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RESUMO

A Luz Intensa Pulsétil (IPL) pode ser utilizada para varios fins, nomeadamente no
fotorrejuvenescimento, na correcdo das alteracdes vasculares e da pigmentacdo, do acne, da
remocdo de tatuagens e evitar o crescimento do pelo. Os dispositivos IPL produzem um pulso
de luz de duracdo muito curta e com comprimento de onda entre 500 e 1200nm, ocorrendo
uma absorcdo seletiva pelos cromdforos presentes no tecido (hemoglobina, melanina e &gua)
apés a sua aplicacdo. A utilizacdo doméstica destes dispositivos tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, sendo escassos 0s estudos sobre o0s seus efeitos
secundérios. O objetivo deste estudo foi compreender a influéncia da luz pulsatil na pele
normal e no desenvolvimento de lesdes cutaneas pré-neoplasicas utilizando um modelo
animal de dois estadios de cancro de pele. Foram utilizados murganhos fémeas (n=28) da
estirpe ICR (CD-1®), tendo sido constituidos 5 grupos: o grupo | foi submetido ao agente
iniciador 7,12-dimetilbenzentraceno (DMBA), sem mais nenhum tratamento; o grupo Il foi
submetido a tratamento com IPL apos iniciacdo pelo DMBA; o grupo Il foi submetido a
tratamento com o composto promotor da carcinogénese acetato de tetradecanoilforbol (TPA)
apos iniciacdo com o DMBA; o grupo IV foi exposto s6 a IPL e o grupo V foi o grupo de
animais controlo, sendo exposto ao veiculo, acetona. O procedimento experimental durou 25
semanas. A luz pulsatil foi aplicada na intensidade 5, correspondente a 6,5 J/cm?, numa area
de 6 cm®. No final do procedimento experimental observaram-se 94 lesées proliferativas nos
murganhos do grupo Il (DMBA+TPA), sendo 87 papilomas e 7 carcinomas de células
escamosas. A nivel histologico, observou-se que a IPL ndo esteve associada ao
desenvolvimento de neoplasias (grupo Il e IV), verificando-se a presenca de fibrose dérmica,
0 que parece confirmar a sua utilidade clinica no fotorrejuvenescimento. Por outro lado, no
grupo Il (DMBA+IPL) verificou-se hiperplasia focal da epiderme em 50% dos animais,
resultado que podera sugerir a IPL como agente promotor de carcinogénese. Consideramos
fundamental a realizacdo de estudos futuros no sentido de comprovar estes resultados e de

verificar a hipotese da IPL constituir um potencial agente carcinogénico.

Palavras-chave: luz pulsétil, pele, murganho, fibrose, neoplasia
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ABSTRACT

Intense Pulsed Light (IPL) may be used for various purposes, namely photo-renewal,
correction of vascular alterations and pigmentation, acne, tattoo removal and for the
prevention of the growth of hair. IPL devices produce a light pulse of very short duration and
with a wavelength between 500 and 1200nm occurring a selective absorption by
chromophores present in the tissue (hemoglobin, melanin and water) after its application. The
use of these devices has increased significantly at a domestic level in recent years, and there
are few studies about its side effects. The aim of this study was to understand the influence of
pulsed light on normal skin and in the development of precancerous skin lesions using an
animal model of two stages of skin cancer. Female mice were used (n = 28) of ICR strain
(CD-1®) and they were incorporated into 5 groups: group | was subjected to initiator, 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene (DMBA), without further treatment, group Il was subjected to
pulsed light treatment after the initiation by DMBA and group Il was subjected to treatment
with the compound of carcinogenesis promoter, 12-o-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA),
after the DMBA initiation, group 1V was exposed only to IPL and group V was the control
group of animals, being exposed to acetone. The experimental procedure lasted 25 weeks. The
IPL was applied at the intensity of 5, corresponding to a fluence of 6.8 J/cm? in an area of 6
cm’. At the end of the experimental procedure 94 proliferative lesions in mice from group Il
(DMBA + TPA) were observed, being 87 papillomas and 7 squamous cell carcinomas. At a
histological level, it was observed that the IPL was not linked to the development of neoplasia
(Group I and 1V), identifying the presence of dermal fibrosis, which appears to confirm its
usefulness in clinical photorejuvenation. On the other hand, in Group 1l (DMBA + IPL) focal
hyperplasia of epidermis in 50% of the animals was found, a result that may suggest that IPL
can be a promoter of carcinogenesis. It should be considered essential to carry out further
studies in order to confirm these results and to verify the hypothesis of the IPL as being a

potential carcinogen.

Keywords: IPL, skin, mouse, fibrosis, cancer
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancro

O cancro, inicialmente designado por “Karkinos”, ¢ uma doenga muito antiga descrita
pela primeira vez por Hipdcrates, no século 1V a.C. (Guttierrez e Salsamendi, 2001). Este
termo é utilizado para definir uma doenca associada a proliferacdo anormal de células, que em
determinados casos pode provocar a morte (Ruiz et al., 2006). O conceito de neoplasia foi
introduzido por Galeno, no século Il, para descrever o crescimento excessivo de uma dada
area do corpo, de forma irreversivel e autdbnoma (Guttierrez e Salsamendi, 2001; Ruiz et al.,
2006). Atualmente, apesar de todos os esforcos e investimento financeiro no sentido de
controlar o cancro, esta doenca provoca cerca de 7 milhdes de mortes por ano, a nivel
mundial, o que a leva a ser considerada um dos maiores problemas de Saude Publica (Greaves
e Maley, 2012; Siegel et al., 2012). Nos Estados Unidos da América, 0 cancro provoca uma
em cada quatro mortes e na Europa é responsavel por 24% da mortalidade geral (Merletti et
al., 2011; Siegel et al., 2012). Um estudo estatistico recente, efetuado nos Estados Unidos da
América, prevé que este ano ocorram 1,6 milhdes de novos casos de cancro e cerca de 577190
mortes, isto €, mais de 1500 mortes por dia. Estima-se que o cancro do pulméo seja o mais
mortal e comum (Siegel et al., 2012), considerando-se que o aumento da incidéncia do cancro
estd diretamente relacionado com o aumento da esperanca média de vida (Bertram, 2001;
Ruiz et al., 2006).

Existem varios tipos de cancro, sendo gque a sua incidéncia em determinados érgaos ou
tecidos varia de acordo com a localizagcdo geografica (Tanaka, 1997). Uma das caracteristicas
desta doenca € o facto de a sua evolucdo variar de pessoa para pessoa, estando dependente dos
fatores etioldgicos ou da heranca genética individual (Kemp, 2005).

S&o varios os fatores etiologicos implicados no desenvolvimento do cancro (Colditz,
2001): tabaco, dieta, poluicdo ambiental, radiacdo ionizante e ultravioleta, parasitas e virus
(por exemplo, o papiloma virus humano (PVH), que contribui para o desenvolvimento do
cancro do Utero), entre muitos outros (Husting et al., 1999; Colditz, 2001).

A biopatologia do cancro esta associada a alteracdes genéticas que se traduzem no
aumento da proliferacdo celular e na diminuicdo da apoptose (Gu et al., 2005; Kemp, 2005;
Ruiz et al., 2006). O corpo humano é constituido por aproximadamente 10" células, entre as
quais se destacam as células estaminais, com capacidade de se dividir 10** vezes por dia
(Bertram, 2001). Os processos de diviséo e proliferacdo celular sdo controlados por uma rede

de mecanismos moleculares, de entre os quais se destacam checkpoints de reparacdo e de
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apoptose (Bertram, 2001; Jiang e Mansel, 2004; Gu et al., 2005). Quando ocorre uma lesdo ao
nivel do &cido desoxirribonucleico (ADN) da célula, se aquela ndo for reparada (apesar de
identificada pelos checkpoints), os mecanismos de apoptose serdo ativados. Desta forma,
evitar-se-4 a replicacdo de ADN mutado, impedindo a perpetuacdo da mutagdo na informacéo
genética da célula-filha (Jiang e Mansel, 2004; Gu et al., 2005; Ruiz et al., 2006). Caso 0s
mecanismos de controlo falhem, esta célula diz-se iniciada e poderd vir a originar uma
neoplasia (Gu et al., 2005).

1.1.1.Cancro da pele

O cancro da pele é muito comum nos Estados Unidos da America, contudo é na
Australia que ocorre a maior taxa de doentes oncolégicos com este tipo de neoplasia (Stanton
et al., 2004; Hong et al., 2008). A nivel europeu, os paises do sul, como é o caso de Portugal,
Grécia, Espanha e Italia, s@o os que apresentam um maior nimero de casos de cancro da pele
(Boyle et al., 2004). A exposicao a radiacao ultravioleta (UV), proveniente da luz solar ou de
fontes artificiais, pode provocar graves problemas de saude, e entre elas o desenvolvimento
desta doenca oncoldgica (Colditz, 2001; Stanton et al., 2004; Tuohimoa et al., 2004; Gu et al.,
2005; Hong et al., 2008; Weir et al., 2011). A radiacdo UV pode ser dividida em 3 bandas:
UVA, UVB e UVC, com comprimentos de onda a variar entre os 320-400 nm, 290-320 nm e
200-290 nm, respetivamente (Colditz, 2001) e varias publicacdes definem a radiacdo UVB
como a mais perigosa (Colditz, 2001; Tuohimoa et al., 2004; Sand et al., 2010).

Existem dois tipos de cancro de pele: melanoma e ndo melanoma. No segundo tipo,
destacam-se o carcinoma basocelular e o carcinoma de células escamosas (Colditz, 2001;
Ericson et al., 2008; Hong et al., 2008). Ambos constituem neoplasias malignas, sendo o
carcinoma basocelular considerado 0 mais comum, mas menos mortal, e o carcinoma de
células escamosas considerado como o mais agressivo e letal. O melanoma € o tipo de cancro
da pele mais fatal (Colditz, 2001; Lieber et al., 2009; Gerstenblith et al., 2012; Maio, 2012).

Os diferentes tipos de cancro da pele sdo mais comuns em individuos de pele clara
(especialmente jovens mulheres) do que em negros, uma vez gque nestes a melanina minimiza
a absorcdo da radiacdo UV (Colditz, 2001; Tuohimoa et al., 2004; Weir et al., 2011;
Gerstenblith et al., 2012). Os locais mais susceptiveis ao desenvolvimento de cancro da pele
nos individuos brancos sdo 0s mais expostos ao sol: face, ombros, pescoco e extremidades,
podendo também afetar &reas de inflamacéo cronica e cicatrizes (Colditz, 2001; McGillis e

Fein, 2004). O cancro da pele ao nivel do nariz e do labio tem-se tornado mais comum, visto
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que sdo zonas permanentemente expostas a radiacdo solar e o nariz se encontra num angulo
agudo, que favorece a absorcdo da luz (Sand et al., 2010; Grant, 2012). No caso dos
individuos negros, os locais mais susceptiveis a sofrerem danos deste tipo sdo 0s que nédo
estdo expostos a radiacio solar (McGillis e Fein, 2004). E de referenciar que pessoas com um
sistema imunitario alterado/deficiente, ou sujeitas a transplante de 6rgdos, sdo cerca de 40%
mais vulneraveis a desenvolverem esta doenca (Colditz, 2001; Ericson et al., 2008).

O diagnostico é muito importante neste e em qualquer tipo de cancro, pois quanto mais
precoce, mais sucesso tera o tratamento (Colditz, 2001; Wollina, 2012). O ideal é proceder a
uma autoavaliagdo dos sinais cutaneos tendo em conta a “regra ABCD”, ou seja, observando a

area, bordo, cor e diametro do sinal.

1.2. Carcinogénese Quimica

A carcinogénese quimica é definida como a indugdo de neoplasias, em um ou varios
Orgaos ou tecidos, por acdo de um agente quimico também designado de agente carcinogénico
(Butterworth et al., 1992).

A carcinogénese é um processo complexo, constituido por 3 etapas (Fig. 1): iniciacéo,
promocéao e progressao (Foulds, 1954; Cohen, 1991; Loeb e Harris, 2008; Kaur et al., 2009).
Inicialmente foi caracterizada por Berenblum e Shubik, em 1947, num estudo de
carcinogénese quimica utilizando hidrocarbonetos aromaticos e éleo de croton na pele de
murganhos, como sendo um processo que envolvia apenas duas fases: a iniciacdo e a
promocéo (Berenblum e Shubik, 1947). Na fase de iniciacdo, ocorre um dano irreversivel ao
nivel do ADN, enguanto a promocdo se caracteriza pela expansdo clonal da célula
transformada, apos a acdo de um agente promotor. Os agentes carcinogénicos podem ser
iniciadores ou promotores. O 7,12-dimetilbenzentraceno (DMBA) é frequentemente utilizado,
em ensaios experimentais de cancro da pele, como agente iniciador e o acetato de
tetradecanoilforbol (TPA) como promotor (Abel et al., 2009). Os agentes iniciadores
produzem danos no ADN irreversiveis. Sdo reativos com o ADN diretamente ou através de
ativacdo metabdlica (genotoxicos). Os agentes promotores sdo quimicos ndo reativos com o
ADN produzindo efeito pelo aumento da proliferacdo celular (ndo genotdxicos) (Abel et al.,
2009).

Em 1954, Foulds, ao estudar o adenocarcinoma da glandula mamaria em murganhos
fémeas, verificou que existia uma fase adicional, posterior a estas duas, designando-a de

progressdo (Foulds, 1954; Homburguer, 1969). A progressao resulta da transformacdo das
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lesbes benignas em lesbes malignas, causada pela acumulagdo sucessiva de alteracdes
genéticas, associadas a proliferacdo celular descontrolada. Esta fase é irreversivel,
caracterizando-se por um aumento da instabilidade genética, associada a modificacbes
celulares bioquimicas, morfoldgicas e metabolicas, podendo verificar-se metastizacao
regional e a distancia (Klaunig et al., 2000; Dixon e Kopras, 2004; Kanojia e Vaidya, 2006).

Promocio
(TPA)

Células normais da Iniciacao
epiderme de murganho (DMBA)
ey
Célula iniciada Papiloma
Progressao Progressao

Carcinoma de células escamosas Carcinoma de células fusiformes

Fig. 1- Esquema representativo das diferentes etapas no desenvolvimento de carcinoma de pele, com a utilizagdo dos

agentes carcinogénicos DMBA e TPA (adaptado de Zoumpourlis et al., 2003).

Vaérios foram os estudos epidemioldgicos e experimentais que permitiram identificar os
varios compostos cancerigenos (Bertram, 2001; Loeb e Harris, 2008). Em 1761, John Hill
observou que os individuos que inalavam rapé tinham mais probabilidade de vir a desenvolver
cancro nas fossas nasais. Mais tarde, Percivall Pott observou que os limpa-chaminés londrinos
desenvolviam cancro no escroto devido a exposicdo a fuligem e alcatrdo do carvao,
estabelecendo, assim, uma relacdo entre a exposicdo a substadncias quimicas e o

desenvolvimento de cancro (Loeb e Harris, 2008). No século XX verificou-se que utilizando
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animais em trabalhos experimentais podia estudar-se com mais eficacia o efeito dos
compostos quimicos suspeitos de terem propriedades carcinogénicas (Loeb e Harris, 2008). O
primeiro trabalho de experimentacdo animal de carcinogénese quimica foi executado por
Yamagiwa e Ishikawa, em 1918. Estes cientistas japoneses friccionaram repetidamente carvéo
nas orelhas de coelhos e verificaram que estes animais desenvolviam papilomas e carcinomas
cutaneos, 0 que comprovava que o0 carvao tinha substancias quimicas consideradas perigosas
para a saude humana (Bertram, 2001; Toth, 2001; Loeb e Harris, 2008). A maioria dos
compostos carcinogénicos so foi reconhecida como tal ap6s estudos realizados com animais
de laboratério. Contudo, h& que ter em consideracdo, para 0 Homem, a influéncia de fatores
exdgenos (habitos alimentares, estilo de vida, agentes fisicos e biol6gicos e compostos
quimicos) e enddgenos (sistema imunoldgico deficiente, caracteristicas genéticas e idade) na
susceptibilidade individual a exposicdo aos agentes carcinogenicos (Maranpot, 1996;
Guttierrez e Salsamendi, 2001; Waddell, 2002).

1.2.1. Agentes carcinogénicos

Um agente carcinogénico € um composto que possui a capacidade, sob condigcdes
apropriadas, de desencadear o desenvolvimento de neoplasias no Homem e restantes espécies
animais (Goldsworthy et al., 1993; Melnick et al.,, 1996). Um composto quimico &
classificado como carcinogénico se num ensaio experimental induzir neoplasias em nimero
estatisticamente significativo, comparativamente aos animais nao expostos ao agente quimico
em estudo (Guttierrez e Salsamendi, 2001).

A classificacdo dos agentes carcinogénicos é dificil e ndo consensual. Os agentes
carcinogénicos quimicos podem ser classificados como diretos ou indiretos: um agente
carcinogénico direto caracteriza-se por ndo necessitar de ativacdo metabolica, enquanto um
carcinogénico indireto, também designado de prd-carcinogénico, requer ativacdo metabodlica
para exercer o seu mecanismo de acéo (Butterworth et al., 1992; Williams, 2001). Da ativacao
metabolica fazem parte uma série de reacfes enzimaticas hepaticas, classificadas em reacdes
de fase | e de fase Il (Guengerich, 2000; Park et al., 2005).

Por outro lado, outros autores classificam o agente carcinogénico quimico em funcéo da
sua intervencdo nas etapas da carcinogenese ou de acordo com o seu mecanismo de acao
(Gonzalez, 2001 e Oliveira, 2006). Os investigadores que descrevem os compostos segundo
as etapas da carcinogénese organizam-nos em iniciadores ou promotores. Um composto é

descrito como iniciador se tem a capacidade de iniciar uma célula, criando um defeito ao nivel
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do seu ADN. Em contrapartida, um composto promotor induz a célula a multiplicar-se. Ja um
composto completo, dependendo da dose e do tempo de exposigdo, possui em simultaneo
propriedades de iniciador e promotor (Farmer, 1994; Trosko, 2001). Os compostos quimicos
sdo também classificados em funcdo do seu mecanismo de acao (Fig. 2) em genotoxicos e nao
genotoxicos (Goldsworthy et al., 1993; Melnick et al., 1996; Gonzalez, 2001). Os compostos
genotdxicos caracterizam-se por estabelecer ligagdes quimicas com o ADN designadas de
adutos; por outro lado, os compostos ndo genotdxicos ndo formam adutos com o ADN. Os
compostos ndao genotdxicos modulam o crescimento e a morte celular (Farmer, 1994; Melnick
et al., 1996; Williams, 2001). A distincdo entre os diferentes compostos carcinogénicos
quimicos baseia-se na capacidade que cada um tem em interagir com o ADN. Os compostos
carcinogenicos quimicos néo reativos com o ADN aumentam o risco de desenvolvimento de

cancro por estimularem a proliferacéo celular nas células-alvo (Cohen e Arnold, 2011).

Acgdo no — Iniciadores
Cromossoma
Genotoxico
arcinogénico - ]
Carc 10genic Reactivo com ADN =— Borderline
Quimico
Nio Genotoxico
L Genotoxicos

Fig. 2 - Esquema simplificado da classificacdo de compostos carcinogénicos quimicos (adaptado de Oliveira, 2006).

1.3. Modelo Animal para o estudo do cancro da pele

A utilizacdo de animais em trabalhos de laboratorio existe desde o século V a.C.,
quando Hipdcrates recorreu a animais para comparar 0s 6rgaos dos animais com os 6rgaos do
Homem doente e conseguir obter conhecimentos sobre a salde. Mais tarde, Galeno, entre
131-201 d.C. foi o precursor das ciéncias médicas experimentais, ao realizar varios testes
médicos em animais (Raymond e Goldim, 2002).

Ao longo dos anos, 0s ensaios experimentais com animais permitiram-nos estabelecer
critérios, classificar potenciais agentes toxicos, assim como estudar caracteristicas
farmacoldgicas e estabelecer a relacdo dose-resposta a possiveis agentes terapéuticos (Steele e
Lubet, 2010). Tendo em conta as vantagens da utilizacdo de animais em estudos

experimentais, a partir de 1800 verificou-se um crescimento da sua utilizagdo, o que
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favoreceu a criacdo de associacdes ou sociedades protetoras de animais utilizados com fins
experimentais (Raymond e Goldim, 2002).

Atualmente, o recurso a animais para estudos cientificos exige que seja tida em conta a
politica dos 3 “Rs” (replace, reduce and refine) (Raymond e Goldim, 2002; Steele e Lubet,
2010). E também importante considerar alguns pardmetros-chave na escolha de um modelo
animal. No caso dos ensaios experimentais oncoldgicos consideram-se 0s seguintes pontos:

- a neoplasia deve ser induzida nos tecidos-alvo pretendidos;

- 0 modelo deve ser econdmico;

- as alteracdes genéticas das lesbes induzidas devem ser similares as do Homem;

- 0 modelo a realizar deve ser de facil execucdo e previsibilidade (Steele et al., 2005;
Steele e Lubet, 2010).

Uma das estirpes de animal de experimentacdo mais adequada para estudos de indugéo
de cancro da pele € o murganho ICR (Institute for Cancer Research) (Harlan, 2012; Manenti
et al.,, 2003). Os murganhos transgénicos (TgAC ou TgRasH2) caracterizam-se por
responderem eficazmente aos agentes carcinogénicos cutaneos; contudo, podem sofrer uma
mutacdo incomum no Homem, o que pode dificultar a extrapolacdo de resultados entre as
duas espécies (Lynch et al., 2007).

Na inducdo experimental de cancro da pele no murganho podem utilizar-se dois
protocolos: 0 modelo de carcinogénese em duas etapas ou o de carcinogéenese completa. O
modelo de carcinogénese em duas etapas permite separar a fase de iniciacdo da fase de
promog&o, bem como monitoriza-las ao longo de um ensaio experimental (Abel et al., 2009).
A primeira etapa da inducdo experimental das neoplasias cutaneas é iniciada recorrendo a um
agente quimico mutagénico com propriedades de iniciador, sendo aplicada apenas uma dose
(Harlan, 2012; Manenti et al., 2003). O agente quimico mais utilizado como iniciador é o
7,12-dimetilbenzentraceno (DMBA); contudo, podem ser utilizados outros compostos como a
metil-nitronitroso-guanidina  (MNNG), a N-metil-N-nitrosureia (MNU), a cisplatina, o
benzo[a]pireno, a B-propiolactona e a radiacdo UV (Abel et al., 2009). Para promover o0
desenvolvimento de neoplasias cutaneas aplica-se repetidamente, ao longo de 20 semanas, um
agente promotor, sendo o acetato de tetradecanoilforbol (TPA) um dos mais utilizados
(Manenti et al., 2003; Abel et al., 2009). Outros compostos utilizados como promotores sao a

radiacdo UV, a crisaborina e o peroxido de benzoilo (Abel et al., 2009).
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1.4. Luz Intensa Pulsatil

A primeira fonte de Luz Intensa Pulsatil (Intense Pulsed Light, IPL), Photoderm, foi
criada em 1985, sendo constituida por lampadas de cloreto que produziam um impulso muito
curto e incoerente, mas intenso (Stangl et al., 2008). A IPL caracteriza-se por produzir uma
luz com um intervalo de duracdo muito curto e ndo coerente, como um pulso, com um
comprimento de onda que varia entre 0os 500 e os 1200nm (Chan et al., 2007; Babilas et al.,
2010; Lu, 2010). A IPL pode ser utilizada para varios tratamentos com diferentes objetivos:
no fotorrejuvenescimento, na correcao das alteragdes vasculares e da pigmentagéo cutanea, no
tratamento de acne, na remocéo de tatuagens e na reducdo do crescimento do pelo (Chan et
al., 2007; Babilas et al., 2010).

Tém vindo a desenvolver-se dispositivos baseados em IPL, de facil uso domestico e
sem ser necessario treino prévio antes da sua utilizacdo (Town e Ash, 2010). De facto,
atualmente existem numerosos tipos de dispositivos de IPL a venda no mercado, previamente
configurados com a duracédo fixa do pulso e com baixo consumo de energia, permitindo ao
utilizador maior privacidade e adaptacdo personalizada as sessdes de tratamento (Babilas et
al., 2010; Town e Ash, 2010). Este tipo de dispositivo €, normalmente, constituido por uma
lampada com um tubo de quartzo associado a uma mistura de gases e por um eléctrodo que
transporta a corrente. O pulso da luz ocorre devido a corrente eléctrica enviada para o tubo,
gue excita os electrdes em volta dos atomos dos gases, elevando-os a niveis mais elevados de
energia (Stangl et al., 2008). Quando os atomos estdo excitados, emitem luz em varias linhas
espectrais, mas num intervalo de tempo muito curto, na gama dos microssegundos (Stangl et
al., 2008; Babilas et al., 2010).

Na remocdo do pelo, este tipo de aparelho funciona a base de tratamento por
fototermdlise, provocando uma lesdo na derme devido a absorcdo seletiva da luz pelos
cromoforos existentes no tecido (hemoglobina, melanina e agua), que a convertem em calor
(Hedelund et al., 2006; Stangl et al., 2008; Lu, 2010; Town e Ash, 2010). A energia libertada,
num comprimento adequado, vai aquecer o pelo e o bulbo capilar até temperaturas
compreendidas entre 0s 65-70°C, acabando por queiméa-lo e evitando que este volte a crescer
(Town e Ash, 2010). A utilizacdo deste equipamento deve ser ajustada a area a depilar (Stangl
et al., 2008; Babilas et al., 2010).

Apesar de, em 1976, Muhlbauer ter descrito pela primeira vez a utilizacdo de luz
infravermelha (1) policromada para o tratamento de malformacdes vasculares, foi gragas aos
estudos executados por Anderson e Parrish, em 1983, que se estabeleceram os principios da

fototermdlise seletiva, permitindo desenvolver tratamentos dermatoldgicos envolvendo a
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utilizacdo do laser, como € o caso dos dispositivos IPL (Stangl et al., 2008; Babilas et al.,
2010).

Atualmente, a maioria dos aparelhos de IPL j& vém preparados com sensores que
garantem uma descarga energética apenas quando o aparelho estd em contacto com a pele,
evitando a utilizacdo de 6culos de seguranca. No entanto, antes de qualquer tipo de utilizacdo
da IPL, para garantir um tratamento adequado e evitar complicacdes, deve-se considerar:
existéncia de implantes; doengas como a diabetes, hemofilia ou outra coagulopatia; limpeza
da area de tratamento (removendo-se a maquilhagem e cortando previamente o pelo) (Babilas
et al., 2010) e a identificacdo do tipo de pele e pelo (sendo menos eficaz para pele e pelos
claros) através da escala de Fitzpatrick. Esta escala permite classificar a pele em 6 tipos
diferentes, tendo em conta a sua cor e as rea¢Ges desta a exposicdo solar. Num extremo (pele
tipo 1) definem-se as pessoas com tom da pele muito claro e no outro (pele tipo VI) as pessoas
com tom da pele muito escuro. Esta escala ajuda na prevencdo do risco do
fotoenvelhecimento e do cancro da pele (Sachiva, 2009).

Caso o utilizador esteja gestante ou a amamentar, possua doenca ou condi¢do genética
relacionadas com fotossensibilidade, necessite da ingestdo de medicamentos
fotossensibilizantes ou retindides ou caso esteja bronzeado, ndo deve ser utilizado este tipo de
dispositivo (Stangl et al., 2008; Babilas et al., 2010). E também aconselhavel, apos o
tratamento, evitar a exposicdo ao sol durante cerca de 8 semanas, sob o risco de surgirem
manchas por hiperpigmentacdo na zona depilada (Babilas et al., 2010).

Os principais efeitos secundarios causados pela incorreta utilizacdo dos dispositivos IPL
sdo: dor durante o tratamento, edema, podendo surgir vesiculas/bolhas ou crostas, que podem
favorecer a ocorréncia de infecGes ou cicatrizes (Chan et al., 2007; Stangl et al., 2008; Babilas
et al., 2010). Outros efeitos secundarios descritos nos tratamentos com este tipo de
dispositivos sdo: a hiperpigmentacdo cutanea, causada por excesso de densidade de energia, e
a hipopigmentacdo cuténea, causada pela reduzida densidade de energia, que causa danos
permanentes nos melandcitos (Moreno-Arias et al., 2002; Stangl et al., 2008).

Ainda ndo se conhecem as complicacdes da utilizacdo da IPL a longo prazo, nem 0s
efeitos que a IPL pode ter sobre lesdes cutaneas pré-neoplasicas ou neoplasicas, pelo que

consideramos importante estudar os efeitos que a IPL pode ter nestas circunstancias.
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2. OBJETIVOS

Tendo em consideracdo a utilizagdo crescente de dispositivos IPL e uma vez que néo
existem estudos da sua influéncia a longo prazo ao nivel da pele, nem os seus efeitos em
lesBes pré-neoplésicas ou neoplasicas, pretende-se, com este trabalho:

-Compreender a influéncia da luz pulsétil ao nivel da pele normal;

-Compreender a influéncia da luz pulsétil no desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas

utilizando um modelo animal de dois estadios de cancro de pele.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para este protocolo experimental foram utilizados 28 murganhos, da espécie Mus
Musculus, estirpe ICR (CD-1%), do sexo feminino, com cerca de 5 semanas de idade,
adquiridos a empresa Harlan-Interfauna (Barcelona, Espanha).

Antes de iniciar o protocolo, os animais foram mantidos em quarentena durante um
periodo de 6 semanas. Os murganhos foram distribuidos ao acaso por 5 grupos, sendo 0s

grupos | e V constituidos por 5 animais e 0s restantes grupos por 6 animais.

3.2. Condicdes experimentais

Os murganhos foram colocados em gaiolas de policarbonato revestidas com carolo de
milho. Para o enriquecimento ambiental colocaram-se tubos de plastico duro e rolos de papel.
Cada gaiola foi identificada com uma etiqueta na qual constou o nimero do grupo, o
tratamento a realizar e 0 nimero de murganhos. A agua e alimento foram disponibilizados ad
libitum. A ragdo comercial Teklad Global Diet-Harlan® foi adquirida & empresa Harlan-
Interfauna, de Espanha. A cama dos animais foi constituida por carolo de milho. Os animais
foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Veterinarias, da Universidade de
Tras-0s-Montes e Alto Douro, com o controlo da temperatura a 23+2°C, humidade relativa de
55+5% e luminosidade diaria de 12 horas. As gaiolas foram lavadas quinzenalmente e a cama

mudada uma vez por semana.

3.3. Identificacdo dos murganhos

A identificacdo dos murganhos foi efetuada individualmente através da realizacdo de
cortes triangulares nas orelhas, como representado na Fig. 3, quando observados da cauda

para a cabeca.
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Fig. 3 — Representagéo esquematica da marcagao utilizada para identificar os murganhos, observados caudo-cranialmente.

3.4. Protocolo experimental

Antes de iniciar-se 0 procedimento experimental, 0s compostos quimicos
carcinogénicos DMBA (7,12-dimetilbenzentraceno) e TPA (acetato de tetradecanoilforbol),
adquiridos & empresa Sigma-Aldrich®, foram preparados com 1,75mg diluidos em 3,4ml (400
nmol/ 200 ul) e 3mg em 48,6ml (10 nmol/100 ul) de acetona (veiculo), respetivamente. Os
compostos carcinogenicos foram conservados a -20°C e divididos em doses, para serem
administrados ao longo do protocolo experimental. O aparelho da marca Phillips Lumea® foi
utilizado para a emissdo de luz pulsatil, na intensidade 5, correspondente a uma fluéncia de

6,5J/cm? numa é&rea de 6cm? (Fig. 4).

Fig. 4 — Maquina Philips Lumea® utilizada no protocolo experimental.
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O protocolo para a manutencdo dos animais, inducdo das neoplasias da pele e sacrificio
foi realizado em conformidade com a Portaria n°1005/92 de 23 de
Outubro, e com os regulamentos da Legislacdo da Comunidade Europeia para o Bem Estar
Animal.

O protocolo experimental iniciou-se com o corte do pelo no dorso de todos os
murganhos, sendo os tratamentos efetuados nesta regido. O corte do pelo foi efetuado
quinzenalmente, com uma maquina de tosquia (Braun, modelo AESCULAP, Isis GT 420).

Nos murganhos do grupo I, 11 e Il foi efetuada uma aplicacdo Unica do iniciador, uma
semana apos o corte do pelo. No grupo Ill, passados 4 dias ap6s a aplicacdo do iniciador,
passou a aplicar-se 0 TPA, duas vezes por semana, durante 25 semanas (179 dias). Os animais
dos grupos Il e IV foram submetidos a 2 pulsos de luz pulsatil com intensidade 5, duas vezes
por semana e durante todo o protocolo. Os pulsos foram aplicados paralelamente a linha
sagital do dorso dos murganhos fémea. Aos animais do grupo IV aplicou-se apenas a luz
pulsatil e no grupo V foi aplicada acetona duas vezes por semana até ao fim do ensaio (Fig.
5). Utilizou-se este composto uma vez que este funcionava como veiculo do composto
DMBA e TPA, permitindo assim estudar o seu efeito na pele saudavel. O TPA e DMBA
foram aplicados sobre o dorso dos animais numa camara de fluxo laminar, devido a forte

possibilidade de evaporagédo destes agentes carcinogenicos.

0 4 179 Dias
|
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Fig. 5 - Procedimento experimental
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3.5. Pesagens

Foram realizadas pesagens individuais aos murganhos no inicio da experiéncia e antes
do sacrificio dos mesmos. Semanalmente, efetuaram-se pesagens a cada grupo no seu
conjunto, assim como a &gua e ao alimento ingerido, de forma a controlar as variagfes de
peso dos animais € 0 consumo de alimentacdo e bebida. Para esse efeito, utilizou-se uma
balanca Mettler PM 4000.

3.5.1. Indice de homogeneidade ponderal (IHP)

Para cada grupo foi calculado, no inicio do trabalho experimental, o indice de
homogeneidade ponderal, utilizando o peso inferior (Pi) e o peso superior (Ps) de cada grupo,

segundo a seguinte formula:

IHP = 2 Pi (Pi + Ps)

3.5.2.Ganho ponderal (GP)

Para cada grupo foi calculado o ganho ponderal em que P; corresponde ao peso inicial e

P; ao peso final, segundo a seguinte formula:

GP = (Ps—Py) / P+ * 100

3.6. Avaliacao do crescimento de tumores

Todos murganhos do ensaio experimental foram observados uma vez por semana para
identificar e registar a ocorréncia de alteracGes cutaneas no local da aplicacdo dos diferentes
tratamentos. Nos casos em que se identificaram les6es proliferativas papilomatosas, procedeu-

Se ao Sseu registo.
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3.7. Sacrificio

Terminado o periodo de experimentacdo, os animais foram sacrificados pela
administracdo intraperitoneal de uma overdose de xilazina (Rompum), seguida de
exsanguinamento por puncdo intracardiaca.

Apbs a eutanasia dos animais foram recolhidos os seguintes Orgdos para analise
histologica: toda a pele da regido dorsal, coracdo, pulmao, rins, figado e baco. Antes de serem
colocados os o6rgdos em formol tamponado a 10% todos os Orgdos foram pesados
individualmente numa balancga de precisdo A&D HR-200.

3.8. Processamento das amostras e analise histoldgica

O material foi fixado em formol tamponado a 10% e processado de acordo com o
procedimento de rotina para a microscopia de luz. Dos blocos de parafina foram realizados
cortes de 2um de espessura num micrétomo de rotacéo Leica® 20035; as preparaces foram
desparafinadas em xilol, hidratadas numa serie de alcoois de concentragdo decrescente e
coradas pelo método convencional de Hematoxilina-Eosina, apés o qual se procedeu a
avaliacdo histoldgica. Foram avaliadas as alteracdes ao nivel da pele (epiderme e derme),
assim como dos restantes 6rgaos acima referidos.

As lesbes proliferativas cutaneas foram classificadas em papiloma (grau 1 a 3) ou
carcinoma de células escamosas microinvasor ou invasor, de acordo com a classificacdo
proposta por Thomas-Ahner e seus colaboradores (2007). Foram considerados como
papilomas as neoplasias epiteliais exofiticas, sem evidéncia de invasdo estromal. Um
papiloma grau 1 é composto essencialmente por epitélio, sem um padrdo papilar pronunciado;
um papiloma grau 2 é uma proliferacdo papilar bem diferenciada; o papiloma grau 3 é
semelhante ao anterior, com a excecdo da existéncia de projec6es digitiformes de células
epiteliais atipicas na base da neoplasia. Os carcinomas de células escamosas caracterizam-se
por uma morfologia frequentemente endofitica, caracterizada por invasdo estromal. Apenas 0s
carcinomas com invasdo do panniculus carnosus sao classificados como carcinoma de células
escamosas invasor. O panniculus carnosus é uma camada fina de musculo que separa a pele
do murganho das estruturas adjacentes.

Para a avaliacdo da fibrose dérmica foi efetuada a coloragdo Tricrémio de Masson, que

evidencia as fibras de colagénio (Masson, 1976).
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3.9. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences, IL, USA), versdo 20. As diferengas entre os valores do corpo e peso dos
6rgéos foram determinados em todos 0s animais. Os pesos relativos dos 6rgaos também foram
calculados usando a razdo entre o0 peso dos 6rgaos e o peso corporal. Os dados paramétricos
foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Os

valores obtidos foram considerados como significativos para valores de p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Aspeto geral dos animais durante o protocolo

Durante todo o procedimento experimental, nenhum murganho morreu e todos

mantiveram um bom estado geral.

4.2. indice de homogeneidade ponderal e ganho ponderal

Tendo em consideragdo o peso inicial e final dos diferentes grupos de murganhos
utilizados no ensaio experimental, calculou-se o indice de homogeneidade ponderal (IHP) e o
ganho ponderal (GP) (Quadro 1). Observou-se que os grupos I, Il e IV tiveram maior variacao
de IHP (IHP>0,90), ao contrario do grupo Il ¢ V (IHP=0,80). Em relacao ao GP, observou-se
que foi maior no grupo V e menor no grupo Ill. A variacdo do GP entre o grupo V
(28,09+4,18) e o grupo 111 (6,85+5,52) foi estatisticamente significativo (p<0.05).

Quadro 1 - Peso final, inicial, ganho ponderal e indice de homogeneidade ponderal dos 5 grupos de murganhos.

(X -média ; EP- erro padrao)

Peso inicial (g) Peso final () Ganho ponderal (%)
Grupo Tratamento — IHP _
X+EP X tEP X +EP
| DMBA 34,54+0,93 43,33+1,40 0,92 20,07+2,49
I DMBA+IPL 35,44+0,72 41,90+1,11 0,92 15,18+2,49
i DMBA+TPA 34,58+0,76 37,86+2,63* 0,80 6,85+5,52*
v IPL 34,31+1,34 41,93+1,26 0,90 17,91+3,43
\% Acetona 35,21+1,96 49,7543,71 0,80 28,09+4,18

* Estatisticamente significativo (p<0,05) relativamente ao grupo V.
DMBA- 7,12 dimetilbenzentraceno; IPL — Luz intensa pulsétil; TPA — acetato de tetradecanoiforbol
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4.3. Variacgdo do consumo de 4gua e alimento

Os valores obtidos como variacdo de consumo médio de agua e alimento, demonstram
que com excec¢do do grupo |1, que no final consumiu mais dgua, ndo houve grandes variagdes
(Quadro 2).

Quadro 2 —Variagio do consumo médio de agua e alimento.

Consumo inicial Consumo final Consumo inicial Consumo final
Grupo Tratamento ) ) i )
de comida de comida de 4gua de 4gua
| DMBA 4,86 4,82 6,33 7,94
I DMBA+IPL 6,00 4,63 3,58 7,99
i DMBA+TPA 4,30 5,41 9,54 9,53
v IPL 5,46 4,62 6,22 6,75
\% Acetona 4,92 5,11 7,09 8,24

DMBA- 7,12 dimetilbenzentraceno; IPL — Luz intensa pulséatil; TPA — acetato de tetradecanoiforbol

4.4. Peso relativo e absoluto dos 6rgaos

Relativamente a média relativa do peso dos 0rgdos, observou-se que todos os érgaos
com excec¢do do baco e figado, tinham um peso inferior ao do grupo Ill, comparativamente

com 0s outros grupos, como se pode verificar no Quadro 3.
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Quadro 3- Média dos pesos relativos e absolutos dos érgdos dos diferentes grupos de murganhos.

(X -média; EP-erro padrio)

Grupo | Grupo Il Grupo 111 Grupo IV Grupo V
X +EP X +EP X +EP X +EP X +EP
Coragdio  0,2262+0,0152 0,2013+0,0044 0,1996+0,0146  0,2127+0,0119  0,2120+0,0128
2 Pulmido  0,3153+0,0365 0,3193+0,0406 0,3060+0,0269  0,3546%0,0452  0,3311+0,0199
§ Rim
® o 0,2655+0,0125 0,2837+0,0180 0,2472+0,0099  0,2886+0,0137  0,3108+0,0335
2 Direito
[<5)
o Rim
= 0,2840+0,0117 0,2707+0,0150 0,2777+0,0211  0,2995+0,0156  0,3374+0,0297
-_‘55 Esquerdo
s Baco 0,1572+0,0138 0,1771+0,0188 0,4858+0,2268  0,1662+0,0041  0,1686%0,0120
Figado  1,9943+0,1211 1,9681+0,1168 2,1353+0,2021  1,9284+0,0867  2,2413+0,1977
Coragdo  0,0052+0,0003 0,0048+0.0002 0,0053+0,0002  0,0051+0,0003  0,0043+0,0002
%’ Pulmido  0,0074+0,0010 0,0077+0,0011 0,0081+0,0004  0,0086+0,0013  0,0067+0,0005
©
© Rim
2 o 0,0062+0,0004 0,0068+0,0004 0,0066+0,0004  0,0069+0,0003  0,0062+0,0003
é D:.elto
m
= 0,0066+0,0002 0,0065+0,0003 0,0074+0,0006  0,0072+0,0005  0,0068+0,0004
2 | Esquerdo
D
> Baco 0,0037+0,0004 0,0043+0,0005 0,0117+0,0048  0,0040+0,0001  0,0034:+0,0003
Figado  0,0465+0,0041 0,0472+0,0033 0,0560+0,0021  0,0460+0,0016  0,0450+0,0020
4.5. Avaliacdo macroscépica da pele
Apos a 12 semana de tratamento observaram-se alteracdes seborreicas nos murganhos
do grupo Il (DMBA+TPA), caracterizada pela presenca de descamacdo nos locais

submetidos ao tratamento tdpico. Neste grupo foi observado o aparecimento de proliferac6es

papilomatosas nos mesmos locais na 5% semana apos o inicio da aplicacao destes agentes (Fig.

6). No final do ensaio, 0 conjunto dos animais deste grupo desenvolveu 94 proliferacGes

cutaneas.
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Fig. 6- Representagdo grafica do nimero de proliferagdes observados ao longo do ensaio experimental, no grupo Il

(DMBA+TPA).

No Quadro 4 encontra-se discriminado o nimero de lesdes papilomatosas observadas no

Grupo 111 (DMBA+TPA) por animal, nas semanas 12, 18 e 24.

Quadro 4- Numero de lesdes cutaneas observadas nas semanas 12,18 e 24 por murganho, no Grupo |1l (DMBA+TPA).

Semana
Identificac&o do animal 12 18 24
Murganho 1 16 19 22
Murganho 2 10 19 26
Murganho 3 7 9 13
Murganho 4 12 20 27
Murganho 5 0 0 0
Murganho 6 4 5 6
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Nas Figuras 7 e 8, podem observar-se as lesdes existentes no murganho 4 do grupo 11

(DMBA+TPA) na 122 e 25% semana, respetivamente.

Fig. 7- LesGes macroscopicas observadas no murganho 4 do grupo 11l (DMBA+TPA)

na 12° semana do procedimento experimental.

Fig. 8- LesBes macroscopicas observadas no murganho 4 do grupo 111 (DMBA+TPA)

na 25° semana do procedimento experimental, 5 dias antes do sacrificio.
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4.6. Avaliacdo por microscopia de luz

A nivel histoldgico, a pele dos murganhos do grupo V (acetona) ndo exibiu alteragdes
(Fig. 9A e B). Todos os animais do grupo | (DMBA) apresentaram presenca de infiltrado
inflamatério mononuclear escasso ao nivel da derme superficial, de padrdo
predominantemente difuso (n=5; 100%) (Fig. 9C e D). Todos os animais do grupo IV (IPL)
exibiram fibrose dérmica moderada (n=6; 100%), evidenciada com a coloracdo histoquimica
Tricromio de Masson (TM) (Fig. 9E e F). Todos os murganhos do grupo 1l (DMBA+IPL)
apresentaram infiltrado inflamatério na derme superficial escasso a moderado (n=6; 100%),
quatro apresentaram fibrose dérmica (n=4; 66,7%) e em 3 murganhos foi observada
hiperplasia focal da epiderme (n=3; 50%) (Fig. 9G e H).

Os murganhos pertencentes aos grupos I, Il, 1V e V ndo desenvolveram neoplasias
cutaneas; no grupo Il (DMBA+TPA), 5 dos 6 animais (83,3%) desenvolveram formacgdes
exofiticas de morfologia papilar, num total de 94 lesdes neoplasicas (Quadros 5 e 6). A nivel
histolégico, todos os animais deste grupo apresentaram hiperplasia moderada a marcada da
epiderme (caracterizada pela presenca de 4 ou mais camadas epidérmicas), associada a
presenca frequente de papilomas (n=87, 92,6%). Os papilomas caracterizaram-se pela
proliferacdo exofitica das células epiteliais da epiderme, em redor de um eixo conjuntivo, sem
evidéncia de invasdo estromal. Os papilomas exibiram frequentemente focos de displasia
(n=30, 34,5%), sendo estes classificados de papiloma grau 3. A maioria dos papilomas
observados foram papilomas grau 2 (n=54, 62,1%), ocorrendo apenas 3 papilomas grau 1
(n=3; 3,4%) (Fig. 10).

Quadro 5- Lesdes proliferativas observadas em microscopia de luz nos diferentes grupos

Les0es histologicas

Grupo Tratamento Hiperplasia Papiloma Carcinoma de células escamosas
| DMBA 0/5 ( 0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
I DMBA+ IPL 3/6 (50%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
1l DMBA+ TPA 6/6 (100%) 5/6 (83,33%) 3/6 (50%)
v IPL 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
\% Acetona 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)

DMBA- 7,12 dimetilbenzentraceno; IPL — Luz intensa pulsétil; TPA — acetato de tetradecanoiforbol
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Fig. 9- Imagens histoldgicas da pele representat
alteracdes (tratamento com acetona, A e B), dermatite mononuclear difusa (tratamento com DMBA, C e D); fibrose dérmica
(tratamento com IPL, E e F); dermatite ligeira e fibrose (G e H), associada a hiperplasia da epiderme (G) (tratamento com

DMBA+ IPL). HE (A, C, Ee G), TM (B, D, F e H). Obj. 20x.

Mestrado em Biotecnologia para as Ciéncias da Saude Pag. 23



Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro 2013

Raramente, foram diagnosticados carcinomas de células escamosas (CCE) (n=7, 7,4%)
(Quadro 6). Estas neoplasias apresentaram uma morfologia predominantemente endofitica,
sendo caracterizados por invaséo estromal, evidenciada pela descontinuidade da membrana
basal, estando associados a presenca de infiltrado inflamatério moderado a marcado. N&o foi
observada invasdo do paniculus carnosus, pelo que foram considerados como carcinomas

microinvasores (Fig. 10).

Quadro 6- Lesoes proliferativas cutaneas observadas no grupo IlI

Neoplasias
Identificagcdo do animal Papiloma Carcinoma de células escamosas Total

Murganho 1 21 1 22
Murganho 2 21 5 26
Murganho 3 13 0 13
Murganho 4 26 1 27
Murganho 5 0 0 0
Murganho 6 6 0 6

Total 87 7 94

No que diz respeito aos restantes Orgdos, o coracdo ndo apresentou alteracGes
significativas, com a exce¢cdo de um murganho do grupo IV (IPL), que exibiu uma
miocardite/pericardite cronica. Quanto ao pulmdo, os murganhos dos grupos | (DMBA) e V
(acetona) ndo tinham alteracGes, verificando-se a presenca de um infiltrado inflamatorio
mononuclear intersticial em 5/6 (83,3%) murganhos do grupo Il (DMBA+TPA) e em dois
murganhos (33,3%) dos grupos Il (DMBA+IPL) e IV (IPL). Com a exce¢do de um murganho
do grupo | (DMBA), todos os animais incluidos no estudo exibiram a presenca de infiltrado
inflamatorio mononuclear intersticial escasso a moderado ao nivel do rim. Relativamente ao
figado, a excecdo de um murganho dos grupos IV (IPL) e V (acetona), todos apresentaram
degenerescéncia vacuolar hepatocitaria ligeira a moderada. Dois animais do grupo Il
(DMBA+TPA) também exibiram a presenca de infiltrado inflamatério mononuclear
periportal escasso. Foi observada hiperplasia linféide esplénica num murganho do grupo |
(DMBA), 11 (DMBA+IPL) e IV (IPL) e em trés murganhos do grupo Il (DMBA+TPA), num
dos quais evidenciada macroscopicamente por esplenomegalia. No Grupo V (acetona) nao

foram observadas alteracdes.
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Fig. 10- Imagens histoldgicas da pele representativas de lesGes proliferativas apés tratamento com DMBA/TPA:
papiloma grau 1 (A), grau 2 (B) e grau 3 (C); CCE microinvasor (D-F); fibrose marcada do estroma adjacente a um papiloma

(G) e aum CCE. HE (A-F); TM (G e H). Obj. 4x (A-D); 10x (F-H); 20x (E).
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5. DISCUSSAO

O primeiro dispositivo IPL foi criado em 1985; contudo, s6 em 1994 é que foram
langados como dispositivos para utilizacdo médica (Stangl et al., 2008). Estes dispositivos
permitem ajudar no fotorrejuvenescimento, eliminacdo de acne, correcdo de alteracdes
vasculares e pigmentacdo, eliminacdo das tatuagens e remocdo do pelo (Town e Ash, 2010;
Goldberg, 2012), razdo pela qual tém sido desenvolvidos aparelhos cada vez mais faceis de
manusear € com um aumento de seguranca para utilizacdo doméstica (Chan et al., 2007;
Babilas et al., 2010). E muito importante ter em consideracdo alguns parametros como o tipo
e estado da pele para uma escolha adequada do comprimento de onda a utilizar, para que ndo
ocorram danos indesejados (Babilas et al., 2010). Existem varios modelos destes aparelhos,
subdivididos em modelos para utilizacdo profissional e modelos para utilizagcdo doméstica.

Apesar de existirem alguns estudos realizados no sentido de prever os efeitos
secundarios associados a utilizacdo destes dispositivos (Chan et al., 2007; Luo et al., 2009;
Kim et al., 2011; Goldberg, 2012), até a0 momento, os trabalhos experimentais existentes sdo
escassos, estando sobretudo direcionados para dispositivos de fotorrejuvenescimento ou
eliminacdo de manchas de pele, pois 0 recurso a estes dispositivos tem aumentado e nédo
existem evidéncias de quais as suas consequéncias a longo prazo (Chan et al., 2007; Luo et
al., 2009).

E fundamental recorrer & experimentacéo animal para executar este tipo de estudos, pois
caso contrario poderiam passar décadas sem se determinar se a longo prazo o uso crénico
destes aparelhos serd ou ndo prejudicial para 0 Homem (Chan et al., 2007). Goldberg (2012),
executou um estudo a nivel histolégico que provou que ocorre remodelacdo dermica apos
aplicacdo destes dispositivos, associada a sintese do colagénio. E de salientar que a pele
humana pode ser rejuvenescida, ndo sé devido ao processo de sintese de novo colagénio, mas
também devido ao aumento da sua degradacdo (Luo et al., 2009). Isto é, o aquecimento
provocado pela IPL na pele leva em primeiro lugar a degradacdo do colagénio existente,
promovendo, subsequentemente, a formacdo de novo colagénio como processo de
cicatrizacdo (Chan et al., 2007; Luo et al., 2009). Alguns autores sugerem que a energia
libertada pelo dispositivo IPL podera estimular diretamente os fibroblastos (Patriota et al.,
2011).

Chan e seus colaboradores realizaram em 2007 um estudo com murganhos ICR
comparando diferentes dispositivos de laser com o dispositivo IPL (Estelux, com
comprimentos de onda entre 500-670nm e 870-1400nm, fluéncia de 30J/cm?) para observar se

estes iriam induzir sinais de toxicidade ou lesdes dermatoldgicas. Esse estudo teve a duragdo
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de cerca de 6 meses, com aplicagdes de luz 2 vezes por semana. No final do procedimento
experimental, verificaram que os animais ndo manifestavam sinais de toxicidade; contudo,
observaram que o0 grupo sujeito a IPL, apesar de ndo demonstrar evidéncias macroscopicas de
desenvolvimento de tumores ou lesdes cuténeas, exibiam niveis mais elevados de p16, um
indicador da ocorréncia de danos no ADN, levantando a hip6tese de que a longo prazo se
poderiam vir a desenvolver tumores. Este estudo investigou os efeitos do tratamento com
dispositivos IPL durante 6 meses (cerca de 25% da vida de um murganho, que normalmente
tem um tempo médio de vida de 2 anos); contudo, sera importante fazer outros estudos mais
longos, nomeadamente em murganhos com alterac@es especificas no locus p16 e outros, para
garantir a seguranca do uso destes dispositivos a curto e longo prazo (Chan et al., 2007).

Um estudo efetuado por Patriota e seus colaboradores em 2011, para testar a eficacia de
um dispositivo IPL (Record 618, com comprimento de onda 420-1100nm e fluéncia 10-
20J/cm?) em 26 mulheres com idade compreendida entre os 40-65 anos, demonstrou que
ocorreram melhorias significativas ao nivel do rejuvenescimento cutaneo. O estudo teve a
duracéo de 6 meses, tendo as doentes sido submetidas a 5 sessdes com intervalo mensal entre
elas. No final, ao executarem-se as biopsias cutaneas, verificou-se que os niveis de fibras de
colagénio e elasticas aumentaram em 51,33% e 44,13%, respetivamente. Nao foi observada
qualquer lesdo que poderia por em risco a saude humana com a utilizacdo destes aparelhos;
contudo, ha que ter em consideracdo que este estudo ndo foi executado a longo prazo, ndo se
podendo tirar conclusdes de possiveis efeitos posteriores ocorridos ao longo da vida destas
doentes (Patriota et al., 2011).

Hedelund et al. (2006) utilizaram murganhos fémeas C3H, sem pelo e pigmentados
(n=144). O estudo consistiu em 3 tratamentos com IPL (Ellipse Flex, comprimento de onda
530-750nm e fluéncia 9J/cm?) com 2 semanas de intervalo e com radiacdo UV. Concluiram
que o tratamento com IPL em fotorrejuvenescimento ndo tem potencial maligno por si so e
ndo influencia a carcinogénese induzida pela radiacdo UV. No entanto, a radiacdo UV
influencia a ocorréncia de edemas e eritemas apos o tratamento de fotorrejuvenescimento com
IPL (Hedelund et al., 2006).

O cancro tornou-se uma das principais causas de morte a nivel mundial, sendo
considerado um dos maiores problemas de Saude Publica, sendo por isso muito importantes
0s estudos que investiguem o potencial cancerigeno destes dispositivos (Greaves e Maley,
2012; Siegel et al., 2012). A incidéncia de cancro de pele a nivel mundial tem aumentado
consideravelmente, atingindo principalmente as pessoas de pele clara. A radiacdo ultravioleta
é considerada como a principal causa para o desenvolvimento desta doenca (Tuohimaa et al.,

2007). Ao realizar este procedimento experimental, foi nosso objetivo verificar a influéncia da
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luz pulsétil ao nivel da pele, utilizando-se um modelo animal experimental de dois estadios ou
etapas de cancro da pele.

A inducdo de cancro da pele em murganhos, para estudos experimentais pode ser
efetuada através de dois métodos: 0 modelo de carcinogénese completa e 0 modelo de dois
estadios (Manenti et al., 2003; Abel et al., 2009). O modelo de carcinogénese completa
resulta da aplicacdo de uma Unica dose elevada de um agente carcinogénico ou luz UV, nédo
sendo necessaria a exposicdo a um agente promotor, pelo que se torna dificil relacionar os
efeitos do agente com as etapas da carcinogénese (Abel et al., 2009). Por sua vez, no modelo
de dois estadios recorre-se a utilizagdo de dois compostos, um iniciador e um promotor. E
mais comum a utilizacdo do modelo de carcinogénese de dois estadios, uma vez que é mais
vantajoso devido a sua elevada reprodutibilidade, simplicidade e versatilidade (Abel et al.,
2009; Ishikawa et al., 2010).

No modelo de dois estadios para inducdo de cancro de pele em murganhos, recorre-se
normalmente aos compostos quimicos DMBA e TPA (Manenti et al., 2003; Abel et al., 2009;
Chaudhary et al., 2009). O agente indutor, DMBA, provoca uma alteracdo da ativacao
oncogeénica do gene H-ras em células epiteliais da pele, apenas com uma aplicacdo a baixa
concentracdo. Contudo, sdo as alteragdes bioquimicas celulares, provocadas pela aplicacéo
repetida do promotor, TPA, que promovem a expansao da mutacdo ocorrida, da qual resulta o
desenvolvimento de lesbes papilomatosas, que podem ou ndo progredir para carcinoma
(DiGiovanni, 1991; Chun et al., 2004; Bicker e Athar, 2006; Ishikawa et al., 2010). Existem
estudos que revelam que a aplicacdo de TPA promove altera¢cdes ndo so a nivel bioquimico
como histolégico. Normalmente ocorre inducdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), que esta
associada a inflamacéo e proliferacdo celular, assim como ao aumento das espécies reactivas
de oxigénio (ERO), responsaveis pela oxidacdo de quase todas as biomoléculas, entre as quais
lipidos, ADN, ARN e proteinas, o que contribuira para o desenvolvimento de cancro (Bicker e
Athar, 2006; Chaudhary et al., 2009).

No presente trabalho, foi testado um dispositivo IPL de uso doméstico (Philips Lumea®)
durante 20 semanas, em murganhos fémeas albinos ICR (CD-1®), de forma a compreender a
influéncia deste tipo de luz num modelo animal de dois estadios de cancro da pele a nivel
histolégico e observar se poderiam vir a desenvolver lesdes pré-neoplasicas. Os 28 animais
foram divididos em 5 grupos: 0os murganhos do grupo | foram sujeitos a uma administracéo
Unica de DMBA no inicio da experiéncia; no grupo Il administrou-se uma dose de DMBA no
inicio do protocolo e aplicou-se luz pulsatil 2 vezes por semana durante 20 semanas de forma
a testar se este tipo de dispositivo funcionava como promotor de cancro em células

previamente sujeitas a acdo do iniciador quimico (DMBA); no grupo IlI procedeu-se da
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mesma forma que no grupo anterior, substituindo-se a luz pelo conhecido promotor de cancro
da pele, o TPA, de forma a comparar a a¢do do dispositivo IPL e o composto quimico TPA; o
grupo 1V foi sujeito exclusivamente a luz pulsétil, duas vezes por semana para observar se
este induzia lesdes cutaneas quando aplicado em células consideradas normais; por Gltimo o
grupo V correspondeu ao controlo, sendo aplicado o veiculo (acetona) 2 vezes por semana,
para verificar se o veiculo utilizado teria qualquer efeito na pele dos animais. E importante
referenciar que todos os animais foram previamente depilados na mesma zona a testar (zona
dorsal), de forma a respeitar as instru¢des da utilizacdo do dispositivo IPL e de manter a
uniformidade dos parametros a comparar, nomeadamente a zona dermatolégica.

No final do procedimento observou-se que relativamente ao IHP, os grupos | (DMBA),
IT (DMBA + IPL) e IV (IPL) apresentaram maior variacdo (IHP>0,90), enquanto que os
grupos Il (DMBA + TPA) e V (acetona) apresentaram uma menor variacao (IHP=0,80). Em
relagdo ao GP, o grupo V (acetona) apresentou 28,09+4,18g, sendo 0 grupo com maior
percentagem de GP. Ja o grupo Il (DMBA+TPA) apresentou 0 menor GP, 6,85+5,52g. A
diferenca entre estes dois grupos foi estatisticamente significativo (p<0,05). Um estudo
efetuado por Kaur e seus colaboradores, em 2010, em que sujeitaram murganhos fémeas ICR
a um processo de carcinogénese quimica de modelo de dois estadios (DMBA e TPA) durante
24 semanas demonstrou que O grupo sujeito a tratamento de DMBA e TPA também
apresentou pesos inferiores aos do grupo controlo, tal como verificamos neste trabalho. Estes
autores associaram a perda de peso as alteragdes bioquimicas provocadas pelo processo de
carcinogénese, nomeadamente devido ao aumento de ERO e a inflamacéo (Kaur et al., 2010).
Outros estudos anteriores, nomeadamente os efetuados por Chun (2004) e por Bicker (2006)
também referem esta diferenca de pesos (Chun et al., 2004; Bicker e Athar, 2006).

O consumo de agua e alimento manteve-se constante em todos 0s grupos, desde o inicio
até ao final do procedimento experimental, com a excecdo do grupo Il (DMBA+IPL), que
aumentou consideravelmente o consumo de agua. Ndo existem estudos anteriores que ponham
em consideracdo a quantidade de agua consumida pelos animais, pelo que ndo existe nenhuma
explicacdo concreta para tal facto ter ocorrido, no entanto pode-se considerar que podera estar
relacionado com as perdas de dgua durante 0 manuseamento dos biberes. Contudo, ndo se
pode ter certeza disto, uma vez que se manusearam todas as gaiolas de igual forma e apenas
uma (grupo I1) demonstrou um aumento consideravel no consumo de agua.

O peso relativo e absoluto dos érgaos foi semelhante entre os diversos grupos. No
entanto, no grupo Il (DMBA+TPA), o baco apresentou valores superiores aos restantes
grupos, apesar de ndo significativos. Sakai et al. (2004) induziram carcinomas na face de

murganhos com DMBA durante 12 semanas e observaram que o0 grupo submetido ao DMBA
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evidenciou um decréscimo significativo do peso corporal comparativamente ao grupo
controlo. Por outro lado, observaram diferencas significativas no que diz respeito ao peso do
baco, que aumentou substancialmente ao longo do procedimento experimental.
Surpreendentemente, neste estudo, apesar de trés grupos de murganhos terem sido expostos
ao DMBA (I,11, e 1I1), apenas o grupo I, no qual também foi aplicado o promotor TPA,
exibiu um aumento significativo do peso deste 6rgdo, comparativamente ao grupo controlo
(V). Este facto sugere que a aplicacdo dos dois compostos podera promover uma hiperplasia
linféide esplénica, a qual foi demonstrada em trés murganhos (50%) do Grupo Ill, o que
justifica o peso superior deste 6rgdo verificado neste grupo. Outro estudo, utilizando o
composto carcinogénico MNNG, demonstrou que o namero de linfécitos no ba¢o aumentava
com o aumento do tamanho das neoplasias conduzindo, por vezes, a esplenomegalia
(Matsumoto, 1994). A hiperplasia linfoide esplénica, portanto, pode resultar da reatividade
das celulas imunocompetentes, associada ao crescimento e alastramento das lesdes
proliferativas da epiderme.

Em 2005, Steele e seus colaboradores verificaram que, com a utilizacdo deste modelo
de dois estadios (DMBA+TPA) em murganhos CD-1 durante 20 semanas, 0 aparecimento dos
primeiros papilomas ocorreu 6 semanas apds o inicio da aplicacdo do promotor, observando-
se 0 aparecimento dos carcinomas de células escamosas apenas cerca de 18 semanas depois
(Steele et al., 2005). O presente trabalho experimental vem comprovar estas evidéncias, Vvisto
que as primeiras proliferacdes papilomatosas se identificaram, macroscopicamente, a 52
semana, aumentando consideravelmente o seu nimero ao longo do periodo experimental,
sendo que no final do protocolo se observaram 94 proliferacdes cutaneas, das quais apenas 7
foram classificadas como carcinomas de células escamosas.

Neste estudo, o crescimento das lesdes neoplasicas nos murganhos nao foi homogénea.
Os murganhos 1, 2 e 4 apresentaram um numero de tumores superior a 10 na 122 semana,
aumentando este numero progressivamente até ao final do protocolo. Por sua vez, os
murganhos 3 e 6 apresentaram um namero de lesGes mais reduzido, chegando a 242 semana
com um namero de tumores inferior a 13. Esta incoeréncia de resultados pode ter ocorrido
devido ao facto das alteracbes metabdlicas provocadas pelo DMBA/TPA ndo ocorrerem de
igual forma nem ao mesmo tempo para todos os animais (Chun et al., 2004; Bicker e Athar,
2006). O estudo de Chaudhary et al. (2009), efetuado para observar a influéncia de diferentes
concentracdes de farnesol em murganhos albinos submetidos a um processo de carcinogénese
quimica com DMBA e TPA, demonstrou que normalmente se encontra o dobro dos tumores
contabilizados a meio do procedimento (entre as 10 e 12 semanas). No presente trabalho

verifica-se 0 mesmo, ou seja, na 122 semana a maioria dos murganhos tinha metade do
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nimero de papilomas existentes no final do protocolo experimental, com excecdo dos
murganhos 1 e 6. Um dos murganhos (murganho 5) ndo apresentou qualquer tipo de leséo
cutanea proliferativa, pelo que se pode considerar que provavelmente ocorreu algum
problema na administragdo da dose do iniciador, DMBA. Estudos anteriores demonstram que
a administracdo do promotor ndo tem efeito cancerigeno per se, se ndo existir uma célula
iniciada com mutacdo (Poland et al., 1982; Abel et al., 2009; Chaudhary et al., 2009).
Resumindo, no caso de ser administrada a mesma dose de TPA num murganho, mas sem
antes este ter sido sujeito a uma administracdo de DMBA, o animal ndo ira desenvolver uma
lesdo neoplasica, uma vez que ndo ha células iniciadas, com danos no ADN, pronta a ser
sujeita a mutacéo e iniciar-se a fase da promocdo. Uma explicacdo para o facto de existir um
murganho sem qualquer tipo de lesdo tumoral e outros com nimeros de lesdes diferentes entre
si podera ser uma deficiente homogeneizacdo do produto ou uma administracdo do produto
em quantidade insuficiente.

Neste trabalho, durante a analise histologica comprovou-se a inexisténcia de lesdes
neoplasicas nos grupos | (DMBA), II (DMBA+IPL), IV (IPL) e V (acetona). Verificou-se que
0 grupo V (acetona) ndo tinha evidéncias de qualquer leséo ou alteragdo. Por outro lado, 0s
grupos | (DMBA) e Il (DMBA+IPL) demonstraram a presenca de um infiltrado inflamatorio
ao nivel da derme, escasso no primeiro caso e escasso a moderado no segundo, sugerindo que
a aplicacdo da IPL podera agravar a inflamacdo provocada pelo DMBA. Na analise ao grupo
IV (IPL) verificou-se a existéncia de fibrose dérmica moderada, 0 que comprova que a IPL
pode ser eficaz no fotorrejuvenescimento e na reducdo das rugas, tal como verificado
recentemente na pele dos ratos, utilizando um dispositivo IPL, na fluéncia 30 J/cm?, tendo
estes autores concluido que a IPL aumenta o numero de fibras de colagénio na derme, bem
como o seu diametro (Cho et al., 2012). A técnica de coloracdo histoquimica Tricrémio de
Masson, é uma das mais utilizadas em histologia (Masson, 1929), podendo este método ser
utilizado para varias finalidades, nomeadamente para identificar musculo e colagénio de
tecido normal ou neoplasico (Jones, 2010). No nosso trabalho, revelou-se util na
demonstracdo da fibrose dérmica, devida ao aumento do nimero de fibras de colagénio.

No grupo 11, foi também observada fibrose dérmica (n=4; 66,7%) e hiperplasia focal da
epiderme (n=3; 50%). Sabe-se que a hiperplasia pode ter um papel importante na inflamacao
e promocdo neoplasica, pelo que o facto de se observarem estas lesdes no grupo Il
(DMBA+IPL) podera indicar o desenvolvimento de neoplasias a longo prazo (Chaudhary et
al., 2009). Relativamente ao grupo Il (DMBA+TPA), é possivel observar trés tipos de lesGes
proliferativas da epiderme: hiperplasia, papiloma e carcinoma de células escamosas. A

hiperplasia é uma lesdo provocada na pele do murganho devido a acdo inflamatéria do

Mestrado em Biotecnologia para as Ciéncias da Saude Pag. 31



Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro 2013

composto carcinogénico. Normalmente, este tipo de lesdo ocorre devido a uma alteracéo
bioquimica e/ou metabdlica na COX-2 ou devido a geracdo de ERO (Chaudhary et al., 2009).
Um estudo efetuado em 1980, por Argyris, demonstrou que mesmo sendo administrado
apenas o iniciador, DMBA, verificava-se que os murganhos desenvolviam esta lesdo (Argyris,
1980). Os papilomas sdo lesbes proliferativas benignas, podendo no entanto sofrer
transformagdo maligna para carcinoma de células escamosas, 0 qual é considerado como o
mais agressivo e letal dos cancros da pele ndo melanoma (Poland et al., 1982; Ericson et al.,
2008; Maio, 2012). No nosso trabalho, esta transformacéo ocorreu em apenas sete neoplasias
papilomatosas.

Observou-se que a IPL por si s6 ndo tem efeito cancerigeno, uma vez que o grupo 1V
ndo mostrou evidéncias histoldgicas de lesdes possivelmente neoplasicas. No entanto, no caso
de ser aplicada em lesbes pré-neoplésicas, podera estar associada ao desenvolvimento de
lesbes proliferativas a longo prazo. Deste modo, a IPL poderd funcionar como um agente
promotor, assim como o TPA que, quando administrado sem aplicacdo prévia de um iniciador
ndo produz efeitos cancerigenos, mas no caso de existir uma lesdo pre-neoplasica aquando da
sua aplicacdo, pode promover o desenvolvimento neoplasico (Poland et al., 1982). Contudo,
para comprovar esta hipotese, sera necessario proceder a protocolos experimentais adicionais,
nomeadamente efetuar um procedimento experimental mais longo, de forma a determinar se
ocorre o desenvolvimento de neoplasias em animais submetidos a uma dose de DMBA e
varias aplicacdes de IPL e observar o efeito da IPL na pele de animais submetidos a aplicacéo
de DMBA e TPA.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho experimental, foi nosso objetivo estudar o efeito da aplicacdo da IPL a
nivel cuténeo, utilizando para tal um dispositivo comercial de uso doméstico. Os efeitos da
aplicacdo da IPL foram avaliados hum modelo animal, mais concretamente ao nivel de pele
normal e de pele previamente sujeita a acdo de um agente carcinogénico iniciador. Foi
utilizado um modelo animal de dois estadios de cancro de pele com a utilizacdo de DMBA e
TPA como agentes iniciador e promotor, respetivamente. Neste estudo, comprovamos que o
Unico grupo que desenvolveu lesdes proliferativas cutaneas foi o grupo em que ambos 0s
agentes foram aplicados (grupo I11, tratamento com DMBA+TPA).

A avaliacdo histoldgica da pele dos murganhos apo6s aplicacdo da IPL revelou a
presenca de fibrose dérmica moderada, com ou sem tratamento prévio do agente iniciador
DMBA (grupos Il (DMBA+IPL) e IV (IPL)). No primeiro caso, foi também observada
hiperplasia focal da epiderme, sugerindo que o uso de dispositivos IPL a longo prazo pode
promover o desenvolvimento de lesdes neoplasicas em células “iniciadas”. A demonstracao
de fibrose nos murganhos expostos ao tratamento com IPL confirma estudos prévios acerca da
potencialidade da IPL no fotorrejuvenescimento.

Consideramos fundamental a realizacdo de estudos futuros mais prolongados para
determinar o efeito real dos dispositivos IPL na pele, nomeadamente recorrendo a dispositivos
IPL com fluxos de energia superior ao utilizado neste trabalho experimental. Outro estudo
promissor é o estudo da influéncia da IPL na pele sujeita a acdo prévia de DMBA+TPA,
assim como avaliar a IPL como um potencial agente iniciador, aplicando em seguida um

agente promotor (TPA).
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