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Resumo

Melasma é uma doenga crbnica, que acomete principalmente mulheres durante o
menacme. As lesdes ocorrem exclusivamente em areas fotoexpostas (especialmente a
face), sendo a radiagdo ultravioleta (RUV) o principal desencadeante da doenca. A luz
visivel, especialmente luz azul (420-490nm), também induz pigmentacdo melénica. A
hipermelanogénese que ocorre no melasma pode ser entendida como um mecanismo de
defesa contra o dano oxidativo e lesdo de organelas promovidos pela RUV. O sistema
autofagico celular, em que participam as proteinas LC3B e p62, tem a fungéo de eliminar
as organelas disfuncionais. Fibroblastos participam da regulagdo da melanogénese; a
transicéo para um perfil senescente modifica o padrao das citocinas por eles secretadas,
favorecendo o desencadeamento do melasma. Este estudo objetivou (1) avaliar a
ocorréncia de receptor para luz visivel (OPN3) e (2) marcadores de autofagia (LC3B e
p62) nos melanocitos, queratindcitos e fibroblastos da pele com melasma facial de
mulheres, comparada a pele s& adjacente; além de (3) explorar o papel dos fibroblastos
na patogénese da doenga, tendo como foco a morfologia, taxa de crescimento e
expressdo génica na pele com melasma em comparag@o com a pele adjacente. Foram
biopsiadas 30 mulheres com melasma facial (punch 3 mm) em duas areas distintas:
melasma e pele adjacente. Fragmentos oriundos de 20 participantes foram submetidos a
imunofluorescéncia de tripla marcacédo: (a) anti-OPN3, anti-vimentina e DAPI; (b) anti-
LC3B, anti-vimentina e DAPI e (c) anti-p62, anti-vimentina e DAPI. Foram cultivados os
fibroblastos de cinco participantes, dos dois sitios de analise (melasma e pele sé), e
avaliada a senescéncia pelo marcador SA-B-gal. Por fim, os fibroblastos cultivados de
outras cinco participantes foram submetidos a PCR em tempo real. Identificaram-se
receptores de OPN3, p62 e LC3B nos queratindcitos, melandcitos da camada basal,
melandcitos em péndulo e fibroblastos da derme superior. Apenas LC3B apresentou
expressao diferencial, uma vez que melandcitos da camada basal da pele com melasma
apresentaram reducdo deste marcador (p=0,025) em relagdo a pele sa adjacente. A
cultura primaria de fibroblastos da pele com melasma teve morfologia menos fusiforme,
com proporgao 34% maior (IC 95% 4-63%) de células senescentes, além de menor taxa
de crescimento (p<0.01) em comparagdo com a cultura da pele sd. Os genes WNT3A,
EDN3, ESR2, PTG2, MMP1 e SOD2 estavam hiperexpressos nos fibroblastos da pele
com melasma, enquanto COL4A1, CSF2, DKK3, COL7A1, TIMP4, CCL2 e CDH11 foram
menos expressos. Estes resultados sugerem que a expressao de OPN3 n&o justifica a
diferenca de pigmentagéo cutdnea no melasma. Caso a luz visivel apresente um papel
importante na sua patogénese, ela ndo o exerce em fungéo da expressdo de OPN3. A
reducdo de LC3B nos melandcitos basais da pele com melasma indica um déficit de
autofagia nestas células, o que altera o perfil de citocinas secretadas para um polo pré-
inflamatorio e promove o acumulo de melanina nos melanossomas. Fibroblastos da pele
com melasma apresentam fenotipo senescente, com perfil de genes associado a fatores
proinflamatérios, melanogénicos e de déficit de reparo.

Palavras-chave: melasma, luz visivel, raios ultravioleta, autofagia, microscopia de
imunofluorescéncia, opsinas de bastonetes, senescéncia celular.



Abstract

Melasma is a chronic disease, which mainly affects women during menacme. The
lesions occur exclusively in sun exposed areas - especially on the face - and ultraviolet
radiation (UVR) is the main trigger. Visible light, mostly blue light (420-490nm), also
induces melanic pigmentation. The hypermelanogenesis that occurs in melasma skin
can be understood as a defense mechanism against oxidative damage and organelle
damage promoted by UVR. The autophagic cell system, in which the LC3B and p62
proteins participate, acts promoting elimination of dysfunctional organelles.
Fibroblasts participate in the melanogenesis regulation, and the transition to a
senescent profile changes the pattern of cytokines, favoring the triggering of melasma.
This study aimed (1) to evaluate the occurrence of visible light receptor (OPN3) and
(2) autophagy markers (LC3B and p62) in melanocytes, keratinocytes and fibroblasts
from women facial melasma skin compared to adjacent healthy skin; in addition to (3)
exploring the role of fibroblasts in the disease pathogenesis, focusing on the
morphology, growth rate, and gene expression profile in melasma skin compared to
healthy skin. Thirty women with facial melasma were biopsied (punch 3mm) in two
different areas: Melasma and healthy adjacent skin. Fragments from 20 participants
were submitted to triple-labeled immunofluorescence: (a) anti-OPN3, anti-vimentin
and DAPI; (b) anti-LC3B, anti-vimentin and DAPI and (c) anti-p62, anti-vimentin and
DAPI. The fibroblasts from five participants (melasma and healthy skin) were cultured,
and senescence was assessed by using the marker SA-B-gal. Finally, fibroblasts
cultured from five other participants underwent real-time PCR. OPN3, p62 and LC3B
receptors were identified in keratinocytes, basal layer melanocytes, pendulum
melanocytes and upper dermis fibroblasts. Only LC3B showed differential expression,
in which basal layer melanocytes in melasma skin showed a reduction in this marker
(p=0.025) in relation to healthy adjacent skin. The primary culture of skin fibroblasts
with melasma had less fusiform morphology, with a 34% higher proportion (95% Cl 4-
63%) of senescent cells, in addition to a lower growth rate (p <0.01) compared to the
skin culture healthy. The WNT3A, EDN3, ESR2, PTG2, MMP1 and SOD2 genes were
upregulated in skin fibroblasts with melasma, while COL4A1, CSF2, DKK3, COL7A1,
TIMP4, CCL2 and CDH11 were downregulated. These results suggest that the
expression of OPN3 does not justify the difference in skin pigmentation in melasma. If
visible light presents an important role in its pathogenesis, it is not due to the
expression of OPN3. The reduction of LC3B in basal melanocytes of melasma skin
indicates a deficit of autophagy in these cells, which changes the profile of secreted
cytokines released to a pro-inflammatory pattern and promotes the accumulation of
melanin in melanosomes. Fibroblasts from melasma skin have a senescent
phenotype, with a gene profile associated to proinflammatory, melanogenic and repair
deficit factors.

Key-words: melasma, visible light, ultraviolet rays, autophagy, immunofluorescence
microscopy, rod opsins, senescéncia celular.
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Introducdo

Introdugao

O melasma é uma desordem pigmentar cronica e adquirida, que ocorre
exclusivamente em areas fotoexpostas.(1) As lesdes sdo méaculas acastanhadas a
enegrecidas, simétricas, de limites nitidos e contornos irregulares (Figura 1). A face
é a localizagdo mais comum, mas 0 melasma também pode acometer os bragos,
antebragos, pescogo e regido esternal (melasma extrafacial).(2) As lesdes faciais
podem, ainda, ser subclassificadas em centrofaciais (maculas na glabela, fronte,
nariz, 1abio superior e mento), periféricas (comprometimento frontotemporal, pré-

auricular e dos ramos mandibulares) ou mistas.(1)

Figura 1 — Melasma facial. (rquivo pessoal dos pesquisadores).

O melasma configura o sétimo diagndstico mais comum nos consultérios
dermatoldgicos brasileiros, segundo censo realizado em 2018, e sua prevaléncia é

maior no sexo feminino (um homem acometido para nove mulheres).(3) Estimativas
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Introducédo

apontam que 15 a 35% das mulheres brasileiras adultas tém a doenga e mais de 50%
das pacientes desenvolvem as lesdes entre 20 e 35 anos (menacme).(2,4,5)

Mulheres de fototipos Il a V de Fitzpatrick sdo mais acometidas e 40-60%
das pacientes apresentam antecedente familiar positivo para a dermatose.(1) Logo,
ha uma evidente suscetibilidade genética, que apresenta um padréo de segregagao
dominante.(6) Em uma populagdo com elevada miscigenagédo - como a brasileira - a
ancestralidade africana é um fator de risco independente para desenvolver melasma
facial.(7)

A exposicao a radiacao ultravioleta (RUV) é o principal fator desencadeante,
0 que justifica o curso natural da doenca - piora durante os meses de verdo e certa
melhora espontanea durante os meses menos ensolarados.(1,8) Tanto a radiagéo
ultravioleta do tipo A (UVA) quanto a do tipo B (UVB) estimulam diretamente os
melandcitos da camada basal da epiderme, mas também induzem pigmentagéo ao
promover liberagdo indireta de fatores melanogénicos pelos fibroblastos e
queratindcitos.(9) A luz visivel também promove pigmentacdo melénica nas peles
mais pigmentadas, além de induzir maior proeminéncia nos dendritos dos
melandcitos; entretanto, seu papel exclusivo no melasma ainda ndo é completamente
definido.(10)

Outros fatores de risco sdo a gestagéo, uso de contraceptivo oral combinado,
terapia de reposicdo hormonal, tumores ovarianos, medicacdes fotossensibilizantes
(como fenitoina) e cosméticos.(1)

O diagndstico do melasma é eminentemente clinico, entretanto a utilizagdo
da Lampada de Wood, dermatoscopia e microscopia confocal de reflectancia podem
ser ferramentas Uteis. As lesdes se tornam mais perceptiveis quando analisadas sob
exposi¢ao a luz ultravioleta (Luz de Wood), o que permite, inclusive, o diagnostico de
lesbes ainda subclinicas, incipientes ou a avaliagdo da real extensdo das
méculas.(11)

A dermatoscopia, os principais achados sdo uma pseudorrede pigmentar
difusa, coloragéo de fundo marrom clara a escura, multiplos pontos marrons, glébulos,
estruturas arciformes perifoliculares, hipocromia ao redor dos foliculos, areas

vermelhas homogéneas e telangiectasias (figura 2).(12) Ainda faltam estudos que
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Introducdo

correlacionem os achados dermatoscopicos do melasma com sua gravidade clinica
e alteragdes histopatoldgicas. Ja a microscopia confocal, é possivel quantificar a
melanina epidérmica, além de visualizar nas camadas granular, espinhosa e basal
um aumento no padrdo de “pedra de calgamento” (cobblestone); na camada
espinhosa, estdo presentes numerosas células contendo melanina com ramificagéo
simples correlacionada com os dendritos dos melandcitos e, por fim, na derme
superior podem ocorrer agregados de células redondas a triangulares,

correspondendo aos melanofagos (figura 3).(13)

Figura 2 — Dermatoscopia do melasma. Presenca de pseudorrede pigmentar difusa marrom
(asterisco), areas vermelhas homogéneas (tridngulo branco), telangiectasias (triangulo
preto), hipopigmentagao perifolicular (seta branca), pontos marrons (seta preta tracejada),
plugs foliculares (circunferéncia tracejada). (Arquivo pessoal dos pesquisadores).

13



Introducdo

Figura 3 - Pele com melasma a microscopia confocal. Ha, na epiderme, um incremento no
padrao cobblestone (A), além de ramificagdes arquiteturais relacionadas aos denditros de
melandcitos (B). Na derme superior, ha melandfagos (C — setas vermelhas).(13)

A qualidade de vida dos pacientes - que é entendida como um processo
dinédmico de percepgao individual em um momento especifico — apresenta um grande
comprometimento em pacientes com melasma, pois as lesdes ocorrem em areas
visiveis (especialmente a face) e os tratamentos disponiveis ndo promovem a
cura.(2,14)

O MELASQoL (Melasma Quality of Life Scale) foi desenvolvido tendo como
base o SKINDEX-16 e o DLQI (Dermatology Life Quality Index); consiste em 10
perguntas que buscam avaliar a qualidade de vida relacionada ao melasma, ja tendo
sido validado no Brasil (tabela 1).(15-17) O MELASQoL é considerado o instrumento
psicométrico mais especifico na avaliagdo da qualidade de vida de pacientes com
melasma.(14)

Especialmente no ambito da pesquisa cientifica, utiliza-se 0 MASI (Melasma
Area Severity Index) e, mais recentemente, o mMASI (modified Melasma Area
Severity Index) para avaliagdo da extenséo e gravidade do melasma (Quadro 1).(18)
Ha uma baixa correlagdo entre MELASQoL e a gravidade clinica das lesdes (avaliada
pelo MASI), o que sinaliza para um sofrimento psiquico decorrente das les6es.(14,19)
A percepgdo do comprometimento da qualidade de vida € influenciada por diversos
fatores, sendo a baixa escolaridade, baixa renda familiar, n&o estar casado, além da

propria gravidade clinica, os preponderantes.(14)
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Introducdo

Tabela 1 - MELASQoL validado no Brasil. Tal escala é constituida por 10 perguntas, com
pontuacdo de 1 a 7 por questdo. Scores maiores indicam maior comprometimento na
qualidade relacionado ac melasma.(20)

Considerando a sua Nem um Nao inc dad Nao inc dad Neutro dad Inc dad dad
doenga, melasma, na pouco na maioria algumas vezes algumas vezes na maioria todo o tempa
ditima semana antes incomodado  das vezes das vezes

desta consulta, como
vocé se sente em
relagao a:

IN
u

o
~

1. A aparéncia da sua pele 1 2 3
2.Frustracao pela condicdo 1 2 3
da sua pele

3. Constrangimento

pela condicao de sua pele 1 2 3
4.Sentindo-se depressivo pela 1 2 3 4 5 6 7
condi¢do da sua pele

5.0s efeitos da condicdoda 1 2 3 4 5 6 7
sua pele no relacionamento

com outras pessoas (por ex:

interacdes com a familia,

amigos, relacionamentos

Intimos, etc.)

6.0s efeitos da condicdodasua 1 2] 3 4 5 6 7
pele sobre o seu desejo de

estar com as pessoas

7.A condicdo da sua pele

dificulta a demonstracdo 1 2 3 4 5 6 7
de afeto

8.As manchas da pele 1 2 3 4 5 6 7
fazem vocé nao se sentir

atraente para 0s outros

9. As manchas da pele

fazem vocé se sentir menos 1 2 3 4 5 6 7 4
importante ou produtivo

10. As manchas da pele

afetam o seu senso 1 2 3 4 5 6 7
de liberdade

»
V)
o
~

»
w
o
~

Quadro 1. mMASI. Esquema de célculo do indice de gravidade do melasma
simplificado. O score varia de 0 a 24 e quanto maior, sinaliza maior gravidade
clinica.(19)

Intensidade de Area Fator de
. - o L Valor
pigmentacdo Afetada multiplicagao

Frontal () X X 0,3
Malar Direita () X X 0,3
Malar Esquerda () X X 0,3
Mento X X 01

MASI SOMA

*Categorias: 0 nenhuma, 1 leve, 2 média, 3 marcante e 4 maxima.
**Categorias: 0 pele normal; 1=< 10%; 2 =10%-29%; 3 =30-49%; 4 =50%-69%; 5 =70%-89%;
6 =90%-100%.

Infelizmente, ainda ndo ha um tratamento curativo para o0 melasma e as
recidivas séo frequentes. A associagao de um filtro solar com cor (aplicagao a cada 3
horas) a tripla combinacdo (hidroquinona 4%, tretinoina 0,05%, fluocinolona
acetonida 0,01%) de uso noturno ainda é a terapéutica mais efetiva e bem
estudada.(21)

Dentre os tratamentos orais disponiveis, 0 uso de antioxidantes potentes
(como o picnogenol) e acido tranexamico séo promissores.(22) Peelings quimicos,

lasers e terapias com luz (como luz intensa pulsada) sdo consideradas terceira linha
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Introducédo

de tratamento, com ag&o inferior aos tratamentos topicos domiciliares e com maior
risco de efeitos colaterais.

Dentre os procedimentos que podem ser associados, 0 microagulhamento
(protocolo de injuria moderada) € o que apresenta maiores evidéncias de beneficio,
justamente por induzir melhora clinica (redugdo do mMASI) e histol6gica (diminui¢éo
da melanina epidérmica, redugdo no numero de areas fragmentadas na ZMB e
aumento do coldgeno na derme superior).(23,24)

Tendo em vista que o foco desta tese envolve os mecanismos fisiopatoldgicos

da doenca, apresentaremos uma imersao neste topico.

Fisiopatologia do melasma

Apesar da fisiopatologia do melasma ainda ndo ser totalmente compreendida,
ja € bem estabelecido que ela ndo se deve exclusivamente a uma hipertrofia dos
melandcitos, mas a alteragbes histoldgicas e funcionais complexas e inter-
relacionadas envolvendo as unidades epidermo-melanicas, zona da membrana basal
(ZMB) e derme superior.(25,26)

A pele com melasma, em relagéo a pele adjacente s&, apresenta aumento da
densidade de melanina na epiderme (figura 4), melandcitos hipertrofiados e
hiperfuncionantes, além de melanossomas maiores e mais maduros.(27) A camada
cornea apresenta-se compactada (desordem estrutural) em até 90% dos pacientes e
com alteracdo em sua composicao lipidica (desordem funcional), e ambas alteragdes

deflagram dano a fungéo de barreira cutanea (figura 5).(28-31)
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Figura 4 — Maior concentragdo de pigmento melanico na epiderme do melasma (D) do que
na pele adjacente sa (E) - Fontana-Masson.(31)

.

Sl e =l

Figura 5 — Camada cdrnea do melasma (A) com evidente compactagéo, em relagao a pele
sa adjacente (B) - Hematoxilina-Eosina.(31)

Né&o hé diferenca na densidade de melandcitos da pele com melasma versus
pele s&, entretanto hd aumento de melandcitos em péndulo (melandcitos da camada
basal que se projetam em dire¢do a derme superior) na pele acometida. A RUV
(especialmente a UVA) parece ser a agente desencadeante do surgimento de tais
células, ao promover aumento da metaloproteinase (MMP) 2 e 9, que degradam o
colégeno tipo IV e VI.(31,32) Os melandcitos em péndulo s&o caracteristicos da

dermatose, entretanto seu significado clinico ainda n&o é claro (figura 6).(30,33)
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Figura 6 — A. Seta branca apontando um melandcito em péndulo na pele com melasma
(Acido Periodico de Schiff). B. Microscopia eletrdnica de transmissdo evidenciando um
melandcito da camada basal se projetando em direg@o a derme (melandcito em péndulo) —
seta branca.(33)

A ZMB do melasma apresenta maior numero de rupturas e lacunas, além de
perda estrutural da lamina densa e de fibrilas de ancoragem da lamina lucida (figura
7).(33) As éareas que concentram os melandcitos em péndulo apresentam total
descontinuidade da ZMB e tal dano facilita o trafego de citocinas dérmicas aos

melandcitos, 0 que aumenta a sintese de melanina.(30,32)

A microscopia eletrénica de transmissdo, a area entre as setas pretas apresenta um
afinamento da lamina densa e perda de fibrilas de ancoragem da lamina lucida.(33)
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A exposicdo a RUV, principalmente UVA, promove um microambiente
inflamatério no melasma com liberagdo de Oxido nitrico e espécies reativas de
oxigénio, além de aumentar a densidade de células na derme superior.(6,33,34) Além
disso, a elastose solar é pronunciada, sendo moderada a grave em 88% dos casos
(figura 8).(30)

Figura 8 — Elastose solar acentuada na derme superior do melasma (Hematoxilina-Eosina,
400x). Arquivo dos pesquisadores.

Diversos agentes, como o fator de crescimento de fibroblasto, interleucina-8,
endotelina-1, fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, vascular endothelial
growth fator) e a RUV, promovem sintese de vasos no melasma e esta é uma
alteragdo precoce na doenga (figura 9).(25) O componente vascular, além da
relevancia fisiopatolégica, tem ganhado destaque como um dos possiveis alvos
terapéuticos no melasma: o &cido tranexamico - um derivado sintético do aminoacido
lisina - se liga ao plasminogénio e inibe a conversao em plasmina e, dentre as suas
diversas atuagdes, inibe o fator de crescimento de fibroblasto, consequentemente

diminuindo a sintese de vasos.(22)
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Figura 9 — Marcagédo por CD38 evidenciando o componente vascular mais exuberante na
pele com melasma (D) do que na pele sa adjacente (E).(31)

O numero de mastdcitos também esta aumentado no melasma (figura 10). A
histamina liberada por estas células ¢ uma ativadora direta da melanogénese ao se
ligar ao receptor H2 e ativar a enzima tirosinase.(35,36) A triptase, também liberada,
ativa precursores de MMPs que, quando ativas, degradam o colageno tipo IV e
contribuem para o dano a ZMB, além de induzir sintese de elastina pelos fibroblastos
e participar da génese da elastose solar.(25,36) Os mastocitos também influenciam a
sintese de vasos ao secretar VEGF e fator de crescimento de fibroblasto.(25,36)

Citocinas e fatores de crescimento (interleucina 1a, interleucina 6,
angiopoietina e adipoquinina) secretados pelos sebocitos exercem agdo paracrina
nos melandcitos e, quando tais células sdo cocultivadas, ha maior formagao de
dendritos nos melandcitos e a melanogénese ¢é alterada.(37-39) Apesar do papel dos
sebocitos ndo estar bem delimitado no melasma, € plausivel que também participem
das interagdes intrinsecas da doenga.

Apesar do uso da tripla combinagéo associada ao fotoprotetor ser ainda a
estratégia dominante no tratamento do melasma, terapéuticas que tém como foco
também a reparagdo histolégica — como o microagulhamento - parecem ser
promissoras.(24,33) Sete dias apds microagulhamento com protocolo de injuria
moderada, ja ocorre uma reducao significativa na densidade de melanina epidérmica,
nos melandcitos em péndulo e nos danos da ZMB, além de maior deposi¢do
subepidérmica de substancias extracelulares — como glicosaminoglicanas e fibrina -

e proliferacdo de fibroblastos.(40)
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Figura 10 - Mastdcitos (setas brancas) de distribuicdo perivascular no melasma.(30)

O estudo protedmico comparativo entre melasma e pele séa identificou 256
proteinas, sendo 29 delas com expresséo diferencial entre as topografias (25 super-
reguladas e 4 subreguladas), sendo que estas participam de fungbes ligadas a
glicdlise, gliconeogénese, fendmenos de transporte celular, hemostasia, coagulagéo,
resposta a estimulos externos, reparo e cicatrizagéo.(41)

Dentre as alteragdes que ocorrem na pele com melasma, a RUV € o principal
estimulo extrinseco a pigmentagé@o, especialmente ao induzir upregulation do
receptor de melanocortina-1 (MC1-R) e do horménio estimulador de melanécito-a (a-
MSH). Como consequéncia, hd aumento da proteina kinase A e, em via final, da
tirosinase, enzina-chave da eumelanogénese.(36,42)

A pele com melasma apresenta aumento dos receptores de estrogeno f
(epiderme e derme) e progesterona nos nucleos dos queratinécitos, o que corrobora
a maior prevaléncia da doenga em mulheres em idade reprodutiva e a relagéo entre
0 desencadeamento e uso de contraceptivo, gestagdo e terapia de reposicéo
hormonal.(43)

A via Wnt/B-catenina participa da diferenciagdo e desenvolvimento de
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melandcitos da crista neural, bem como da melanogénese.(44) Wnt1 é proeminente
na epiderme do melasma, mas ndo na derme, sugerindo sua participag@o no processo
de reparo tecidual que pode sustentar a melanogénese epidérmica e a transferéncia
de melanossomas.(42)

A melanogénese pode ser também entendida como um mecanismo de
defesa da célula contra o dano oxidativo e lesdo de organelas.(45) Neste contexto, a
p38 — proteina kinase que responde a multiplos estimulos de estresse, como RUV,
citocinas inflamatérias, alteragbes osmoéticas e de temperatura — apresenta-se
aumentada na derme superior do melasma e ndo se expressa na epiderme, sugerindo
um microambiente inflamatério na derme superior que pode propiciar estimulo de

apoptose, autofagia e senescéncia celular.(42,46)

Luz visivel e melasma

A RUV é o principal estimulo a pigmentag¢do no melasma, mas a participagao
da luz visivel no desencadeamento da doenga tem sido progressivamente mais
questionada. Sabe-se que a luz visivel (comprimento de onda de 400 a 700nm) tem
capacidade de promover pigmentacdo, entretanto em menor intensidade do que a
RUV e apenas nos individuos de maior fototipo.(47-49) Tanto a pele com melasma
quanto a pele normal adjacente apresentam melanogénese efetiva na camada basal
quando irradiadas com UVA, UVB e luz visivel (ex vivo), entretanto sem diferenca
significativa quanto ao local anatémico.(10)

A luz azul (comprimento de onda de 420 a 490nm) € a principal componente
do espectro visivel a induzir da pigmentacdo. A opsina 3 (OPN3) é um fotorreceptor
acoplado a proteina G e € o principal receptor da luz azul na pele. Outras quatro
opsinas ja foram previamente descritas, mas a OPN3 é a forma mais expressa em
melandcitos e queratindcitos.(50)

Quando ativado nos melanécitos, OPN3 promove a fosforilagédo do fator de
transcri¢do associado a microftalmia (MITF), resultando na ativagdo da tirosinase. Até
0 momento, ndo foi investigada a expressdo de OPN3 na pele com melasma em

comparagao com a pele adjacente.(50)
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Dispositivos eletronicos - telas dos aparelhos celulares, televisdo e
computador — também emitem luz visivel, apesar da menor intensidade do que a
emisséo solar . Entretanto, exposi¢ao a uma tela de computador, com distancia de 20
cm, 8 horas por dia, 5 dias da semana, ndo € capaz de agravar 0 melasma.
Exposicdes mais longas ou mais intensas que estas ainda ndo foram

sistematicamente testadas.(51)

Autofagia e senescéncia celular

O sistema autofagico tem a funcdo de eliminar as macromoléculas
citoplasmaticas e as organelas disfuncionais, sendo essencial para a homeostase
tissular, adaptacao a privagdo de nutrientes e remogao de patogenos.(52,53) A LC3,
uma proteina semelhante a ubiquitina, € uma das proteinas que participa do complexo
sistema de autofagia e se mantém durante todo o processo ligada a parede das
vesiculas de degradagdo que sdo formadas (autofagossomos e autolisossomos), o
que facilita, laboratorialmente, a identificacdo do processo de autofagia (figura
11).(54) A proteina p62 (também chamada de SQSTM1) é responséavel por fazer a
ligacdo entre os agregados proteicos ubiquitinados (marcados como indesejados
pelas proteinas ubiquitinas) e a maquinaria autofagica. A p62 é degradada pelo LC3
durante o processo; portanto, quando a autofagia esta estimulada, reduz-se os niveis
de p62.(55)

Por participar da degradacdo dos melanossomas danificados, local de
sintese de melanina, a ativagao do sistema de autofagia influencia a pigmentagéo da
pele.(52,56) Culturas ex vivo de pele humana apresentam diminui¢do dos niveis de
melanina quando tratadas com agentes ativadores da autofagia; ja quando utilizados
inibidores, ha aumento da pigmentag&o.(56) Além disso, os queratindcitos de
caucasianos apresentam uma maior atividade autofagica do que dos afro-
americanos.(56) Nos queratindcitos da pele com melasma, ha um aumento na
expressdo de arginase-2 — um inibidor da autofagia -, entretanto ainda néo se
conhece se ha diferengas na autofagia que ocorre nos melanécitos da pele com

melasma em comparagdo ao processo autofdgico dos melandcitos da pele
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adjacente.(57)
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Figura 11 — Durante a autofagia, ha formagao de vesiculas sequenciais para degradagéo do
contetdo intracelular disfuncional. A proteina LC3 se mantém, durante todo o processo,
ligada @ membrana das vesiculas.(54)

A RUV induz um fenétipo senescente nos fibroblastos e estes aumentam a
taxa de proteinas secretadas associadas ao envelhecimento (SAASP, skin aging-
associated secreted proteins).(58,59) Dentre as SAASP, ha citocinas melanogénicas
como stem cell factor, fator de crescimento de queratindcitos e fator de crescimento
de melandcitos.(60) A cultura primaria de fibroblastos oriundos da pele com melasma
apresenta células menos fusiformes e com curva de crescimento menos inclinada do
que a cultura de fibroblastos da pele s& adjacente; além disso, ha maior expresséo
de IL-6 e MMPs (1, 7 e 9), além de redug&o na expresséo de colageno IV.(61)

Os fibroblastos da pele com melasma apresentam maior expresséo de p16 —
um marcador de senescéncia — do que os da pele sa adjacente, sinalizando um
possivel envolvimento da senescéncia na fisiopatologia do melasma.(34,59)
Entretanto, até o momento nao foi investigado o papel dos melandcitos e
queratindcitos neste contexto de envelhecimento celular.

Além de complexa e ndo totalmente elucidada, a fisiopatologia do melasma
envolve interacdo entre as células da epiderme (unidade epidermomelénica) e da
derme superior, cuja comunicagdo mediante citocinas é facilitada pela perda de
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integridade da ZMB. Neste contexto, o fenétipo senescente e com déficit de autofagia
parece contribuir sobremaneira; entretanto, os tipos celulares envolvidos e as

interrelacdes existentes ainda néo séo conhecidos.
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Conclusoes

e Receptores de OPN3 foram identificados, através de imunofluorescéncia de
tripla marcacao, em todas as células estudadas: queratindcitos, melanécitos
da camada basal, melandcitos em péndulo e fibroblastos da derme superior.

e Nao houve expresséo diferencial de OPN3 em nenhum grupo celular avaliado
ao comparar a pele com melasma em relagéo a pele adjacente sa.

¢ Foiidentificada marcagao citoplasmatica para p62 e LC3B nos queratinécitos
suprabasais, melandcitos da camada basal, melandcitos em péndulo e
fibroblastos da derme superior.

e N&o houve expressdo diferencial de p62 nos diferentes tipos celulares
avaliados ao comparar a pele com melasma a pele sa adjacente.

e LC3B, a imunofluorescéncia de tripla marcagdo, apresentou menor
expressao nos melandcitos da camada basal da pele com melasma em
comparagdo com a pele adjacente sa.

e Apds oito dias em cultura celular, os fibroblastos da pele com melasma foram
morfologicamente menos fusiformes e apresentaram menor taxa de
crescimento do que os fibroblastos da pele adjacente sa. Além disso,
apresentaram, em média, uma proporgéo 34% maior de células senescentes.

e Fibroblastos isolados da pele com melasma, em comparagdo com
fibroblastos da pele s& adjacente, apresentam um aumento da expressao dos
genes WNT3A, EDN3, ESR2, PTG2, MMP1 e SOD2; ao mesmo tempo em
que apresentam uma redug@o na expressao dos genes COL4A1, CSF2,
DKK3, COL7A1, TIMP4, CCL2 e CDH11.
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