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Projeto de Pesquisa



INTRODUCAO

As dermatoses por plantas (ou fitodermatoses) podem
ser classificadas em varios subtipos: 1. lesao mecanica; 2. lesao
farmacoldgica; 3. fitodermatite irritante primaria; 4. fitodermatite
alérgica; 5. pseudofitodermatite; 6. fitofotodermatite (FFD) e 7.
pseudofitofotodermatite.’

1. lesdo mecanica: corresponde a lesOes traumaticas por
plantas com ocasionais infeccdes secundarias ou granulomas por
corpo estranho como, por exemplo, as lesdes por espinhos de
cactos;

2. lesao farmacoldgica: desenvolvem-se por contato com
plantas que liberam substancias ativas farmacologicamente,
podendo acometer todas as pessoas afetadas por essas plantas. As
plantas da familia Urticaceae (urtiga) s3ao as maiores responsaveis
por tais reacoes;

3. fitodermatite irritante primaria: constitui-se de plantas que
produzem irritacdo primaria na pele pela liberacdo de substancias
exsudadas diretamente na superficie ou quando a planta é rompida.
Sao representadas pelas euforbias, cuja seiva € irritativa;

4. fitodermatite alérgica: dermatite alérgica produzida por
plantas resulta usualmente de reacao de hipersensibilidade tipo IV
(mediada por células), mas poucas plantas tém sido relatadas por
causar reacao urticariforme. O componente antigénico é contido na

resina, seiva ou polen;



5. pseudofitodermatite: essa erupcao parece derivar de
plantas, mas na realidade sao causadas por artrépodes que habitam
as plantas ou por agentes aplicados nestas;

6. fitofotodermatite: ocorre por contato com plantas seguido
de irradiacao com luz ultravioleta de comprimento de ondas longas
(UVA) que produzem uma caracteristica dermatite. Esta &
fototdxica, ou seja, por efeito direto, sem participacao do sistema
imunoldgico;

7. pseudofitofotodermatite: reacao resultante de uma
furocumarina nao produzida pela planta, mas por fungos que a

infectam.

Destaca-se que a fotosensibilizacao da pele ocasionada por
plantas relacionadas com a presenca de psoralenos, também
conhecidos como furocumarinicos, foi descrita pela primeira vez por
Kuske em 1938 . Ele identificou psoralenos naturais em plantas,
como fotosensibilizantes e isolou o bercapten (5-metdxi-psoraleno)
do azeite de bergamota. Este estudo foi a primeira indicacao de que
psoralenos sd0 agentes fotoativos®>.

Os psoralenos sao uma classe natural de produtos presentes
em muitas plantas de quatro diferentes familias: Umbelliferae,
Rutaceae, Moraceae e Leguminosae, como por exemplo as frutas
citricas, principalmente os limdes, no figo e no aipo®. Estes
psoralenos naturais tém sido identificados como fitoalexinas; sao
parte da respostas defensivas das plantas contra fungos e insetos.
Em 1957, pesquisas evidenciaram que os psoralenos sao ativos por

raios ultravioletas A (UV-A)*°.



Os psoralenos sao compostos heterociclicos aromaticos,
derivados da condensacao de um anel furano com o anel cumarinico
2.

Todas as plantas que causam fitofotodermatite contém
psoralenos. Somente 1 mg de 8- metdxi-psoraleno por centimetro
quadrado da pele é necessario para produzir bolhas apos 2.4/ cm2
(mais ou menos 10 minutos de luz solar do verdo, em Colorado)*>.

FFD é uma reacdo fototdxica inteiramente independente do
sistema imunoldgico. Os ingredientes necessarios para produzi-la
incluem exposicdao temporal a ambos: substancia fotossensibilizante
e radiacao ultravioleta por isso, sao classificadas como reacao
fototdxica, diferenciando-se das reacOes fotoalérgicas, nas quais
existe componente imunoldgico® * > °,

O espectro de emissao de luz solar natural alcanca a Terra
variando de aproximadamente 270-5000nm. Essa reacao
eletromagnética consiste de fotons, com uma reciproca relacao
entre o comprimento da onda e a energia destes. Somente a luz
que é absorvida pela pele pode causar reacao fotoquimica. Dentro
do espectro da luz, a UV-A (ultravioleta A - 320-380nm) é
responsavel pela grande maioria das foto-reacdes, resultando em
FFD’.

Quando um féton com apropriado comprimento de onda,
choca-se com um psoraleno, a energia é absorvida, elevando este
quimico ao triplo do estado basico. Ao retornar ao estado basico, a
energia é liberada sobre a forma de calor, fluorescéncia, e/ou

fosforescéncia; entdo um foto-produto pode se formar® &7,



Ha varios padroes clinicos de FFD: 1. Dermatitis bullosa striata
pratensis (DBSP), 2. Dermatitite em berloque. 3. Fitofotodermatite
classica’.

DBSP resulta da exposicao a psoralenos, encontrados
naturalmente em plantas. Os pacientes afetados tém contato
fortuito com plantas ao ar livre, com exposicao concomitante ao sol.
A erupcao comeca 24hs depois da exposicao, como um eritema que
se torna bolhoso. Como as plantas deslizam sobre a pele, quando o
individuo tem contato com as mesmas, as lesdes sao lineares. A
cura resulta em intensa hiperpigmentacao durando semanas a
meses e é freqlientemente Util como pista diagnostica.

A Dermatite em berloque ocorre pela aplicacao de perfumes
ou coldnias contendo psoralenos, os quais classicamente contém
Oleo de bergamota (ingrediente ativo 5-metoxi-psoraleno). A
hiperpigmentacao pode durar meses e ocorre, frequentemente, ao
redor do pescoco, onde os perfumes sao aplicados.

Fitofotodermatite classica consiste numa erupcao cutanea
inflamatoria fototdxica, por lesdo celular dos psoralenos e da luz
solar. Em Pelotas - RS estima-se uma incidéncia de 16 casos por
100.000 hab/verao; ao redor de 50 casos sao vistos, por verao
nesta cidade. Mais comumente, os pacientes manipulam limdes taiti
em caipirinhas ou como guarnicao (Figura 1); por isso, a localizacao
mais freqiente é o dorso das maos (Figura 2). Inclusive, casos
graves com bolhas intensas, afetando ambas as maos, sao
freqlientes. Também ocorre, de os pacientes passarem a mao no

tronco e produzirem queimaduras a distancia. Ja vimos também



criancas afetadas por terem sido tocadas por adultos que
manipulavam os limdes™®,

Salienta-se que a FFD pode simular varias dermatoses, sendo,
por vezes, de dificil diagndstico clinico® '°. Casos de queimaduras
graves por uso de “bronzeadores” com folhas de figo sao relatados,
bem como sua ocorréncia profissional’’™® e afetando varios
individuos de forma epidémica *°.

A pigmentagdo pds-inflamatoria ocorre por dois mecanismos:
Primeiro, a melanina normalmente encontrada na epiderme cai na
derme e é englobada por melandfagos; segundo, ha um aumento
do nimero de melandcitos funcionais e melanossomos. A populagao
de melandcitos dobrara ou triplicara dentro de sete a dez dias, bem
como a hipertrofia e arborizacdo também s3o vistos® *.

A atividade da tirosinase aumenta sintetizando mais melanina,
que é demonstrada em um numero crescente de melanossomas
encontrada nos melandcitos e transferida aos queratindcitos da
camada de Malpighi. Essa hiperpigmentacao aparece uma ou duas
semanas apods a exposicao a radiacdo ultra-violeta e dura meses ou
anos, e talvez sirva como mecanismo protetor contra novas lesdes®.

Existem pouquissimas informagdes sobre os achados
histoldgicos das reacoes fototdxicas, provavelmente devido ao fato,
de os diagndsticos serem estabelecidos clinicamente. E relatada
degeneracao epitelial em uma publicacao, na qual foi realizada
histologia otica. Em outra FFD provocada pelo aipo, a bidpsia de
uma vesicula demonstrou espongiose, microvesiculas e vesiculas e

um esparso infiltrado inflamatdrio em derme > 7 & 1113,
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Em um estudo morfoldgico e imuno-histoquimico de
pseudofitofotodermatite, houve auséncia de deposicao de
imunocomplexos na juncdao dermo-epidérmica, bem como a
auséncia de dermatite de interface liquendide. Esses achados
suportam a prévia hipdtese de lesdo induzida fototoxicamente.>

Varios modelos animais tém sido utilizados para investigar
reacdes fototdxicas por medicacdes .

Com relacdao a FFD, havia apenas um trabalho experimental

em humanos, realizado com luz artificial*

. Nosso grupo de pesquisa
conseguiu reproduzir experimentalmente a FFD em ratos?,
demonstrando que pequenos periodos de exposicao, de dois e meio
minutos, sdao capazes de induzi-la (Figura 3). Nas biopsias
realizadas, foi demonstrada lesao epitelial que surge em 24 h. Nao
foram realizadas biopsias seriadas tampouco microscopia eletronica
de transmissao nessa primeira pesquisa.

Esclarece-se nao haver informagdes sobre achados

ultraestruturais da FFD na literatura pesquisada.

Figura 1. Limdo taiti mostrando, no detalhe, goticulas do sumo da

CasCa
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Figura 2: lesao de FFD aguda exibindo eritema e bolhas (setas)

Figura 3 — LesOes experimentais de fitofotodermatite induzidas no
dorso de rato depilado previamente. Nota-se evidente eritema e
descamacao nas areas onde foi aplicado o sumo da casca do limao
taiti, com posterior exposicao ao sol, por tempos inferiores a 10
minutos.

Material e Métodos
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Serao utilizados para o experimento quatro ratos albinos
(Rattus norwegenicus wistar) do biotério central da Universidade
Federal de Pelotas (UFPEL), previamente depilados manualmente 72
horas antes, a fim de se evitarem artefatos traumaticos.

Apos a anestesia com Zoletil 50 ( Cloridrato de tiletamina
e cloridrato de zolazepam) por via intramuscular, com a dose de
50,0mg por kilo, os ratos numerados terao seu dorso direito
borrifados com suco da casca do limao taiti e expostos ao sol de
verao (22 quinzena de fevereiro) as 11 horas (horario solar); uma
area por 5 minutos e outra por 8 minutos.

O lado esquerdo do dorso dos ratos servira de controle com
exposicao ao sol e sem o limao taiti. Um segundo controle sera
desenvolvido em outra area de pele, exposto somente ao sumo da
casca e livre de exposicao solar.

As bidpsias serdo realizadas com “punch” de 3mm, com
diferentes intervalos de tempo, apds a inducdao experimental e
imediatamente fixadas em formalina a 10% para microscopia otica e
em glutaraldeido, para microscopia eletronica e processadas de
rotina.

Para a microscopia Otica, as laminas serdao coradas com
Hematoxilina e Eosina e obtidas apds 30 minutos, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h,
5h, 6 h 24 h, 48 h e 72 horas da exposicao ao sol. Para a
microscopia eletronica, o intervalo apds a exposicao de 8 minutos

sera de 2 horas. Os controles somente com sol serdo biopsiados
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com os mesmo intervalos da MO e somente com limaoem 1 h, 24 h
e 48 horas.

A avaliacdo histoldgica sera feita independentemente por um
patologista e um dermatologista, com experiéncia em microscopia
com cegamento sobre os tempos de exposicao e os intervalos de
realizagao das bidpsias.

Os aspectos histologicos avaliados serdao: espongiose,
vacuolizacao isolada ou confluente, atipia dos queratindcitos,
necrose, exocitose, microabcesso na camada cdrnea, bolha sub-
cérnea, intra-epidérmica ou sub-epidérmica, edema dérmico,
congestao, micro-hemorragia e infiltrado inflamatério dérmico. Os
achados foram submetidos aos escores: zero quando ausente; 1
guando presente.

Os critérios histologicos considerados serao os seguintes:

Espongiose: acUmulo de liquido extracelular dentro da
epiderme que causa separacao dos queratindcitos.

Exocitose: infiltracdo da epiderme por células inflamatdrias
ou células sanguineas

Vacuolizacdao: formacdo de vacUolos intracelulares,
acometendo  queratindcitos  aleatoriamente  (isolada) ou
grupamentos (confluente).

Atipia dos queratindcitos: células exibindo macronucleose,
membrana nuclear irregular, halo peri-nuclear e nucléolo evidente.

Micro-hemorragia: presenga de hemacias isoladas fora do
leito vascular, em derme.

Congestao: vasos dérmicos ectasicos com empilhamento de

hemacias.
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Necrose: célula contraida, citoplasma com densa eosinofilia,
nucleo encolhido irregular (picnético), fragmentado (cariorréxis) ou
lisado (caridlise).

Microabcesso: pequeno agregado de neutrofilos ou
eosindfilos.

Vesicula: é uma cavidade preenchida por liguido com
clivagem dentro ou abaixo da epiderme, contendo plasma e variavel
componente de células inflamatorias.

Edema dérmico: é o acimulo anormal de liquido intersticial.

Infiltrado inflamatorio dérmico: presenca de leucdcitos

extravasculares na derme.
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Objetivos

Objetivo Geral

e Avaliagdo histoldgica seriada e ultraestrutural das lesdes
provocadas experimentalmente em ratos expostos a luz solar,

previamente aspergidos com o sumo da casca do limao taiti.

Obijetivos Especificos

e Verificar quanto tempo apds a inducao experimental surgem
as lesdes histologicamente.

 Identificar as alteracdes celulares provocadas.

e Avaliar histologicamente a evolugao cronoldgica das lesoes.

e Avaliar com microscopia eletronica de transmissao em 2 horas
apos a inducdo, quais as estruturas subcelulares que sao

lesadas pelo efeito fototdxico.

Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade

Federal de Pelotas.
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Resultados

A avaliagdo histoldgica da pele do controle dos ratos sem
exposicao ao sol ou limao mostrou discretas diferencas da pele
humana (Figura 4). A epiderme mostra-se mais delgada nos ratos;
os foliculos pilosos sao mais freqlientes e ha a atenuacdao das
papilas dérmicas.

Figura 4: Controle de pele sem limao, sem exposicao ao sol:

demonstrando o aspecto normal da epiderme do rato. HE 400X
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Achados com menos de 24 horas

Os achados histologicos das bidpsias de pele dos ratos
expostos ao sol por 5 (T5) e 8 minutos (T8), realizadas nos
intervalos de tempo de 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas, apds a
inducao experimental da FFD, demonstraram epiderme com aspecto
normal, tanto nas areas aspergidas com limao quanto nos controles
(Figuras 5 a 11).

Figura 5: Meia horas ap0s a exposicao ao sol: controle de 5 minutos
(A), Controle de 8 minutos (C), limao de 5 minutos (B) e limao de 8

minutos (D): sem alteragoes significativas.
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Figura 6: Uma hora apds a exposicao ao sol: controle de 5 minutos
(A), controle de 8 minutos (C), limao de 5 minutos (B) e limao de 8
minutos (D): sem alteragoes significativas.

Figura 7: Duas horas apds a exposi¢ao ao sol: controle de 5 minutos
(A), controle de 8 minutos (C), limao de 5 minutos (B) e limao de 8
minutos (D): sem alteragdes significativas.
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Figura 8: Trés horas ap0ds a exposicao ao sol: controle de 5 minutos
(A), controle de 8 minutos (C), limao de 5 minutos (B) e limao de 8
minutos (D): sem alteracgoes significativas.

Figura 9: Quatro horas apos a exposicao ao sol: controle de 5
minutos (A), controle de 8 minutos (C), limao de 5 minutos (B) e
limao de 8 minutos(D) : sem alteragOes significativas.
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Figura 10: Cinco horas apds a exposicao ao sol: controle de 5
minutos (A), controle de 8 minutos (C), limao de 5 minutos (B) e
limao de 8 minutos (D): sem alteracOes significativas.

Figura 11: Seis horas apds a exposicao ao sol: controle de 5 minutos
(A), controle de 8 minutos (C), limao de 5 minutos (B) e limao de 8
minutos (D): sem alteragdes significativas.
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Resultados em 24 Horas

A inspecao clinica, realizada 24 horas apos a realizacdo do
experimento, nao evidenciou lesdes na pele dos ratos.

Nas bidpsias dos controles com exposicdao solar e sem limao
(Figura 12 e 13), observou-se somente necrose isolada e ocasional
de queratindcitos em 3 ratos expostos ao sol, somente por periodo
de 8 minutos (Figura 14).

As bidpsias da area com limdao demonstraram necrose de
queratindcitos em trés dos quatro ratos em T5 e nos quatro ratos
em T8, tendo sido encontrada necrose de queratindcitos agrupada
(figura 15). A vacuolizacao citoplasmatica dos queratindcitos foi
observada em todos os ratos, sendo confluente (figura 16) ou
isolada (figura 17) e sem relacao com o tempo de exposicao solar. A
espongiose foi demonstrada em todos os casos (figura 18).

Com T8, a espongiose, vacuolizagao citoplasmatica e necrose
acometem grupos de queratindcitos confluentes (figura 19). A
derme mostrou congestao em 3 dos 4 ratos aspergidos com limao

em T5 e nos 4 ratos em T8.
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Figura 12: controle com 5 minutos de exposicao ao sol, apds
24 horas: epiderme sem alteragdes significativas. HE 400X

Figura 13: controle com 8 minutos de exposicao ao sol, apds
24 horas: epiderme sem alteragoes significativas. HE 400X
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Figura 14: controle com 8 minutos de exposicao ao sol, apds
24 horas: necrose isolada, provocada pela luz solar (seta). HE 400X

Figura 15: pele com limao exposta ao sol por 5 minutos, apds 24h:
necrose confluente de queratindcitos (seta). HE 400X

25



Figura 16: pele com limdo, exposta ao sol por 5 minutos, apds 24h:
necrose de queratindcitos, espongiose e vacuolizacao confluente
(setas). HE 400X

Figura 17: pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 24h:
vacuolizacao isolada (seta) de queratindcito, espongiose e necrose.
HE 400X
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Figura 18: pele com limao, exposta ao sol por 8 minutos, apds 24h:
necrose de queratindcitos, espongiose e vacuolizacao isolada.

Figura 19: pele com limao, exposta ao sol por 8 minutos, apds 24h:
necrose de queratindcitos, espongiose e vacuolizacao confluente.
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Resultados em 48 horas

Enfatiza-se que clinicamente evidenciou-se eritema nas areas
aspergidas com limao, tanto em T5, quanto em T8.

Por sua vez nos controles com exposicao somente ao sol,
houve presenca ocasional de espongiose e vacuolizagao (Figura 20 e
21). Necrose e clivagens comprometeram todos os ratos aspergidos
com limao, tanto em T5, como em T8.

No pequeno aumento (100X) sao evidenciadas clivagens sub
ou intraepidérmicas (Figuras 22 e 23). A avaliacdo histoldgica em
maior aumento (400X) mostrou em alguns cortes vacuolizacao
intensa com clivagem incipiente (Figura 24). Em outras areas, houve
clivagem subepitelial total com necrose de queratindcitos (Figura 25
e 26) e também necrose ocasional. Da mesma forma que nos cortes
histoldgicos de 24 horas, houve areas com espongiose importante e
vacuolizagao confluente (Figura 27). Além disso a exocitose foi
observada pela primeira vez em 48 horas (figura 28).

Avaliando- se a derme, em pequeno aumento (100X), foram
observadas congestao, micro-hemorragia e células inflamatdrias
isoladas em 3 dos quatro ratos em T5 e nos quatro ratos em T8
(Figura 29). Além do mais, a exocitose foi evidenciada em todos os
ratos aspergidos com limao, nos dois tempos de exposi¢ao. A nivel
epitelial encontramos microabcesso em apenas um rato com limao
em T8 (Figura 30).

Em T8 ficou bem evidente a vacuolizacao e espongiose
intensas (Figura 31) que progridem para a formacao de bolhas

intraepidérmicas com necrose de queratindcitos (Figura 32).
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Nas figuras 33 e 34 ficou demonstrado a evolucao da
exocitose intensa para microabceso, caracterizada por grupamentos
de neutrofilos mesclados com células necrdticas.

Neste mesmo intervalo de 48 horas apds a indugao, em
pequeno aumento (100X), detectou-se a presenca de alteracao do
epitélio folicular (Figuras 35 e 36). No detalhe (400X) véem-se
vacuolizacao e necrose dos queratindcitos foliculares (Figuras 37 e
38).

Figura 20: controle com 5 minutos de exposicao ao sol, apds 48
horas: epiderme sem alteracoes significativas. HE 400X
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Figura 21: controle com 8 minutos de exposicao ao sol, apds 48
horas: epiderme sem alteracoes significativas. HE 400X

Figura 22: pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h:
bolhas sub-epidérmicas. HE 100X
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Figura 23: pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h:
extensas vesiculas subepidérmica e intraepidérmica. HE 100X

Figura 24: pele com limdo, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h:
epiderme exibindo vesicula subepidérmica, vacuolizacdo de
queratindcitos e necrose. HE 400X
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Figura 25: pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h:
vesicula sub-epidérmica e necrose. HE 400X

Figura 26: pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h:
vesiculas sub e intraepidérmicas, necrose. HE 400X

32



Figura 27: pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h:
vacuolizagao citoplasmatica confluente e espongiose. HE 400X

Figura 28: pele com limdo, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h:
vacuolizagdo citoplasmatica confluente, necrose e exocitose.
HE 400X
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Figura 29: pele com limao, exposta ao sol por 8 minutos, apos 48h:
infiltrado inflamatdrio dérmico, vacuolizagao e exocitose. HE 100X

Figura 30: pele com limao, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
vesicula sub-epidérmicas, microabcesso em camada cornea,
espongiose, congestao. HE 100X
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Figura 31: pele com limdo, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
vacuolizagao citoplasmatica confluente . HE 400X

Figura 32: pele com limao, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
vesicula intra-epidérmica, necrose de queratindcitos, vacuolizacdo
citoplasmatica. HE 400X
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Figura 33: pele com limdo, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
espongiose, vacuolizacao citoplasmatica isolada, exocitose. HE 400X

Figura 34: pele com limao, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
necrose de queratindcitos, vacuolizacao citoplasmatica confluente e
microabcesso em camada cérnea. HE 400X
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Figura 35: pele com limdo, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
exocitose, espongiose, vacuolizacao citoplasmatica, vesicula intra-
epidérmica e comprometimento folicular. HE 100X

Figura 36: pele com limdo, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
exocitose, espongiose, vacuolizacao citoplasmatica, vesicula intra-
epidérmica e comprometimento folicular. Vé-se infiltrado
inflamatdrio dérmico incipiente. HE 100X
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Figura 37: pele com limao, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
foliculo piloso com vacuolizacao e necrose . HE 400X

Figura 38: pele com limdo, exposta ao sol por 8 minutos, apds 48h:
foliculo piloso com vacuolizacdo. HE 400X (48 h L8 foliculo A)
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Resultados em 72 horas

Salienta-se que na avaliacao clinica, permanecia o eritema.

Por sua vez os controles com exposicao somente ao sol nao
demonstraram alteracoes histoldgicas relevantes (Figura 39 e 40),
tendo sido encontradas isoladas atipias dos queratindcitos em 1
rato.

Em T5, a espongiose e vacuolizagao continuaram presentes
nos cortes histoldgicos avaliados (Figura 41), associadas, agora, as
células atipicas, evidenciadas por contornos celulares e nucleares
irregulares, bem como macronucleolose (Figura 42).

As alteragdes de vacuolizacao e epongiose foram evidenciadas
em todos os ratos, enquanto que a necrose foi vista em dois em T5,
e em dois em T8. Os microabcessos foram evidenciados em dois
ratos: um em T5 (Figura 42) e outro, em T8.

Ainda, no pequeno aumento (100X), identificou-se a
vacuolizacao dos queratinécitos em T8 (figura 43). No detalhe
(400X), verificam-se exocitose, espongiose e vacuolizacao que
acomete menor nimero de queratindcitos em comparacao com 48
horas, além de micro-hemorragia dérmica (figura 44). Percebe-se,
ainda, a presenca de atipias celulares em queratindcitos sem
evidéncia de necrose (figura 45).

Enfatiza-se que os achados dérmicos de congestdao, micro-
hemorragia e infiltrado leucocitario j@ comecam a demonstrar
regressao, ocorrendo apenas ocasionalmente, sem relagao com o

tempo de exposicao ao sol.
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Figura 39: controle com 5 minutos de exposicao ao sol, apds 72
horas: epiderme sem alteracoes significativas. HE 400X

Figura 40: controle com 8 minutos de exposicdao ao sol, apds 72
horas: epiderme sem alteracoes significativas. HE 400X
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Figura 41: Pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 72
horas: vacuolizacao citoplasmatica agrupada, espongiose e atipias
celulares. HE 400X

Figura 42: Pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 72
horas: vacuolizacao citoplasmatica, espongiose, atipias nucleares e
microabcesso em camada cérnea. HE 400X
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Figura 43: Pele com limao, exposta ao sol por 8 minutos, apds 72
horas: vacuolizagao citoplasmatica. HE 100X

Figura 44: Pele com limdo, exposta ao sol por 8 minutos, apds 72
horas: vacuolizacao citoplasmatica, epongiose e exocitose
representada por escassos leucdcitos residuais em epiderme. A
derme exibe microhemorragia. HE 400X
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Figura 45: Pele com limdo, exposta ao sol por 8 minutos, apds 72
horas: espongiose, vacuolizacao citoplasmatica e atipias nucleares.
HE 400X

Controles

Um segundo tipo de controle foi realizado somente com o
limdo e sem exposicao ao sol, sendo, os ratos, biopsiados com
intervalo de 1 hora, 24 e 48 horas. Os achados histoldgicos nao

exibiram alterac0es significativas (figuras 46, 47 e 48).
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Figura 46: Controle de pele com limao, apds 1 hora: epiderme e
derme sem alteracOes histoldgicas significativas. HE 400X

Figura 47: Controle de pele com limao, apds 24 horas: epiderme e
derme sem alteracOes histoldgicas significativas. HE 400X
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Figura 48: Controle de pele com limao, apds 48 horas: epiderme e
derme sem alteracOes histoldgicas significativas. HE 400X
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Microscopia Eletronica de Transmissao

A avaliagao da microscopia eletrbnica de transmissao,
realizada em dois ratos aspergidos com limao e expostos a luz solar
por 8 minutos, ja demonstrava lesdo tao precocemente quanto por
2 horas.

Com pequeno aumento, observou-se vacuolizacao do
citoplasma (Figura 49). Com aumentos maiores, constataram-se
ruptura da membrana citoplasmatica e vacuolizacao (Figura 50).

O exame detalhado dos desmossomas mostrou diminuicao da
ancoragem dos filamentos de queratina e ruptura dos mesmos
(Figura 51). Além disso, o espaco entre as placas desmossOmicas
aumentou (Figura 52).

Examinando-se o queratindcito basal, verificou-se vacuolizacao
citoplasmatica periférica e membrana basal integra (Figura 53). Em
maior aumento evidenciaram-se provaveis rupturas na ancoragem
dos filamentos de queratina na placa hemidesmossémica (Figura
54).
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Figura 49: Queratindcito com vacuolizagao
MET 3.000
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Figura 50: Detalhe da juncao intercelular epidérmica com
desmossomas bem visualizados, membrana citoplasmatica com
perda da integridade (seta) e vacuolizagdo citoplasmatica.
MET 14.000X
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Figura 51: Detalhe do desmossoma, mostrando diminuicao dos
filamentos de queratina na placa desmoss6mica superior (cabegas
de seta) e provavel fratura da queratina na placa inferior.

MET 20.000X
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Figura 52: Detalhe da ruptura da membrana celular (seta) e
provavel diminuicdo dos filamentos de queratina (cabega de seta).
Vé-se aumento do espaco entre as placas desmossomicas. MET
20.000X
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Figura 53: queratindcito basal com vacuolizacao citoplasmatica
periférica. MET 3.000X
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Figura 54: Detalhe de queratindcitos basal, com membrana basal
integra. Percebe-se diminuicao da insercao (seta) e ruptura de
filamentos de queratina (cabeca de seta) MET 20.000X
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Discussao

Como se tem observado em diversos trabalhos, modelos
animais tém sido utilizados para estudos experimentais em doencas
fototdxicas e também na FFD *+8,

Julga-se relevante destacar ter havido a reproducao da lesao
clinicamente em todos os quatro ratos utilizados no experimento
efetuado pela equipe.

Nas primeiras seis horas, a avaliacao clinica e histoldgica nao
evidenciou lesao, tendo sido visualizada epiderme normal, tanto nos
controles, quanto na darea aspergida com lim3o. Isto vem ao
encontro dos conhecimentos sobre morfologia da lesao e morte
celular. Sabe-se que ha um intervalo de tempo entre o estimulo
lesivo e a manifestagdo morfoldgica da célula lesada ou morta. A
duracao deste retardo pode variar de acordo com a sensibilidade do
método utilizado para detectar as alteracdes®.

Por sua vez a microscopia eletronica de transmissao (MET),
obtida de pele duas horas apo6s a exposicao solar no tempo de oito
minutos, foi capaz de demonstrar alteragdoes antes de haver lesao
na microscopia otica. Vacuolizacdo e espongiose foram vistas, bem
como lesao dos filamentos de citoqueratina e da membrana dos
queratindcitos.

Em 24 horas apds a inducao experimental, ndo foi constatada
clinicamente, lesdo; no entanto, na microscopia oOtica ficaram
evidentes espongiose, vacuolizacao dos queratindcitos e necrose.

A lesao foi evidenciada clinicamente em 48 horas, pela

presenca de eritema, sem diferenca nos tempos de exposicao de 5 e
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8 minutos. A MO demonstrou lesao mais intensa do que em 24
horas com presenca de clivagens sub e intraepidérmicas além da
exocitose, sendo mais intensas em T8. A derme apresentou
congestdao, micro-hemorragia e esparsas células inflamatdrias,
achados esses inespecificos.

Da mesma forma a presenca de lesao do epitélio folicular foi
verificada, de forma semelhante a epiderme, com vacuolizacao da
bainha radicular por provavel difusao da substancia fotoativa para
dentro do foliculo.

Embora o eritema tenha permanecido inalterado apds 72
horas da inducao experimental, as lesbes na MO ja demonstraram
alguma involucao. As alteragdes de vacuolizagao, espongiose,
necrose e exocitose acometem menor numero de queratindcitos
numa distribuicdo mais esparsa. Comecam a aparecer, neste
momento, atipias celulares. Tais atipias ja foram descritas em lesdes
provocadas pela radiacao solar, e como nao foram identificadas nos
controles da pele aspergidas com limao e sem sol, talvez possam
ser consideradas uma alteracdo actinica’?.

Destaca-se nao ter havido lesao clinica nem na MO nos
controles realizados: pele aspergida com limao e sem exposicao ao
sol e pele exposta ao sol e sem limao. Isso demonstra que a lesao
sd se desenvolve pela juncao dos dois fatores: furocumarinicos e
radiacao UV.

Além do mais, o diagndstico da FFD quando acompanhado de
uma historia clinica apropriada, nao oferece dificuldade. Em outras
circunstancias, pode ser confundido com dermatite de contato,

linfangite superficial e queimaduras quimicas. Nestes casos, a
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bidpsia pode contribuir para que os diagndsticos diferenciais sejam
afastados " %,

Enfatiza-se que, ha escassos relatos na literatura sobre os
achados histolégicos da FFD. O conhecimento detalhado das
alteracoes morfoldgicas da FFD visa a prover dados para que haja
uma confirmacdo de uma hipdtese diagndstica > 7 & 1113,

Assim sendo, numa consideracao com respeito ao experimento
realizado, suspeita-se que pelo fato de os ratos serem albinos uma
maior exposicao solar seja necessaria para que a lesdao se
desenvolva em humanos. Acredita-se que a espessura da camada
de queratina também possa interferir no desenvolvimento da lesao,

bem como a intensidade de raios ultravioleta A.
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Conclusoes

Nas primeiras seis horas nao ocorreu lesao na MO;

Na MET, houve vacuolizagdo citoplasmatica e ruptura da
membrana com diminuicao da ancoragem dos filamentos de
queratina, na placa desmossomica, bem como aumento do
espaco entre as placas. De forma semelhante ocorreu
diminuicdio da ancoragem de queratina na placa
hemidesmossomica;

Em 24 horas, nao se evidenciou lesdao clinica. A MO
demonstrou  espongiose, vacuolizacgago e necrose de
queratindcitos;

Em 48 horas houve eritema cutineo. A MO, apareceram além
das alteracbes vistas em 24 horas, vesiculas sub ou
intraepidérmicas, exocitose e ocasionais microabcessos;

Em 72 horas permanecia clinicamente o eritema. As lesdes
vistas na MO demonstraram moderada regressao, com
acometimento isolado dos queratindcitos e aparecimento de

atipia dos queratindcitos.
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Introducao

As dermatoses por plantas (ou fitodermatoses) podem ser
classificadas em varios subtipos: 1. lesdo mecanica decorrente de
trauma com infeccao secundaria ou granulomas tipo corpo estraho;
2. lesdo farmacolégica por contato com  substancia
farmacologicamente ativa; 3. fitodermatite irritante primaria por
irritacdo direta na pele; 4. fitodermatite alérgica promovendo uma
reacao de hipersensibilidade tipo IV; 5. pseudofitodermatite
provocada por artrépodes ou agentes localizados em plantas; 6.
fitofotodermatite (FFD) e 7. pseudofitofotodermatite decorrente da
presenca de furocumarinicos produzidos por fungos que infectam a
planta e ndo produzida por ela ™.

Fitofotodermatite consiste numa erupcao cutanea inflamatoria
fototdxica, por lesdao celular dos psoralenos e da luz solar. FFD é
uma reacao fototdxica inteiramente independente do sistema
imunoldgico. Os ingredientes necessarios para produzir FFD incluem
exposicdao temporal a ambos, substancia fotossensibilizante e
radiacdo ultravioleta; por isso, tal fendmeno classifica-se como
reacao fototdxica, diferenciando-se das reacOes fotoalérgicas, nas

quais existe componente imunoldgico®.
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Todas as plantas que causam fitofotodermatite contém
psoralenos. Esses sao compostos heterociclicos aromaticos
derivados da condensacao de um anel furano com o anel cumarinico
4.

Em Pelotas —RS estima-se uma incidéncia de 16 casos por
100.000 hab/verdo; ao redor de 50 casos s30 vistos, por verdo °.
Mais comumente, os pacientes manipulam limdes taiti em
caipirinhas ou como guarnicao; por isso a localizacao mais freqliente
é o dorso das maos. Inclusive, casos graves, com bolhas intensas,
afetando ambas as maos, sao freqientes. Também ocorre de os
pacientes passarem a mao no tronco e produzirem queimaduras a
distancia. Ja se viram também criancas afetadas por terem sido
tocadas por adultos que manipulavam os limoes.

Salienta-se que a FFD pode simular varias dermatoses, sendo,
por vezes, de dificil diagndstico clinico®®. Existem pouquissimas
informacdes sobre os achados histoldgicos das reacdes fototdxicas
1012 hrovavelmente devido aos diagndsticos serem estabelecidos
clinicamente.

Inclusive ndao ha informacdes sobre achados ultraestruturais
da FFD na literatura pesquisada.

O objetivo desse trabalho é a avaliacao histoldgica seriada e
ultraestrutural das lesdes provocadas experimentalmente em ratos
expostos a luz solar, previamente aspergidos com o sumo da casca

do limao taiti.
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Material e Métodos

Foram utilizados, para o experimento, quatro ratos albinos
(Rattus norwegenicus wistar) do biotério central da Universidade
Federal de Pelotas (UFPEL) previamente depilados manualmente 72
horas antes, a fim de se evitarem artefatos traumaticos.

Apos a anestesia com Zoletil 50 ( Cloridrato de tiletamina e
cloridrato de zolazepam) por via itramuscular, com a dose de
50,0mg por kilo, os ratos numerados tiveram seu dorso direito
borrifados com suco da casca do limao taiti e expostos ao sol de
verao (22 quinzena de fevereiro) as 11 horas (horario solar); uma
area por 5 minutos e outra por 8 minutos.

O lado esquerdo do dorso dos ratos serviu de controle com
exposicao ao sol e sem o limao taiti. Um segundo controle foi
desenvolvido em outra area de pele, exposto somente ao sumo da
casca e livre de exposicao solar.

As bidpsias foram realizadas com “punch” de 3 mm, com
diferentes intervalos de tempo, apds a inducdao experimental e
imediatamente fixadas em formalina a 10% para microscopia otica e
em glutaraldeido para microscopia eletronica e processadas de
rotina.

Para microscopia otica (MO), as laminas foram coradas com
Hematoxilina e Eosina e obtidas apds 30 minutos, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h,
5h,6h, 24 h, 48 h e 72 horas da exposicao ao sol. O controle
somente com sol foram biopsiados nestes mesmos intervalos e

somente com limao em 1h, 24h e 48 horas. Para a microscopia
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eletronica de transmissao (MET) realizada em dois ratos, o intervalo
apos a exposicao, foi de 2 horas.

A avaliacao histoldgica foi feita independentemente, por um
patologista e um dermatologista com experiéncia em microscopia
com cegamento sobre os tempos de exposicao e os intervalos de

realizagao das bidpsias.

Resultados

A lesao foi reproduzida em todos os quatro ratos submetidos
ao experimento.

Resultados dos controles

Foram identificados necrose isolada e ocasional de
queratindcitos nos ratos expostos ao sol e atipias celulares isoladas
em 1 rato em biopsia realizada 72 horas apdés a inducao
experimental.

Resultados em menos de 24 horas

Os achados histologicos das bidpsias de pele dos ratos
expostos ao sol por 5 (T5) e 8 minutos (T8), realizadas nos
intervalos de tempo de 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas,
demonstraram epiderme com aspecto normal, tanto nas areas

aspergidas com limao, quanto nos controles.
Resultados em 24 horas

Enfatiza-se que a inspecao clinica, realizada 24 horas ap0s a

realizacao do experimento, nao evidenciou lesoes.
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Por sua vez, as bidpsias da area com limao demonstraram
necrose de queratindcitos em trés dos quatro ratos em T5, e nos
quatro ratos em T8, tendo sido encontrado necrose de
queratindcitos agrupada (figura 1). A vacuolizagao citoplasmatica
dos queratindcitos foi observada em todos os ratos, sendo isolada
(figura 1) ou confluente (figura 2) e sem relacao com o tempo de
exposicao solar. A espongiose foi demonstrada em todos os casos
(figura 2).

Com T8, a espongiose, vacuolizacao citoplasmatica e necrose

acometem grupos de queratindcitos confluentes (figura 2).

Salienta-se ainda, que a derme mostrou congestao em 3 dos 4

ratos aspergidos com limao em T5 e nos 4 ratos em T8.

Resultados em 48 horas

Destaca-se que clinicamente evidenciou-se eritema nas areas
aspergidas com limao, tanto em T5, quanto em T8.

Por sua vez na area com limdo, é evidenciada vacuolizacdao
intensa (Figura 3) que progride para bolhas sub ou intraepidérmicas
(Figura 4 e 5), e necrose de queratindcitos (Figura 4). Da mesma
forma que nos cortes histoldgicos de 24 horas, houve areas com
espongiose importante e vacuolizacao confluente (figura 3). Além
disso a exocitose foi verificada pela primeira vez em 48 horas e
acometeu todos os ratos aspergidos com limao, nos dois tempos de
exposicao (figura 4). Houve progressao para microabcesso
caracterizado por grupamentos de neutrdfilos mesclados com
células apoptdticas em apenas um rato com limao, em T8.

Ocorreu lesdo do epitélio folicular evidenciada pela presenca

de vacuolizacao e necrose dos queratindcitos foliculares.
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As alteracdes dérmicas evidenciadas foram congestdo e
presenca de células inflamatorias isoladas e micro-hemorragia.

Resultados em 72 horas

Salienta-se que na avaliacao clinica, permanecia o eritema.

Em T5, a espongiose e vacuolizacao continuaram presentes,
associada agora a células atipicas, evidenciadas por contornos
celulares e nucleares irregulares, bem como macronucleolose (figura
6).

Os microabcessos estavam presentes em dois ratos em T5 e
em um em T8. A vacuolizacao e espongiose estavam presentes em
todos os ratos, e necrose em dois em T5 e em dois em T8. Estes
achados agora acometem menor nimero de queratindcitos.

Os achados dérmicos de congestdo, micro-hemorragia e
infiltrado  leucocitario comecaram a demonstrar regressao,
ocorrendo apenas ocasionalmente sem relacao com o tempo de

exposicao ao sol.

Figura 1: pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 24h: necrose
confluente de queratindcitos (seta) e vacuolizacao isolada. HE 400X
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Figura 2: pele com limao, exposta ao sol pr 8 minuos, apos 24h: necrose de
queratindcitos, espongiose e vacuolizagdo isolada. HE 400X

Figura 3: pele com limao, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h: vacuolizagdo
citoplasmatica confluente, necrose e exocitose. HE 400X

Figura 4: pele com lim3do, exposta ao sol por 8 minutos, apdés 48h: vesicula
intraepidérmica, necrose de queratindcitos, vacuolizacdo citoplasmatica.
HE 400X
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Figura 5: pele com limdo, exposta ao sol por 5 minutos, apds 48h: vesiculas sub
e intraepidérmicas, necrose. HE 400X .

Figura 6: Pele com limdo, exposta ao sol por 8 minutos apos 72 horas:
espongiose, vacuolizacdo citoplasmatica e atipias nucleares. HE 400X

Microscopia Eletronica de Transmissao
A avaliacao da microscopia eletrbnica de transmissao
realizada em dois ratos aspergidos com limdo e expostos a luz solar

por 8 minutos, ja demonstrava lesao tao precocemente quanto por
2 horas.
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Com pequeno aumento observa-se vacuolizacao do
citoplasma. Com aumentos maiores observa-se ruptura da
membrana citoplasmatica (Figura 7).

O exame detalhado dos desmossomas mostra diminuicao da
ancoragem dos filamentos de queratina e ruptura dos mesmos.
Além disso, o espaco entre as placas desmossOmicas esta
aumentado.

Examinando-se o queratindcito basal vé-se vacuolizacao
citoplasmatica periférica. Em maior aumento evidencia-se
membrana basal integra e provaveis rupturas na ancoragem nos

filamentos de queratina na placa hemidesmossomica.

Figura 7 : Detalhe da ruptura da membrana celular (seta) e provavel
diminuicao dos filamentos de queratina (cabeca de seta)
MET 20.000X
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Discussao

Como se tem observado em diversos trabalhos, modelos
animais tém sido utilizados para estudos experimentais em doencas
fototdxicas e também FFD 31°,

Houve a reproducao da lesao clinica em todos os quatro ratos
utilizados no experimento.

A avaliacao clinica e histoldgica ndao evidenciou lesdo nas
primeiras seis horas, tendo sido visualizada epiderme normal, tanto
nos controles, quanto na area aspergida com limdo. Isto vem ao
encontro dos conhecimentos sobre morfologia da lesao e morte
celular. Sabe-se que ha um intervalo de tempo entre o estimulo
lesivo e a manifestagdo morfoldgica da célula lesada ou morta. A
duracgao desse retardo pode variar de acordo com a sensibilidade do
método utilizado para detectar as alteracdes®.

A microscopia eletronica de transmissao (MET), obtida de pele
duas horas apds a exposicao solar no tempo de oito minutos, foi
capaz de demonstrar alteracdbes antes de haver lesao na
microscopia otica. Vacuolizacdo e espongiose foram vistas, bem
como lesao dos filamentos de citoqueratina na ancoragem ao
desmossoma e hemidesmossoma e da membrana dos
queratindcitos.

Em 24 horas apds a indugao experimental, nao foi evidenciada
clinicamente lesdao; no entanto, na microscopia oOtica, ficaram
evidentes espongiose, vacuolizacao dos queratindcitos e necrose.

A lesao clinica foi verificada em 48 horas, pela presenca de

eritema sem diferenca nos tempos de exposicao de 5 e 8 minutos. A
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MO demonstrou lesao mais intensa, com presenca de clivagens sub
e intraepidérmicas, além da exocitose. A derme apresentou
alteracbes inespecificas como: congestao, micro-hemorragia e
esparsas células inflamatorias.

A presenca de lesao do epitélio folicular foi observada, de
forma semelhante a epiderme, com vacuolizacao da bainha radicular
e necrose.

Embora o eritema tenha permanecido inalterado apds 72
horas da inducdo experimental, as lesdes na MO ja demonstraram
alguma involucao. As alteracoes de vacuolizacao, espongiose,
necrose e exocitose acometem menor nimero de queratindcitos,
numa distribuicdao mais esparsa. Comecam a aparecer, neste
momento, atipias celulares. Essas atipias ja foram descritas em
lesdbes provocadas pela radiacao solar e, como nao foram
identificadas nos controles da pele aspergidas com limao e sem sol,
talvez possam ser consideradas uma alteracao actinica.

Nos controles realizados ( pele aspergida com limao e sem
exposicao ao sol e pele exposta ao sol e sem limao ) nao houve
lesdo clinica nem histoldgica. Isto demonstra que a lesao sé se
desenvolve pela juncao dos dois fatores: psoralenos e radiacao UV.

Importa ressaltar que o diagnostico da FFD, quando
acompanhado de uma histdria clinica apropriada, nao oferece
dificuldade. Em outras circunstancias, pode ser confundido com
dermatite de contato, linfangite superficial e queimaduras quimicas.
Nestes casos, a bidpsia pode contribuir para que os diagnosticos

diferenciais sejam afastados.
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Ha escassos relatos na literatura sobre os achados histoldgicos
da FFD. Salienta-se que o conhecimento detalhado das alteracdes
morfoldgicas da FFD visa a prover dados para uma confirmagao de
uma hipdtese diagndstica.

Numa consideragao com respeito ao modelo experimental,
suspeita-se que, pelo fato de os ratos serem albinos, uma maior
exposicao solar seja necessaria para que a lesao se desenvolva em
humanos, ficando interrogado o papel da melanina nessa reagao
fototdxica. Acredita-se que a espessura da camada de queratina
também possa interferir no desenvolvimento da lesdo bem como a

intensidade de raios ultravioleta A.
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Conclusao

Nas primeiras seis horas nao ha lesao na MO;

Na MET ha vacuolizagdo citoplasmatica e ruptura da
membrana citoplasmatica com diminuicdao da ancoragem dos
filamentos de queratina na placa desmossomica bem como
aumento do espaco entra as placas.

Em 24 horas ndo se evidencia lesdo clinica. A MO demonstra
espongiose, vacuolizacao e necrose de queratindcitos;

Em 48 horas ha eritema cutdneo. A MO, aparecem além das
alteracdes vistas em 24 horas, vesiculas sub ou
intraepidérmicas, exocitose e ocasionais microabcessos;

Em 72 horas permanecia clinicamente o eritema. As lesdes
vistas na MO demonstraram acometimento isolado dos
queratindcitos com o aparecimento de atipia dos

queratindcitos.
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