D11 . 8 98
B3 a-actina P68134 ACTS_MOUSE 42024 5,23 3 208
D13 9 216
D14 actina citoplasmatica 1 P60710 ACTB_MOUSE 41710 5,29 3 107
C3 B-actina do tipo 2 Q8BFZ3 ACTBL_MOUSE 41977 5,30 1 48
DT5 gueratina tipo Il isoforma 6B Q97331 K2C6B_MOUSE 60285 851 11 209
DT2 10 101
DT3 queratina tipo Il isoforma 6A P50446 K2C6A_MOUSE 59299 8,04 11 144
DT6 4 62
DI5 queratina tipo 1 isoforma 17 QIQWL7 K1C17_MOUSE 60285 5,00 19 164
DI7 queratina tipo isoforma 10 P02535 K1C10_MOUSE 57735 5,04 13 133
11 7 120
14 10 128
15 L 7 97
albumina sérica P0O7724 ALBU_MOUSE 68648 5,75
DI9 8 160
D1 10 109
D2 13 139

C-Controlo; I-IPL ; DT-DMBA+TPA; DI-DMBA+IPL; D-DMBA

Considerando as proteinas identificadas como mais suscetiveis a carbonilag&o,
procedeu-se a uma andlise das potenciais interacdes proteina-proteina utilizando a
ferramenta bioinformatica String 9.1. A analise das interacGes proteina-proteina com as
isoformas de actina identificadas por MS/MS (Figura 12) evidenciou a interagdo com
diferentes isoformas de miosina (Myll e as Myolf e Myol8b) e com proteinas
reguladoras, tais como diferentes isoformas de profilina (Pfn), a troponina C (Tnnc2) e
ainda a Proteina Cinase C (Prkce). N&o se verificou interacdo entre a B-actina do tipo 2
(Actbl2) e outras proteinas. As isoformas de miosina constituem, juntamente com as
isoformas de actina, os microfilamentos, as quais se associa a troponina C. As isoformas
de profilina estdo envolvidas na regulacdo da polimerizacdo dos filamentos de actina,
motilidade, proliferacdo e trafego membranar. De um modo geral, a carbonilagdo das
isoformas de actina na pele sugere potencial comprometimento do funcionamento
celular pela perturbacdo do citoesqueleto o que afeta interagdes entre organelos, o

transporte de vesiculas e a comunicacéo intra e extracelular.
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Figura 12- Analise das interacfes proteina-proteina com as isoformas de actina
identificadas por MS/MS nos spots reativos ao anti-DNP, efetuada com a ferramenta

bioinformatica String 9.1.

A anélise das interagdes proteina-proteina envolvendo as isoformas de queratina
identificadas evidenciou para além de outras isoformas de queratina a caspase-14
(Caspl14) e a stratifin (Sfn) (Figura 13). A Caspl4 € uma proteina nao-apoptotica que
atua na diferenciacdo dos queratindcitos. Esta caspase parece estar ativa na pele em
condi¢Ges normais (107). A stratifin esta envolvida em diversas vias de sinalizagdo e

esta associada a sintese de proteinas e crescimento celular epitelial (108).
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Figura 13- Analise das interacdes proteina-proteina com as isoformas de queratina
identificadas por MS/MS nos spots reativos ao anti-DNP, efetuada com a ferramenta

bioinformatica String 9.1.

A maior suscetibilidade das isoformas de queratina a oxidacdo sugere um potencial
comprometimento da viabilidade celular, pois algumas das suas isoformas estdo

intimamente ligadas a processos apoptoticos.
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V. Discussao

A IPL é uma tecnologia que foi descrita pela primeira vez em 1985 e consiste na
utilizacdo de uma luz ndo laser de elevada intensidade (515-1200 nm). As suas
principais aplicacdes passam pelo campo da dermatologia e da estética, como no
tratamento de pigmentacdo irregular, lesbes vasculares, na remocdo de pelos e no
fotorejuvenescimento (14,17,18,109). Neste contexto, foram desenvolvidos aparelhos
de IPL que podem ser usados a nivel doméstico sem necessidade de uma formacéo
prévia para a sua utilizacdo. Este facto tem despertado a atengdo da comunidade
cientifica para as possiveis consequéncias do uso prolongado e por vezes abusivo deste
tipo de radiacdo. Até ao momento, sdo poucos os estudos que evidenciam que a IPL por
si sO apresenta potencial lesivo e baseiam-se essencialmente na avaliacdo dos efeitos da
IPL na expressao de proteinas associadas ao fotorejuvenescimento (20,24,25,29).

No sentido de melhor compreender os mecanismos subjacentes ao uso de IPL, no
presente estudo utilizou-se um modelo animal de carcinogénese por inducdo quimica
com DMBA e TPA de lesbes pré-neoplasicas (110,111). O DMBA é um agente indutor
que em baixas concentragdes promove a ativacdo oncogénica da H-ras em células
epiteliais da pele. A aplicacdo repetida de agente promotor TPA promove o0
desenvolvimento de lesGes papilomatosas, que podem progredir para carcinoma das
células escamosas (42,110,112). Estudos revelam que a aplicacdo de TPA promove a
inflamacéo por inducdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), com consequente aumento da
producdo de ROS e oxidacdo de biomoléculas (111,113). A analise histologica de
secOes de pele comprovou a eficacia da aplicacdo de DMBA e TPA na inducdo de
lesbes neoplasicas nos animais do grupo DMBA+TPA, uma vez que cinco dos seis
animais deste grupo apresentavam papilomas e trés dos seis animais deste mesmo grupo
apresentaram carcinoma de células escamosas, associado a presenca de infiltrado
inflamatorio (Figura 8). Os papilomas correspondem a lesdes proliferativas benignas,
que podem sofrer transformagdo maligna para carcinoma das células escamosas, que €
considerado como 0 mais agressivo e letal cancro de pele do tipo ndo melanoma (114).
Por seu lado, os animais do grupo DMBA apresentaram infiltrado inflamatério pouco

significativo e difuso, enquanto os animais do grupo DMBA+IPL evidenciaram

95



infiltrado inflamatdrio pouco significativo mas acompanhado de hiperplasia focal na
derme, a semelhanca do descrito anteriormente (111). A fase de promocdo tumoral,
induzida pelo TPA, esta diretamente associada & inflamacéo. Efetivamente, nos animais
do grupo DMBA+TPA observou-se um infiltrado inflamatério misto (presenca de
leucdeitos mononucleares e polimorfonucleares) na derme (Figura 8). Estes resultados
foram ainda corroborados pela analise bioquimica do soro. Apesar de se ter observado
um aumento dos niveis séricos de IL-6 e de CRP em todos 0s grupos experimentais, foi
no grupo DMBA+TPA que se registaram diferencas mais significativas (Figura 7).
Mais ainda, os animais deste grupo apresentaram o maior decréscimo dos niveis séricos
de albumina (tabela Il), o que suporta o perfil inflamatério associado ao tratamento com
DMBA e TPA. A IL-6 € uma citocina secretada por células inflamatérias do hospedeiro
em resposta ao tumor, sendo sugerido que 0s seus niveis se correlacionam com a
malignidade do carcinoma das células escamosas (115,116). As citocinas pro-
inflamatorias como a IL-6 tém a capacidade de desencadear a sintese hepética de
proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa (116,117). Niveis plasmaticos
elevados de CRP foram j& associados ao risco de varios tipos de cancro, incluindo o
cancro de pele do tipo ndo melanoma (118). Este perfil inflamatério pode justificar o
menor peso corporal observado nos animais do grupo DMBA+TPA (Tabela 1), uma
Vez que, as citocinas pro-inflamatoérias podem induzir a diminui¢do dos aminoacidos de
reserva e, consequentemente, a perda de massa muscular. Kaur e colaboradores (119),
quando sujeitaram murganhos ICR a um processo de carcinogénese quimica com
DMBA e TPA durante 24 semanas verificaram pesos finais inferiores aos do grupo
Controlo. Estes autores associaram o menor ganho de peso dos animais a inflamacéo e
aos niveis de ROS. A exposicdo da pele a IPL promoveu por si s6 0 aumento dos niveis
de IL-6 e de CRP bem como a diminui¢do dos niveis séricos de albumina, 0 que sugere
que esta estratégia utilizada na estética promove inflamacdo, embora menos acentuada.
Alguns estudos tém referido que a irradiacdo da pele humana, com IPL, provoca o
aparecimento de sinais como o eritema, 0 edema e ainda a hiperpigmentacdo pos-
inflamatoria que podem ser associados a inflamacdo (13,26). Os niveis elevados de
atividade das enzimas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase no soro
dos animais do grupo DMBA+TPA ¢ DMBA (Tabela 2) podem estar associados a
metabolizag¢do hepéatica do DMBA (113).
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Ao nivel da pele, verificou-se que os diferentes tratamentos promoveram alteracdes
no metabolismo energético, atendendo a expressao da subunidade p da ATP sintase e da
GAPDH, marcadores do metabolismo oxidativo e glicolitico, respetivamente. Nas
células tumorais ha geralmente uma prevaléncia da via glicolitica sobre a via
fosforilativa, que se carateriza por niveis elevados de GAPDH (120), enquanto a
expressdo da subunidade B da ATP sintase se encontra reduzida (121) . No presente
trabalho verificAmos que ambas as enzimas se encontravam sobre-expressas na pele dos
animais submetidos aos diferentes tratamentos. No entanto, o ré&cio ATP
sintase/GAPDH diminuiu, o que corrobora a prevaléncia do metabolismo glicolitico.

A presenca de infiltrado de células inflamatdrias na pele tem sido associada a niveis
elevados de ROS (113,122), que ao reagirem com as diferentes biomoléculas,
nomeadamente com as proteinas, promovem lesdes oxidativas, como a carbonilacéo e a
nitracdo. Estas modificagdes promovem muitas vezes a perda de funcdo, a
fragmentacdo, o unfolding/misfolding ou a agregacdo de proteinas (95). A oxidacdo
induzida por ROS de alguns residuos de aminoacidos das proteinas ou da ligacao
peptidica pode levar a formacdo de grupos carbonilo (CO), sendo um fenémeno comum
em condicdes de stresse oxidativo (81,82). De entre os ROS, o anido superoxido (O;"),
pode ainda reagir com o 6xido nitrico com formacdo de peroxinitrito (ONOO), que
apresenta elevada reatividade com as proteinas, resultando na formacdo de 3-
nitrotirosina (123). Varios processos inflamatdrios estdo associados ao aumento de
6xido nitrico pela atividade da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), expressa
em resposta a citocinas pro-inflamatérias (124). O peroxinitrito pode reagir com 0s
residuos de tirosina das proteinas formando-se 3-nitrotirosina, uma modificacdo pos-
traducional das proteinas geralmente associada a perda de funcdo das mesmas. O
aumento dos niveis de 3-nitrotirosina ja foi descrito em varias doencas, como o cancro
(125).

No nosso estudo, verificou-se que os perfis de nitracdo e de carbonilagdo foram
distintos, nos diferentes grupos experimentais. De uma forma geral, os niveis de
proteinas nitradas aumentaram em todos 0s grupos experimentais, em relagdo ao grupo
controlo, sendo este aumento mais evidente no grupo DMBA+TPA. Contudo, em
relacdo as proteinas carboniladas, verificou-se um aumento dos seus niveis, em todos 0s
grupos experimentais, em relagdo ao controlo, exceto no grupo DMBA+TPA, onde

curiosamente, se verificou uma diminuicdo dos niveis de proteinas carboniladas. A

o7



analise comparativa dos niveis de proteinas nitradas com o teor de proteinas
carboniladas juntamente com o aumento dos marcadores inflamatdrios sugere que na
pele dos animais do grupo DMBA+TPA a resposta inflamatoria envolvendo infiltracéo
de macr6fagos promoveu o aumento de NO, por acdo de 6xido nitrico sintase (126), que
ao reagir com o anido superoxido para formacdo de peroxinitrito favoreceu a nitracdo
em detrimento da carbonilacdo das proteinas da pele. Entre as proteinas mais suscetiveis
a carbonilacdo, identificaram-se diferentes isoformas de queratina, as proteinas mais
abundantes da camada cOrnea. Thiele et al.(127) também identificaram diferentes
isoformas de queratina, como as proteinas mais suscetiveis a esta modificacdo oxidativa
quando expuseram a pele a agentes oxidantes (UVA, benzoil-hidroperéxido e o
hipoclorito). No entanto, os diferentes tratamentos em estudo no presente trabalho
pareceram afetar de forma distinta a suscetibilidade das isoformas de queratina a
oxidacdo e, consequentemente, a apoptose, o principal processo biolégico em que
intervém, de acordo com a ferramenta bioinformatica String. Esta ferramenta indicou-
nos ainda que existe uma interacdo entre as diferentes queratinas identificadas e
stratifina e a caspasel4. A stratifina é uma proteina que interage com isoformas de
queratina sendo que quando interage com a queratina-17 regula a sintese de proteinas e
0 crescimento epitelial por estimulacdo da via Akt/mTOR. Esta via é responsavel por
regular diversas funcdes celulares, tais como, a sintese proteica, a transcri¢do de genes e
ainda a proliferagdo celular (56). A atividade desta proteina tem sido relacionada com o
cancro do tipo melanoma e ndo melanoma (59,128). A Caspl4 é outra das proteinas que
interatua com isoformas de queratina. Esta caspase é principalmente expressa em
tecidos epiteliais, especialmente nos queratindcitos, durante a diferenciacdo da
epiderme. A expressdo da Caspl4 é necessaria para manter a homeostase da epiderme
(107). As células tumorais ndo tém capacidade para expressar a Caspl4 (129). Esta
caspase interage com a queratina tipo | (10) e com a queratina tipo Il (6A), que foram
identificadas como alvo de carbonilagdo nos grupos DMBA+IPL e DMBA+TPA,
respetivamente, podendo justificar, pelo menos em parte, as alteracbes morfoldgicas
observadas na pele dos animais destes grupos experimentais. Os filamentos de actina
também sdo particularmente suscetiveis a modificacbes oxidativas, com possiveis
consequéncias funcionais. Quando a oxidagdo € moderada, esta tem um efeito limitado
sobre a capacidade de polimerizacdo destes filamentos, caso contrario formam-se
agregados de actina carboniladas, que se ndo forem degradados pelo proteossoma
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tornam-se toxicos para a célula (130,131). No nosso estudo, verificou-se que 0s
diferentes tratamentos alteraram o estado redox deste grupo de proteinas com maior
suscetibilidade da a-actina e a B-actina do tipo 2 a carbonilagcdo observada nos grupos
Controlo e DMBA+IPL. A modificacdo oxidativa destas proteinas pode comprometer as
interacbes proteina-proteina fundamentais para a manutencdo da organizacdo do
citoesqueleto. Entre as proteinas que interagem com as isoformas de actina identificadas
encontra-se a PKC; homologa a PKC: humana e que é expressa na epiderme. Esta
isoforma participa na regulagéo de diversas fungdes celulares, incluindo na expressao de
genes, transformacdo neopléasica, adeséo celular e a motilidade celular. A PKC: tem sido
sugerida como um importante mediador da carcinogénese da pele, e a sua elevada
expressao foi observada na epiderme de murganhos com carcinoma das células

escamosas induzido pelo agente promotor TPA ou radiagdo ultravioleta (132).
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VI. Conclusao

Com o objetivo de avaliar o efeito da IPL na suscetibilidade do proteoma da pele

normal e da pele com lesGes cutaneas pré-neoplasicas a lesdo oxidativa, utilizou-se um

modelo animal de carcinogénese, e os resultados obtidos da analise de parametros

sistémicos e da pele permitiram chegar as seguintes conclusoes:

O tratamento com IPL promoveu o aumento sérico de proteina C-reativa e de
IL-6, sugerindo a ocorréncia de inflamacdo. Esta resposta inflamatéria foi mais
acentuada nos animais expostos ao DMBA.

Ao nivel da pele a IPL promoveu alteracdo do metabolismo tornando-o mais
glicolitico.

O tratamento com IPL promoveu o aumento do teor de proteinas carboniladas na
pele. Nos animais tratados com DMBA e IPL verificou-se também um aumento
do teor de proteinas nitradas.

A andlise das proteinas presentes nos spots do gel 2-DE reativos ao anticorpo
anti-DNP por MS/MS permitiu identificar isoformas de queratina e de actina
como as proteinas da pele mais suscetiveis a oxidagdo. Os tratamentos em
estudo parecem promover uma remodelacdo do citoesqueleto da pele e alterar a
suscetibilidade das células epiteliais a apoptose.

Em suma, os resultados sugerem que a aplicacdo de IPL promove inflamagéo,

alteracdo do metabolismo da pele e aumento da suscetibilidade das proteinas a oxidagdo

embora sem manifestacdes histologicas significativas. A exposicao da pele tratada com

DMBA a IPL exacerba as alteracdes sistémicas e bioquimicas da pele. Estudos futuros

serdo importantes para melhor compreender o impacto a longo prazo das alteracdes

bioquimicas observadas na pele e das vias de sinalizacdo envolvidas.
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