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RESUMO

A dermopigmentacgao € uma técnica que originou-se da tatuagem, sendo
esta, uma arte milenar muito utilizada pelos povos orientais para pigmentagao
cutanea, a partir de pigmentos exdgenos de diversas cores. Vem evoluindo de
forma satisfatoria nas ultimas décadas, sendo utilizada tanto para fins estéticos,
nas regides das sobrancelhas, olhos e labios, por exemplo, quanto para reparagao
de vitiligo, estrias, aréolas e cicatrizes. Em consequéncia do aumento da utilizagao
dessas tintas para pigmentagdo cutanea, se intensificam as preocupagdes em
relacdo ao potencial inflamatério desses elementos no corpo humano, surgindo a
necessidade de conhecer seu comportamento e seus riscos. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar os efeitos dos pigmentos exdgenos utilizados na
pigmentacdo cutédnea e sua interagcdo na produ¢ado de mediadores lipidicos. Para
isso, foram realizados ensaios para analise da dose/efeito nas concentragdes de
1:100, 1:1000 e 1:10000 em macréfagos peritoneais de camundongos C57bl6,
estimulados in vitro com o pigmento inorganico. Verificou-se a viabilidade celular
ap6s 24 horas de exposicdo dos macréfagos ao pigmento e observamos a
formagado de corpusculos lipidicos e a sintese de mediadores inflamatérios nos
tempos de 2h, 4h, 6h, 8h e 24h. Os dados da avaliacao de viabilidade foram
submetidos a analise estatistica por ANOVA e as médias comparadas por teste
Tukey, valores de p<0,05 foram considerados significativos. Os dados obtidos
mostraram que o pigmento inorganico utilizado ndo é citotoxico para macréfagos
peritoneais murinos, onde as 3 doses utilizados apresentaram viabilidade celular
acima de 95%. A observagcdo em microscopia de luz de macrofagos peritoneais
murinos corados com ORO e Bodipy mostrou a formagao de corpusculos lipidicos
nas 3 doses utilizadas, com maior formacdo na dose de 1:1000. Na analise da
morfologia das células com kit pandtico observamos que os macrofagos
mantiveram sua forma tipica e seu nucleo definido apds a exposi¢céo ao pigmento.
Observamos também baixa expressao de citocinas como TNF-a e IL-10. Os dados
demonstraram que, o pigmento ndo apresenta efeito toxico nas doses utilizadas in
vitro, e apresenta um baixo efeito indutor de inflamagao, visto que apesar da
deteccdo da formacédo de corpusculos lipidicos, a expressdo de citocinas pré
inflamatorias foi bastante reduzida.

Palavras-chave: Mediadores Lipidicos Inflamatérios, Corpusculos Lipidicos,

Micropigmentagao, Pigmentos exégenos, Tattoo.



ABSTRACT

Dermopigmentation is a technique that originated from tattooing, which is an
ancient art widely used by oriental peoples for skin pigmentation from exogenous
pigments of different colors, which has been evolving satisfactorily in recent decades,
being used for both purposes aesthetics such as in the areas of the eyebrows, eyes
and lips, as for repairing vitiligo, stretch marks, areolas and scars. As a result of the
increased use of these paints for skin pigmentation, concerns about the inflammatory
potential of these materials in the human body are intensifying, resulting in the need to
know their behavior and risks. Thus, the aim of this work is to evaluate the effects of
exogenous pigments used in skin pigmentation and their interaction in the production
of lipid mediators. For this, assays were carried out to analyze the dose/effect at
concentrations of 1:100, 1:1000 and 1:10000 in peritoneal macrophages from C57bl6
mice, stimulated in vitro with the pigment. Cell viability was verified after 24 hours of
exposure of macrophages to the pigment and we observed the formation of lipid bodies
and sinthesys of inflammatory mediators at 2h, 4h, 6h, 8h and 24h times. The viability
assessment data were submitted to statistical analysis by ANOVA and the means
compared by Tukey test, values of p<0.05 were considered significant. The data
obtained showed that the pigment is not cytotoxic to murine peritoneal macrophages,
where the 3 doses used showed viability above 95%. Light microscopy observation of
macrophages stained with oil red O (ORO) and Bodipy showed formation of lipid
bodies in the 3 doses used, with greater formation in the dose of 1:1000. In analyzing
the morphology of cells with the panoptic kit, we observed that the macrophages kept
their circular shape and their nucleus defined after exposure to the pigment. We also
observed low expression of cytokines such as TNF-a and IL-10. The data demonstrate
that the pigment does not have a toxic effect at the doses used in vitro, nor does it
have a potential inflammation-inducing effect, since despite the detection of the
formation of lipid bodies, the expression of pro-inflammatory cytokines was quite
reduced.

Keywords: Inflammatory Lipid Mediators, Lipid Bodies, Micropigmentation,
Exogenous Pigments, Tattoo.
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1. INTRODUGAO

A dermopigmentagao € uma técnica que originou-se da tatuagem, sendo esta,
uma arte milenar muito utilizada pelos povos orientais para pigmentagao cutanea. A
utilizacdo de pigmentos exdégenos, de diversas cores, vem evoluindo de forma
satisfatéria nas ultimas décadas, tanto para fins estéticos, como por exemplo, nas
regides das sobrancelhas, olhos e labios, quanto para reparacéo de vitiligo, estrias,
aréolas e cicatrizes (MARTINS et al., 2009).

Os primeiros relatos que se tém sobre a pigmentacéo cutanea foram a partir
das viagens maritimas que Marco Polo fez a Asia no século XVII sobre o colorido da
tatuagem no continente asiatico. Nessa época era comum que as pessoas cobrissem
o corpo com desenhos de ledes, dragbes, passaros e outras figuras (MARTINS &
BEHLING, 2012).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a tatuagem é
definida como a “pigmentacéao artificial da pele — pigmentacdo exégena introduzida
fisicamente dérmica ou subepidérmica da pele, com resultados permanentes,
objetivando embelezamento ou corregao estética” (BRASIL, 2009 apud CALDERAN,
2017, p. 43).

Para GIARETTA (2015), inicialmente, o nome utilizado para essa técnica de
pigmentagao cutédnea era maquiagem definitiva. Entretanto, a técnica passou por uma
modificagdo significativa em termos de desenvolvimento de novas técnicas,
configuragdes de agulhas, aparelhos e até mesmo da composigao das tintas, e hoje é
mais conhecida por Micropigmentagdo. Atualmente sao utilizados pigmentos
especiais para essa finalidade, e que foram desenvolvidas para esse fim,
diferenciando assim da tatuagem; por ser uma técnica menos invasiva,
semipermanente e com pigmentos mais fluidos, de carga pigmentaria relativamente
mais baixa, se comparado com os pigmentos de tatuagem.A Micropigmentacao é feita
na parte mais superficial da pele, atingindo, preferencialmente, a camada papilar da
derme, regiao proxima a epiderme (camada que sofre constante renovacgao celular) e
que por isso pode contribuir para o desbotamento gradativo da cor (DUARTE &
CALHEIRQOS, 2011).
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Devido a nossa pele ser uma estrutura extremamente irregular e tomando por
base a jungdo derme epidérmica, € muito dificil precisar que a tinta/pigmento estara
de fato na derme papilar. Entretanto, para um efeito semipermanente, o atingimento
de camadas mais superficiais € extremamente importante para garantia de um

trabalho mais suave e delicado.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORIA DA PIGMENTACAO CUTANEA EXOGENA

As pinturas corporais sempre estiveram presentes na histéria da humanidade.
Segundo ARAUJO (2005), ha relatos de tribos antigas que pintavam o corpo com
tintas extraidas de plantas em rituais religiosos, sendo este, um dos motivos pelos
quais levou o homem a desenvolver a arte da pigmentagao cutédnea. O estranhamento
vivido ao se ver nu e sem pelos, diante da beleza dos outros animais fez com que o
homem criasse tantas possibilidades de desenhos diferente para pintar o corpo, como

por exemplo: listras, circulos e pintas.

“...temendo que o desenho virasse um borrdo o homem descobriu
uma técnica mais ousada: com uma espinha de peixe bem pontuda
inseriu a tinta por debaixo da pele. Sentiu uma dor profunda. O

efeito, porém, haveria de durar para sempre.” (ARAUJO, 2005)

Da espinha de peixe até as maquinas mais modernas que vemos hoje, o
objetivo sempre foi pigmentar a pele e deixar um resultado claro e vivaz. Varias formas
e técnicas foram desenvolvidas, a fim de encontrar melhores formas de proporcionar

um resultado cada vez melhor, seguro e eficaz (ARAUJO, 2005).

AZEVEDO (2018) nos mostra que a pigmentagao corporal sempre teve um
sentido muito forte para muitos povos e por isso alguns deles utilizavam dessa técnica
como rito de passagem, desde os instrumentos até o tipo de desenho. Em pensar que
por muito tempo guerreiros do sudeste asiatico cobriam-se com tatuagem por
acreditar que isso lhes daria forgas sobrenaturais e seus corpos seriam impenetraveis

pelos ataques dos inimigos.
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Por outro lado, os motivos que levam homens e mulheres ocidentais a buscar
a pintura do corpo, sdo puramente estéticas, desvinculadas de qualquer valor
simbdlico social (MACCHIAVELLI, 2001).

2.2 EQUIPAMENTOS

A primeira maquina de tatuagem foi criada em 1891 pelo tatuador Samuel
O’Reilly, inspirada em uma caneta elétrica de autografia que gravava superficies duras
criada por Thomas Edison. A caneta foi adaptada por O’Reilly, o qual fez uma
maquina que oscilasse atraves do eletromagnetismo, permitindo a movimentagao das
agulhas, trazendo avangos na técnica de tatuar, abandonando as ferramentas
utilizadas tradicionalmente, no Ocidente. Um pouco mais tarde, Carol Nightingale em
1979, fez algumas modificacbes na maquina, acrescentando pecas. As maquinas
ficaram mais potentes aproximando-se do formato das que vemos hoje em dia.
Mesmo sendo tdo melhor, as tatuagens néo podiam possuir muitos detalhes, pois as
agulhas eram muito grossas e existiam poucas tonalidades de tintas. Hoje em dia, os
equipamentos utilizados para se realizar a dermopigmentagao cutanea nao sofreram
grandes mudancas se comparado com as primeiras maquinas de tatuagem.
Encontramos no mercado as maquinas rotativas, os demédgrafos e o indutor manual
(também conhecido como tebori), que sdo equipamentos que vao variar de acordo
com a estética, a poténcia, velocidade, modo de trabalho e a configuragéo das agulhas
(AZEVEDO, 2018).

Outra diferenca muito bem observada por GIARETTA (2015), € que nas
maquinas de Micropigmentacao, a rotacdo do motor € menor do que na maquina de
tatuagem, permitindo maior precisdo e controle do equipamento, possibilitando
desenhar estruturas mais delicadas, como sobrancelhas e efetuar correcbes de
procedimentos. Segundo a mesma autora, a regulagem da agulha faz toda diferenca
no resultado final. Para o procedimento de Micropigmentacao deve-se utilizar 2 mm
no maximo dentro da pele. Ja na tatuagem, € um pouco maior, podendo chegar até 3

mm aproximadamente de profundidade de agulha.
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2.3 TINTAS

Gragas aos avangos da industria quimica, a dermopigmentagéo vem evoluindo,
significativamente na busca por novos materiais sintéticos e formulacdes, a fim de
encontrar a concentracao ideal de cada tinta capaz de reproduz os efeitos naturais

desejados.

Para compreendermos melhor a interagao desses produtos em nossa pele &
preciso compreender sobre a composigao quimica das tintas para tatuagem e das
tintas no geral, que sédo praticamente iguais. As tintas para pigmentacado cutanea
devem ser livres de metais pesados e terem seus efeitos téxicos diminuidos
(GIARETTA, 2015).

A tinta € uma solugao liquida composta basicamente por solvente (agua ou
outros solventes organicos), resina, aditivo e pigmentos que podem ser organicos ou
inorganicos, a depender da sua classificagdo quimica, de acordo com CALDERAN
(2017).

Os solventes sédo produtos que tem por finalidade a capacidade de dissolver
materiais sem alterar suas propriedades quimicas. A solubilizacao € o resultado dessa
interacdo (FAZENDA, 1995).

A suspensdao € a principal caracteristica encontrada nas tintas de
dermopigmentacdo. Com tamanho médio de particulas dispersas de
aproximadamente 1000 nm, formam grandes aglomerados de moléculas,
representando um sistema heterogéneo, sendo possivel visualizar suas particulas em
um microscépio comum (CALDERAN, 2017).

Segundo FAZENDA (1995), os solventes mais utilizados em tintas sdo os
pertencentes ao grupo dos hidrocarbonetos, devido ao seu menor custo e por isso
indicado para compor a maioria das resinas. Ja os oxigenados, por apresentarem

atomos de “O” na molécula contribuem para o aumento da polaridade.

Um componente muito importante para as tintas, em geral, sdo as resinas. As
resinas sdo compostas nao-volateis que servem para aglomerar as particulas de
pigmentos. Antigamente eram obtidas a partir de compostos naturais e hoje em dia
sao obtidas através da industria petroquimica e quimica. As resinas determinam o tipo

de tinta: alquidicas, epoxidicas, acrilicas, aminicas, poliuretanicas e fendlicas. E
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importante salientar, que algumas resinas surgiram a partir da necessidade de se
melhorar as propriedades fisico-quimicas dos 6leos utilizados em tintas, como por
exemplo: as alquidicas, sendo estes 6leos o veiculo de maior aplicagdo em tintas. As
matérias-primas mais utilizadas na fabricagcdo de resinas sdo: ésteres glicéridos de

acidos graxos de origem vegetal (FAZENDA, 1995).

Outro componente muito utilizado em tintas sdo os aditivos, ingrediente que
adicionado a tinta, em quantidade pequena (no maximo 5% de sua composig¢ao) tem
a capacidade de proporcionar melhorias nas estabilidades, manufatura,
aplicabilidade, qualidade e aspecto. Existe uma infinidade de aditivos utilizados pela
industria de tintas, entre eles estdo: secantes, catalisadores, antipeles, espessantes,
surfactantes, estabilizadores, entre outros (FAZENDA, 1995 apud CALDERAN, 2017).

SARTORI, LOPES e GUARATINI (2010) chamam a atengdo para os
surfactantes e os tensoativos, que por atuarem na tensao superficial dos liquidos ou
dos sdlidos, eles reduzem de forma consideravel a tenséo superficial da agua ou a

tensao interfacial de dois liquidos nao misciveis.

Nas tintas de dermopigmentacéao, os aditivos mais utilizados sao os tensoativos
nao-idnicos, pois apresentam maior afinidade com a pele. Estes sdo mais utilizados
em cremes, por apresentarem alta compatibilidade com os olhos e com a pele, se
tornando um produto altamente hipoalergénico. Podemos dizer que os tensoativos
nao-idnicos consistem em uma molécula formada pela presenga de uma parte polar
ou hidrofilica (soluvel em agua) e uma parte apolar ou lipofilica soluvel em déleo. Tais
fendbmenos ocorrem em maioneses, espumas de extintores de incéndio, emulsdes
asfalticas, leite, entre outros além de tintas (VIDAL, 2010 apud CALDERAN, 2017).

2.4 PIGMENTOS

O responsavel pela cor e mais importante componente da tinta € o pigmento,
que no passado era extraido de seres vivos como planta e animais e de minerais como
as pedras e rochas. Com vasta variagdo de origem era possivel extrair o pigmento de

cor preta da glandula de polvos, do carvao (fuligem) ou até mesmo de pedras como a
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sumi-é— no Japéao. A cor vermelha (corante carmim), por exemplo, era extraida de
uma espécie de besouro a cochonilha (Dactylopius coccus). A partir de partes secas
das fémeas do besouro era extraido cerca de 10% do acido carminico que € a
substancia corante (CARVALHO et al., 2016; VELOSO, 2015; VIDAL, 2010).

Hoje em dia, sabemos que o pigmento € um material sélido finamente dividido,
em forma de pd e insoluvel no meio, compostos por componente organicos e
inorganicos. Essas substancias quimicas podem fazer parte da fabricagao de diversos
substratos, proporcionando cor a elementos téxtis ou nao, tintas, plasticos,

cosméticos, alimentos e outros materiais (CALDERAN, 2017).

Pigmentos e corantes ndo sdo sinbnimos, por isso vale a pena salientar sua
diferenca. A diferenga basica esta no tamanho da particula e na solubilidade no meio
em que € inserido. Os pigmentos possuem particulas maiores e sao insoluveis no
polimero, enquanto corantes sdo moléculas soluveis em polimeros (ALLEN et al.,
2000).
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As principais caracteristicas que vao diferenciar os pigmentos organicos dos

inorganicos sao:

Tabela 1 — Principais caracteristicas de pigmentos organicos e inorganicos.

Caracteristicas

Pigmentos Orgénicos

Pigmentos Inorgénicos

Composigao quimica

Carbono e hidrogénio,

principalmente

Minerais

(metais de transicao)

Solubilidade

Insoluveis no meio aquoso

soluveis no meio aquoso

Cor

Cor vibrante e transparente

Cor terrosa e opaca

Fotossensibilidade

Sensiveis a luz

Otima resisténcia a luz

Resistencia ao laser

Vulneraveis ao laser

Resistentes ao laser

Estabilidade quimica

Baixa estabilidade

Excelente estabilidade

Estabilidade térmica

Baixa estabilidade

Excelente estabilidade

Tamanho das particulas

Depende da moagem

Depende da moagem

Exemplos

Ftalocianinas,
quinacriadonas, perilenos,
dicetopirrdis, pirantronas e

outros.

Dioxido de Titanio (TiOz2),
Oxido de Ferro (FeO),
cromatos e molibidatos de

chumbo e outros.

Fonte: Adaptado de CALDERAN (2017).

Os pigmentos sintéticos utilizados hoje em dia, analogos aos naturais, foram

desenvolvidos no passado, por alguns alquimistas e os primeiros quimicos. Assim,
pigmentos como o azul do Egito eram feitos a partir de areia, carbonato de calcio e
minérios de cobre em tempos tdo remotos quanto 3000 anos atras (SHRIVER e
ATKINS, 2008 apud CALDERAN, 2017).

Segundo FAZENDA (1995),

principalmente, por um complexo de metais de transicéo, contendo molibdénio (Mo),

0s pigmentos inorganicos sao obtidos

cadmio (Cd), ferro (Fe), cromo (Cr), cobalto (Co), titanio (Ti) e niquel (Ni).

Os pigmentos inorgéanicos produzem cores resultantes da absorgao de energia
e reflexao de luz na faixa de comprimento de onda da regido do visivel, de 400 nm a
700 nm. Para alterar as caracteristicas visuais de algumas tintas, sdo utilizadas um

espectro de absorgao de energia na regido do visivel, que resulta numa aparéncia de
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branco, como TiO2, Oxido de Zinco (ZnO), Sulfeto de Zinco (ZnS) (sem absorgéo no
visivel). O pigmento mais importante hoje na industria de tintas e pigmentos para
tatuagem é o preto, uma cor de pigmento obtida pela combust&o parcial ou pirdlise de
hidrocarbonetos, normalmente gas ou 6leo (SHRIVER e ATKINS, 2008).

Ja os pigmentos organicos sao substancias organicas que conferem cor as
tintas, insoluveis no meio aquoso, apresentam-se na forma de pequenos cristais e ndo
apresentam ac&o anticorrosivas. Para que o composto orgénico apresente cor, todos
0s pigmentos organicos possuem na sua estrutura quimica, um grupo de cromdéforos
responsaveis pela ressonancia eletrénica e consequentemente, a revelagdao da cor
(FAZENDA ,1995)

Devido as suas cores vibrantes e sua alta durabilidade na pele os pigmentos
organicos sdao muito utilizados para tintas de Micropigmentagdo. Sao transformados
em suspensdes liquidas para facilitar o implante no tecido e misturados com
espessantes, emolientes, dispersantes e as vezes, alcool como agente conservante
(GIARETTA, 2015).

Ainda, segundo GIARETTA (2015), diferente do que muitas pessoas pensam,
0s pigmentos organicos e inorganicos utilizados em Micropigmentagao, hoje em dia,
seguem sendo produzidos sinteticamente, finamente moidos e transformados em pos.
Para garantir um baixo indice de toxicidade ao usuario, as empresas que fabricam o
pigmento devem levar em conta varios critérios que estdo associados ao uso de
solventes especificos, o tamanho adequado das particulas do pigmento e ao fator luz.
A ANVISA é o 6rgdo responsavel pela regulamentacdo da fabricacdo e

comercializagido no Brasil.

Esses critérios além de relevantes sdo muito importantes, pois tintas soluveis
em agua tém grande solubilidade também em sangue podendo alcangar qualquer
parte do corpo. Ja as tintas soluveis em 6leo tém grande potencial de se mover e
acumular em tecidos gordurosos, como por exemplo o tecido adiposo em humanos.
As tintas de tatuagem e Micropigmentagao devem usar pigmentos estaveis que evitem
sua decomposicao. Existem relatos na literatura que algumas tintas perderam a sua
cor, quando expostas a radiacao solar (STUCKEY e EILKS, 2015).

Os pigmentos ao serem aplicados sobre a pele tendem a formar particulas de

0,5 a 10 ym. Estudos mostraram, através de experimentos realizados com a estrutura
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quimica das substancias presentes nas tintas de tatuagem, que a toxidez e as
propriedades alérgicas foram minimizadas, quando associadas a técnica de redugao
do tamanho das particulas dos pigmentos em 0,5 e 1um, durante a fabricagéo da tinta
(VISCIGLIA, 2014).

O Colour Index (Cl) é uma colegao de livro publicado pela “The Society of Dyers
and Colourists” e pela “American Association of Textil Chemists and Colorists”,
utilizados para uniformizar o nome dos pigmentos e tornar mais simples sua
identificacdo. O Cl é como um banco de dados referencial para os fabricantes de
produtos coloridos e facilita para os consumidores, que poderdo encontrar a cor
desejada na embalagem dos produtos (FAZENDA, 1995).

Além de toda parte quimica das tintas de Micropigmentagdo, outros
componentes podem ser estudados, como por exemplo: a parte biolégica, com
estudos relacionados a composi¢gao imunohistoquimica da pele e a relagdo de
toxicidade, que alguns compostos podem oferecer quando aplicados sobre a pele.
Poucos estudos relacionados a essa interagéo pele/pigmento existem publicados hoje
na literatura cientifica e pela grande expanséo que tivemos no mercado de atuacgéo
destes profissionais com técnica de Micropigmentacgao, se faz necessario o empenho
da comunidade cientifica em desvendar as possiveis interacées existentes entre

esses dois elementos.

2.5 PELE E TOXICIDADE A TATUAGEM

Como ja sabemos, a pele € conhecida como o maior érgéo do corpo humano.
Constitui-se de uma complexa estrutura de tecidos vivos, de varias naturezas, inter-
relacionados, de modo a desempenhar de maneira harménica todas suas fungdes.
Recobre uma superficie de cerca de 1,5 a 2,0m? podendo pesar de 3 a 4kg,
participando de um sistema chamado “sistema tegumentar” (BECHELLI e CURBAN,
1963).

Por ser facilmente acessivel, a pele é utilizada no diagnéstico diferencial de
quase todas as doengas, sendo um dos melhores indicadores de saude geral de um
individuo (SWARTZ ,2001).
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A pele apresenta importantes fungbes como: efeito barreira (impedindo a
entrada e a saida de substancias e patégenos), contencado de estruturas do corpo
(tecidos e 6rgaos) e de substancias vitais (liquidos extracelulares), regulagao do calor,
sensibilidade e sintese de vitamina D (MOORE e DALLEY, 2007).

MOORE e DALLEY (2007) dividem a pele em epiderme, uma camada celular
mais superficial, composta por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado; a
derme, uma camada de tecido conjuntivo profundo e por seus anexos (foliculos
pilosebaceo, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas). A primeira camada da
pele para estes autores é considerada como semipermeavel, uma vez que
substancias de baixo peso molecular podem atravessa-la, como por exemplo:

corantes (pigmentos), compostos cosmeéticos e farmacéuticos.

A derme, camada da pele situada inferiormente a epiderme, € composta por
tecido conjuntivo conectivo frouxo e denso nao modelado e apresenta numerosas
terminacdes nervosas e abundantes vasos sanguineos. E nessa camada que estio
situados a raiz dos pelos, as glandulas sudoriparas e sebaceas, bem como, os
diferentes tipos de células: fibroblastos, macrofagos e mastécitos, que fazem parte da
homeostasia local. Os pigmentos sao depositados exatamente na camada dérmica,
dai a importancia de conhecer alguns detalhes desse processo, bem como a principal
substancia quimica que da cor natural a nossa pele, a melanina (VIGUE e MARTIN,
2007).

O sistema tegumentar possui uma série de aminoacidos (cistina, prolina,
tirosina, valina), proteinas (elastina, colageno, melanina, queratina), lipidios (acidos
graxos, colesterol, fosfolipidios, ceramidas), azotados (acidos nucleicos,
glicoproteinas, acido Hialurénico, ureia), glicidios (glicose e glicogénio) e sais minerais
(sodio, potassio, zinco, ferro, magnésio), capazes de atuarem sinergicamente,

garantindo o equilibrio e as fungbes naturais desse sistema.

A pele é pigmentada naturalmente por um polimero natural sintetizado na
epiderme, a melanina. A melanina é produzida por uma célula especializada chamada
melanécito e a quantidade desse polimero € que qualifica a cor da pele de cada
individuo. Sendo assim, quanto maior a quantidade de melanina, mais escura sera o
tom de pele e vice-versa. A produgao de melanina feita pelos melandcitos acontece
pela bio-oxidagao progressiva da tirosina (CUNHA et al., 2004; FOGACA, 2021).
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A melanina exerce fungao protetora contra a radiagao ultravioleta emitida pelo
Sol que é nociva aos tecidos vivos. E por isso a melanina encontra-se presente em
diversas estruturas do nosso corpo, como por exemplo: nos olhos, pele, cabelo e
pelos. A cor da pele ndo depende apenas da presenca da melanina, mas também de
outras substancias como, por exemplo, o caroteno presente no tecido adiposo
subcutaneo que tem a cor alaranjada. Os vasos sanguineos sao também estruturas
que influenciam na cor da pele, pois quando dilatados a pele fica mais escura. Um
exemplo disso sdo as olheiras (GIARETTA, 2015).

Além de dominar as técnicas, fazer bons desenhos, possuir bons equipamentos
e conhecer a teoria das cores, um bom profissional de Micropigmentacdo deve
conhecer todo o processo de reparagao tecidual, que acontece uma forma organizada
para promover a recuperacao do tecido lesionado. O corpo realiza uma série de
atividades bioquimicas sequenciais e ordenadas, para que o tecido recupere sua
integridade. Durante a implantacdo de pigmento na Micropigmentacao, os pigmentos
ao serem introduzidos na derme geram uma inflamacao local, que pode ser

acompanhado ou ndo, de um pequeno sangramento (GIARETTA, 2015).

O processo de cicatrizagao esta divido em trés fases: fase inflamatoria, fase
proliferativa e fase de remodelagem ou maturagao. A fase inflamatéria acontece logo
apos a perfuragdo da agulha sob a pele, iniciando-se uma vasoconstricdo para
diminuicdo do sangramento local, com consequente diminuigdo do liquido circulante,
pois a rede linfatica também é afetada. A noradrenalina € uma substancia precursora
importantissima para promover essa vasoconstricdo protetora. O NO é uma molécula
produzida por diversos tipo celulares, dentre elas os macrofagos, desempenhando
muitas fung¢des dentre as quais na resposta imunologica destacamos sua habilidade
microbicida e vasodilatadora. Um radical livre com capacidade citotdxica contra

microorganismos e células tumorais no geral. (ZIMMERMANN, 2017).

A partir desse momento comecga a agregacao plaquetaria e de leucécitos na
parede interna dos vasos lesionados, estimulando assim a coagulagao, para obstruir
0 escape de sangue e formar o coagulo local, composto por colageno, plaquetas e as
trombinas. Na sequéncia desse processo ocorre uma vasodilatagcdo compensatoria
no sentindo de permitir a passagem de fluidos e células de defesa para o tecido
lesionado e toda a sinalizagdo quimica servira de amparo para o0 processo de

quimiotaxia. Os neutrofilos (polimorfonucleares), células que compreendem parte do
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nosso sistema imune sao as primeiras células a chegar a regido, aderindo-se a parede
dos vasos e liberando radicais livres com o objetivo de atacar bactérias invasoras. Aos
poucos essas ceélulas vao sendo substituidas por macréfagos. A partir dai na fase de
maturacdo a produgédo de colageno e matriz extracelular € organizada recuperando
assim as caracteristicas iniciais do tecido lesionado (FERREIRA e DASSUNPCAO,
2006).

Ja quando o pigmento € implantado na pele, células especializadas do sistema
imunoldgico, como os macréfagos, por exemplo, o reconhecem como um corpo
estranho e tentam fagocita-lo ou quebra-lo em particulas menores, de modo que
possam ser removidos pelo sistema linfatico. Geralmente, o tamanho das particulas
de pigmentos tende a ser grande e nao tdo faceis de quebrar. Dessa maneira, 0s
pigmentos sdo isolados com ajuda de filamentos, chamados fibrilas, por células do
sistema imunoldgico, de forma a evitar que o pigmento se mova, ou seja,
encapsulando e fixando-o no local (GIARETTA, 2015).

Existem alguns fatores que podem contribuir para a fixagdo e estabilidade do
pigmento dentro da pele, dentre eles estdo a profundidade, o volume de pigmento, a
maquina que sera utilizada para confecgdo do trabalho e a escolha do pigmento
adequado. De um modo geral, pigmentos organicos sao mais biocompativeis — o
organismo encapsula e o0s pigmentos inorganicos n&do sao biocompativeis —

submetem-se mais vezes a tentativa de expulsdo (CALDERAN, 2017).

2.6 MICROPIGMENTAGAO E RESPOSTA INFLAMATORIA

O processo de Micropigmentacdo induz uma inflamagdo que se resolve
espontaneamente, com total regeneracao epidérmica dentro de duas semanas,
podendo, em alguns casos, prolongar este tempo. Embora complica¢des inflamatorias
resultantes de Micropigmentagao sejam raras, estudos mostram que a sua incidéncia
esta a aumentar (GIARETTA, 2015). A presenga de sinais cardinais inflamatérios
como: edema, dor, calor e rubor local apos os procedimentos, sao respostas imediatas
do sistema imunoldgico, atuando de forma efetiva no controle e alivio dos danos
teciduais provocados pela acdo mecéanica das agulhas e inducdo do pigmento
exoégeno na pele (ZIMMERMANN, 2017).
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As lesdes da pele sao eventos que podem contribuir para o desequilibrio da
fisiologia da pele, em especial a Micropigmentagao que afeta a camada dérmica. O
processo de cicatrizagao que tem por finalidade a cura de feridas que ocorre em trés
fases didaticamente divididas, como fase inflamatéria, proliferativa e de remodelacao
(BROUGHTON et al, 2006).

Durante a primeira fase em resposta a agentes inflamatérios ocorrem a
hemostasia, migragdo de leucocitos e inicio da cascata de reparacao tecidual com
diminuicao do afluxo sanguineo pela contragdo dos vasos. Com extravasamento de
sangue dos vasos lesionados, plaquetas sao ativadas pela matriz extracelular que
envolve o epitélio, iniciando a adesdo e agregacgéao celular. O fibrinogénio sérico é
clivado pela trombina resultante das vias de coagulagdo, formando mondémeros de
fibrina que se polimerizam pela agao do fator Xll, formando, junto as plaquetas, um

tampao hemostatico que impedem a perda de sangue (KIERSZENBAUM et al., 2004).

Um arcabouco de fibrina, necessario para a migracao das células que chegarao
e os primeiros fatores de crescimento com atividade surgirdo em todo esse processo
para contribuir com a continuagdo da fisiologia do reparo tecidual. Os fatores de
crescimento sao polipeptidios secretados na ferida que podem ter como fungao
estimular ou inibir a sintese de determinadas proteinas, além de ativar a migragcao de
células, dentre as quais destacamos a fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator transformador do crescimento beta (TGF-3), que terdo como fungao
nesse primeiro momento atrair neutrofilos e mondcitos para a lesdao e o fator de
crescimento epidérmico (EGF) que sera mais ativo na fase proliferativa
(BARRIENTOS et al., 2008).

A migragao dos neutréfilos dos vasos sanguineos para a ferida sera mediada
pela ligacao de selectinas superexpressas de endotélio ativado. Este tecido teve sua
fisiologia alterada pela interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
secretados por macrofagos e pelo préprio endotélio, sendo que a primeira citocina
também é expressa por queratinécitos que sao afetados durante a Micropigmentacao.
Ao sairem dos vasos sanguineos em dire¢do ao tecido lesionado, os neutrofilos
migrardo em resposta a elementos do sistema complemento (C3a e Cb5a), da
desgranulacédo de plaquetas, produzida por macrofagos e fibroblastos. Em seguida,
mondcitos se infiltrardo em resposta a estimulos idénticos ao de neutrdfilos, e se

diferenciardo em macréfagos sob o estimo de interferon-y (IFN-v), aumentando a
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sintese proteica, o tamanho celular, o aparelho de Golgi € o numero de lisossomos,
microtubulos e microfilamentos (ZIMMERMANN, 2017).

Os macrofagos juntamente com os neutréfilos, removerédo particulas estranhas,
como bactérias e o tecido morto do leito da ferida, sendo a agao antimicrobiana dos
neutroéfilos produzida pela formagao de radicais livres de oxigénio e as do macréfago,
pelo aumento da sintese de Oxido Nitrico (NO). No processo de inflamac&o, o NO age
na vasodilatagdo e no aumento da permeabilidade vascular, sendo majoritariamente
produzido por enzimas intracelulares presente em todos os tecidos (BROUGHTON et
al., 2006; TOWNSEND et al., 2011).

Além de todas essas células e fatores de crescimentos, outros mediadores
inflamatorios podem estar presentes nessa fase importante da regeneragéao tecidual
pos Micropigmentagdo, como por exemplo, os mediadores lipidicos da inflamacgéo,
dentre eles, destacamos os eicosandides, como prostaglandinas (PGs) e leucotrienos
(LTs).

2.6.1 MEDIADORES LIPIDICOS DA INFLAMAGAO

Quando pensamos em metabolismo lipideos, as fosfolipases A2 (PLA2) sao
enzimas que tém importante funcédo em varios processos celulares. Estas enzimas
participam da biossintese de mediadores lipidicos da inflamagdo, hidrolisando
fosfolipidios na posicédo sn-2 liberando lisofosfolipideos e acidos graxos. Um
importante acido graxo liberado no processo inflamatério é o acido araquidonico (AA),
o substrato das ciclooxigenases (COX) ou lipoxigenases (LO), para formagao dos
eicosanoides (DIAZ e ARM, 2003).

Os lisofosfolipideos gerados a partir da agao das fosfolipases também podem
desencadear respostas celulares inflamatérias. Ademais, fosfolipidios contendo uma
ligacao éter na posigdo sn-1e um residuo de colina ligado ao fosfato, ao serem
hidrolisados por PLA2 formam Liso-PAF. Esse metabdlico pode ser acetilado na
posicao sn-2 formando fator de agregacgéo plaquetaria (PAF), um potente mediador

lipidico, envolvidos principalmente na inflamagao (PRESCOTT et al., 2000).

A hidrélise dos fosfolipidios acontece por intermédio das PLA2 que pode liberar

substratos para a formagao de mediadores lipidicos, sendo amplamente aceito que
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diferentes isoformas de PLA:2 apresentem um papel importante na ativagdo do
processo Inflamatdrio. Varios estudos apontam a sPLA: (fosfolipase secretada) e
cPLA: (fosfolipase citosdlica) agem em sincronia na geragado de eicosanoides em

macrofagos, neutroéfilos, osteoblastos e fibroblastos (YEDGAR et al., 2006).

O AA liberado pelas PLA2 ndo atuam somente como substrato para formagéao
dos eicosandides, mas exerce efeitos diretos nas funcbes celulares ao serem
liberados. Dentre esses efeitos estdo a desgranulagdo de neutrofilos, secrecdo de
insulina pelas células de Langerhans, inibicdo da permeabilidade entre células
aderentes, aumento da aderéncia de neutréfilos e da expressdo do receptor de
integrina, indugcédo de migracao de células epiteliais e modulagéo da proliferacéo de

diversos tipos celulares, incluindo células tumorais (MONJAZEB et al., 2006).

As COXs sao enzimas importantes para a conversao de AA em PGH2, sendo
este o precursor dos prostandides, como PG (PGE2 PGD2 e PGF2), prostaciclinas e
tomboxanos, que s&o importantes reguladores dos processos homeostaticos bem
como da inflamacgéo. A COX-1 é uma enzima constitutiva, isoforma que sintetiza PG
para manutengcdo do organismo. Ja a COX-2 € uma isoforma que induzida por
estimulos como citocinas e fatores de crescimento, tem sido associada a doencas
inflamatérias (PRESCOTT e FITZPATRICK, 2000).

Apos ser metabolizado pela COX, o AA se transforma em PGH2 um composto
extremamente instavel, e pode ser convertido rapidamente a PG, prostaciclina, ou a
tromboxano pelas enzimas sintases terminais. A PGE2 € um potente mediador lipidico
capaz de modular a motilidade e a sobrevivéncia das células, aumentando a
proliferagdo celular e induzindo a angiogénese (TSUJII et al., 1998 e SHENG et
al.,2001).

2.7 CORPUSCULOS LIPIDICOS

Os corpusculos lipidicos (CL) também chamados de gotas lipidicas ou
adipossomos sdo inclusdes citoplasmaticas ricas em lipideos, sendo a segunda maior
reunido de lipideos associada ao sistema biologico (MURPHY e VANCE, 1999). Os

CL sao encontrados em diversos tipos celulares como leveduras, plantas, animais,
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bem como, em alguns procariotos e podem permitir a rapida mobilizacdo de lipideos
para varias fungdes bioldgicas (MURPHY e VANCE, 1999).

Diferentemente de outras organelas citoplasmaticas, os CL sao envoltos por
uma unica camada de fosfolipidios, centro rico em lipideos neutros como triacilglicerol
(TAG), diacilglicerol (DAG) e éster de colesterol (EC), sendo relativamente

heterogéneos em respeito ao tamanho e a composi¢cao (MURPHY, 2001).

Inicialmente, os CL foram estudados nos tecidos adiposos e pensava-se que
estas organelas eram importantes fontes de energia, em situacbes de limitado
fornecimento de nutriente que eram locais de estoque de acidos graxos livres, a fim
de evitar a formacao de lipidios reativos, capazes de promover, eventualmente, a
morte celular (KUSMINSKI et al., 2009). Entretanto o aumento dos CL em tamanho e
numeros tem sido bem descritos em diversas patologias infecciosas quanto
inflamatorias (D’AVILA et al., 2008).

Alguns modelos tém sido propostos para explicar a biogénese dos CL. A
hipétese mais aceita € que sao formados a partir do reticulo endoplamatico (RE),
possuem sintese de TAG e EC pelas enzimas acilCoA-diaciglicerolaciltranferase e
acilCoA-colesterol aciltranferase no RE. Os lipideos se acumulam entre as camadas
citosdlicas fosfolipidicas da membrana, gerando um brotamento para formar uma
organela independente, limitada por uma monocamada de fosfolipideos e proteinas
(MARTIN e PARTON, 2006). Outra proposta de biogénese de CL se refere ao
invaginamento da monocamada luminal do RE, onde ela ficaria disposta no interior
dos CL, explicando o porqué alguns CL possuirem varias monocamadas de
fosfolipideos no seu interior (ROBENEK et al., 2004).

N&o é um simples acumulo de gordura a biogénese de CL, é um fenbmeno
altamente regulado por estimulo e em células especificas (BOZZA e BANDEIRA-
MELO, 2005). Em células do nosso sistema imune, como os leucécitos, diversos
estimulos inflamatdrios nao lipidicos sao capazes de induzir a formacao de CL, como
produtos derivados de bactérias e citocinas, requerendo a ativacao de diferente das
vias de sinalizagcdo e sintese proteica, dependentes do estimulo e do tipo celular
(BOZZA et al., 2007).

Os CL sao locais de compartimentalizagdo e de metabolismo de AA. Algumas

infecgcdes bacterianas tém sido relacionadas ao aumento de CL e a sintese de
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eicosanoides e com localizacdo de enzimas formadoras de eicosanoides nessas
organelas (PACHECO et al., 2002, LEITE et al., 2005, PACHECO et al., 2007,
D'AVILA et al., 2008).

Varios efeitos imunossupressores tém sido relatados para a PGE2 em altas
concentragdes, como a inibicdo de citocinas de Th (linfécitos T auxiliares, helper) do
tipo 1, TNF-a e a sintese de NO (RENZ et al., 1988, BETZ e FOX, 1991). A inibicdo
de uma resposta Th1 pode estar relacionada com o aumento da capacidade dos
macréfagos em produzir PGE2 derivadas dos CL, podendo assim, modular
negativamente a ativagao do macroéfago, favorecendo a sobrevivéncia e a replicagao
de patdgenos no interior do fagocito. Foi observado em microscopia eletrénica de
transmissao a proximidade entre CL e fagossomas em animais, demonstrando assim
que essas organelas parecem participar da regulagdo do metabolismo lipidico e do
controle da sintese de mediadores inflamatérios (D'AVILA et al., 2006, D’AVILA et al.,
2021).



34

3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar os efeitos dos pigmentos exdgenos utilizados na pigmentagao cutanea

e sua interagao na producéo de mediadores inflamatérios.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar a endocitose dos macrofagos perinotneais murinos expostos ao

pigmento inorganico.

Avaliar, in vitro, a viabilidade de macrofagos perintoneais murinos expostos ao

pigmento inorgéanico.

Analisar, in vitro, a sintese de mediadores lipidicos e citocinas inflamatérias
produzidos por macréfagos murinos estimulados com pigmento inorganico em

diferentes tempos.

Investigar, in vitro, a formacdo de CL apds a exposigdo de macrofagos

peritoneais murinos ao pigmento inorganico em diferentes tempos.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Camundongos C57BL/6, machos, pesando entre 20 a 25g, com idade de de 2
a 6 meses foram obtidos do Centro de Biologia da Reprodugao (CBR) da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno
coberta com maravalha, com livre acesso a agua e ragado (Nuvilab, Brasil), em
temperatura de 22-26°C com ciclos de claro/escuro de 12h. Camundongos machos
pesando de 20 a 25g, de 6-8 semanas, foram utilizados no experimento. Todos os
protocolos foram aprovados pelo CEUA-UFJF (021/2015 e 018/2018).

4.2 OBTENGAO DO PIGMENTO

O pigmento inorganico Mag Color Gold, fabricado pela Mag Estética Ind e Com.
Ltda ME (MG), foi cedido pela Mag Estética, Sdo Paulo. O pigmento estéril foi
armazenado em temperatura ambiente e resuspendido em solucéo fisioldgica estéril

no momento do uso.

4.3EXPERIMENTO IN VITRO - EXPOSIGAO DE MACROFAGOS
PERITONEAIS

Macrofagos peritoneais de animais normais foram plaqueados em microplacas de
24 pogos. Para andlise de CL, foram plaqueadas 1x10° células por pogo, com
laminulas circulares no fundo. As células ressuspendidas em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-1640 contendo 2% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
penicilina e estreptomicina foram incubadas a 37°C, em atmosfera com 5% de gas
carbdnico (COz2), durante 24h para adesao. Apds 24h, as placas foram lavadas com
tampao fosfato-salino(PBS) estéril (3x) para retirada das células ndo aderentes. Em
seguida, foi feita a exposicdo das células ao pigmento inorgéanico, previamente

ressuspendido em PBS 1x estéril e os macréfagos foram estimulados com o pigmento
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na concentragao final de 1:100, 1:1000 e 1:1000 por 2h, 4h, 6h, 8h, 24h. Para analise
da viabilidade celular, apés 24h de estimulo, o sobrenadante foi retirado e adicionou-
se 0 Azul de Tripan e foi realizada a contagem da viabilidade de 100 células por grupo.
Macrofagos dos mesmos grupos experimentais foram corados para contagem de CLs,
e o sobrenadante foi coletado para analise por Elisa e EIA da produgao de citocinas e

mediadores lipidicos, respectivamente.

4.4COLORAGAO E CONTAGEM DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

Para coloracéo de CL, os macrofagos aderidos nas laminulas in vitro foram
fixados em formalina 3,7% por pelo menos 10 min. As laminulas foram lavadas com
propilenoglicol e PBS 1x, e incubadas com Oil Red’O (ORO; Sigma-Aldrich, St. Loius,
MO, EUA) por 5min, protegidas da luz. Apos subsequente lavagem, a lamina foi
montada com meio de montagem contendo 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA), um fluorocromo que se liga ao DNA, usado para
visualizagdo dos nucleos. Para determinar a formacéo de CLs, os mesmos foram
contados em 50 células consecutivas/lamina em microscoépio de fluorescéncia com o
software CellSens (Olympus, Téquio, Japao). Os resultados foram expressos em
média + EPM.Paralelamente, um grupo laminulas dos grupos experimentais foram
coradas por 1 umol de 1-acil - 2- (7 - octil BODIPY ™ - 1 - pentanoil) - sn — glicerol,
por 1 hora a temperatura ambiente, protegidas da luz, para marcagcéo dos CL. Apds
subsequente lavagem, a lamina foi montada com meio de montagem para observagéo

em microscopio de fluoerescéncia.

4.5DOSAGEM DE CITOCINAS

O sobrenadante da cultura de macrofagos estimulados com os pigmentos
inorganicos foram analisados quanto a produgao de citocinas TNF-a, TGF B, PGEze
IL-10. A deteccao foi realizada através de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica
(ELISA), utilizando-se anticorpos adquiridos comercialmente, de acordo com as

instrugdes do fabricante (R&D Systems). A leitura foi realizada em leitor de microplaca
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(SpectraMax 190; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) em comprimento de onda
450nm.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao apresentados com média + EPM. A anadlise estatistica dos
resultados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 7.0 e os resultados
submetidos a ANOVA e posteriormente ao teste Tukey. Serdo consideradas

significativas as diferengas com p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINAGAO DA DOSE/EFEITO

Inicialmente, realizamos experimento in vitro para padronizarmos a endocitose
do pigmento inorganico e estimulagdo de macréfagos. Padronizamos utilizar uma
diluicdo estoque inicial em PBS estéril (1:10) e posteriores diluicbes, conforme tabela

abaixo, a fim de identificar a melhor dose/efeito, como apresentado na tabela 2.

Tabela 2 — Diluigdo do pigmento em PBS estéril para identificagdo da melhor dose/efeito.

Controle 1000u! de PBS estéril
1:100 100ul de tinta + 900ul PBS estéril
1:1000 10l de tinta + 990ul PBS estéril

1:10000 1ul de tinta + 999yl PBS estéril

Apos 24 horas de estimulagao in vitro, observamos em microscépio de
luz que as doses de 1:100 e de 1:1000 mostraram-se ideais para visualizagcao da
endocitose, sendo possivel observar o pigmento dentro dos macrofagos expostos a
tinta. A concentragao de 1:10000 n&o mostrou-se eficaz para observar a endocitose
dos macroéfagos, visto que essa concentragdo apresentava menor quantidade de

pigmento e pouquissimos macrofagos marcados foram observados (Figura 1).
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Figura 1 — Interagdo de macrofagos peritoneais estimulados com pigmento em concentragéo de 1:100
(A), 1:1000 (B), 1:10000 (C), controle (D) no tempo de 24h. Células oservadas em micoscopio de luz.
Barra: 10um.

5.2 AVALIAGAO DE CITOTOXICIDADE E VIABILIDADE CELULAR

Para o teste de citotoxicidade, procuramos analisar no maior tempo
experimental, que foi de 24h. Neste momento, foi identificado que em todas as
concentragdes estudadas, o pigmento ndo apresentou efeito citotdxico, contribuindo

assim para viabilidade celular apresentada a seguir:

Tabela 3 - Avaliagdo da Viabilidade Celular

Controle Viabilidade Celular
C1 98 vivas e 2 mortas
C2 100 vivas e 0 mortas

C3 92 vivas e 8 mortas
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Pigmento 1:100 Viabilidade Celular
P1 97 vivas e 3 mortas
P2 95 vivas e 5 mortas
P3 97 vivas e 3 mortas
Pigmento 1:1000 Viabilidade Celular
P1 94 vivas e 6 mortas
P2 100 vivas e 0 mortas
P3 90 vivas e 10 mortas

Pigmento 1:10000 Viabilidade Celular

P1 100 vivas e 0 mortas
P2 99 vivas e 1 morta
P3 98 vivas e 2 mortas

Agentes fisicos ou quimicos podem induzir uma resposta inflamatéria causando
a ativacado celular e a producdo de mediadores inflamatérios, cursando como a
producao de radicais livres, fagocitose e remodelagem tecidual. Quanto mais
citototoxico for o pigmento, maior sera o processo inflamatorio e menor durabilidade
terao as particulas de pigmento dentro da pele (ZIMMERMAM, 2017).

A avaliacao de citoxidade e viabilidade celular nos sugere que o pigmento para
Micropigmentacgao cutédnea, nao é citotéxico as celulas do modelo biolégico utilizado,

reforgando assim sua indicagao para pigmentagao cutanea cosmética.

Entretanto, vale salientar que outras classes de pigmento disponiveis no
mercado podem se comportar de forma diferente nos técidos bioldgicos, sendo
necessarios novos estudos para nortear quais classes de pigmentos sao mais
indicados utilizar sobre a pele, proporcionando maior estabilidade da tinta, maior
durabilidade do procedimento, menos danos teciduais e, consequentemente, menor

ativacao do sistema imunoldgico.

CRUZ et al., 2010 em seu estudo de casos, relatou que dois pacientes que

apresentaram reag¢des adversas aos pigmentos de tatuagem. Uma paciente do sexo
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feminino de 24 anos, apresentou a biopsia apos 3 anos de realizacdo de uma
tatuagem no tornozelo direito, hiperparaceratose, infiltrado inflamatério crénico
liquenoide e perivascular, além de depdsito de pigmento na derme, compativel com
dermatite liquenoide. Ja o segundo caso foi de um paciente do sexo masculino de 30
anos de idade, que apos 8 meses da realizagdo da tatuagem e exposi¢ao solar
apresentou infiltrado inflamatério difuso, denso, linfocitario ao redor do pigmento,
induzido na pele e com sugestdo de pseudolinfoma, mostrando assim, que
diferentemente dos resultados encontrados neste trabalho com a analise dos
pigmentos de Micropigmentacdo, algumas cores de pigmentos de tatuagem
apresentam um carater citotoxico as células da pele, desencandeando mesmo que

tardiamente reagdes inflamatdrias adversas.

Entre todas as reacbes adversas relacionadas a indugdo de pigmentos
exdgenos na pele, as mais comuns sao as reag¢des de hipersensibilidade que podem
ser imediatas ou levar dias e até mesmo anos para aparecer (KATZ et al., 2008;
JUHAS, 2013). A maioria dos estudos descreve reagdes alérgicas como dermatite de
contato alérgico, entretando, as tatuagens coloridas tem uma maior capacidade de
evoluir com reagdes granulomatosas e liquenoides, o que ndo € comum nos trabalhos
realizados com tinta de Micropigmentacao (KLUGL et al., 2010; KAUR et al., 2009).

As reacbes de hipersensibilidade alérgica podem ser classificadas como
dermatitie fotoalergica ou de contato (WENZEL et al., 2013). Estudos mostram que os
pigmentos que apresentam maior capacidade de hipersensibilidade retardada sao os
de cor vermelho (mercurio) e o preto (carbono preto), sendo este ultimo um indutor de
inflamac&o, devido aos seus hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sendo
excelentes fotossensibilizantes, capazes de gerar espécies reativas de oxigénio ao
ser exposto a radiacao ultravioleta (KAUR et al., 2009; WENZEL et al., 2013. Vale
destacar essa informacgao, pois algumas tintas comercializadas no Brasil apresentam

esses dois tipos de pigmentos para composi¢cao dos tons castanhos.

5.3 ANALISE MORFOLOGICA DAS CELULAS

Apos a exposigdo dos macréfagos peritonais murinos ao pigmento inorgéanico,
observamos através da coloracdo em panoético que ndo houve mudanga na

morfologia das células nos grupos estimulados com pigmentos. Em todos os grupos
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experimentais, os macrofagos exibiram morfologia tipica de célula ndo ativada, com
formacgao circular, ndo vacuolizada e nucleo bem definido. Poucos macrofagos
espraiados foram observados nos grupos experimentais, indicando que o pigmento
inorganico pode estar induzindo pouca mudanga morfolégica nas células. Nota-se ao

fundo alguns artefatos devido a agregagao do pigmento nas laminulas.

Figura 2 — Morfologia de macréfagos murinos estimulados in vitro com pigmento inorganico na
dose de 1:1000 e corados em kit de pandtico rapido apos 2, 4, 6, 8, e 24h de estimulagao. Macréfagos
observados em microscépio de luz Controle (A), 2h (B), 4h (C), 6h (D) 8h (E) e 24h (F). Barra: 10um.

5.4 FORMAGAO DE CORPUCULOS LIiPIDICOS

Apos o experimento de endocitose do pigmento inorganico, decidimos utilizar a
dose de 1:1000 nas analises posteriores. Nestas condicbes observamos que as
células expostas a tinta/pigmento demonstraram aumento na formacdo de CL
conforme o tempo de exposicdo ao pigmento, sendo o grupo 24 horas, o que
apresentou maior quantidade de CL apdés coloragdao com ORO e Bodipy (Figura 3 e
Figura 4). O grupo 6 horas nao foi demonstrado na coloragdo em ORO aqui, por

problemas na montagem das Iaminas para captura das imagens.
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Figura 3 — Formagao de corpusculos lipidicos em macréfagos murinos estimulados in vitro com
pigmento inorganico na dose de 1:1000 e corados em ORO apds 2, 4, 8, e 24h de estimulagao.
Macréfagos observados em microscopio de fluorescéncia. Nucleo corado com DAPI. Controle (A), 2h
(B), 4h (C), 8h (D) e 24h (E). Barra:10um.



Figura 4 — Formacéo de corpusculos lipidicos em macréfagos murinos estimulados in vitro com

pigmento inorganico na dose de 1:1000 e corados em Bodipy apos 2, 4, 6, 8, e 24h de estimulagéo.
Macrofagos observados em microscoépio de fluorescéncia. Controle (A), 2h (B), 4h (C), 6h (D) 8h (E) e
24h (F).Barra: 10um.

O aparecimento de CL nos sugere que por mais que o pigmento inorganico nao
seja citotoxico nas células dos tecidos bioldgicos, o mesmo tem a capacidade de

induzir a formacao de sitios intracelulares de sintese de mediadores lipidicos, como
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as PG, que sao capazes de ativar a vasodilatacao tecidual e o recrutamento de novas
células do sistema imune inato (D’ AVILA et al., 2021), desencadeando assim uma

resposta inflamatoria diante da endocitose das particulas solidas de pigmento

Destaca-se ainda nestas analises in vitro o protagonismo das particulas solidas
de pigmento, capazes de ativar a cascata inflamatoria intracelular a partir da formagao
de CL, isentando neste processo em especifico o mecanismo tradicional de indugao
do pigmento, o qual conta com uma agulha para romper a barreira cutanea e induzir

a penetragao do pigmento dentro da pele.

5.5 CONTAGEM DE CORPUCULOS LiPIDICOS

A exposi¢cdo ao pigmento inorganico induziu o aumento da formagao de CL
dentro dos macrofagos peritoneais na dose/concentracdo de 1:1000 em todos os
tempos do experimento. Entretanto apenas o grupo de 24 horas apresentou uma

diferenca significativa (p<0,05), se comparado com o grupo controle (Figura 5).

Corpusculos Lipidicos

15
8]

|

10 -

:lﬁ-ﬂi

CT 2h 4h 6h B8h 24h

Corpuculo lipidicolcél

Figura 5 — Formagéao de corpusculos lipidicos em macréfagos murinos estimulados in vitro com

pigmento inorganico na dose de 1:1000.Controle, 2h, 4h, 6h, 8h e 24h. Médias seguidas de letra
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semelhante ndo diferem significativamente entre si. CL foram contados apds coloragdo com ORO.

Dados analisados por ANOVA post-hoc Tukey (p<0,05).

Dessa forma podemos inferir que quanto maior o tempo de exposicao dos
macrofagos ao pigmento inorganico, mais CL as células terdo a capacidade de formar,

induzindo assim um carater inflamatorio no sitio de analise.

5.6 DOSAGEM DE CITOCINAS TNF-a, TGFB", PGE2 E IL-10

Ao realizarmos as dosagens de citocinas TNF-a (Figura 6) e IL-10 (Figura 7)
nao observamos diferengas significativas dessas citocinas nas amostras analisadas
entre o grupo controle e estimulados com pigmento inorganico.

Em relagdo ao TNF-a vimos uma tendéncia de aumento da citocina nos grupos
8h e 24h, entretanto os valores expressos em pg/ml, ndo s&o estatisticamente
diferentes. Ja a IL-10 por sua vez, foi observada uma pequena quantidade apenas
nos grupos 2h e 24h, mas também né&o foi estatisticamente diferente do grupo
controle, sugerindo que o pigmento nao tem, ou tem pequeno efeito indutor de

inflamacgao no modelo experimental utilizado.
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Figura 6 — Sintese de TNF-a em macréfagos murinos estimulados com pigmento inorganico
na concentragao de 1:1000 nos grupos controle, 2h, 4h, 6h, 8h e 24h. Dados analisados por ANOVA
post-hoc Tukey (p<0,05). Dados expressos em em pg/ml.
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Figura 7 — Sintese de IL-10 por macrréfagos murinos estimulados com pigment inorgénico na

concentracao de 1:1000 nos grupos controle, 2h, 4h, 6h, 8h e 24h. Dados analisados por ANOVA post-
hoc Tukey (p<0,05). Dados expressos em em pg/ml.
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Em relagéo ao TGFB: e a PGE2nao houve diferenga estatistica entre os grupos
estimulados e o controle, no entanto apresentou uma tendéncia de aumento, assim
como foi observado esse aumento na formacao de CL.Esses dados em conjunto
sugerem que no tempo de 24 horas pode ocorrer uma certa ativagao celular devido a
presenca de CL, mesmo assim, ndo houve uma produgéao consideravel de mediadores

inflamatdrios nos tempos analisados.
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Figura 8 — Sintese de TGFf+ por macréfagos murinos estimulados com pigmento inorganico
na concentragcao de 1:1000 nos grupos controle, 2h, 4h, 6h, 8h e 24h. Dados analisados por ANOVA
post-hoc Tukey (p<0,05). Dados expressos em em pg/ml.
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Figura 9 — Sintese de PGE:z por macrréfagos murinos estimulados com pigmento inorganico
na concentragao de 1:1000 nos grupos controle, 2h, 4h, 6h, 8h e 24h. Dados analisados por ANOVA

post-hoc Tukey (p<0,05). Dados expressos em em pg/mi.

Em relagdo ao NO ndo houve expresséo desse radical livre nas amostras dos
grupos estudados. Tendo em vista o carater microbicida e sua expressao ocorrer
mediada pela ativacdo de macréfagos, de forma geral, esse dado reforca que o
pigmento inorganico nao induz uma resposta microbicida no modelo experimental

estudado.

Em um estudo de caso obervando o comportamento do pigmento vermelho,
ONO et al., (2014) relataram um quadro de leséo inflamatoria pruriginosa crénica na
porcao lateral da perna esquerda de um paciente do sexo masculino de 27 anos, com
seis semanas de evolugao sobre tatuagem realizada ha quatro meses. A bidpsia da
tatuagem demonstrou hiperparaqueratose, infiltrado inflamatério liquenoide crénico,
com comprometimento perivascular sugestivo de dermatite liquenoide. O que
corrobora com os dados anteriores, mostrando que os pigmentos exogenos utilizados
na tatuagem tem um carater inflamatério, diferentemente dos resultados encontrados

por nos, nas dosagens de citocinas in vitro deste estudo.
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Para MARCELINO et al. (2021) as reagbes adversas de carater inflamatério
provocadas pela indugao do pigmento durante a Micropigmentagao, nao se da apenas
pelas caracteristicas do pigmento. Em um relato de caso, o autor obeservou que uma
paciente do sexo feminino de 64 anos, branca, sem comorbidades prévias, apresentou
prurido intenso, com formagao de papulas estritamente sobre o local da pigmentacéo,
apés um més de realizacdo de Micropigmentagdo de sobrancelhas. Ao realizar a
biépsia da pele, observou-se que a area apresentava a hiperplasia na epiderme,
caracterizada por proliferagdo das células do corpo mucoso de Malpighi, formando
invaginagdes piriformes para a derme, com acumulo progressivo de material amorfo
e eosinofilico, compativel com molusco contagioso. Mostrando assim, que os
cuidados pos procedimentos devem ser bem descritos e orientados pelos profissionais
aos pacientes, para que processo de infecgdo como esse, ndo afetem a regeneragéo

da pele do paciente.

6 CONCLUSAO

Nossos dados nos permitem concluir que os pigmentos inorgénicos utilizados
nao foram toxicos para as células nas doses de 1:100, 1:1000 e 1:10000, no tempo
de 24h de estimulagéo. A analise morfoldgica das celulas observadas em microscopia
de luz, mostrou que os macréfagos, apdés a exposicdo ao pigmento inorganico
utilizado, mantiveram a morfologia de células normais, com forma e nucleo circulares

bem definidos.

De acordo com as condicdes experimentais deste estudo, foi possivel observar
que a melhor concentragao (dose/efeito) foi 1:1000, apresentando viabilidade celular
igual ou superior a 95% ao teste de exposigao in vitro, permitindo boa visualizagdo da
endocitose dos pigmentos. Adicionalmente, observamos que em todos os tempos
analisados foi observada a formacao de CL. Este dado sugere um pequena ativagéo
celular, além de uma possivel sintese de mediadores inflamatérios, uma vez que estas

organelas s&o sitios de sintese de mediadores inflamatorios (D’AVILA et al., 2006).
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A contagem de CL nos mostrou que existe um aumento gradativo na formagao
dessas organelas, entretando, apenas o grupo 24h apresentou uma diferenca
significativa, se comparado com o grupo controle. Dessa forma, nossos dados
sugerem que o pigmento inorganico utilizado € um elemento de caratér pouco

Inflamatoério na Micropigmentacéo.

As citocinas TNF-a e IL-10 foram pouco expressas nas amostras analisadas,
bem como a expressao de TGF-B- e PGE2 que ndo se mostrou estatisticamente
significativo, se comparado com o grupo controle, corroborando com a ideia de que o

pigmento inorganico utilizado nao é téxico e inflamatoério para esse modelo utilizado.

N&o houve expressdo de NO nas amostras dos grupos estudados. Tendo em
vista o carater microbicida e sua expressdo ocorrer mediada pela ativacdo de
macrofagos, de forma geral, esse dado reforga que o pigmento inorganico utilizado

nao induz uma resposta microbicida no modelo experimental estudado.
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