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RESUMO

BARROS, A.B. Quantificacdo de substancias do fator de hidratacdo natural
(NMF) do estrato corneo ex vivo em funcéo do fototipo e idade. 66 p. (Dissertacao
de Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2020.

A hidratagédo cutanea ocorre, em parte, pelos componentes do Fator de Hidratagao
Natural (NMF), originados da degradacao da filagrina, sendo alguns exemplos o acido
pirrolidona-carboxilico (PCA), o acido urocanico (UCA) e a histidina (His). Estes estao
presentes no estrato cérneo (EC). O objetivo deste projeto de pesquisa foi determinar,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o PCA, o UCA e a His no estrato
cérneo de participantes obtido por tape stripping em funcédo do fototipo e idade do
participante da pesquisa. Participantes foram selecionados em funcao da idade acima
de 18 anos, ambos os géneros e fototipo da pele entre | a VI, de acordo com a
classificagao de Fitzpatrick. As amostras do EC foram obtidas do antebraco volar por
tape stripping e irradiadas artificialmente. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foi eficaz para separacéao e quantificacdo adequada das substancias quimicas
His, PCA e os isdmeros de UCA (trans-UCA e cis-UCA) no estrato cérneo dos
participantes. O método apresentou-se seletivo e ausente de interferentes, ademais,
possuiu linearidade e limites de deteccdo e quantificacdo compativeis com o0s
objetivos dessa investigacdo. No fototipo I, os niveis de His foram menores em
comparacao aos demais grupos. Ademais, 0s niveis dessa mesma substancia nao
apresentaram diferenca entre as faixas etarias. Em funcdo da irradiacdo das
amostras, o montante de His aumentou em todos os fototipos. Os niveis de PCA
apresentaram-se menores apos a irradiacdo em todos os fototipos de pele. Ainda, as
concentracdes do PCA foram mais elevadas na faixa etéria de 46 a 55 anos de idade.
Os niveis de concentracdo do isdmero cis-UCA foram maiores nos participantes com
fototipo 1ll, apos a irradiacdo UV. Os niveis de concentracado do isdmero trans-UCA
diminuiram apés a irradiacdo, de forma proporcional & formacéo de cis-UCA em todos
os fototipos. A faixa etaria de 46-55 anos de idade obteve niveis significativamente
menores de trans-UCA e cis-UCA.

Palavras-chave: fator de hidratacdo natural, estrato corneo, CLAE.



ABSTRACT

BARROS, A.B. Ex vivo quantification of natural hydration factor (NMF)
substances in the stratum corneum as a function of phototype and age. 66 p.
(Masters dissertation). Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo,
Séo Paulo, 2022.

Cutaneous hydration occurs, in part, by the components of the Natural Hydration
Factor (MFN), originating from the degradation of filagrina, some examples being
pyrrolidone-carboxylic acid (PCA), urocanic acid (UCA) and histidine (His). These are
present in the stratum corneum (SC). The objective of this research project was to
determine, by high efficiency liquid chromatography (HPLC), the PCA, UCA and His in
the stratum corneum of participants obtained by tape stripping due to the phototype
and age of the research participant. Participants were selected according to age above
18 years, both genders and skin phototype between | and VI, according to Fitzpatrick's
classification. The SC samples were obtained from the volar forearm by tape stripping
and artificially irradiated. High efficiency liquid chromatography (HPLC) was effective
for the separation and proper quantification of the chemicals His, PCA and UCA
isomers (trans-UCA and cis-UCA) in the stratum corneum of the participants. The
method was selective and absent from interfering, in addition, it had linearity and limits
of detection and quantification compatible with the objectives of this investigation. In
phototype I, His levels were lower compared to the other groups. Moreover, the levels
of this same substance showed no difference between age groups. Due to the
irradiation of the samples, the amount of His increased in all phototypes. PCA levels
were lower after irradiation in all skin phototypes. Furthermore, PCA concentrations
were higher in the age group from 46 to 55 years of age. The concentration levels of
the cis-UCA isomer were higher in participants with phototype Il after UV irradiation.
The concentration levels of the trans-UCA isomer decreased after irradiation,
proportionally to the formation of cis-UCA in all phototypes. The age group 46-55 years

of age obtained significantly lower levels of trans-UCA and cis-UCA.

Keywords: natural hydration factor, stratum corneum, HPLC.
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1. INTRODUCAO

A pele tem como principal funcéo a de proteger os 6rgéos internos do ambiente
externo, porém, com o decorrer do tempo, o tecido da pele se altera de forma
cronoldgica e cronica, onde o processo de envelhecimento altera ndo s6 a aparéncia
da pele, mas também sua rigidez e enrugamento, além de sofrer modificacdes
bioguimicas e fisicas. Grande maioria dos resultados das alteracdes da pele sédo
influéncia de fatores ambientais com potencial oxidativo, como a radiacdo solar,
poluicdo, sendo os principais promotores do estresse oxidativo (KAMMEYER, 2015).
Com o aumento da idade, e a exposicédo solar a pele sofre diminuicdo da funcgéo
fisioldgica, como ressecamento ou perda de hidratacdo, sensibilidade a danos na pele
e diminuicdo da cicatrizacdo (BOIREAU-ADAMEZYK et al., 2014; GHADIALLY et al.,
1995; LIBERTINI, 2014).

A hidratacdo da pele nada mais € que o equilibrio entre a 4gua endogena,
propria do organismo presente entre a derme e epiderme, e a agua exogena
proveniente a partir da aplicacdo de cosmético hidratante e agua do ambiente.
Naturalmente a pele é hidratada pelo Fator de Hidratacdo Natural (NMF) que se liga
a agua do estrato corneo (EC), mantendo entdo a hidratacdo da pele (HARDING,
2005). Os componentes do NMF sao produtos de degradacgéo da filagrina, a partir de
aminoacidos metabolizados, sendo eles o acido pirrolidona-carboxilico (PCA), o acido
urocanico (UCA) e histidina (His). O processamento de filagrina para NMFs é
importante para o fornecimento de compostos higroscépicos, desempenhando um
importante papel na hidratacéo da pele e na funcéo de barreira protetora (MCLEAN,
2006; O'REGAN et al., 2009).

Para a determinacdo desses compostos, atualmente, € utilizada técnicas de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, infravermelho e espectroscopia
Raman, os métodos mais frequentemente aplicados, sendo indicadores indiretos de
teor de 4gua do estrato corneo, baseadas na técnica de remocdo a partir de fitas
adesivas, pela qual as camadas do estrato cérneo sao coletadas de forma
minimamente invasiva (CHOE, 2018). A determinacao também pode ser realizada por
meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncias (KEZIC et al. 2009).
Portanto, o presente estudo teve como objetivo determinar os compostos do NMF do

estrato corneo de participantes, por CLAE, a partir da extragdo por tape stripping e
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irradiacao artificial. Ademais, as referidas substancias obtidas ex vivo foram avaliadas

em funcéo do fototipo e idade dos participantes.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Pele

Dentre os 6rgdos que constituem o corpo humano, a pele é considerada o maior
orgao correspondendo ao equivalente de 10% do peso corporal tendo como principal
funcdo proteger e envolver os demais Orgdos e estruturas internas do ambiente
externo. Além desta, a pele possui outras fungdes como a regulacdo da temperatura,
o sensorial, absorcéo da radiacéo ultravioleta (UV), sintese da vitamina D, absorcao
e eliminacdo de substancias quimicas, além da funcao estética (JUNQUEIRA, 2008).

No geral, a pele divide-se a em duas camadas, a epiderme e a derme.
Entretanto, alguns autores consideram que a pele pode ser dividida em trés camadas,
sendo epiderme, derme e hipoderme. Ha autores, ainda, que consideram quatro
camadas (Figura 1), sendo o estrato corneo (EC), a camada mais superficial e externa,
correspondente a epiderme (WALTERS, ROBERTS, 2002).

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da pele.
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Derme 7N A X ¢

Fonte: Adaptado de Junqueira, 2008.

A membrana basal é composta principalmente por proteinas, como colageno
tipo 1V, laminina e fibronectina, responsaveis pela estabilidade mecéanica e ligacao

entre a membrana basal e os queratindcitos basais. As células do estrato basal sao
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ligadas a membrana basal por hemidesmossomas (BORRADORI, SONNENBERG,
1999). A camada de células espinhosas do estrato espinhoso vem seguido da camada
basal, conectadas entre si por meio de desmossomas, contendo varias camadas de
filamentos de queratina. As células do estrato espinhoso originam-se a partir do
cessamento da mitose e inicio da diferenciacdo, no qual as células mantém a
capacidade de alterar a expressao transcricional dos genes. A transicdo entre o
estrato espinhoso e o estrato granuloso é caracterizado pela a presenca de granulos
intracelulares no citosol das camadas celulares superiores do estrato espinhoso
(WALTERS; ROBERTS, 2002).

O estrato granuloso apresenta granulos intracelulares de querato-hialina, nas
regides periféricas da camada do estrato. Os granulos lamelares migram do plasma
apical para a membrana, fundem-se e expelem todo seu conteldo para o0 espacgo
intercelular (LANDMANN, 1988). Durante esta etapa, 0s queratindcitos perdem seus
ndcleos, assim como outras organelas, através da liberacdo de enzimas seletivas por
lise celular, tornando-se achatados e compactados, formando os corneécitos do EC
(WALTERS; ROBERTS, 2002).

A principal funcdo da pele é de protecdo do corpo, protecdo quimica e
imunoldgica, protecao contra patdégenos, contra a radiacdo ultravioleta (UV) e radicais
livres. E o principal 6rgdo termorregulador, e desempenha funcdes sensoriais e
enddcrinas, abrangendo a sintese de vitamina D (MENON, 2002). A pele necessita de
cuidados, pois quando ha falhas na retengéo de 4gua resulta no desenvolvimento do
ressecamento da pele, e uma pele seca torna-se escamosa, por vezes acompanhada
de sintomas subjetivos de tensdo, coceiras e até mesmo dor (PROKSCH,;
LACHAPELLE, 2005).

2.1.1. Estrato corneo (EC)

Uma das propriedades da pele é evitar que ocorra a perda de fluidos e
eletrolitos para o ambiente, sendo assim, a pele possui uma barreira de protecdo mais
superficial, denominada estrato corneo (EC), que ao decorrer do tempo pode ser
comprometida por meio de fatores exogenos, acrescidos de fatores intrinsecos. O
comprometimento da func¢éo do estrato corneo aumenta os niveis de perda de agua

da pele, que consequentemente, resulta em ressecamento, podendo causar inumeros
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distarbios de pele, conhecidos como dermatite atopica, eczema, xerodermia, entre
outros (PERTICAROLI, 2019).

O EC é a camada mais superficial da pele, composto por cornedcitos, células
mortas achatadas ricas em proteina queratina, envoltas por lamelas lipidicas
hidrofébicas, que doam a caracteristica de barreira protetora contra a perda de agua,
assim como para agentes toéxicos e microrganismos. Essas lamelas estdo dispostas
em paralelo a superficie dos cornedcitos, sendo compostas de ceramidas, acidos
graxos livres de cadeia longa e colesterol, como ilustra a Figura 2 (SCHURER, 1991).
Outro componente importante € o Fator de Hidratacdo Natural (NMF), altamente
higroscopico e solavel em agua, composto por aminoacidos livres e sais inorganicos
(PERTICAROLI, 2019). O NMF mantém a hidratacdo da pele, estando presente no
EC e obtido por meio da degradacao enzimatica da proteina filagrina (SCOTT, 1982).

Figura 2: Representacdo esquematica do estrato cérneo (EC).

Corneécitos
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0000000000000 0000000O0O000 |
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Fonte: Adaptado de Scott, 1982.

A funcao e a saude da pele, assim como de toda a barreira cutanea, dependem
da presenca e organizacdo de todos esses componentes, principalmente a
organizacéo lipidica considerada de suma importancia para a fungéo de protecédo da
pele saudavel, pois em casos de doencas de pele, o nivel de NMF encontra-se baixo
(WATANABE, 1991) e a composicao lipidica alterada, como em casos de dermatite
atopica, psoriase, xerodermia, ictiose lamelar e sindrome Nethert (JANSSENS, 2012).

A composigdo dos lipidios intercelulares no EC é complexa e Unica. Esses

lipidios ocorrem como uma fase continua, ocupando cerca de 20% do volume,
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dispostos em multiplas estruturas lamelares (WALTERS; ROBERTS, 2002). A
principal via de penetracdo de substancias é através do EC, por meio das regibes

lipidicas intercelulares e entre os cornedcitos (SIMONETTI, 1995).

2.2. Hidratacao da Pele

Desde os anos 1950, autores demonstraram a importancia do teor de agua da
camada coOrnea da pele para manutencdo da hidratacdo (EPSTEIN, 2004), sendo
reconhecida como uma das principais necessidades dos produtos de cuidados da
pele. Embora o termo hidratacdo ndo possua uma definicdo concreta, autores
consideram a hidratacdo da pele como um indicador do seu estado de saude, da
mesma forma que o ressecamento indica sua disfungdo (RAHIMPOUR;
HAMISHEHKAR, 2012). A pele hidratada de maneira adequada tende a envelhecer
lentamente e estara mais protegida contrafatores externos, em relacdo a pele seca
(LOO et al., 2013).

A hidratacao da pele nada mais € que o equilibrio entre a 4gua enddgena e a
exdgena. A agua endogena provém da circulacdo sanguinea, difundindo-se por meio
da derme a epiderme, enquanto a 4gua exdgena provém da aplicacdo de cosmético
e agua do ambiente. Naturalmente, a camada intercelular de lipidios do EC fornece
uma barreira de protecdo a perda de agua e o Fator de Hidratacdo Natural (NMF) se
liga a agua, mantendo, entdo, a hidratacdo da pele (HARDING, 2005). Portanto, o teor
de agua pode ser regulado pela presenca de substancias do NMF e lipidios
intercelulares. No entanto, no cotidiano a pele € exposta a varios fatores externos,
como o sol e os raios ultravioletas (UV), ar seco e substancias quimicas que
contribuem para a desidratacdo (STICK; PROKSCH, 2012). Ademais, o0
envelhecimento e algumas doencas de pele também contribuem para a desidratacdo
(FLUHR et al., 2001; WOHLRAB, 2012; SIMPSON, 2012).

Quando a pele se encontra desidratada, suas células tornam-se mais rigidas e
com pouca flexibilidade, levando a fissuras e a escamagéo devido ao aumento da
perda transepidérmica de agua (TEWL, sigla em inglés para transepidermal water
loss) (ROBERTS et al., 2008). A pele se mantém saudavel, macia, com flexibilidade e
elasticidade devido ao equilibrio que existe no mecanismo de sua hidratacdo, na

capacidade que o organismo tem de promover a renovacao celular e nas substancias
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que compdem a epiderme (WISSING; MULLER, 2002). O mecanismo de hidratac&o,
consiste na capacidade do EC em reter agua, de modo que a sua taxa de evaporacao
sempre se mantenha num nivel normal (LIBARDI, 1999). Na pele normal, a
quantidade de agua do estrato corneo reduz gradativamente em direcéo a superficie.

Uma pele saudavel contém cerca de 15 a 25% de agua na sua superficie, e
cerca de 40% entre o EC e o estrato granuloso (EG) (CASPERS et al., 2001). Quando
o teor de 4gua no EC esta abaixo de 10%, a descamacéao da superficie da pele torna-
se visivel, e a pele perde a elasticidade tornando-se rigida, aspera e escamosa
(ESTANQUEIRO, 2016). Quando se trata de hidratacéo da pele, a &gua desempenha
um papel fundamental na elasticidade, na resisténcia a tracdo mecanica, nas

caracteristicas de barreira protetora e na aparéncia geral da pele.

2.2.1 Fator de hidratacao natural (NMF, Natural Moisturizing Factor)

A hidratacdo da epiderme é mantida por fatores naturais de hidratacdo (NMFs)
e lipidios intercelulares. A agua presente no EC esta diretamente relacionada a
hidratacdo cutanea e isso pode ser associado a presenca de substancias
higroscopicas intracelulares compondo o NMF (SUGAWARA et al., 2012). Na pele
saudavel, os cornedcitos ou queratinécitos possuem altas concentracdes de NMF,
cerca de 10% de seu peso (O'REGAN et al., 2008). O NMF esta localizado
intracelularmente, sendo constituido por moléculas higroscopicas de baixo peso
molecular e que se ligam a agua, prevenindo que ocorra sua evaporacao (DANTAS,
2016).

Essas moléculas sdo principalmente metabdlitos de aminoacidos, como 0s
acidos pirrolidona-carboxilico (PCA) e acido urocanico (UCA) e a histidina (His), em
conjunto com o lactato de sodio, acido latico, ureia, citrato, acucares e lipidios
liberados pelos granulos lamelares, garantindo ao estrato cérneo a funcéo protetora
de prevenir a perda de 4gua transepidérmica (SUGAWARA et al., 2012).

Os NMFs sao produtos de degradacao da filagrina (FLG) e consistem em
aminoacidos metabolizados em derivados higroscépicos, como o acido pirrolidona-
carboxilico (PCA), a partir da glutamina (Figura 3), e o acido urocanico (UCA) (Figura

4), a partir da histidina (His) (Figura 5). O processamento de filagrina para NMFs é
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regulado por varias proteases, incluindo calpaina | e bleomicina hidrolase (BH)

(SANT’; ADDOR; AOKI, 2010).

Figura 3: Estrutura quimica do &cido pirrolidona-carboxilico (PCA).
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Fonte: ChemDraw 18.2. Préprio autor, 2020.

Figura 4: Estrutura quimica do &cido urocanico (UCA).
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Fonte: ChemDraw 18.2. Préprio autor, 2020
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Figura 5: Estrutura quimica da histidina (His).
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Fonte: ChemDraw 18.2. Préprio autor, 2020.

A FLG é uma proteina estrutural que se liga aos filamentos de queratindcitos
que aumenta a densidade dos filamentos dos feixes, tornando os queratindcitos
achatados em sua forma final, de suma importancia para a integridade e forca da pele.
A profilagrina produzida a partir da FLG é dividida em filagrina monomérica, e com a
acdo de enzimas, geram os aminoacidos do NMF, que retem a agua, mantém o pH
da pele, e fortalecem o estrato cérneo atuam como funcéo de barreira (AGRAWAL,;
WOODFOLK, 2014).

Figura 6: Mecanismo de producao e efeitos dos componentes do NMF.

Acido pirrolidénico-carboxilico

Glutamina (PCA) Hidratacgao
Barreira
Filagrina Histidina histidiase Acido trans-urocanico Acidificacio
(FLG) (His) NH2 (tUCA) )
Coesido
Irradicéo -
uv Fotoprotegao

Acido cis-urocanico

Imunossupressao (CUCA)

Fonte: Adaptado de Sant’, 2010.

7

Assim, a degradacédo da filagrina € considerada uma fonte importante de

compostos higroscopicos que compdem e denominam o NMF, desempenhando um
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papel relevante na hidratacdo da pele e na funcdo de barreira protetora (IRVINE;
MCLEAN 2006; O'REGAN et al. 2008). O Quadro 1 apresenta, em porcentagem, 0S
principais componentes quimicos do NMF (RAWLINGS E HARDING, 2004).

Quadro 1. Composicao quimica do NMF

Composto quimico % p/p
Aminodcidos livres 40
Acido pirrolidona-carboxilico (PCA) 12
Lactato 12
AcUcares 8,5
Ureia 7
Cloreto 6
Sodio 5
Potassio 4
Amoniaco, acido urico, glucosamina e 15
creatina

Calcio 1,5
Magnésio 15
Fosfato 0,5
Citrato e formiato 0,5

Fonte: Adaptado de Rawlings e Harding, 2004.

2.3. Colorimetria da Pele

A cor da pele é determinada por seu contetdo e o tipo de melanina presente
na epiderme, em que é classificada em dois tipos: eumelanina, mais escura, e
feomelanina, mais clara. A eumelanina possui fungao fotoprotetora contra a luz UV e
combate radicais livres, sendo mais abundante em individuos com pigmentacéo
escura (GUPTA; SHARMA, 2019). A feomelanina é um fotoprotetor UV menos eficaz,
atuando como um fotossensibilizador endégeno, pois gera anions superoxido. Além
da propria melanina, existem produtos na via da melanogénese que tém efeito

protetor. O 5,6-di-hidroxiindol, por exemplo, é um intermediario na via de sintese da
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melanina, com efeito inibitdrio na peroxidacao lipidica, protegendo, assim, o0s
gueratindcitos contra a apoptose induzida por UV (KOVACS et al., 2012).

A coloracdo da pele € uma caracteristica resultante da pigmentacéo, ou seja,
atribuida pela quantidade e distribuicdo de melanina, que apresenta uma variagdo
notavel entre as populacbes e suas regides geograficas. Os melandcitos sado as
células responsaveis pela producéo da melanina e pela pigmentacao da pele (VASHI,
2016).

O conjunto da colorimetria da pele e suas caracteristicas fenotipicas, tais como
pele, olhos e cor do cabelo, influenciam o fototipo da pele de Fitzpatrick. Utilizando
técnicas de espectrofotometria de refletancia foram avaliados os fototipos da pele,
diferenciando cada um dos seis tipos de pele de Fitzpatrick que apresentaram
concordancia com os fototipos de pele avaliados pelo clinico. Dentre estes, somente
o indice de melanina apresentou correlacdo com os fototipos de Fitzpatrick, apontando
gue a classificacao de Fitzpatrick para colorimetria da pele € a mais indicada (GUPTA,;
SHARMA, 2019).

A pele negra é caracterizada pela presenca de melandcitos maiores e mais
dispersos, contendo quantidade maior de melanina com atividade da tirosinase e
menor taxa de degradacdo do melanossomo na epiderme. Enquanto a pele pouco
pigmentada apresenta melanossomos agregados e menores, com menor quantidade
de melanina devido a taxa de sintese e degradacdo aumentada (BRENNER, 2008;
VASHI, 2016). Na pele mais escura, a capacidade de melanogénese é maior quando
nao € exposta a UV, contribuindo para melhor fotoprotecdo contra os raios UV por
meio da pigmentacdo. Outra caracteristica favoravel é a epiderme contendo estrato
corneo mais espesso, com mais camadas de células cornificadas e conteudo lipidico,
fibroblastos maiores, frequentes e ativos em paralelos, bem como mais macréfagos,
guando comparada com a pele caucasiana (MONTAGNA, 1991; BRISSET, 2010).
Sendo assim, sugere-se que a pele negra tenha defesas antimicrobianas mais fortes,
ligadas a epiderme externa mais acidificada e recuperacao rapida da barreira apos
dano (ELIAS, 2009; GUNATHILAKE, 2009). Consistente com o grau de pigmentacao,
a pele africana e a pele asiatica ttm derme mais espessa e mais compacta em
comparagdo com a pele caucasiana (GUIMARAES, 2013).

A pele caucasiana é caracterizada por melanossomas menores, menor
guantidade de melanina, EC e derme mais finos e aumento da TEWL, que acarreta

na diminuicao da hidratacdo. Esses fatores contribuem para o aumento do foto dano,
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perda de colageno e diminuicédo da elasticidade da derme, resultando, principalmente,
no envelhecimento extrinseco (MONTAGNA, 1991). Tanto a pele africana como a
asidtica sdo mais resistentes ao foto dano e demonstram elasticidade preservada que
retarda o aparecimento de rugas durante o envelhecimento. No entanto, a pele com
pigmentacdo escura é mais propensa a mudancas relacionadas a pigmentacao, que
sdo particularmente evidentes na pele oriental e asiatica. Aléem disso, diferencas
étnicas no tipo de pele também podem se manifestar em relacdo a hidratacéo relativa
da pele, com pele seca e xerose, frequentes na pele negra (BRISSETT, 2010). As
diferencas entre os fenétipos da pele sdo evidentes nos principais grupos étnicos, que
determinam caracteristicas genéticas individuais, como grau de pigmentacdo e
elasticidade dérmica.

A diversidade étnica pode ser responsavel por diferentes rea¢ces do tecido a
fatores quimicos, por exemplo, a taxa e a eficAcia da penetracdo, absorcdo e
sensibilizacdo. A pele caucasiana demonstra uma resisténcia maior aos danos
causados pela barreira da agua, a pele negra € mais resistente a penetracao
transcutanea (WESLEY, 2013). Em relacdo a TEWL basal, a pele caucasiana é
semelhante, porém a pele oriental € mais sensivel ao estresse mecéanico e quimico,
devido sua barreira mais fraca e EC mais fino na epiderme. Em compara¢cdo com
outros tipos de pele étnica, a pele oriental demonstra maior densidade de glandulas
écrinas e poros menores, que refletem na atividade das glandulas sebaceas
(RAWLINGS, 2006; ROH, 2006). No entanto, a pele negra demonstra dano mais grave
nos poros faciais. No geral, a pele caucasiana € mais propensa a lesdes inflamatorias,
enquanto a pele negra apresenta-se mais suscetivel a cicatrizes hipertréficas e
gueloides (MA, 2011; VASHI, 2016).

2.3.1. Fototipo de Pele

A pele é classificada em fototipos com base em sua resposta a um evento
incitante, como procedimento cosmético, lesédo na pele e principalmente por luz e raios
UV. A fototipagem da pele refere-se especificamente a classificagéo da pele de acordo
com sua sensibilidade aos raios UV (GUPTA, 2019). Até a década de 1960, uma
simples avaliacdo clinica da cor da pele era utilizada para determinar o fototipo da

pele, e em 1975, Fitzpatrick propds um sistema de classificacdo baseado na
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suscetibilidade do individuo a queimaduras solares e a capacidade de bronzear na
populacdo branca ndo-hispanica, na aplicacdo da terapia PUVA, com base na
exposicdo a raios ultravioletas A. Desde entdo, surgiram varias modificacbes na
classificacao de Fitzpatrick (FST), bem como novas formas de digitagéo da pele, como
0 conceito de tipagem da pele reativa ao sol (FITZPATRICK, 1975).

Primeiramente, foram determinados os tipos de pele | a IV, conforme a resposta
da pele branca a exposicéo solar, em seguida, os tipos de pele V e VI foram incluidos
referentes a pele marrom e negra (FITZPATRICK, 1988). Porém, este conceito foi
inicialmente determinado pela resposta da pele em caucasianos suscetiveis, e poucos
dados foram obtidos sobre a resposta da pele com tonalidades de cor escura.

A legitimidade do fototipo da pele é discutida sob dois pontos de vista, devido
a limitacdo da precisdo, além da diferenca racial na resposta da pele a exposi¢cédo
solar. Rampen et al. (RAMPEN, 1988) classificaram 325 sujeitos de acordo com o
esquema de Fitzpatrick e mediram a Dose Minima de Eritema (MED) em 197
individuos. Eles néo indicaram correlacdo significativa do MED com a tendéncia de
bronzeamento referido e uma melhor correlacdo com caracteristicas da pele. Outro
estudo também sugere que a cor da pele natural € um parametro melhor para
mensuragao de respostas aos raios UV da pele (WESTERHOF, 1990).

No ano de 1976, Fitzpatrick fez uma nova classificacdo de 6 fototipos, desde o
tipo I, sendo pele mais branca ao tipo VI, pele negra. Em 1983 classificou a cor natural
da pele como prépria da constituicdo natural, fornecida através de fatores genéticos
fornecendo caracteristicas especificas por meio dos genes de pigmentacéo; e em
facultativa, aquela cor adquirida pela exposicdo ao sol, pela producdao de horménios,
pelo envelhecimento e pelo ambiente externo (FITZPATRICK, 1988). A tabela 2 a

seguir, apresenta a classificacdo proposta por Fitzpatrick (FTS).
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Tabela 1. Classificacao dos fototipos de pele por FTS.

Tipo Fototipo Caracteristicas

I Branca Sensivel ao sol, queima
com facilidade adquirindo
coloracdo vermelha e

nunca bronzeia.

Il Branca Sensivel ao sol, queima

com facilidade e bronzeia

pouco.
11| Morena Clara Sensibilidade normal ao
sol, pele bronzeia

gradativamente  podendo

ficar vermelha.

v Morena Moderada Sensibilidade normal,
gueima pouco e bronzeia

facilmente.

V Morena Escura Pouca sensibilidade,
gueima  raramente, e

bronzeia bastante.

\ Negra Ndo ha sensibilidade,
nunca queima, e ha muita

pigmentacao.

Fonte: Adaptado de Fitzpatrick,1988.

A finalidade desse sistema € definir a resposta de tipos diferentes de pele a luz
UV por meio de bronzeado e queimadura solar, e ndo para definir a etnicidade.
Portanto, sendo um sistema de classificacdo baseado na propensao da pele a se
tornar hiperpigmentada por estimulo inflamatorio e manter essa hiperpigmentacéo por
periodo prolongado (ALCHORNE; ABREU; 2008).

A classificacdo do fototipo de pele por Fitzpatrick (FST) tem relevancia e
confiabilidade limitadas entre pessoas com pele de cor, pois ao longo dos anos
individuos de um grupo étnico/racial especifico se agrupavam em 1 na categoria FST.
Assim, Ho e Robinson (2015) desenvolveram uma ferramenta de cores simples e

econbmica para avaliar o tipo de pele. A ferramenta barra de cores (Figura 2) foi
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validada com 2 coortes, consistindo de brancos ndo hispanicos (NHWSs), hispanicos,
negros nao hispanicos (NHBs) e asiaticos com pele de FST | a VI determinada usando
a pesquisa padréao de questionamentos (HO; ROBINSON, 2015).

Na barra de cores, a cor que melhor se aproxima do tom de pele do individuo
€ mensurada na regido volar do braco. A barra de cores apresentou correlacdo linear
com o indice de melanina em um grupo etnicamente diverso, e as escalas visuais de
cores foram superiores a autoavaliacdo do fototipo baseado em perguntas (cor da
pele, resposta a exposicdo ao sol), usando a andlise espectrofotométrica como
referéncia (GUPTA; SHARMA, 2019).

Figura 7: Barra de cores para autoidentificacdo do tipo de pele

1

&

Fonte: Adaptado de Ho e Robinson, 2015.

2.3.2. VariacOes da pele pelaidade

As principais variacfes da pele, sdo o envelhecimento e o ressecamento da
pele, que acontecem de forma natural ao longo da vida afetando tanto o sexo
masculino quanto o feminino. No sexo feminino o hormdnio estrégeno causa na pele
aumento de &acido mucopolissacarideo e do &cido hialurdénico, substancias
importantes para a hidratagdo da pele. Conforme a idade avanca e o periodo da
menopausa aproxima-se, as mulheres perdem gradativamente a quantidade de
hormdénios no organismo, principalmente o estrégeno, promovendo o ressecamento
da pele (PAGANI, 1999).

A pele por ser 0 6rgdo mais exposto e superficial, esta sujeita a danos causados
por fatores externos tais como poluentes, tabagismo, entre outros, que sdo 0sS

principais responsaveis pelo envelhecimento extrinseco. Enquanto, o envelhecimento
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intrinseco ocorre principalmente pelo achatamento da juncdo dermoepidérmica,
diminuindo o contato entre a epiderme e a derme. No entanto, a espessura da
epiderme permanece a mesma ao longo dos anos, enquanto a da derme, diminui de
maneira gradativa apos os oitenta anos de idade (ORTOLAN et al., 2013). Outro fator
contribuinte é a perda gradual de colageno com o avanco da idade, que afeta a
reducdo de fibroblastos, a reducdo de mastdcitos, dos vasos sanguineos e
terminacdes nervosas anormais, resultantes da diminuigdo da sintese de colagenos |
e lll, o que ocasiona a reducdo da adesao das células dérmicas (ORTOLAN et al.,
2013).

De acordo com estudos realizados por Varani et al. (2006), a reducédo na
sintese de coldgeno ocorre tanto pelo envelhecimento cronologico quanto pelo
fotoenvelhecimento. Os autores também relatam que a degradacao do colageno pelas
metaloproteinases sao reguladas pela radiacdo UV. A inducdo repetida destas
enzimas por exposic¢ao a radiacdo solar ao longo de anos é responséavel pela producao
de fragmentacédo de coldgeno na pele mais velha ou danificada pelo sol.

Assim como a idade é um fator interferente na integridade fisica da pele, o
fototipo também esta relacionado ao envelhecimento e perda de hidratacdo da pele.
A pele caucasiana envelhecida possui caracteristicas como profunda desorganizacéo
das fibras elasticas e diminuicdo da expressdo de colageno na derme. As
manifestacbes atréficas na derme estdo ligadas ao tipo de pele na populacéo
caucasiana, com multiplas telangiectasias (capilares sanguineos dilatados abaixo da
superficie da pele) na pele levemente pigmentada e elastose solar (atrofia por
destruicdo das fibras colagenas e fibras elasticas) em pele mais escura (RAWLINGS,
2006; LOBER, 2010).

Além da perda de elasticidade e volume, os sinais mais comuns de
envelhecimento da pele e o fotoenvelhecimento, sdo diminuicdo do numero de
melandcitos, despigmentacéo e alteracdes na distribuicdo de pigmentos em todos os
tipos de pele. O processo de envelhecimento e os danos causados pelo sol sé&o
determinados pelas diferengas estruturais e funcionais observadas entre a luz (tipos |
a ll) e a pele escura (tipos Il a VI). A pele mais escura, apesar de ser mais resistente
a rugas, € caracterizada pela despigmentacdo mais pronunciada, abrangendo a
hipopigmentacéo e hiperpigmentacéo (VASHI, 2016).

Na pele oriental e asiatica a principal manifestacdo do fotoenvelhecimento € a

alteracdo na distribuicAo de pigmentos, caracterizada por hiperpigmentacdo e
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aumento do indice de melanina com a idade (GALZOTE, 2013). Além disso, estudos
populacionais de mudancas relacionadas a idade apontam que, embora a distribuicéo
irregular do pigmento seja mais prevalente na pele oriental e asiatica, o dano solar e
0 inicio do aparecimento de rugas séo significativamente retardados em comparacao
a pele caucasiana, que poderia estar correlacionada com os niveis de antioxidantes
no sangue (NOUVEAU-RICHARD, 2005; PERNER, 2011).

2.4. Métodos Analiticos de Quantificacdo do NMF

Embora muitos métodos bioanaliticos in vivo para a avaliagdo da hidrata¢do do
EC tenham sido descritos, incluindo Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear, Infravermelho e Espectroscopias Raman, os métodos mais frequentemente
aplicados sdo baseados na medicdo de condutancia elétrica, impedancia ou
capacitancia. Estes sdo indicadores indiretos de teor de agua no EC (EDWARDS,
MARKS, 2005; RAWLINGS, HARDING, 2004; DARLENSKI et al., 2009).

A base tedrica dos dispositivos que usam medicbes de capacitancia € a
diferenca entre a constante dielétrica da agua e de outras substancias levados para o
campo de medicao elétrica. A baixa frequéncia de operacdo (40-75 Hz) da sonda a
torna sensivel a mudancas constantes dielétricas de material colocado em contato
com a superficie do eletrodo e, portanto, alterando a intensidade de campo. A
constante dielétrica do EC é dependente do seu teor de 4gua, permitindo assim que
diferentes valores de capacitancia sejam detectados dependendo do estado de
hidratacao da pele (DARLENSKI et al., 2009).

As sondas medem a hidratacdo da pele através de evaporimetria por meio de
diferentes técnicas como: método de camara nédo ventilada (fechada), método de
camara ventilada e um método usando uma camara aberta. As sondas de camara
aberta baseiam-se na lei de difusdo de Fick, indicando a quantidade de &agua
transportada por uma area definida por um determinado periodo (FLUHR et al., 2016;
DARLENSKI et al., 2009). Em geral, existe uma correlacao entre a hidratacao EC e
os valores de TEWL, em que TEWL inferior (funcéo de barreira epidérmica intacta) se
correlaciona com estado de hidratacdo do EC (FLUHR et al., 2001).

A técnica de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) para a andlise de

proteinas e aminoacidos passou a ser empregada ha mais de 40 anos e propiciou
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aplicacoes rapidas, reprodutiveis e, em alguns casos, mais sensiveis do que as
técnicas ja acima citadas (BLAU, DURAN, GIBSON, 2008). Um dos equilibrios mais
utilizados na CLAE é a troca ibnica, para analise de amino&cidos, onde o processo de
separacédo ocorre por troca de ions de mesmo sinal entre uma fase mével e uma fase
estacionaria (ARAUJO, 2007; BURTIS, BRUNS, 2015). Este método fornece
excelente separacéao e reprodutibilidade, com preparacdo minima da amostra.

Uma grande vantagem do sistema de CLAE para analise de proteinas e
aminoacidos € o seu custo operacional, no qual uma coluna de fase reversa e um
detector de fluorescéncia sao suficientes. No entanto, uma desvantagem seria que a
maioria dos derivados utilizados na preparacdo das amostras nao reage
quantitativamente da mesma forma com todos os aminoacidos (BLAU, DURAN,
GIBSON, 2008). No entanto, a técnica de CLAE ndo apresenta metodologias na
literatura para quantificacdo dos principais componentes do NMF tais como PCA e
UCA, e nem mesmo nas monografias farmacopeicas.

Métodos bioanaliticos para se aplicar a matrizes biolégicas, muitas vezes
requerem cuidados especiais como a utilizacdo de pré-coluna, além disso, alguns
solventes sdo instaveis e inaplicAveis ao PCA, uma vez que nao reagem
com aminas terciarias. Reagentes volateis na fase mével, melhoram a separacao de
aminoacidos em colunas C18 a base de silica de fase reversa, além de aumentarem
o sinal no detector de aminoacidos e melhoram a forma do pico. Muitos estudos
descrevem inUmeras tentativas realizadas para desenvolver um método analitico para
determinar PCA (MARSTEIN; JELLUM; ELDJARN, 1973) e UCA (HERMANN;
ABECK, 2001) em EC. No entanto, o método bioanalitico para PCA nao foi totalmente
validado para nosso melhor conhecimento. Para a analise de UCA, foram utilizados
reagentes de pares de ions como heptassulfonato de sddio ou derivatizacdo com
cloreto de dansilo, mas observaram dificuldades na estabilizacdo da coluna e
preparacdo da amostra. Além disso, o reagente de derivatizacdo pode reagir com
outros aminoacidos e aminas nas amostras biologicas, exigindo longos tempos de
execucao cromatograficos para a separacédo adequada dos analitos. Mais importante
ainda, esses métodos tém baixa especificidade e baixa sensibilidade.

Em um estudo de desenvolvimento analitico utilizando o método LC-MS/MS
(Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas), demonstrou-se
altamente sensivel e seletivo para a analise de PCA e cis/trans- UCA nas amostras

de EC obtidas através da técnica de tape stripping com fita adesiva, usando
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Cromatografia Liquida de Interacao Hidrofilica (HILIC). O HILIC é empregado para a
analise de analitos altamente polares que sao dificeis de reter e separar com HPLC
de fase reversa (DEJAEGHER; MANGELINGS; VANDER HEYDEN, 2008). O HILIC
tem apresentado aumento na eficiéncia da ionizacdo através de uma alta proporgéo
de solventes organicos na fase movel, como a acetonitrila. A extracdo utilizando
tampdo PBS demonstra-se eficaz e suficiente para a extracdo e preparacdo da
amostra de EC (JOO et al., 2012).

2.5. Técnica tape-stripping

Nos ultimos anos pesquisadores iniciaram estudos da pele através de uma
técnica minimamente invasiva utilizando fita adesiva em tiras, tape stripping (STS),
para determinar o perfil epidérmico, proteico e lipidico da pele. Anteriormente esses
estudos eram realizados através da biopsia da pele, e atualmente com a técnica de
STS é possivel avaliar a penetragdo epidérmica, assim como a expressao de genes
especificos da pele, lipidios e proteinas do EC (BERDYSHEV et al., 2018; DI NARDO
et al., 2016; DYJACK et al., 2018; KEZIC et al., 2011; Ll et al., 2017; MCALEER et al.,
2018).

O tape stripping é uma técnica comum empregada em estudos clinicos e in
vitro da pele. E um procedimento simples que utiliza uma tira adesiva para remover
as camadas do EC, que compreende a camada mais superficial da pele, em uma area
predeterminada da pele. A remocé&o consecutiva do EC, camada por camada permite
que esse método avalie e examine diferentes camadas da pele (KLANG et al., 2012;
LADEMANN et al., 2009). Portanto, possuem aplicacdes importantes na pesquisa
cientifica, como o estudo das propriedades do EC, para determinacédo do perfil de
penetracdo de ativos, em estudos de permeacdo de aplicacbes topicas e
transdérmicas, entre outros (ALSHEDDI; ANANTHAPADMANABHAN; LI, 2019).

Muitos fatores podem afetar a remocdo do EC, como a hidratacdo, a
colorimetria da pele e a técnica do pesquisador em extrair a fita (ZHU et al., 2016).
Um fator intrinseco que afeta a retirada da fita é a presenca de sulcos na superficie
da pele, pois a superficie do EC contém sulcos e depressbes de diferentes
profundidades, que quando ndo sdo expostos a fita, causam remocao desigual e

afetam a quantificacdo. Embora estudos anteriores tenham conhecimento dos sulcos
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da pele, a extensdo dos materiais que podem ficar presos nos sulcos da pele e seu
impacto nos estudos de permeacéo da pele ndo foram identificados e quantificados
(ALSHEDDI; ANANTHAPADMANABHAN; LI, 2019).

O método de STS tem varias vantagens sobre a pele, ndo é um procedimento
invasivo, ndo causa cicatriza¢do, ndo é doloroso e apenas uma pequena irritacdo da
pele é observada durante a coleta de amostra da pele. E um método confiavel para
examinar a expressao dos marcadores de diferenciacéo e podem ser utilizados para
analises de diferenciagdo em varios disturbios da pele. O procedimento STS pode ser
atil para ensaios clinicos que examinam a funcéo de barreira em resposta a terapia.
Além do baixo custo, que permite a coleta de amostras em varias coortes, em Varios
grupos etarios, incluindo bebés, sendo um bom procedimento padréo para avaliar
marcadores de diferenciacdo epidérmica do EC e do estrato granular superior da
epiderme (KIM et al., 2016, MCALEER et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

A proposta do projeto de pesquisa compreendeu a determinacdo das
substancias do NMF (Fator de Hidratacdo Natural) do estrato corneo (EC) humano,

obtido por meio da técnica de tape stripping de participantes da pesquisa.

3.1. Objetivos Especificos

- Aplicacdo da técnica de tape stripping para extracdo do estrato cérneo (EC) dos
participantes.

- Quantificacdo das substancias quimicas que compdes o NMF, tais como: Histidina
(His), acido pirrolidona-carboxilico (PCA), os isébmeros do acido urbcanico (UCA),
sendo trans-UCA e cis-UCA, por meio da técnica de CLAE (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia).

- Avaliar os niveis dos compostos do NMF em funcao do fototipo e idade, antes e apos

a irradiacao UV.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

4.1.1. Substancias quimicas de referéncia, fita adesiva e 4gua

e Acido pirrolidona carboxilico (PCA) grau de pureza de 99% - Sigma Aldrich®.

e 4-Imidazoleacrylic acid (trans-acido urdcanico (UCA)) grau de pureza 99% -
Sigma Aldrich®.

e Histidina (L-histidina, His) grau de pureza 99% - Sigma Aldrich®.

e Fita adesiva Magica 810 3M™ Scotch®.

e Agua Milli-Q Millipore Merck®.

4.1.2. Solventes e reagentes

Reagentes grau de pureza cromatografico
e Acetonitrila - Honeywell®.
e Metanol - Merck®.
e Trietilfosfato de amdnio (TEAP) - Sigma Aldrich®.
e Acido Cloridrico (HCI) - Sigma Aldrich®.

Reagentes grau de pureza analitica (P.A)
e Acido acético glacial - Synth®.
e Fosfato de potassio monobasico - Synth®.
e Hidroxido de sédio - Synth®.

4.1.3. Equipamentos, aparatos e acessorios

e Agitador de tubos modelo Vortex Genius 3 IKA®,

e Agitador magnético com chapa de aquecimento modelo C-MAGHS7 IKA®.
e Balanca analitica modelo AUX220 Shimadzu®.

e Banho Ultrassénico com Aquecimento SSBu SolidSteel®

e Bomba de vacuo modelo Maximadry Fischer Scientific®.

e Camara de fostoestabilidade Suntest Atlas® CPS+.
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e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia modelo LC20AD/T Shimadzu®; bomba
modelo LC20AD/T Shimadzu®; amostrador modelo SIL-20AHT Shimadzu®;
detector de arranjo de diodos (DAD) modelo JPD-M20A Shimadzu®; forno de
coluna modelo CTO-20 Shimadzu®; coluna C18 (150 mm x 4,6 mm x 3 ym)
Shimadzu®.

e Filtro de celulose MF 0.45 ym Millipore Merck®.

e Filtros de seringa Millex-GV PVDF 0.22 um Merck®.

e Filtros de seringa Captiva Nylon 0.22 um Agilent®.

e pHmetro modelo Q400AS Quimis®.

e Sistema de purificacdo de agua modelo OS10LX Gehaka®.

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Simplicity modelo Ultrapure Water Type
1 Millipore Merck®.

e Programas computacionais: ChemDraw®; LabSolution Shimadzu®; Minitab 18°.

Excel®.

4.2. Métodos
4.2.1. Quantificacédo de His, PCA e UCA por CLAE

4.2.1.1. Condicdes cromatograficas

A quantificacdo (ug/mL) dos componentes do NMF, histidina (His), acido
pirrolidona-carboxilico (PCA), trans-acido urocanico (tUCA) e cis-acido urocanico
(cUCA), foi realizada por meio do sistema de CLAE Shimadzu® Prominence. Os dados
obtidos foram analisados pelo programa LC-Solution® Multi-PDA.

A fase movel foi constituida por trietilfosfato de aménio (TEAP) 0,01M (com
valor de pH 3,0+ 0,05 corrigido com ortofosférico concentrado) e acetonitrila na
proporcao 98:2 (v/v), e fluxo de 1,0 mL/min (HERMANN, 2001). A coluna utilizada foi
de fase reversa C18 (4,6 mm x 25,0 cm). A deteccao foi obtida no comprimento de
onda de 210 nm para PCA e His, e a 268 nm para UCA, a temperatura de 30,0 + 1,0°C
em detector do tipo DAD (KEZIC et al., 2009; KOPPES et al., 2017). As amostras

foram injetadas no volume de 20,0 pL.

4.2.1.2. Solucéo padrao
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Para o preparo da solucao padrao foram pesados 25,0 mg de His, PCA e tUCA
(substancias quimicas de referéncia), dissolvidos em agua ultrapurificada (USP, 2019)
em baldo volumétrico de 25 mL. Dessa solucdo mée, aliquotas de 1,0 mL foram
transferidas para baléo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com agua ultra
purificada e a partir dessa solucdo foram transferidas aliquotas de 0,2 a 1,0 mL para
bal6es de 10 mL, obtendo-se concentracdes de 1,0 a 100 ug/mL de His, PCA e UCA,

respectivamente.

4.2.1.3. Curva analitica e linearidade

A curva analitica foi construida a partir das substancias quimicas de referéncia
em solucdo em agua ultrapurificada, como descrito no item 6.3.3. As concentracdes
de His, PCA e UCA utilizadas para a obtencéo da curva foram: 1,0; 10,0; 20,0; 40,0;
60,0; 80,0 e 100,0 pg/mL.

No equipamento de CLAE foram injetados 20,0 yL de cada solugao, obtendo-
se as respectivas areas do pico e a partir dessas foram construidas as curvas de
calibracdo e os resultados foram utilizados para avaliacao da regressao linear.

A partir das curvas de calibracdo foram calculados o erro padréo da estimativa
e o coeficiente de correlacédo de Pearson. Os célculos das retas foram efetuados pelo
método dos minimos quadrados. Para avaliar a distribuicdo da variancia foi aplicado
um teste para avaliar a homocedasticidade do método, com teste F (distribuicdo de
Snedecor) dentro de um intervalo de confianga de 95%.

A linearidade foi construida a partir dos 07 niveis da curva de calibragdo em
triplicata, a fim de obter as respectivas concentracdes (BRASIL, 2012). As mesmas
condicBes foram utilizadas para determinacdo da precisdo, sendo expressa como
desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo (CV%), ndo se admitindo
valores superiores a 5% (VOEGELI et al., 2007).

Os limites de deteccao e quantificacdo foram construidos a partir dos 07 niveis
de diluicdo em concentracdes decrescentes. No caso do método instrumental de
CLAE, a estimativa do limite de deteccéo sera feita com base na relacéo de 10 vezes
o sinal ruido da linha de base (BRASIL, 2012; USP, 2019).

A linearidade foi avaliada a partir da constru¢cdo da curva de calibracdo, em

representacdo gréafica das respostas em funcéo da concentracdo através da equacgéo
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da reta de regressao linear de y em X, estimada pelo MMQ (Método dos Minimos
Quadrados) (USP, 2019). Por se tratar de um método bioanalitico, foram utilizados
Varios pontos para construgdo da curva de calibracdo: amostra (solucao teste), o
ponto mais baixo da curva (matrizado), o ponto central da curva (matrizado) e o ponto
mais alto da curva (matrizado) (BRASIL, 2012).

4.2.1.4. Avaliacéo do Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo estimado foi determinado de acordo com os critérios
da RDC N°166 de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017), como mostra a Equacgao 1:

L —10a
Q= S

Onde:
0 = desvio padrao das respostas;

S = coeficiente angular da curva analitica (BRASIL, 2017).

4.2.1.5. Avaliacdo do Limite de Deteccéao

O limite de deteccao foi calculado a partir dos parametros da curva analitica,
de acordo com a Equacéo 2:
3,38

LD =
i

Em que:

/1= inclinagdo da curva de calibragéo.
s+= desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y da triplicata das curvas analiticas

construidas a partir das concentragdes do analito proximas ao limite de quantificacao.

4.2.1.6. Pesquisa de Interferentes

A pesquisa de interferentes no método analitico e dado pelo parametro de
seletividade, demonstrada por meio da sua capacidade de identificar ou quantificar o

analito de interesse, na presenca de componentes que podem estar presentes na
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amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz, sendo estes 0s
interferentes.

O método deve se mostrar apto para distinguir com precisdo o analito de
interesse dos outros possiveis interferentes presentes na amostra. Assim, para
determinar a seletividade, a RDC N°166 de 24 de julho de 2017 recomenda injetar
uma amostra branco e um solucéo padrdo a fim de comprovar se a amostra nao possui
interferentes com o mesmo tempo de retencdo das substancias em estudo. Para
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a auséncia de interferéncia é

comprovada por meio da pureza de pico (BRASIL, 2017).

4.3. Ensaio ex vivo

4.3.1. Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo dos participantes foram idade acima de 18 anos, ambos
0s géneros e fototipo da pele entre | a VI, de acordo com a classificacao de Fitzpatrick
(FITZPATRICK, 1988). Os voluntarios foram entrevistados e a exclusédo para o estudo
foi automatica nas condicbes de gravidez ou lactagdo, administracdo de
medicamentos anti-inflamatérios, patologias dermatoldgicas em geral, irregularidades
superficiais da pele e participacdo prévia em estudos ex vivo ocorrido no intervalo
inferior a trés meses (KOPPES et al., 2017).

4.3.2. Aspectos legais e éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo,
regulamentado pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). O estudo foi
realizado de acordo com a Legislacdo Brasileira vigente, baseada na Resolugéao
Normativa 196/96, CNS/MS, normas da International Conference Harmonization
(ICH), Good Clinical Practice (GCP) e a Declaracéo de Helsinque. Aos participantes
da pesquisa foram fornecidas todas as informacdes, instrucdes e esclarecimentos
necessarios referentes ao ensaio, tais como etapas do estudo, objetivos, possiveis
riscos ou desconforto. O consentimento ocorreu por meio da assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), mantendo-se o0 anonimato do participante
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e garantindo a sua saida voluntaria da investigacdo a qualguer momento (BRASIL,
2012).

4.3.3. Tape stripping e extracao do estrato cérneo (EC)

O tape stripping € uma técnica ex vivo utilizada para analise e avalia¢cdes das
propriedades do EC (MCALEER et al., 2018). Os antebracos direito e esquerdo dos
participantes foram previamente higienizados antes do inicio da extracdo. Foram
demarcados sitios de 4x5 cm com auxilio do gabarito ilustrado na Figura 3, e os sitios

demarcados foram devidamente codificados de acordo com a Figura 4.

Figura 8: Gabarito para demarcacao dos sitios no antebraco dos participantes.

2,5cm

4cm
1,5cm

Fonte: préprio autor, 2019.

Figura 9: Codificacdo atribuida aos sitios nos antebracos dos participantes.

Fonte: préprio autor, 2019.

4.3.3.1. Preparacéo das amostras

As amostras foram extraidas a partir das fitas adesivas do tape stripping. Em
tubos do tipo Falcon as fitas foram acidificadas em acido cloridrico 0,001N (HCI) , em

seguida adicionados 5,0 mL da solugéo de HCI 0,001N. Promoveu-se agitacao por 60
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segundos em agitador de tubos para a extracdo dos componentes do NMF (His, PCA
e trans-UCA) do EC coletados dos voluntarios, seguido de agitacdo em banho
ultrassénico por 20 minutos. Dessa solucdo, foi transferida uma aliquota de 1,5 mL
para vials, previamente filtrados em filtros de seringa 0,22 pum, para andlise
cromatografica. As fitas, na presente investigacéo, foram irradias em simulador Atlas
Suntest® CPS+ com lampada de xendnio (1500 W) e filtro responsavel por simular a
radiacéo solar, permitindo a passagem de comprimentos de onda acima de 290 nm;
com a dose de 2753 KJ/m? (HERMANN; ABECK, 2001; KOPPES et al., 2017).

4.3.4. Analise estatistica

Tratamentos estatisticos foram realizados utilizando-se os programas Minitab
1.8® e Excel®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curva Analitica

A Figura 10 ilustra o cromatograma dos padrées da histidina (His), acido
pirrolidona-carboxilico (PCA) e trans-acido urocanico (tUCA). Os tempos de retencao
citados na literatura, nas mesmas condicbes cromatogréficas foram obtidos nesse
experimento e sdo de aproximadamente 2,68+0,2 min para His com leitura em 210
nm; 4,87+0,3 min para tUCA, com leitura em 268 nm (HERMANN, 2001); e 3,7610,2
para PCA, com leitura em 210 nm (KOPPES, 2017; KEZIC 2009).

Figura 10: Cromatograma dos padrdes (1) His, (2) PCA e (3) tUCA.
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f
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Legenda: Coluna cromatografica C18 (150 nm X 4,6 nm X 3 pym) Shimadzu®. Fase moével — perclorato
de tetraetilaménio 0,01 M (TEAP): acetonitrila (ACN) (98:02 v/v). Fluxo 1,0mL/min. Detec¢édo 210-268
nm.
Fonte: LabSolution Shimadzu®, 2019.

As curvas analiticas para His, PCA e trans-UCA estao ilustradas nas Figuras
11, 12 e 13. Os coeficientes de correlacao (p de Pearson) para His, PCA e trans-UCA
foram, respectivamente, p=0,999; p=0,998; p=0,999. Em porcentagem, apds o0 modelo
de reajuste, o R? ajustado obtido para His foi de 99,35%, para PCA foi de 99,50% e,
para trans-UCA, foi 99,45%, indicando que o modelo ajusta bem os dados. Rz é uma
medida estatistica, que aponta o quéo préximos os dados estdo da linha de regresséo.
O R2 ajustado € uma verséao transformada do R?, tratada para o numero de preditores
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no modelo de forma a aproximar os pontos da linha de regresséo e diminuir os outliers.

O Rz gjustado melhora o modelo mais do que seria esperado pelo acaso (MORETTIN,

2010).

Figura 11: Curva analitica da histidina (His) com modelo ajustado.

Linearidade His
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Legenda: Equacao da reta: Y = aX + B. Y= varidvel que o modelo tentar4 prever (concentracéo
mg/mL). a= interceptagéo da reta com o eixo vertical. X= area do pico do cromatograma. = coeficiente

angular. R2= coeficiente de determinag&o.
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Figura 12: Curva analitica do acido pirrolidona-carboxilico (PCA) com modelo
ajustado.
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Legenda: Equacao da reta: Y = aX + 8. Y= varidvel que o modelo tentar4 prever (concentracédo
mg/mL). a= interceptagéo da reta com o eixo vertical. X= area do pico do cromatograma. 3= coeficiente

angular. R2= coeficiente de determinacéo.

Figura 13: Curva analitica do trans-acido urocanico (tUCA) com modelo ajustado.
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Legenda: Equacdo da reta: Y = aX + 8. Y= variavel que o modelo tentara prever (concentracdo
mg/mL). a= interceptac&o da reta com o eixo vertical. X= area do pico do cromatograma. 3= coeficiente

angular. R2= coeficiente de determinacao.
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Para obter linearidade, ha a medida para o grau de correlacao linear entre duas
varidveis numéricas. Essa medida € o coeficiente de correlacdo de Pearson, que se
representa por r e varia entre -1 e + 1. De acordo com os coeficientes de relagéo (p
de Pearson) obtidos das curvas analiticas, que se apresentaram p>0,99, verificou-se
gue a linearidade se apresentou em correlacdo positiva (r=17). A correlacéo positiva
entre duas varidveis demonstra que essas crescem no mesmo sentido, no entanto,
ndo indica que aumentos sucessivos em uma das variaveis promovem aumentos
sucessivos na outra. Nas ciéncias bioldgicas e da saude, os coeficientes de correlacéo
tendem a ser menores que a unidade, devido a variabilidade dos fenédmenos
biolégicos (VIEIRA, 2011). A equacéo da reta € dada por Y = a + bX e equacdes para
His, PCA e UCA estéo descritas na Tabela 2 (MORETTIN, 2010; VIEIRA, 2011).

Tabela 2: Equacéo da reta e Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r) dos compostos

His, PCA e tUCA, calculada a partir da equacao da reta

Compostos Equacéo dareta Coeficiente de Correlacao de

Pearson (r)

His Y = 18464x + 41623 0,999
PCA Y =17342x + 17482 0,998
tUCA Y = 42549x + -12608 0,999

Legenda: Equacdo da reta: Y = aX + B. Y= varidvel que o modelo tentara prever (concentragdo
mg/mL). a= interceptagéo da reta com o eixo vertical. X= &rea do pico do cromatograma. B= coeficiente
angular.

Fonte: préprio autor, 2020.

5.2. Limite de Deteccao

O limite de deteccdo é determinado como a menor quantidade do analito
presente em uma amostra, no qual pode ser detectado, porém, ndo necessariamente
quantificado. E a concentracéo de analito mais baixa que pode ser detectada de forma
confiavel em nivel do ruido do sistema, porém, ndo necessariamente quantificado na
concentracdo em que um valor medido for maior que a incerteza (BRASIL, 2017). Os
limites de deteccdo para PCA, tUCA e His foram, respectivamente, 0,0015 pg/mL;

0,0018 pg/mL; e 0,0015 pg/mL.
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5.3. Limite de quantificacao

Limite de quantificacdo (LQ) € o parametro analitico que é definido como a
menor concentracdo do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis. Gonzalez (2010) define o LQ como a mais baixa
concentragédo de analito, determinada quantitativamente (GONZALEZ et al., 2010). A
partir da Equacéao 1, os LQs para His, PCA e UCA foram, respectivamente, 0,017
Mg/mL; 0,011 pg/mL; e 0,010 pg/mL. Tais concentracdes foram consideradas

adequadas para o método, pois sdo os pontos inferiores das curvas analiticas.

5.4. Pesquisa de Interferentes

A pesquisa de interferentes € dada por meio do pardmetro de seletividade. A
seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da capacidade de
identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas e
componentes da matriz (BRASIL, 2017). As amostras nao apresentaram interferentes
da fita adesiva no tempo de retencédo dos analitos, demonstrando que o método foi

seletivo.

5.5. Ensaio ex vivo

Para que pesquisa seja realizada, seja in vivo ou ex Vvivo, € necessario que 0s
participantes sejam esclarecidos em relacéo ao objetivo e ao método do estudo. Apoés,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), previamente
aprovado pelo CEP. O TCLE foi lido em voz alta antes de sua assinatura. Foram
selecionados somente participantes habeis a desempenharem cada protocolo da
pesquisa e a compreender todas as etapas envolvidas no processo. Vinte
participantes foram incluidos nessa investigacdo. Os mesmos ndo estavam em uso
de medicacao sistémica e local, e ndo haviam exposto a pele a radiagdo UV solar ou

artificial por trés meses antes do estudo. Os participantes tinham faixa etaria de 18 a
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55 anos, sendo dezesseis do sexo feminino e quatro do sexo masculino. O fototipo de
pele foi de | ao V, de acordo com a classificacdo de FTS.

A coleta do EC foi realizada por meio da técnica de tape stripping, com
obtencao de 10 fitas da regido volar do antebraco, conforme gabarito ilustrado nas
Figuras 7 e 8. O procedimento de extracdo dos compostos de interesse foi direto e
nao invasivo. A fita adesiva foi composta por acetato de celulose e adesivo acrilico,
de acordo com informacdes da rotulagem das mesmas, e permitiu a obtencéo do EC
e a remogao compostos do mesmo. Posteriormente, estes foram analisados em CLAE
e as amostras apresentaram cromatogramas com picos no tempo de retencao de =4,5
min, indicando a presenca do tUCA e no tempo de retengédo de =5,5 min, o cUCA
(HERMANN, 2001). O composto His apresentou picos no cromatograma no tempo de
retencdo de =2,6 min, e o composto PCA apresentou tempo de retencdo de =3,5
minutos (HERMANN, 2001; KOPPES, 2017). Por meio dos resultados acima
descritos, 0s compostos de interesse dessa pesquisa foram positivamente
correlacionados com as substancias de referéncia utilizadas para a realizagcdo do

método e curvas analiticas.

5.5.1. Fototipo

A Figura 14 ilustra a concentracdo do composto His presente nas amostras do

EC antes e apés a irradiacdo, nos fototipos de pele I, 1l e lll.
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Figura 14: Concentracdo do composto His no EC irradiado ou ndo em fototipos de | a
Il

His (EC e i-EC)

15
13

1.1 i 1.034

0.9 0.818

1 0.711 0.703
0.7

Concentracao

0.5
0.3
0.1

0.1 | 1] 1
Fototipo

mSC mi-SC

Legenda: SC (Estrato Cérneo). i-SC (Estrato Cérneo Irradiado).
Fonte: Préprio autor, 2022.

O estrato cérneo nao irradiado apresentou niveis menores de His em relacao
ao irradiado. Este comportamento ocorre, pois, a His desempenha importante funcao
para a sintese dos NMF tUCA e cUCA, no qual sdo produzidos a partir da quebra de
His pela His amonia-liase (HAL). Quando ha estimulos da radiagdo, ocorre acumulo
de His no EC e, consequentemente, ha aumento nos niveis de His. A quebra de His é
importante para a protecéo da pele da irradiacdo UV, pois mantém os niveis de tUCA
e cCUCA (TOSATO et al., 2015).

No fototipo I, os niveis de His foram inferiores quando comparados com 0s
demais fototipos, no entanto quando comparados os valores de EC nao irradiado e
irradiado no fototipo I, houve aumento de 9,0% (6<0,4; p>0,05) nos valores de nao
irradiado. Quando comparado os valores de EC irradiado do fototipo | para o fototipo
Il houve aumento de 3,2% (6<1,9; p>0,05). Entre os fototipos Il e Ill a diferenca foi de
6,5% (6<0,3) no nao irradiado e de 1,4%(5<0,7). A pele com baixo valor do fototipo,

sendo sensivel a radiagdo UV, € composta por quantidade menor de melanina, o que
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aumenta o risco da inflamacdo causada por raios UV. Ha, também, diminuicdo da
razdo eumelanina-feomelanina (EPR), responsavel pela sensibilidade da pele. Tais
propriedades explicariam por que as peles de fototipo | sGo menos resistentes a
queimaduras solares (DIAS-FERREIRA et al., 2020). Na pele caucasiana, a
hidratacdo do EC pode ser menor, pois 0s niveis de NMF podem ser mais reduzidos,
como encontrados nessa investigacdo, porém, quando foto expostos, alguns dos
componentes tendem a aumentar, como a His, que é sintetizada pela FLG degradada,
e contribuem para a hidratacdo epidérmica. Com a exposicdo aos raios UV,
principalmente UVB, a sensibilidade aumenta, pois, ha deficiéncia na producéo de
proteinas que mantém a funcéo de barreira epidérmica do EC (HOSTE et al., 2011).

A Figura 15 ilustra a concentracéo do PCA presente nas amostras de EC, antes
e apos a irradiacdo. O PCA é um dos principais componentes utilizado como indicador
para determinar os niveis de NMF presente no EC. Os niveis de PCA estdo
relacionados com o nivel de agua no interior do EC, pois a agua é que induz a
atividade enzimética na producéo dos componentes do NMF, principalmente o PCA.
Portanto, quanto maior a quantidade de &gua, maior sera a producédo de PCA, e por
conta desse processo, € considerado o principal marcador para indicar o nivel de
hidratacdo da pele (GUNNARSSON et al., 2021).
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Figura 15: Concentracdo do composto PCA no EC irradiado ou ndo em fototipos de
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Legenda: SC (Estrato Cérneo). i-SC (Estrato Cérneo Irradiado).
Fonte: Préprio autor, 2022.

Nas amostras, os niveis de PCA diminuiram 66,9% (6<0,2) ap0s a irradiacédo
artificial (BOUWSTRA et al., 2008). A irradiacdo da pele provoca reducdo da sua
qguantidade de agua, que pode ocasionar alteracdes nos lipidios superficiais e,
consequentemente, na hidratacdo do tecido (TOSATO et al., 2015). A reducdo dos
niveis de PCA apés a irradiacdo, também, pode estar correlacionado com processo
inflamatorio da propria pele, com aumento de citocinas, como TNF-a, IL-13 e IL-13,
gue impedem a atividade enzimética que atua na degradacéo da filagrina. Em um
estudo realizado com dois grupos de participantes, observou-se que um grupo com
estimulo para o processo inflamatério, a expressdo da enzima caspase-14 diminuiu,
assim, os niveis de PCA foram reduzidos, enquanto que no grupo controle ndo houve
reducao significativa (HOSTE et al., 2011; JUNG et al., 2014).

Os niveis de NMF, principalmente de PCA, dependem da quantidade e da
degradacdo da proteina filagrina, presente na epiderme. Estimulos inflamatdérios,
assim como a exposicdo a irradiagcdo UV, possuem impacto na sintese de pro-
filagrina, na atividade enzimatica que atua diretamente na degradacao e expressao
da filagrina, resultando em alteragcdo dos niveis de TEWL (sigla em inglés para
transepidermal water loss) basal e hidratacdo da pele. Portanto, quanto maior a
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exposicao aos raios UV, menor a degradacao de filagrina, menor os niveis de PCA e
menor a hidratacdo. Em relacédo aos fototipos, nesse estudo, ndo se apresentaram
distintos quanto a presenca do PCA (SIMONSEN et al., 2017).

A medicdo do PCA torna-se mais simplificada em relagdo aos demais
componentes do NMF originados da degradacéo da filagrina, como o UCA, pois o
UCA é dependente da quebra de His pela histidase e His amonia-liase (HAL)
(BARRESI et al., 2011). As Figuras 16 e 17 ilustram a concentracdo dos compostos
trans-UCA e cis-UCA presentes nas amostras de EC, antes e apoés a irradiacao.

Figura 16: Concentracdo do composto trans-UCA no EC irradiado ou ndo em fototipos
de lalll.
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Legenda: SC (Estrato Cérneo). i-SC (Estrato Cérneo Irradiado).
Fonte: Préprio autor, 2022.
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Figura 17: Concentracdo do composto cis-UCA no EC irradiado ou ndo em fototipos
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Legenda: SC (Estrato Cérneo). i-SC (Estrato Cérneo Irradiado).
Fonte: Préprio autor, 2022.

Cada isébmero do UCA possui atividades biolégica distinta, ressaltando a
necessidade de um método analitico sensivel para a quantificacdo dos respectivos
isémeros. Por meio da técnica de CLAE, utilizada nesse estudo, foi possivel separar,
identificar e quantificar os respectivos isbmeros em todas as amostras (JOO et al.,
2012).

Os niveis de cis-UCA elevaram-se ainda mais no fototipo Il apés a irradiacao.
Fajuyigbe e Young (2016) relataram que a propor¢cdo de cis-UCA na pele,
naturalmente exposta a luz solar, € maior em relacdo a regiées com pouca exposicao.
Outro fator que explicaria a maior quantidade de cis-UCA é o fototipo de pele, pois,
entre pele negra e caucasiana, constatou-se que a concentracdo de UCA total foi
superior na pele negra e asiatica, em relacdo a caucasiana (FAJUYIGBE; YOUNG,
2016).

Apos a exposicao a irradiagao UV, o trans-UCA isomeriza-se em cis-UCA, de
forma dependente, onde ha aumento e reducdo nos niveis, até ambos atingirem o

estado foto estacionario. De acordo com De Fine Olivarius e colaboradores (1999), as
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doses mais baixas de producdo de cis-UCA € maior em individuos com baixa
pigmentacdo em relacdo ao trans-UCA, e com niveis maiores na pele tipo Ill-V em
comparacao com individuos com pele tipo I-1l (DE FINE OLIVARIUS et al., 1999).

Cada fototipo de pele se comporta de forma particular em relacédo a exposicao
aos raios UV. O trans-UCA ¢ sintetizado in vivo a partir do aminoacido His catalisado,
e acumulado o EC, pois ndo ha atividade de urocanase na epiderme. A atividade da
urocanase ocorre durante a isomerizagéo, quando exposta a irradiagdo UV. A His
desempenha uma importante funcao para a sintese de trans-UCA e eliminagéo de cis-
UCA, em que a ingestédo da His indica protecéo para a pele da irradiacédo UV (TOSATO
et al., 2015).

Kezic e colaboradores (2009) sugeriram que o nivel de cis-UCA aumenta
durante a irradiacdo aos raios UV e que estabilizam apos 10 horas da exposicao.
Porém, a eliminacdo de cis-UCA da pele ocorre mais rapido que a substituicdo de
trans-UCA (KEZIC et al., 2009). De acordo com Egawa (2008), a diminui¢do do trans-
UCA é prevenida pelo uso de protetor solar, e o trans-UCA é o principal indicador de
fotoprotecdo (EGAWA; IWAKI, 2008). O cis-UCA é o biomarcador de escolha para
avaliacdo de medidas de protecdo, como, por exemplo, de protetores solares, pois a
guantidade relativa do isbmero aumenta ap0s a irradiacao de raios UV no EC, mesmo

guando a exposicao é baixa, sendo altamente sensivel (KEURENTJES et al., 2020).

5.5.2. Idade

Com o avancar da idade, os niveis dos componentes do NMF se modificam.
No estudo de Egawa e colaboradores (2007) foi avaliado os perfis de concentracao
de 4gua do estrato cérneo em regides do antebraco, e o teor de agua nessas areas
foi de 30 a 40%, com tendéncia a diminuir conforme a idade dos participantes
(EGAWA; HIRAO; TAKAHASHI, 2007). Nikolovski e colaboradores (2008)
compararam os resultados da concentragdo de agua e componentes do NMF do EC
em criancas e adultos e constataram que os niveis de 4gua sdo maiores em criancgas,
no entanto, o conteddo do NMF €& maior em adultos e menor em criancas
(NIKOLOVSKI et al., 2008). Nas Figuras 22, 23, 24 e 25 é possivel visualizar os
diferentes niveis dos componentes do NMF, antes e apo0s a irradiacdo, dos

participantes do presente estudo, na qual os participantes mais jovens, de 18 a 25
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anos de idade, apresentam concentracdes maiores em relacdo as demais faixas

etarias.

Figura 18: Concentracdo do composto His e idade dos participantes, antes e apés a

irradiacao.
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Legenda: SC (Estrato Cérneo). i-SC (Estrato Cérneo Irradiado).

Fonte: Préprio autor, 2022.

Da faixa etaria de 18-25 anos de idade para a de 46-55, houve variacdo de
3,1% (6 >0,01) no EC néo irradiado, e de 22,5% (b <0,18) no EC irradiado. Os valores
médios do nivel de His diminui em 37,2% no EC irradiado em relacdo a faixa etaria de
26-35 anos de idade. Entre as faixas etarias de 36-45 e 46-55 anos de idade, verificou-
se diminuicao de 30,4%.

Os niveis de His ndo apresentaram diferenca entre as faixas etarias, pois a His
nao esta diretamente relacionada aos niveis de agua no EC, porém, na expressao de
UCA e na funcéo de barreira. A His se mantém em homeostase no EC ao longo da
vida e compreende, aproximadamente, 10% dos aminoacidos da filagrina, que gera o
trans-UCA, um dos principais cromoéforos epidérmicos que absorvem os raios UVB, e
contribui para o equilibrio do valor de pH da pele. Os fatores que contribuem para a

reducdo e variacdo dos niveis de His na pele sdo genéticos, que interferem na
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expressao da filagrina, e processos inflamatérios, que impactam na protecdo da pele
contra raios UVB, na hidratacdo do EC e na acidificacdo da pele, que diminui sua
funcdo de barreira e aumenta a reacdo a alérgenos e a reatividade imunolégica
(THYSSEN:; KEZIC, 2014).

O PCA é o principal componente do NMF responsavel pela hidratacdo e
retencdo da umidade no EC. Sendo um agente higroscopico no interior dos
corneqcitos e juntamente com os lipidios intercelulares do EC formam uma barreira &
TEWL. O teor de agua no EC de participantes de diferentes faixas etérias foi avaliado
em um estudo realizado por Mukai e colaboradores (2021) encontraram-se diferencas
entre eles, no qual os participantes idosos apresentaram teor de agua
significativamente maior na derme em comparacdo ao grupo jovem (JUNG et al.,
2014; MUKAI et al., 2021; THYSSEN; KEZIC, 2014). Na Figura 24, ilustra-se a
concentracdo dos niveis de PCA (a maior concentracao esta na faixa etaria de 46 a
55 anos de idade).
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Figura 19: Concentracédo do composto PCA e idade dos participantes, antes e apos
a irradiacao
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Legenda: SC (Estrato Cérneo). i-SC (Estrato Cérneo Irradiado).

Fonte: Préprio autor, 2022.

Da faixa etéria de 18-25 para a de 46-55 anos de idade houve variabilidade de
reducao de 5,1% (& >0,06; p>0,05) no EC nao irradiado, e de 0,9% (6 <0,04; p>0,05)
de aumento no EC irradiado, e nas demais faixas etérias, entre 26-35 e 36-45 anos
de idade, a variabilidade de aumento foi de 14,0% (& >0,06; p>0,05) no EC néo
irradiado e diminuicdo de 8,1% (6 >0,03; p>0,05) no EC irradiado. Verificou-se que os
valores médios do nivel de PCA aumentaram cerca de 11,0% no EC néo irradiado
entre as faixas etarias, e 10,9% no EC irradiado. Porém, quando comparado o EC néo
irradiado com o irradiado, no geral houve diminuicdo a medida que as mensuragdes
foram realizadas, no entanto permaneceu constante para participantes mais jovens.

No estudo realizado por Téllez-Soto e colaboradores (2021) foi avaliado o teor
de agua e comprovou diferenca no teor de agua entre os jovens e os idosos foi,
aproximadamente, 15% (TELLEZ-SOTO et al., 2021). Por meio dos resultados de
trans-UCA e cis-UCA, foi observada variabilidade significativa nos niveis, que
impactam na TEWL, hidratacdo do EC, valor de pH da superficie da pele e teor de

lipidios (DIAS-FERREIRA et al., 2020). Entre todas as faixas etarias, apenas a de 46-
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55 anos de idade foi menor no EC irradiado, em comparacdo com os demais fototipos.
Comparando os resultados das demais faixas etarias, houve queda de 43,1% (& > 0,5)
de trans-UCA no EC normal (ndo irradiado) e de 21,0% (6 < 0,3) no EC irradiado, nos
niveis de cis-UCA houve queda de 8,8% (6 <0,1) no EC normal (n&o irradiado) e de
13,5% (6 > 0,1; p>0,05) no EC irradiado, em relacdo a faixa etaria de 18-25 para 46-
55 anos de idade (Figuras 20 e 21).

Figura 20: Concentragédo do composto trans-UCA e idade dos participantes, antes e
apos a irradiacéo
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Figura 21: Concentracdo do composto cis-UCA e idade dos participantes, antes e
apos a irradiacdo
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Legenda: SC (Estrato Cérneo). i-SC (Estrato Cérneo Irradiado).

Fonte: Préprio autor, 2022.

Os niveis de trans-UCA e cis-UCA, ap0s a irradiacdo, necessitam de tempo
para atingirem novamente 0s niveis normais e, na pele mais envelhecida, o tempo
necessario para reconstituir esses componentes no EC é superior ao dobro, em
relacdo a uma pele mais jovem. Os efeitos dos raios UV prejudicam tanto a funcao de
barreira quanto no envelhecimento, promovendo aumento da TEWL, prejudicando a
retencdo de agua, a sintese de DNA, e aumentando a quantidade de cornedcitos
(CHOI, 2019; WU; SIVAMANI, 2023).

Choi (2019) avaliou participantes adultos, jovens e idosos e constatou que a
funcéo de barreira e taxas de TEWL tendem a ser normais sob condicao basal na pele
envelhecida, e a restituicdo dos componentes do NMF é mais lenta em comparacéo
com a pele jovem. Considerando que essas alteragcbes sao detectaveis
cronologicamente na pele, eles sdo ainda mais agravados na pele com o
fotoenvelhecimento, indicados pelos niveis de trans-UCA e cis-UCA. Na pele

envelhecida, o conteudo lipidico no EC é reduzido e ha declinio significativo
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relacionado a idade no nivel do NMF, pois ha a reducéo da sintese de pro-filagrina e,

consequentemente, menor conteudo de NMF (CHOI, 2019).
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6. CONCLUSOES

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi eficaz para separacgéo e
quantificacdo adequada das substancias quimicas His, PCA e os isbmeros de UCA
(trans-UCA e cis-UCA) no estrato corneo dos participantes. O método apresentou-se
seletivo e ausente de interferentes, ademais, possuiu linearidade e limites de deteccéo
e quantificacdo compativeis com os objetivos dessa investigacao.

No fototipo I, os niveis de His foram menores em comparacdo aos demais
grupos. Ademais, os niveis dessa mesma substancia ndo apresentaram diferenca
entre as faixas etarias. Em funcdo da irradiacdo das amostras, o montante de His
aumentou em todos os fototipos.

Os niveis de PCA apresentaram-se menores ap0s a irradiacdo em todos 0s
fototipos de pele. Ainda, as concentracdes do PCA foram mais elevadas na faixa etaria
de 46 a 55 anos de idade.

Os niveis de concentragdo do isébmero cis-UCA foram maiores nos
participantes com fototipo Ill, apds a irradiacdo UV.

Os niveis de concentracao do isémero trans-UCA apresentaram-se maiores no
EC néo irradiado em todos os fototipos, e diminuiram apés a irradiacdo, de forma
proporcional a formacéao de cis-UCA em todos os fototipos (p>0,05). A faixa etaria de
46-55 anos de idade obteve niveis significativamente menores de trans-UCA e cis-
UCA.
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