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Resumo

A patogénese do melasma, especialmente o papel dos queratindcitos e fibroblastos no
desenvolvimento e manuteng@o da doenga néo € bem compreendida. Alteragdes dérmicas como
dano estrutural a zona de membrana basal, melanécitos em péndulo, elastose solar,
celularidade, proliferagao vascular, além da expressao de mediadores inflamatorios, fatores de
crescimento, expressao epitelial de melanocortina e receptores dos horménios sexuais; sugerem
interacdo entre a unidade epidermo-melanica e a derme na fisiopatologia do melasma. A
pigmentagdo melanica da pele pode ser estimulada por diferentes vias de sinalizagdo, sendo a
radiacdo ultravioleta, citocinas dérmicas e inflamacdo epidérmica, os modelos mais usuais.
Neste estudo, objetivamos comparar a morfologia nuclear e a textura da cromatina entre
queratindcitos basais no melasma facial e pele adjacente, investigar a ativagdo das diferentes
vias de estimulo a pigmentagéo, alémdo envolvimento da derme, com foco na zona de
membrana basal e colageno, no melasma facial. Para a sua execugao, foram coletados pares de
biopsias faciais (2mm) de mulheres adultas com melasma e de pele adjacente (<2 cm).
Processaram-se para coloragéo de PAS e picrosirius red; imunofluorescéncia para p53, p38, IL-
1a, aMSH, MC1R e COX2; imunoistoquimica para Melan-Acontracorada com PAS; Microscopia
Eletrénica de Transmiss&o, além de cultura priméria de fibroblastos para real-timePCR array e
marcagao para SA-B-gal. Foram avaliados: nucleos de queratindcitos da camada basal quanto a
morfometria nuclear e textura da cromatina; quantificada a intensidade de fluorescéncia nos
compartimentos da epiderme e derme; avaliadas organelas citoplasmaticas e zona de membrana
basal; além do colageno dérmico e densidade de melandcitos: totais e em péndulo. Em relagéo a
pele adjacente sem melasma: nucleos de queratindcitos basais da epiderme com melasma facial
apresentaram indices morfométricos e textura da cromatina alterados; houve aumento da
expressao epitelial de aMSH e MC1R, sem diferenca quanto ao p53, p38, IL1a e COX2; houve
maior nimero de organelas citoplasmaticas e melanossomas em estagios de maturacéo maiores
nos queratindcitos e melandcitos; areas danificadas na zona de membrana basal com presenca
de microvesiculas adjacentes a membrana basal; maior nimero de melandcitos em péndulo;
colageno dérmico desestruturado. Entre os fibroblastos, houve maior marcagdo para SA-B-gal e
expressdo alterada dos genes COL4A1, IL6, ESR2, DKK3, CCL2, WIF1, WNT3A, HGF, IL1B,
MMPs 1-7-9 no melasma. As alteragbes encontradas nos queratindcitos, na derme e zona de
membrana basal, sugerem que o fenétipo do melasma pode resultar de alteragdes em toda
unidade epidermo-melénica, ndo somente de uma hipertrofia dos melanécitos, as vias
inflamatorias da epiderme e dependentes de p53 ndo se mostraram proeminentes, além de ser
identificado um possivel papel do processo de reparo/dano da derme e da senescéncia de
fibroblastos na patogénese da doenca.

Palavras-chave: Anticoncepcionais, Estudos Transversais, Gravidez, Melasma, Pigmentagao da

pele, Transtornos de pigmentagdo, Raios Ultravioleta, Melanossomas, Imunoistoquimica,
Imunofluorescéncia, p53, Microscopia Eletronica, a-MSH, COX-2, p38, IL-1.
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Abstract

The melasma pathogenesis, specially the role of keratinocytes and fibroblast in the disease
development and maintenance are not completely understood. Dermal alterations such as basal
membrane structural damage, pendulous melanocytes, solar elastosis, cellularity, vascular
proliferation, in addition to the expression of inflammatory mediators, grow factors, epithelial
melanocortin and sexual hormones receptors, suggest there is an interaction between the
epidermal melanin unit and dermis in melasma physiopathology. The melanin skin pigmentation
can be stimulated by different signaling pathways. UVR, dermal cytokines and epidermal
inflammation are the most common models. These study aims to compare the nuclear
morphology and chromatin texture in basal keratinocytes between melasma and adjacent skin, to
investigate the activation of different pigmentation signaling pathways, and the dermal
involvement, focusing on basal membrane zone and collagen. Therefore, facial skin biopsies (2
mm) from women were taken from melasma and normal skin (<2 cm apart) and processed for
PAS and picrosirius red; immunofluorescence for p53, p38, IL-1a, aMSH, MC1R and COX2,
immunohistochemistry for Melan-A counterstaining with PAS, and transmission electronic
microscopy. Furthermore, primary fibroblast culture for real-timePCRarray and SA-B-gal staining.
The nuclei of basal keratinocytes were evaluated as nuclear morphometry and chromatin texture;
the fluorescence intensity was quantified in the epidermis and dermis; cytoplasm organelles and
basal membrane zone were evaluated; in addition to dermal collagen and melanocytes density:
total and pendulous. Regarding adjacent healthy skin, the melasma skin showed alterations in
morphometric index and chromatin texture; there was greater epithelial expression of aMSH and
MC1R, but without difference for p53, p38, IL1a and COX2; cytoplasm organelles and
melanossomas in higher maturity were in greater number in keratinocytes and melanocytes; there
were commoner damaged areas in basal membrane zone, presence of microvesicules adjacent
to basal membrane; and higher number of pendulous melanocyte; dermal collagen was less
structured. There were greater SA-B-gal staining and altered expression of COL4A1, IL6, ESR2,
DKK3, CCL2, WIF1, WNT3A, HGF, IL1B, MMPs 1-7-9 genes in melasma fibroblasts.The
alterations presented in keratinocytes, dermis and basal membrane zone suggest the melasma
phenotype can result from alteration in entire epidermal melanin unit, not just hypertrophic
melanocytes, the epidermal inflammatory pathways and p53 dependents do not show
prominence, in addition to the possible role of the repair/ damage process identified at dermis and
fibroblast senescence in the melasma pathogenesis.

Keywords: Contraceptives, Cross-Sectional Studies, Pregnancy, Melanoma, Skin Pigmentation,

Pigmentation  Disorders,  Ultraviolet ~ Rays,  Melanosomes,  Immunohistochemistry,
Immunofluorescence, p53, Electron Microscopy, a-MSH, Cox-2, p38, IL-1.
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Revisao de Literatura

1. Revisao de literatura

Melasma é uma alteragdo da melanogénese cutanea, cronica, adquirida, caracterizada
por hiperpigmentagéo localizada de regides da pele expostas ao sol, principalmente face, fronte
e témporas. Apresenta-se como manchas acastanhadas simétricas, de bordas irregulares,
porém, com limites bem definidos (Figura 1) (1, 2).

RO Eian

Figura 1. Melasma facial. Areas de hiperpigmentagao frontal, temporal, zigomatica e parotidea. Fonte:
arquivo do autor.

E mais frequente entre mulheres adultas, em idades de 30 a 55 anos, sendo os homens
acometidos somente em 5-10% dos casos, com importante reducdo da prevaléncia apds a
menopausa, ou na sexta década. Embora acometa todas as etnias, ha maior incidéncia da
doenga em fenétipos mais pigmentados, sendo mais comum em mulheres de origem oriental e
hispanica que habitam a regido dos trépicos, onde ocorre uma maior exposi¢do a radiagao
ultravioleta (RUV) (3-7).

Ndo ha consenso entre os autores quanto a classificagdo clinica do melasma,

comumente é dividido em trés padrées de acometimento da face: centrofacial, malar e
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Revisao de Literatura

mandibular, entretanto, formas mistas s&o bastante comuns (35-45%) (1, 5).

Formas extrafaciais(p. ex.. colo, membros superiores e cervical) costumam se
desenvolver mais tardiamente e podem estar associadas a terapia de reposi¢do hormonal,
porém, ndo ha elementos que sugiram diferente fisiopatogénese desse subtipo em relagéo ao
melasma facial (8).

Muitos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento do melasma, como a
exposicdo crénica a RUV, gravidez, contraceptivos orais e outros esteroides, tumores ovarianos,
terapia de reposicéo hormonal, cosméticos, drogas fotossensiveis, inflamagao e estresse (9-12).

Outro elemento importante associado a sua génese é a predisposicao genética, alguns
estudos apontam alta incidéncia familiar (40-60%), o que sugere que o melasma dependa da
interagdo do ambiente com a susceptibilidade genética, constituindo uma doencga multifatorial (5,
13).

Outros elementos foram identificados por estudos observacionais: associagédo com
doenga tireoidiana, aumento do LH, ansiedade, ancestralidade genética, estresse oxidativo e uso
de antidepressivos, que devem ser explorados posteriormente em estudos controlados e
amostras representativas (2, 4, 6, 13-15).

A exposicdo a RUV compreende o principal fator de risco conhecido que leva ao
desenvolvimento e agravamento da doenga. Ha maior exacerbagéo da doenga no verdo, e uma
diminuicdo das manchas no inverno (1, 16).Pacientes com melasma referem com maior
frequéncia a moradia no litoral ou no interior, 0 que pode aludir @ maior exposi¢éo solar cronica
na infancia e juventude como fator de risco, apesar disso, queimaduras solares nao foram mais
prevalentes neste grupo (13). Finalmente, o uso regular de filtro solar diminui a gravidade da
doenga em até 50 % nos ensaios clinicos, e pode reduzir sua incidéncia na gravidez em mais de
90 % (17, 18).

Caracteristicamente, 0 melasma se comporta como doenga cronica, recidivante, apesar
dos tratamentos. Essa caracteristica da sua histdria natural, associado ao acometimento de
areas expostas, principalmente em mulheres durante o periodo fértil, inflige grande
comprometimento a qualidade de vida dos pacientes (19-21).

Melasma é muito frequente na populagéo brasileira, estima-se que entre 15 e 30% das
mulheres adultas sejam acometidas, o que causa grande procura ao atendimento
dermatoldgico. Apesar de ser uma alteragéo benigna da pigmentacéo, influencia a qualidade de
vida devido a sua natureza esteticamente desfigurante, 0 que causa efeitos emocionais e
psicoldgicos acarretando problemas no convivio social e até relatos de suicidio (11, 22-26).

A melanogénese é um processo complexo que se desenvolveu em humanos devido a
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varias pressdes seletivas e pode ser induzido por diferentes estimulos, sendo a RUV o principal
deles, entretanto, diversas doengas promovem hiperpigmentacdo melanica por diferentes
mecanismos, como a hiperpigmentacdo pos-inflamatéria, eritema ab igne, urticaria pigmentosa,
nevus melanociticos, lentigos solares, efélides, ocronose e fitofotodermatite (6, 27-30). Ha,
porém, evidéncias que o melasma constitua uma hiperpigmentagéo melanica de caracteristicas
independentes das demais dermatoses pigmentares, cujo processo ainda néo foi completamente
elucidado, mas provavelmente, vai levar a idealizagdo de tratamentos mais eficientes (31, 32).

No melasma a produgdo de melanina esta aumentada em quantidade e qualidade,
devido a hiperproducdo de melanossomas mais maduros, usualmente vistos em peles mais
pigmentadas, como os africanos. Ocorre distribuigdo mais efetiva dos melanossomas para os
queratinocitos e menor degradacgao epitelial (2, 32, 33).

A presenga proeminente de melanina na derme com melasma é matéria de discusséo
entre 0s pesquisadores, ja que estudos recentes demonstram ndo haver diferenga entre
melasma e pele s& adjacente, desabonando a classificagdo do melasma como epidérmico e
dérmico (4, 25).

O melanocito se constitui como uma célula especializada na sintese e transporte de
melanina, e se distribui por todo o tegumento, com alta concentragdo na face. Diferentes
estimulos levam a sua ativagéo e interferéncia com os padrdes de melanogénese (Figura 2).

O estimulo baseado em RUV induz a expressdo de p53 nos queratinocitos que
promovem a sintese de propiomelanocortinas, entre elas 0 a-MSH que se ligam aos receptores
(MC1R) e promovem a sintese da tirosinase a partir da ativagdo do MITF. Em paralelo,
fibroblastos secretam stem cell factor que se ligam aos receptores c-kit dos melandcitos levando
ao mesmo processo (31, 32, 34).

Estimulos inflamatérios cursam com secregdo de endotelina e IL-1 que induzem a
melanogénese, da mesma forma que estimulos de reparo como os induzidos por bFGF, HGF e a
ativagdo da via Wnt. Também ocorre expressdo de aMSH nos queratindcitos,
independentemente da exposicdo & RUV, em resposta ao aumento da secrecdo de PgE
epitelial, induzida por COX2 (35).

Todos esses elementos foram imputados como envolvidos na patogénese do melasma,
e serdo discutidos adiante, evidenciando que ocorra um padrdo individual de pigmentacédo

envolvendo diferentes vias.
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Keratinocyte

FGFR - ‘I@
HG bFGF SoF D1
T_\’j @ nor Fibroblast —
Figura 2. Representacdo esquematica da interagé&o entre um queratindcito e fibroblasto com melanécito
demonstrando diferentes estimulos que podem induzir melanogénese. Fonte: (36).

b

PELE ADJACENTE MELASMA

Figura 3. Cortes histologicos de melasma e pele sa adjacente facial. Hipermelanizagao de todas as
camadas epidérmicas, proeminente no melasma (Fontana-Masson, 40x). Fonte: arquivo do autor.

Histologicamente, a pele lesionada com melasma ¢ diferente da pele normal. Estudos
mostraram que a pele lesionada possui maior quantidade de melanina em todas as camadas
epidérmicas, principalmente na camada basal (Figura 3). Também se observou uma maior
quantidade de melanossomas (maduros) em estagio IV (Figura 4) (37-39).
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e X g R

Figura 4. Microscopia eletrénica do melasma e pele sa adjacente facial. Queratindcitos do melasma (C)
com melanossomas mais numerosos e mais maduros que a pele adjacente (A). Melandcitos do melasma
(D) com organelas mais proeminentes que melanécitos da pele adjacente (B). Fonte: (39)

Os melandcitos estao hipertrofiados com dendritos mais proeminentes, contudo, quanto
ao numero de melandcitos, ha uma controvérsia relacionada ao seu aumento na pele lesada.
Alguns estudos apontam esse aumento, porém utilizam pele controle (ndo lesada) de regido néo
adjacente a leséo, e também técnicas poucos especificas para detec¢do de melandcitos (1). A
maior parte dos estudos recentes mostram o numero de melandcitos na pele com melasma
semelhante a pele adjacente  sem lesdo  (Figura  5), porém, com
hiperatividade funcional. Evidencia-se um numero maior de dendritos, aumento no tamanho da
célula, maior sintese de melanina, com maior transferéncia de melanossomas para o0s
queratindcitos e também diminui¢do de degradagéo dos melanossomas (4, 39).

Foram observadas, também, alteragdes fenotipicas nos queratindcitos como mudangas
na cromatina e morfometria nuclear. Esses achados sugerem que o processo fisiopatologico do
melasma envolva toda a unidade epidermo-melénica, e ndo decorra somente de alteragao focal

do melandcito (40).
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PELE ADJACENTE MELASMA

Figura 5. Cortes histologicos de melasma e pele sa adjacente facial. Melandcitos uniformemente
distribuidos na camada basal (Melan-A / Giemsa, 40x). Fonte: arquivo do autor.

Ha& vérios fatores de crescimento liberados pelos queratindcitos que estdo aumentados
no epitélio com melasma comparado a pele adjacente, como expressdo de NGF,
stem cel factor, aMSH, e seu receptores. Apesar do papel do oxido nitrico (NO) ainda
permanecer desconhecido na pigmentagao, foi também encontrado aumento da expresséo de
NO sintetase no melasma (25, 41, 42).

Muitos estudos de exploragdo gendmica no melasma identificaram alteragdes dos perfis
de expressdo. Um estudo com 279 genes mostrou que havia maiores niveis de RNA de
proteinas relacionadas a melanogénese como mRNA TYRP1 (43).

Alguns genes relacionados aos queratindcitos também estavam alterados no melasma,
como o H19, um gene ndo codificante que estd em imprint com o gene insulin-
like growth factor type Il (IGF2), e tem expresséo diminuida no melasma (44).

Estudos in vitro com cocultura (queratindcitos e melandcitos) demonstrou que a
diminui¢do da expressdo do H19 induz a melanogénese e a transferéncia de melanossomas
para os queratindcitos, porém, o H19 no foi detectado em monocultura de melandcitos (44), o
que fortalece a evidencia de participagdo dos queratindcitos na rede de comunicagéo celular
envolvida na patogénese da doenga.

Ainda nesse estudo, foi observado um aumento adicional na expressao de tirosinase,
quando coculturas de queratindcitos knockdown para o gene H19 e melanécitos, foram tratadas
com estrogeno, sugerindo uma via de envolvimento hormonal no melasma (43, 44).

Além da evidéncia epidemioldgica de prevalecer em mulheres em idade fértil, aumentar

a incidéncia durante a gestagdo e em terapias hormonais como o0s contraceptivos
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orais, outros estudos apontam o envolvimento dos estrogénios no melasma. Esta associagéo
também foi observada com o gene PDZK1, que estimula a transcricdo da tirosinase. Sua
expressao foi induzida pelo estrogeno e mostrou-se alterada em pacientes com melasma (45).

A pele normalmente possui receptores de estrogeno e de progesterona, contudo, os
resultados sobre a agdo dos hormdnios sobre a pigmentagdo ainda sé@o conflitantes,
principalmente relacionados a progesterona (46, 47).

No melasma, receptor de progesterona e de estrégeno sdo aumentados no epitélio (48,
49). In vitro, estrogeno induz a sintese de enzimas melanogénicas em melandcitos como TYRP-
1, TYRP-2 e MITF, mas as vias de acdo dos esteroides sexuais na doenga ainda ndo séo
completamente conhecidas (45, 50).

Outros genes que agem como moduladores da via do Wnt, como o WIF1, SFRP2 e o
Wntba estdo superexpressos no melasma. Por outro lado, genes relacionados com o
metabolismo dos lipideos como PPARa, ALOX15B, PPARGC1A e DGAT2L3 estavam com a
expressdo diminuida na pele lesionada. Essa diminuicdo da express@o desses genes foi
subsequentemente confirmada com o estudo de fungéo e reparo da barreira da pele (43, 51),
sugerindo que na pele com melasma ocorra dano tecidual e déficit de reparo.

Além disso, foi descrito a presenca de melandcitos projetando-se para a derme na pele
com melasma, chamados de melandcitos em péndulo. Conjuntamente, evidenciaram-se
alteragGes na zona de membrana basal, com diminuigdo da quantidade e densidade de coldgeno
IV abaixo desses melandcitos pendulares, e aumento de metaloproteinases na derme (52, 53).

Outra alteragdo na derme superior é a presenga de elastose solar proeminente na pele
lesada, em comparagé&o com a normal adjacente (Figura 6).

A degeneracgdo elastdtica do colageno é um marcador de fotoexposigéo cronica e
atividade das metaloproteinases da derme superior. Os elementos oxidativos e a ativagao de
colagenases que levam a elastose podem ser um fator influenciador da hiperpigmentacéo,
embora possa ser somente um fenémeno secundario a exposic¢do solar (54, 55). Ha, de forma
geral, maiores indicios dano em analogia ao fotoenvelhecimento na pele com melasma que na

pele sa adjacente (2, 25).
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PELE ADJACENTE MELASMA

Figura 6. Cortes histologicos de melasma e pele sa adjacente facial. Degeneragao elastética do colageno
da derme superior, proliferagao endotelial, fragmentagao do colageno e maior celularidade dérmica (HE,
40x). Fonte: arquivo do autor.

Ainda na derme, ha maior quantidade de mastécitos, linfécitos CD4+, macrofagos CD68*,
maior atividade de metaloproteinases (MMP1, MMP2, MMP3, MMP9), aumento nos niveis de
COX2, NF-KB e IL-17 e aumento da microvasculatura (Figura 6) e expresséo de VEGF (56, 57).
Esses elementos levam a um microambiente oxidativo e inflamatério que pode manter o tdnus
pigmentarmelanogénico.

Em fibroblastos dérmicos, foram observados aumento do stem cell factor (SCF) e seu
receptor c-kit na epiderme, que poder ser induzido pela RUV (58).Contudo, ha poucos dados
referentes ao papel dos fibroblastos e componentes da derme superior no melasma.

Outro potencial ponto de estudo que pode interferir no melasma, é a agdo de
microRNAs (miRNA), que sdo RNAs pequenos, 20-24 nucleotideos, que desempenham seu
papel na regulagdo pos-transcricional da expressdo génica. No melasma, o miR-675, um
microRNA derivado do RNA do H19, apresenta-se diminuido, e sua expressao interfere com a
sintese das enzimas da melanogénese: tirosinase, TRP-1 e TRP-2 (59).

Embora 0 gene H19 somente se expresse em queratindcitos, ha evidéncias que essas
células liberem exossomos contendo miR-675 no espago extracelular, significando uma
comunicagao entre queratindcitos e melandcitos (60).0 possivel papel da diminui¢do do miR-675
no melasma pode ocorrer pela regulagéo de MITF e também na expressao caderina 11 (CDH11)
que esta aumentada no melasma (Figura 7) (61).
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Figura 7. Modelo fisiopatoldgico do melasma. Interagao de queratindcitos e fibroblastos com a
participagdo do miR-675 e CDH11 induzindo a hiperatividade do melanécito. Fonte: (61).

O melasma estd associado a varios fatores etiologicos bastante distintos e nenhum
deles pode ser considerado o Unico responsavel pelo desenvolvimento da doenga. Sua
patogénese ainda permanece desconhecida, necessitando de maiores estudos para caracterizar
os diferentes comportamentos da pele lesada e da adjacente, uma vez que recebem influéncias
similares, a fim de que se possa elaborar um modelo etiopatogénico completo. Nesse interim, os
tratamentos disponiveis ndo visam as alteragdes subjacentes, mas estratégias que levem a
reducéo da sintese de melanina, o que se revela como elemento secundario na doenca (62, 63).

Finalmente, no melasma, ha alteragdes em toda a estrutura epidérmica, ndo decorrendo
somente de uma alteragdo melanocitica. Isto reforca a ideia de que a estrutura envolvida no
desenvolvimento do melasma seja toda a unidade epidermo-melénica e derme superior, e tal
susceptibilidade tissular deva ocorrer com distribuicdo de mosaico, com manifestagdo apos

estimulo ambiental.
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Objetivos

Avaliar comparativamente a morfometria nuclear e caracteristicas texturais da cromatina de
queratinécitos basais no melasma facial.

Avaliar comparativamente a ultraestrutura de queratindcitos basais, melandcitos e zona de
membrana basal no melasma facial.

Avaliar a atividade de diferentes vias de pigmentagdo no melasma facial.

Avaliar comparativamente integridade estrutural da derme superficial no melasma facial.
Avaliar a expressdo génica de fatores de crescimento, inflamatérios e de composicao da
matriz extracelular de fibroblastos de melasma facial.

Avaliar marcadores de senescéncia de fibroblastos no melasma facial.
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Abstract

Background The pathogenesis of melasma and the role of keratinocytes in disease development and maintenance are
not completely understood. Dermal abnormalities, the expression of inflammatory mediators, growth factors, epithelial
expression of melanocortin and sexual hormones receptors suggest that not only melanocytes, but entire epidermal
melanin unit is involved in melasma physiopathology.

Objectives To compare nuclear morphological features and chromatin texture between basal keratinocytes in facial
melasma and adjacent normal skin.

Methods We took facial skin biopsies (2 mm melasma and adjacent normal skin) from women processed for
haematoxylin and eosin. Thirty non-overlapping basal keratinocyte nuclei were segmented and descriptors of area,
highest diameter, perimeter, circularity, pixel intensity, profilometric index (Ra) and fractal dimension were extracted
using ImageJ software.

Results Basal keratinocyte nuclei from facial melasma epidermis displayed larger size, irregular shape,
hyperpigmentation and chromatin heterogeneity by fractal dimension than perilesional skin.

Conclusion Basal keratinocytes from facial melasma display changes in nuclear form and chromatin texture, suggesting
that the phenotype differences between melasma and adjacent facial skin can result from complete epidermal melanin
unit alterations, not just hypertrophic melanocytes.
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Introduction
Melasma is a common discoloration due to
increased focal epidermal melanocytic activity. It

mediators such as INOS and endothelin and growth
factors such as stem cell factor and nerve growth
factor.3

evolves in sun-exposed sites such as the face, neck
and upper limbs mainly in women during
reproductive years.! Its pathogenesis and the role of
keratinocytes in disease development and
maintenance are not completely understood.
Ultraviolet  exposure, genetic  predisposition,
photosensitizing medicines and sexual hormones
(pregnancy and oral contraceptives) are well-
established elements that could influence melasma
development.?
In comparison to adjacent non-lesional skin, areas
with melasma present prominence of epidermal
hypermelanization, hypertrophied melanocytes (with
greater melanosomes maturation), solar elastosis
and increased expression of inflammatory

JEADV 2015, 29, 809-812

High epithelial expression of MC1-R, a-MSH,
oestrogen and progesterone receptors suggest that
not only melanocytes but also the entire epidermal
melanin unit is involved in melasma
physiopathology.*-5

Nuclear morphometry and chromatin texture

changes have been identified in situations where
genomic modifications occur, such as in field
cancerization and carcinomas with different
prognoses.>8 In melasma, this could support
preliminary investigations of genotype or epigenetic
differences in keratinocytes from healthy and injured
skin.
This study aimed to explore nuclear changes related
to morphometry and chromatin texture in basal
keratinocytes from facial melasma and adjacent
healthy skin

© 2014 European Academy of Dermatology and Venereology
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Material and methods

The project got the approval from Institutional Review
Board on Ethics. Facial skin biopsies (2 mm) from women
with no treatment except sunscreen were taken from
melasma and normal skin (<2 cm apart) and processed for
haematoxylin and eosin at TOXICAM (Unesp). Slides were
photographed on an Olympus BX41 microscope with
100x objective, giving 1280 x960 pixel, 24bit color images
( tiff files).

Sample size was based on stabilization of standard error
of the mean <5% for each variable (data not shown).Thirty
non-overlapping basal keratinocyte nuclei were manually
selected by the same operator (blinded for the group). The
nuclei were automatically segmented and descriptors of
area, highest diameter, perimeter, circularity, pixel
intensity, profilometric index (Ra) and greyscale fractal
dimension (FracLac plugin -
http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/fraclac/FLHelp/Introduction.
htm) were extracted using ImageJ 1.47 software.® - 10
Greyscale fractal dimension was calculated through
volumetric box-count method (cube counting), using grey
value as third dimension (z- axis ).

Values for each subject were represented by the median
value of nuclei from each site and then compared by the
paired t- test. Significance was set as P <0.05.

Results

A total of 840 nuclei from 14 women were evaluated; their
mean (SD) age was 41.3 2.8 years (Fig. 1). Nuclear
descriptors are shown in Table 1.

Basal keratinocyte nuclei from facial melasma epidermis
displayed larger size, irregular shape, hyperpigmentation
and chromatin heterogeneity by fractal dimension.

Discussion

Morphological alterations in epithelium from melasma, in
addition to dermal changes and increased epithelial
nuclear receptor expression, support the hypothesis that
melasma, in addition to a higher melanization phenotype,
exhibits changes across the epidermal melanin unit.

Figure 1 (a) Melasma skin, (b) Perilesional healthy skin.
Arrows: individualized basal keratinocyte nuclei (HE 100x).
melasma and adjacent healthy skin.

Table 1 Descriptors of nuclear morphometry and chromatin texture in melasma and adjacent healthy skin.

Variable Melasma (Mean-+SD) Control (Mean + sd) P
Nuclear shape descriptors
Larger diameter (Feret - in pm) 9.26 + 0.84 8.28 + 0.85 <0.01
Area (in um®?) 34.88 + 5.75 29.22 + 4.44 <0.01
Perimeter (in pm) 28.11 + 3.63 2498 + 2.66 <0.01
Circularity 0.57 + 0.07 0.62 + 0.08 0.03
Chromatin texture descriptors
Pixel Intensity 57.75 + 9.44 50.00 + 11.03 0.05
Ra 130.46 + 15.18 142.47 + 16.17 0.07
Fractal dimension 233 + 0.05 2.28 + 0.03 <0.01

*paired t-test
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Nuclear and chromatin changes are well
recognized by pathologists as markers of tissue
differentiation  (e.g. in  malignant neoplasms).
Moreover, alterations in chromatin texture and
nuclear morphometry can also be found in normal
developmental tissues, in ageing and especially if
submitted to epigenetic factors and hormonal
influence.

Steroid hormones can induce modifications in
chromatin structure from breast cell culture, and
these alterations occurred in concomitance to
functional changes.""2 Furthermore, progesterone
and [B-oestrogen receptors were more expressed in
melasma than normal control epithelium.413

These arguments strengthen the hypothesis that
keratinocytes in melasma disclose differences in
normal adjacent skin that can be related to disease
development.

Keratinocytes are cells that secrete several
inflammatory, growth and melanogenic factors.™
Specific genomic alterations or epigenetic factors
(e.g. sexual hormones and ultraviolet radiation) can
locally modify their secretion pattern and alter
melanocyte physiology.

A study in 2011 comparing 279 genes in disease
affected skin and perilesional normal skin, showed
epidermal melanin unit hyperactivity in melasma. Skin
lesions presented higher levels of melanin and
proteins associated with melanogenesis such as
mRNA TYRP1 (tyrosinase-related protein 1)
expression.’s Previous studies have also found
altered keratinocyte-related genes. The H19 gene
was down-expressed in patients with melasma. H19
is a non-coding transcript RNA, but which operates
imprinting with the IGF2 gene (insulin-like growth
factor type I1).16

The experimental decrease in H19 transcriptase in
mixed keratinocyte-melanocyte cultures induced
melanogenesis and melanosome transfer to
keratinocytes. In isolated melanocyte culture, this
induction was not detected, strengthening the
hypothesis of keratinocyte involvement in melasma
pathogenesis. 6

In the same study, treatment with oestrogen in

mixed keratinocyte-melanocyte cultures with H19
depleted keratinocytes promoted an

additional effect on tyrosinase expression. This
reinforces oestrogen involvement in the pathogenesis
of the disease.'516

The association between melasma and gonadal
hormones may also be observed with the PDZK1
gene which stimulates tyrosinase transcription. As its
expression can be induced by oestrogen and is
altered in melasma skin."”

Other WNT pathway modulator genes, such as
WIF1, SFRP2, and Wnt5a showed higher expression
levels in melasma skin. In contrast, lipid metabolism-
related genes such as PPARa, ALOX15B and
DGAT2L3 PPARGC1A, were down expressed in
lesion skin; this was subsequently confirmed in a
study of function and skin barrier repair in
melasma.!5.18

Exogenous carcinogens, such as ultraviolet
radiation, can promote specific mutations or locally
promote gene regulation which modifies the
behaviour of specific tissues inducing a different
phenotype, as seen in somatic mosaicism. These
modifications can lead to the nuclear alterations that
we have demonstrated.

The histological signs of photo damage in melasma
skin suggest ultraviolet radiation as the disease
promoter. Conversely, the more irradiated areas of
the face (e.g. nose and glabella) do not coincide with
the highest frequency of melasma sites, leading to the
assumption that other factors must be involved in
facilitating its development.'®

The main limitation of the study was its modest
sample size; however, this did not hinder the
revelation of differences between samples.
Conclusions cannot be extrapolated to include males
or extrafacial melasma.

These results indicate the need of genomic and
epigenetic exploration in isolated primary melanocyte
and keratinocyte cultures, looking for the expression
of different regulatory factors to highlight independent
alterations in melasma and adjacent healthy
epithelium.

Conclusions

Basal keratinocytes from facial melasma display
changes in nuclear form and chromatin texture,
suggesting that the phenotype differences between
melasma and adjacent facial skin can result from
complete epidermal melanin unit alterations, not just
hypertrophic melanocytes.
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Resumo

Introdug&o: A pigmentagdo melanica da pele pode ser estimulada por diferentes vias de sinalizagéo,
sendo a radiagéo ultravioleta, citocinas dérmicas e inflamagéao epidérmica, os modelos mais usuais.
A melanogénese no melasma nao foi adequadamente avaliada quanto as vias envolvidas.

Objetivo: Investigar a ativacdo das diferentes vias de estimulo a pigmentagdo epidérmica no
melasma facial.

Material e métodos: Pares de bidpsias faciais (2mm) de 16 mulheres com melasma e de pele
adjacente (<2 c¢cm) foram processadas para estudo de imuofluorescéncia marcada para p53, p38,
aMSH, MC1R, IL-1ae COX2. A expressdo queratinocitica e melanocitica dos marcadores foi
avaliada.

Resultados: Houve aumento da expresso proteica de aMSH e MC1R no epitélio e melandcitos de
pele com melasma comparado a pele adjacente. Nao houve diferenca na expresséo proteica de
COX2, p38, IL-1a e p53 entre 0s grupos.

Conclusdo: A melanogénese do melasma envolve a secregdo epitelial de aMSH,

independentemente da ativagao via radiagéo ultravioleta/p53, IL-1a, p38 e COX2/PgEo>.

Palavras-chave: Melasma, melanina, p53, p38, aMSH, COX2, pigmentagéo, radiagéo ultravioleta.

Introdugao

Melasma é uma dermatose cronica e frequente, caracterizada por hiperpigmentagéo
melanica da pele, principalmente em topografias expostas ao sol. Apresenta-se como manchas
acastanhadas simétricas, de bordas irregulares e limites definidos (1, 2).

Os principais fatores de riscos associados ao desenvolvimento do melasma s&o exposi¢éo
crénica a RUV, gravidez, contraceptivos orais, terapia de reposicdo hormonal, cosméticos, drogas
fotossensiveis, inflamagéo e estresse (2-6). Ha elevada incidéncia familiar (40-60%), sugerindo que
seu desenvolvimento dependa da interagdo do ambiente em individuos susceptiveis,
caracterizando-se como doenga multifatorial (1, 7).

A pele com melasma apresenta caracteristicas fenotipicas de um fototipo mais elevado
quando comprada a pele adjacente. H& aumento na quantidade e maturagdo dos melanossomas,
melandcitos hipertrofiados e maior expressao de citocinas inflamatérias (IL17, iINOS, endotelina, NF-
KB), além de fatores de crescimento como aMSH, SCF, bFGF, HGF e NGF (8-12).

A pigmentagdo melanica da pele pode ser estimulada por diferentes vias de sinalizagao no
melandcito. Os principais modelos de melanogénese decorrem da exposi¢éo a radiagao ultravioleta

(RUV) e hiperpigmentacéo pos-inflamatéria (HPI).
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RUV estimula a produgdo de propiomelanocortinas, como o aMSH, diretamente nos
melandcitos. Nos queratindcitos, isso € mediado pela expressao da proteina p53 (13-16). O aMSH
epitelial se liga ao receptor de melanocortina 1 (MC1R) na parede do melandcito, 0 que leva ao
aumento da atividade do MITF, responsavel pela regulagéo transcricional de enzimas essenciais
para a melanogénese, principalmente a tirosinase (TYR) (9, 17-19). RUV atinge também os
fibroblastos da derme superior, promovendo sintese de stemcellfactor e upregulation da produgao
de seu receptor c-kit nos melanocitos, levando a ativagao direta do MITF (20).

A via inflamatéria que induz a HPItambém estimula a producéo epitelial de aMSH,
independentemente do estimulo da RUV. Apds dano aos queratindcitos, ha aumento da produgéo
PgE: epitelial (sintetizada pela enzima COX2) e IL-1 que também induzem a sintese de aMSH, além
de estimulos de reparo como os induzidos por bFGF, HGF, stemcellfactor e a ativagéo da via Wnt,
secretados pelos fibroblastos (9, 19, 21-25).

Este estudo objetivou investigar a ativacdo das diferentes vias de
melanogénese epidérmicas no melasma facial e pele adjacente, a partir da expressé@o da proteina
pd3 (melanogénese decorrente da exposicdo a RUV), p38 (dano oxidativo), IL-1a (dano

inflamatério) e COX2 (induzida pelo estresse inflamatorio local).

Casuistica e métodos
BIOPSIAS

Foram coletadas biopsias (2mm) de pele facial com melasma e s& adjacente de
13 mulheres adultas, atendidas no Servigo de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu
- UNESP no periodo de janeiro de 2013 a julho de 2015, sem restricdo de fototipo e sem tratamento
ha mais de 30 dias, exceto filtro solar. Os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), e o estudo foi aprovado pelo Comité local de Etica em Pesquisa (CEP)
Protocolo 3973-2011.
IMUNOFLUORESCENCIA

Cortes histologicos das bidpsias foram desparafinizados e re-hidratados no TOXICAM
(Unesp). As padronizagbes dos protocolos de imunofluorescéncia dependeram da titulagdo da
menor concentragdo de anticorpos principais capazes de serem detectadas nas laminas de
controles positivos (dados ndo mostrados). A recuperagado antigénica foi realizada por aquecimento
a 117°C por 3 minutos em solugéo de Trilogy® (Cell Marque, 1:20), seguidos de bloqueio das
proteinas com leite 5%. As laminas foram incubadas com anticorpo primario por duas horas para
aMSH (Abcam, 1:100), MC1R (Abcam, 1:50) e COX2 (Abcam, 1:100); ainda overnight para p53
(CellSignaling Technology, 1:100) ou p38 (Abcam, 1:200) e IL-1a (Abcam, 1:100), seguidos de
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incubagao do anticorpo secundario por 30 minutos (AlexaFluor 594 ou AlexaFluor 488). Para o
MSH, MC1R e COX2 foi realizado imunofluorescéncia de dupla marcagéo com o Melan-A (Abcam,
1:50) a partir de incubag&o por 2 horas seguidas de incubagéo do anticorpo secundario (AlexaFluor
488) por 30 minutos. A contracoloragao foi realizada com DAPI para marcagao nuclear.
ANALISE DE IMAGEM

As ladminas foram fotografadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX41 na
magnificagdo de 1000x, resultando em imagens tipo *TIFF com 1280x1024 pixels (24 bits de cor). A
intensidade de marcagéao foi analisada com o software ImageJ v1.50c para o epitélio total, basal,
suprabasal, melandcito ou derme (variagdo de 0 a 255 tons de cinza) para os diferentes canais de
cor (26, 27). A expressdo nuclear de pd3 e citoplasmatica de p38 foram analisadas a partir do
percentual de nucleos marcados por campo (28).
ANALISE ESTATISTICA

Dados continuos foram representados pelas medianas e quartis (p25-p75) se a normalidade
ndo fosse evidenciada ao teste de Shapiro-Wilk. As amostras foram comparadas de acordo com o
local da bidpsia e a estrutura epitelial mensurada por modelo linear generalizado de efeitos mistos,
com ajuste de probabilidade (gama ou lognormal) e matriz de covariéncia robusta. O percentual de
nucleos marcados pelo p53 ou p38 foi comparado entre os grupos pelo teste de Wilcoxon (29, 30).
Os dados foram analisados no software IBM SPSS 22.0 (31). Foi considerado significativo valores
de p<0,05.

Resultados

Houve maior intensidade de fluorescéncia em todos os locais avaliados (epitélio total, basal,
suprabasal e melanécitos) para MC1R na pele com melasma (Tabela 1, Figura 1). Adicionalmente,
detectou-se maior intensidade de fluorescéncia para aMSH no epitélio total, basal e nos melandcitos
no melasma (Tabela 1, Figura 1).

N&o foi observada diferenga na intensidade de fluorescéncia para COX2 e IL-1a nas
estruturas epiteliais avaliadas do melasma e pele sa adjacente, assim como néo diferiram os
percentuais de marcacao de p53 e p38 (Tabela 1, Figuras 2 e 3). Nao houve marcagéo de p38 nas

células da epiderme.
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Tabela 1: Comparagéo da intensidade de fluorescéncia para aMSH, MC1R, COX2 e IL1-anas estruturas
da pele, além da avaliagéo do percentual de nucleos marcados pelo p53 na epiderme e p38 na derme
acometidas com melasma e pele s& adjacente.

Variaveis Melasma* Controle* P
Epitélio total 34,00 (24,48-39,04) 25,75 (20,67-33,88) 0,05
oMSH Epitélio basal 36,50 (27,05-45,75) 29,75 (21,38-37,75) 0,04
Epitélio suprabasal 31,38 (23,22-39,11) 23,38 (19,93-31,33) 0,06
Melandcito 50,68 (37,35-56,36) 41,37 (29,49-46,75) 0,05
Epitélio total 56,73 (53,88-66,00) 53,40 (42,84-58,88) 0,00
MCIR Epitélio basal 58,97 (51,37-64,53) 58,59 (43,93-61,58) 0,04
Epitélio suprabasal 61,58 (53,20-67,36) 49,70 (44,11-58,43) 0,00
Melanécito 60,50 (51,36-67,27) 62,42 (45,11-68,13) 0,04
Epitélio total 40,49 (36,76-50,89) 45,04 (41,90-56,03) 0,36
COX2 Epitélio basal 35,47 (32,15-44,92) 40,59 (39,08-46,24) 0,43
Epitélio suprabasal 47,15 (43,05-56,68) 49,84 (43,73-67,59) 0,29
Melanécito 38,27 (34,90-53,00) 50,47 (44,99-56,05) 0,14
IL1a Epitélio tota] 29,27 (23,00-37,21) 34,42 (23,73-35,35) 0,94
Derme superior 24,52 (17,11-30,04) 27,97 (22,17-34,73) 0,09
p38 % célulasdérmicas 36,45 (24,10-42,75) 28,80 (18,30-39,98) 0,13
p53 % célulasepidérmicas 1,69 (0,00-2,33) 0,00 (0,00-2,17) 0,92

Intensidade de fluorescéncia varia de 0 a 255, *Mediana (p25-p75)

C

Figura 1.Imunofluorescéncia de dupla marcagéo (A) Melasma. Marcagdo aMSH (vermelho) e Melan-A
(verde) (B) Pele sa adjacente. Marcagdo aMSH (vermelho) e Melan-A (verde) (C) Melasma. Marcagdo MC1R
(vermelho) e Melan-A (verde) (D) Pele sa adjacente Marcagdo MC1R (vermelho) e Melan-A (verde).
Magnificagdo 1000x.
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Figura 2. (A) Melasma. Imunofluorescéncia de dupla marcagéo paraCOX2 (vermelho) e Melan-A (verde) (B)
Pele s& adjacente. Marcagdo COX2 (vermelho) e Melan-A (verde) (C) Melasma. Imunofluorescéncia nuclear
para p53 (verde) (D) Pele s& adjacente. Marcagao p53 (verde). Magnificagdo 1000x.

Discusséo

A ativagdo do MC1R pelo aMSH nos melandcitos € a principal via de estimulo a
melanogénese, sendo, 0 MC1R, o principal determinante da variabilidade na pigmentagdo humana,
regulando a quantidade e o tipo de melanina produzida nos melandcitos. Esse receptor € altamente
polimérfico com mais de 80 variantes alélicas identificadas nos diferentes grupos populacionais (32,
33).

No melasma, MC1R e aMSH, estdo aumentados nos queratindcitos e melandcitos,
corroborando com as caracteristicas fenotipicas de hipermelanogénese encontradas na pele lesada
(9, 12). Afuncdo do MC1R nos queratindcitos ndo € ainda bem compreendida, mas sua expressao
pode ser induzida pelos maiores niveis de aMSH em todo epitélio (17, 34) (35, 36).

A producédo de aMSH pode ser estimulada pela RUV nos queratindcitos € melanécitos, mas
também por estimulos inflamatérios da epiderme (p.ex. IL-1 e PgE2) ou da derme,
independentemente da RUV (20, 21, 37-39).

A proteina p53, sintetizada a partir do gene 17p13.1, € um importante supressor tumoral
associado ao reparo do DNA lesado, induz apoptose de células que apresentam dano irreversivel
ao DNA, promove interrupcao do ciclo celular e da angiogénese, impedindo a replicacao de células

mutantes. A epiderme da pele fotoexposta expressa p53 em resposta a RUV, sendo marcador de
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exposi¢ao solar e fotoprote¢do(40-43). No melasma, a expressdo epitelial de p53 néo diferiu da
pele adjacente, submetida ao mesmo regime de fotoexposi¢do. Enquanto isso, houve significativo
aumento de express@o de aMSH, levando a hipotese que, nesta discromia, a melanogénese seja
mantida por uma via ndo dependente do estimulo ao p53 via RUV.

Enquanto a enzima COX1 apresenta expressdo constitucional na pele e participa do
processo de proliferacéo epitelial, COX2 tem efeitos pré-inflamatérios e se expressa em situagdes
patologicas, estimulando a proliferagéo celular, angiogénese e resisténcia a apoptose (44-46). O
dano queratinocitico leva a sintese de PgE, pela COX2 epidérmica, o que induz a producéo de
aMSH. Essa via melanogénica é independente de RUV e da expresséo de p53 (20, 21, 47).

Nosso estudo identificou expresséo de COX2 epitelial tanto no melasma quanto na pele
adjacente, porém, a falta de diferenga entre os grupos amostrados desabona a hipotese que a
melanogénese, induzida por aMSH seja dependente de PgE2. Por outro lado, pode decorrer de
dano crénico em ambos os epitélios, como ocorre no fotoenvelhecimento, identificado em ambos os
locais biopsiados(44, 48). A amostragem de pele retroauticular (fotoprotegida) desses pacientes
deve promover uma comparagao adequada quanto ao papel do fotoenvelhecimento na expressao
de COX2 e sua relagdo com o0 melasma.

Em contrapartida, COX2 foi identificada, por investigagdo gendmica e tissular, como
predominante na pele com melasma malar em um estudo de 20 pacientes sem medidas de
fotoproteg¢do por quatro semanas, assim como maior numero de mastdcitos na pele lesada (23).
Em nossa casuistica, as pacientes foram submetidas a fotoprotegao por quatro ou mais semanas, e
ainda assim, mostraram atividade melanogénica e aumento diferencial da expressdo de aMSH.
Mastécitos sdo também marcadores de exposicédo solar intensa, corroborando a diferenca entre as
amostras (49).

Esses achados sugerem que a via COX2/PgE:2 esteja envolvida no processo de piora clinica
da doenca, apesar de ndo ser necessaria para a sua atividade. Isso se reflete clinicamente quando
0 uso de filtro solar, mesmo por longo tempo, ndo promove remissao completa das lesées, ou ainda
que pacientes em uso de anti-inflamatorios ndo-hormonais mantenham atividade das lesoes.

Desde que a origem do estimulo a melanogénese do melasma nédo seja explicada
completamente pelas vias RUV/p53 e COX2/PgE,, cabe investigar indutores dérmicos desse
processo.

A derme superficial do melasma apresenta ativa degradagdo do colageno e da zona de
membrana basal, resultando em um ambiente inflamatorio e oxidativo, com proliferagéo vascular e
liberagdo de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento como stemcellfactor, HGF, bFGF e

NGF (9, 19, 21-25). O aumento de c-kit e stemcellfactor foi evidenciado no melasma, e apresenta
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potencial melanogénico independentemente de aMSH (20, 50).

O dano tecidual cronico da derme superior no melasma pode promover uma reagdo de
reparo que envolva queratindcitos. Em processos cicatriciais cutaneos, aMSH/MC1R estéo
hiperexpressos no epitélio, e parecem promover uma intercomunicagdo com fibroblastos (51).
Citocinas inflamatérias, como a IL-1 s8o ativas no processo de reparo tecidual e também podem
induzir a sintese epitelial de aMSH (20, 52). O conceito de melasma como uma decorréncia do
processo de injdria/reparo da derme superior também justificaria a hiperexpressdo de fatores de
crescimento teciduais identificados na doenga.

Nosso estudo nao identificou diferenga da expresséo de IL-1a no epitélio ou na derme entre
a pele com melasma e adjacente, 0 que sugere que o processo primario de indugdo de
melanogénese ndo dependa do dano inflamatério agudo, como ocorre na HPI (37, 53). Da mesma
forma, a expressao de p38 ndo mostrou diferenga entre as topografias estudadas, ratificando que o
dano inflamatério ou oxidativo ocorra simultaneamente em ambas as topografias, sem evidéncia de
dano especifico ao epitélio (54). Esses resultados aludem & necessidade da investigagéo de
diferentes vias de estimulo a melanogénese, especialmente relacionados a interagdo epitélio-
mesenquimal.

Este estudo envolveu um nimero restrito de pacientes, exclusivamente do sexo feminino e
oriundos de um unico centro. Entretanto, 0 modelo comparativo utilizado (melasma vs pele
adjacente), é bastante sensivel as alteragdes estudadas, pelo carater pareado das variaveis
estudadas, demandando menor dimensdo amostral (55). A homogeneidade quanto ao sexo e
regido geografica dos pacientes fortalece a validade interna dos resultados, orientando a
necessidade da repeticdo da investigagdo em outras realidades étnicas, sécio-culturais, explorando
outras topografias e envolvendo o sexo masculino.

De acordo com a expressdo de proteinas investigada neste estudo, o padrao de
melanogénese do melasma né@o parece seguir as vias convencionais das principais dermatoses
pigmentares quando explorados a partir da imunofluorescéncia(11). Apesar de se tratar de um
método semiquantitativo, a identificagdo topografica da expresséo de peptideos, como ¢é
evidenciado pela imunofluorescéncia, permite elaborar hipoteses fisiopatoldgicas das bases da
melanogénese no melasma.  Técnicas gendmicas e protedmicas devem ser orientadas
posteriormente para esclarecer o papel dos diferentes achados, assim como o processo de

regulacdo das vias identificadas neste estudo.

Conclusao:

Nossos resultados sugerem que a hipermelanogénese do melasma envolve a secre¢éo
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epitelial de aMSH, independentemente da ativagdo via radiagdo ultravioleta/p53, IL-1a, p38 e
COX2/PgEo.
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Abstract

Background: The role of the dermis involvement in melasma is not completely understood. Several
dermal abnormalities are found in melasma skin: basement membrane zone alterations, pendulous
melanocytes, solar elastosis, metalloproteinases hyperactivity, hypercellularity, — vascular
proliferation as the expression of some inflammatory and growth factors.

Objectives: To explore dermis involvement and the possible role of fibroblast cell in the melasma
pathogenesis, focusing on basal membrane zone, dermal collagen structure, pendulous
melanocytes, and primary fibroblast culture. Additionally, to study basal keratinocyte and melanocyte
cytoplasmic organelles.

Methods: Pairs of facial skin biopsies (2 mm) from 16 women with melasma and normal skin (<2 cm
apart) were  processed by Transmission Electronic  Microscopy, picrosirius red and
immunohistochemistry for Melan-A counterstained with Periodic acid-Schiff stain. Cytoplasmic
organelles (keratinocyte and melanocyte), basement membrane zone, dermal collagen organization
and melanocyte (total and pendulous) counting were assessed. Primary fibroblast were cultivated to
assess senescence (SA-B-gal) and gene expression profile (real-time PCR array).

Results: There were greater amount of cytoplasmic organelles inside basal keratinocytes and
melanocytes in melasma, as well as structural damaged areas in the lamina densa, compared to
healthy adjacent skin. Keratinocytes melanosomes were at higher maturation stage and
melanocytes mitochondria were prominent in melasma skin. Keratinocytes and
melanocytes disclosed microvesicles adjacent to basal membrane and the lamina densa breakings.
Pendulous melanocytes were more numerous as superficial dermis collagen structure was more
compromised in melasma. SA-B-gal fibroblasts were increased and the expression of some genes
(COL4A1, L6, ESR2, DKK3, CCL2, WIF1, WNT3A, HGF, IL1B, MMPs 1-7-9) were altered in
fibroblast cell culture of melasma.

Conclusion: The prominence of cytoplasmic organelles from melanocytes and keratinocytes
evidences the involvement of the whole epidermal melanin unit in melasma. The upper dermis and
lamina densa damage suggest the role of dermal injury/repair process in disease pathogenesis.
Fibroblast senescence was more noticeable in melasma, leading to an impaired repair and

inflammatory response that can stimulate the focal pigmentary phenotype.

Keywords: Melasma, Ultraviolet rays; Pigmentation disorders; Collagen; Transmission Electronic

Microscopy.
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Introduction

Melasma is a common acquired pigmentary disorder due to an increased local epidermal
melanin unit activity. It affects sun-exposed sites (e.g. face) mainly in women throughout
reproductive years (1). The pathogenesis is not fully understood and the role of skin basement
membrane zone alterations, dermis damage and fibroblast activity in disease development and
maintenance are still unknown.

In contrast to adjacent photoexposed skin, areas with melasma present epidermal
hypermelanization (with more mature melanosomes), hypertrophied melanocytes, evident solar
elastosis, metalloproteinase (MMP) hyperactivity, dermal hypercelularity, vascular proliferation,
increased expression of inflammatory mediators such as iNOS, IL-17, NF-K, endothelin, and growth
factors such as VEGF, stem cell, hepatocyte, fibroblast and nerve growth factor (2-5).

Pendulous melanocytes into dermis have been described in melasma as well as basement
membrane changes under these protruded cells. There is a decrease in type | collagen and
increase in MMP (1, 2, 3 and 9) activity (2, 4, 6, 7).Some genes related to lipid metabolism were
downregulated in melasma skin, as function and repair of skin barrier were impaired (8-10).

There are higher expression of fibroblast releasing stem cell factor and its epidermal
receptor c-kit in melasma skin, both changes can also be stimulated by UV radiation (11).
Meanwhile, there is few data about the role of fibroblast, and dermal components in melasma
pathogenesis.

This study aimed to explore dermis involvement and the role of fibroblasts in the melasma
pathogenesis, focusing on basal membrane zone, dermal collagen structure, pendulous melanocytes
and primary culture of fibroblast cell. Additionally, to study basal keratinocyte and melanocyte

cytoplasmic organelles.

Material and Methods

The project was approved by Institutional Review Board on Ethics (CEP: 3973-2011), and
was performed at Botucatu Medical School (Unesp), Brazil, between 01/2013 and 08/2014.

Pairs of facial skin biopsies (2 mm) from 16 adult women with facial melasma and without
treatment for 30 days except sunscreen, were taken from melasma and clinically normal adjacent
skin (<2 cm apart).

Two patients samples were processed by Transmission Electronic Microscopy (TEM) for
basement membrane integrity, lamina densa structure and cytoplasm organelles. Samples
processing and analysis were performed at Departamento de Morfologia (IBB-Unesp).

Eight samples were stained to picrosirius red to evaluate dermal collagen fragmentation;
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and, in six patients, the samples are processed by DAB-immunohistochemistry for Melan-A (1:50,
clone A103, DAKO Cytomation, Hamburg, Germany) counterstained with Periodic Acid-Schiff
stain (PAS) for total and pendulous melanocyte counting (per histologic field), and basement
membrane assessment. Samples processing and analysis were performed at TOXICAM (Unesp).

Histological slides stained by picrosirius red were photographed in a standardized form (*tiff
images; 1280x1024 pixels; 24 bit color) and analyzed in ImageJ 50c (12, 13). The morphologic
structure of upper dermal collagen was assessed by the fractal dimension after color deconvolution
(Fast red-Fast blue - plugin: http:/ffiji.sc/Colour_Deconvolution) preprocessing (14, 15).

Primary culture of fibroblast

Primary culture of fibroblasts were established from melasma and adjacent facial skin
biopsies of five women attended at Botucatu Medical School (Unesp), Brazil. The fibroblast culture
were maintained in medium 106 (Gibco™) contained growing factors (LSGS Kit, Gibco™).

The fibroblast were plated at a density of 5x103 in a 12 well cell culture plate, and were
performed the senescence assessment by Senescence -Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling
Technology®) following instructions from the manufacturer.

For growing curve, the fibroblast were plated at a density 1x104 cell in a 6 well cell culture
plate and the cell number was evaluated after 2, 5 and 8 days.

The real-time PCR array (96 well plate, Custom RT? Profiler PCR Arrays, Qiagen) were
performed in the primary fibroblasts cells to assess the gene expression for 42 genes (Table 2). The
total RNA was obtained with RNase Mini Kit (Qiagen), the reverse transcription of the RNA was
performed using the RT? First Strand Kit for RT-PCR (Qiagen) following the instructions from
manufacturer. The gene expression was considered altered when the fold change was less than 0.5
and higher than 1.5.

Statistical analysis

Continuous data were represented by mean and standard deviation or median and quartiles
(p25-p75), and the effect size for gene expression was estimated by the fold change:
melasma/adjacent skin 2-2ACt expression (16).Additionally, they were compared by paired samples
Student's t-test, Wilcoxon’s test or Generalized Estimated Equations (after imputation of missing
data). Normality was assessed by Shapiro-Wilk test and homoscedasticity by Levene’s test (17-
19).Data was analyzed in IBM SPSS 22.0 (20).Significance was set as p<0.05.

Results
There were greater amount of damaged areas in the basement membrane of the melasma

skin compared to healthy adjacent skin at TEM appraisal. The injuries were characterized as
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disruption, delamination, frequently gaps, lesser structural density lamina densa and deletion of
anchorage filaments at lamina lucida (Figure 1).

The number of cytoplasmic organelles were higher in melasma skin in both keratinocytes
and melanocytes. Melanosomes were more numerous and at higher maturation stage inside the
keratinocytes (Figure 2). The melanocytes mitochondria were abundant in melasma skin as well as
its endoplasmic reticulum.

Microvesicles were numerous in the adjacency of the basal keratinocytes and melanocytes
membrane. Their location close to the lamina densa breakings and the
anchoring filaments damage (Figure 2) was noticeable. Pendulous melanocytes were also evident in
TEM (Figure 2).

Figure 1. Transmission Electronic Microscopy from melasma and normal adjacent facial skin. (A) Melasma
basement membrane zone under a melanocyte. Severe structural discontinuity of lamina densa and decrease
of its electronic density (B) Basement membrane zone under a melanocyte from adjacent skin. (C)
Melasma keratinocytes with greater number and matured melanosomes as prominent organelles. (D)
Keratinocytes from adjacent skin.

Basement membrane disruptions were significantly higher in melasma skin when

quantified at the PAS staining (Table1 and Figure 2). The melanocyte total number was not different
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between melasma and adjacent normal skin; conversely, the density of pendulous melanocytes were
significantly increased in melasma skin (Table 1, Figures 2 and 3).

Upper dermis collagen was more unstructured in melasma samples, median (p25-p75)
fractal dimension 1.19 (1.11-1.25) vs1.31 (1.21-1.36) (p=0.04) (Figure 4).

Primary fibroblast culture from melasma were less fusiform in shape and have a greater
proportion of SA-B-gal stained cells than adjacent skin for all samples: median 0.58 (0.47-0.66)
vs.0.42 (0.38-0.51) (p=0.06) (Figure 4). Additionally, the cellular growth curves were less
inclined for the melasma samples with significance regarding time and group*time interaction
(p<0.01) (Figure 5).

Alterations in the expression of 12 genes were identified in fibroblast cells isolated from
melasma skin compared to fibroblast cells isolated from adjacent healthy skin. The MMP1, 7 and 9,
CCL2, IL6, ESR2, WIF1,WNT3A and HGF genes are upregulated and the COL4A1, DKK3 and IL1B

gene are downregulated (Table 2).

Figure 2. Transmission Electronic Microscopy from melasma and normal adjacent facial skin. (A) Melasma.
Melanocytes with prominent rough endoplasmic reticulum and numerous mitochondria. (B) Melanocyte
cytoplasm from adjacent skin. (C) Electronic microscopy of a pendulous melanocyte from melasma. (D) Small
vesicles inside basal keratinocytes closed to the basal membrane and near the lamina densa and anchor
filaments discontinuities.
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Table 1. Comparison of basement membrane and melanocyte characteristics between melasma and normal
adjacent skin (n=6 patients; approximately 13 fields each histologic fragment).

Variables Melasma* Adjacent skin* p-value**
Basement membrane disruptions* 0.65 (0.25) 0.13 (0.17) <0.01
Total melanocyte count? 5.37 (2.20) 5.30 (1.10) 0.94
Pendulous melanocytes* 0.94 (0.26) 0.39 (0.21) <0.01

* mean (standard deviation); ** Paired samples Student’s t-test; #*Mean count per histological field (40x).

C.. - R A D .‘ l’ .

Figure 3. (A) Melasma: basement membrane discontinuities and poorly demarcated (PAS, 40x). (B) Adjacent
skin: well defined basal membrane and its “festoon” appearance (PAS, 40x). (C) Melasma: pendulous
melanocytes into the dermis (Melan-A / PAS, 40x). (D) Adjacent skin: normal melanocytes (Melan-A / PAS,
40x).
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Figure 4. Fibroblast culture from facial melasma (B) and adjacent skin (A) (SA-B-gal 100x). Loss of cell
aggregation and fusiform shape were prominent in melasma. Histologic sections of melasma (D) and normal
adjacent skin (C). Melasma: collagen fragmentation and density reduction at upper dermis (Picrosirius red
20x).

Fibroblast growth curve

Cell count (1000x)

Time (days)

— 8 —Melasma —ill— Control

Figure 5. Fibroblast growth curve. Mean cell count for patients with facial melasma (n=3).
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Table 2. Comparison of the gene expression between facial melasma and adjacent skin assessed by real-
time PCRarray (n=3).
Gene Fold Change*  Gene Fold Change* Gene Fold Change*

KITLG 0.96 FGF2 1.06 EDN1 1.22
COL4A1 0.53 IL1A 0.86 EDN3 3.27
COL7A1 0.63 IL1B 0.72 WIF1 1.23

MMP1 1.89 IL6 1.06 WNT5A 0.81

MMP2 0.94 ESR1 1.23 MIF 0.93

MMP7 0.87 ESR2 2.32 HGF 1.53

MMP9 3.09 DKK1 1.03 NRG1 1..08

TIMP1 0.76 DKK3 0.63 VEGFA 1.17

TIMP2 1.08 MAPK14 0.93 SOD1 0.90

TIMP3 0.99 CDH11 0.75 SOD2 1.21

TIMP4 0.70 CcCL2 0.73 OXR1 0.95

TP53 1.02 PTGS2 1.51 OXSR1 1.03

GLB1 0.92 CSF2 0.63 WNT3A  No Amplificatio
CDKN2A 0.83 IL17A No Amplificaon =~ POMC  No Amplification

*<0.5 downregulated, >1.5 upregulated
Discussion

Melasma pigmentation evolves from a hyperactivity of the whole epidermal melanin unit
rather than only a melanocyte hypertrophy. The increased number of cytoplasmic organelles in both
basal keratinocytes and melanocytes evidences high epidermal metabolic activity. Prominent
mitochondria  in  melanocytes cytoplasm indicates high ATP production to supply
their pathophysiologic needs. Previous studies, also showed, in keratinocytes from melasma skin,
alterations in nuclear morphometry, chromatin texture, hyperexpression of estrogen receptors and
aMSH release (3, 21, 22).

Melanogenesis is a complex process mediated by paracrine, autocrine and environmental
stimuli (23-26). Phenotypical changes evidenced in melasma skin does not develop primarily and
independently from an epidermal disorder since several dermal alterations are manifest. The
disruption of basal membrane eases the traffic of dermal cytokines to melanocytes leading to
melanin synthesis and delivery though epidermis. Moreover, functional hyperactivity of melanocytes
on melasma differs of other hypermelanogenic processes as tanning, freckles, solar lentigines, post-
inflammatory hyperpigmentation, erythemaab igne or urticaria pigmentosa (27, 28).

Basement membrane is synthetized by fibroblasts and keratinocytes. It also plays an
important role in maintaining dermal and epidermal homeostasis (29). Lamina densa structural
impairment, upper dermal collagen fragmentation and elastotic degeneration discloses an active
injury process as the one induced by photoaging where is mediated by dermal MMP and epidermal
plasmin (29, 30). In melasma, these alterations are more evident than at the adjacent skin submitted

to similar UV exposure regimen. Furthermore, most irradiated facial sites does not coincide to
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commoner melasma sites, leading to the hypothesis of some focal tissue predisposition (31, 32).

Numerous microvesicules near the basal membrane were first observed in melasma basal
keratinocytes and melanocytes in a greater proportion than adjacent photoexposed skin. These
microvesicles content is little known, probably DNA, mRNA and miRNA, but they are commonly
found in the granulation tissue from wound healing (33, 34). An in vitro study showed that these
keratinocytes microvesicles regulate, as exosomes, some genes from fibroblasts, modulating MMP
(1 and 3), angiogenesis, thrombospondin and cytokines (IL-6, IL-8 and TGFp) that are related to
tissue repair (35).In addition, the hyperexpression of growth factors (e.g. VGEF, bFGF, NGF, HGF
and stem cell factor), hypercelularity and endothelial proliferation as evidenced in melasma are also
remarkable in tissue healing process (36, 37).

In this study, we identified higher HGF and IL-6 gene expression in fibroblast from
melasma, as occurs in wound healing (38, 39). Furthermore, HGF stimulates melanogenesis by its
directly melanocyte receptor binding (c-Met) (26), and aMSH has anti-inflammatory as favors wound
healing (40). These findings indicates that the epithelial and dermal repair process can stimulate
melanogenesis.

The most important regulator of collagen synthesis and degradation in skin remodeling and
repair is dermal fibroblast that interplays with keratinocytes in a paracrine way (37). The role of
fibroblast in melasma is not understood, but it is very active in post-inflammatory hyperpigmentation,
establishing a cellular network with keratinocyte and melanocyte (41). MMP 2, 3 and 9 degrade
collagens 1V, laminins and VII, present in lamina densa and anchoring microfilaments (42-44).
Meanwhile, in epidermis, urokinase plasmin activator is the major proteases involved in the delay of
barrier recover, and acts in synergy to MMPs in UV related basement membrane damage and
wound healing (45-47). While MMPs were reported as prominent in melasma dermis, plasmin
system was not yet investigated, but tranexamic acid (an inhibitor of plasminogen activator), is
reported as effective in melasma improvement (48).

This study disclosed a greater gene expression of MMPs (1,7 and 9) and a decreased
expression of collagen IV (COL4A1) by fibroblast culture isolated from melasma skin biopsies,
suggesting the role of degradation of collagen and decreased dermis repair in melasma induced by
fibroblast.

Actually, there are some evidence about phenotype differences related to ethnicity and the
susceptibility to fibroblast senescence (1, 32, 49). Senescent fibroblasts secrete inflammatory
citokines, bFGF and stem cell factor, promotes collagen degradation through MMP activation and
have smaller mitotic potential. These issues increase stromal degradation and impair the process of

tissue repair, as evidenced in melasma dermis (50).
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A skin structural mosaic of tissue susceptibility to senescence can be theorized for
melasma development under environmental stimuli like UV radiation and sexual hormones. These
expositions would exert a local epigenetic control that lead to focal pigmentation of melasma (51,
52).

Senescent dermal fibroblast phenotype were identified in chronic sun exposed facial skin,
and our results disclosed it as prominent in melasma by differences in curve growth and SA-B-GAL
staining. In addition to lamina densa and upper dermal damage, the greater gene expression of
MMPs, IL-6 and lesser expression of collagen IV strength the hypothesis of the involvement of
senescent fibroblast in the melasma epithelial mesenchymal interaction (50, 53).

Finally, some genes related to Wnt pathway were changed in melasma. The inhibitory
DKK3 is downregulated while WNT3a is hiperexpressed. Meanwhile WNT3a is important to tissue
repair, its activation can lead to melanogenesis by direct stimulation to melanocytes (26, 54, 55).
Moreover, the activation of estrogen receptors type B, as identified in melasma fibroblasts, can
stimulate WNT pathway and explain the prevalence of melasma in women or hyperestrogenic
situations (22, 56).

All these findings suggest that melasma can evolve from a chronic damage in upper
dermis that interplays an epidermal repair process leading to sustained melanogenesis. The
interaction between epidermal melanin unity and upper dermal environment should be explored with
the aim to hypothesize an individualized melanogenesis model for melasma based in fibroblast
senescence and the activation of WNT pathway.

Further studies should be performed to explore the regulators of those pathways and the
cytokine network among keratinocytes, melanocytes, nerve, endothelium and fibroblast in melasma,

preferably with primary cell cultures, for genomic, proteomic and functional experiments.

Conclusion

The prominence of cytoplasmic organelles from melanocytes and keratinocytes evidences
the involvement of the whole epidermal melanin unit in melasma. The upper dermis and lamina
densa damage suggest the role of dermal injury/repair process in disease pathogenesis. Fibroblast
senescence was more noticeable in melasma, leading to an impaired repair and inflammatory

response that can promote the focal pigmentary phenotype.
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Conclusoes

Queratindcitos basais da pele com melasma apresentam alteragdes morfométricas nucleares e

da textura da cromatina, sugerindo envolvimento dessas células na patogénese da doenca.

A hiperpigmentagdo melénica no melasma ndo apresenta caracteristicas de ativacdo da via

induzida por radiacdo ultravioleta dependente de p53,da sintese de prostaglandinas

epidérmicas (dependente de COX2), dano epitelial (p38) ou inflamagéo aguda (IL1a).

2.1. A hipersecrecdo de MSH pelos queratindcitos e melanocitos, além da hiperexpresséo
epitelial de MC1R podem ocorrer em resposta a estimulo inflamatério externo a epiderme.

Foi identificado dano estrutural na derme superior predominantemente no melasma,

fragmentagéo das fibras do coldgeno, além de interrup¢éo da integridade da [dmina basal.

3.1. A protusdo de melandcitos para a derme superficial (melandcitos em péndulo) foi mais
frequente no melasma, evidenciando desestruturacdo da lamina basal, o que pode
favorecer o transito de citocinas de origem dérmica para a camada basal da epiderme.

Queratindcitos basais e melandcitos apresentaram hiperplasia de organelas, sugerindo

participagéo de ambos grupos celulares na doenca.

4.1. Rupturas da integridade, delaminagdes e alteragOes estruturais da lamina densa foram
mais prevalentes no melasma, sugerindo intenso processo de dano a derme superior.

4.2. A maior expressao de microvesiculas intraqueratinociticas e intramelanociticas, adjacentes
a membrana basal e as rupturas da lamina densa e filamentos de ancoragem indicam a
atividade do sistema de reparo epitelial frente ao processo de lesdo na derme superior
predominantes no melasma.

Fibroblastos do melasma apresentaram marcadores fenotipicos de senescéncia e expressaram

genes relacionados a maior degradagdo da matriz extracelular (MMP 1, 7 e 9), fatores

proinflamatérios (IL-6 e CCL2) e fatores de crescimento (HGF e WNT3a) que podem levar a

melanogénese por estimulo direto aoc melandcito.
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7. Perspectivas

Melasma é queixa comum na pratica dermatolégica, e, até 0 momento, os tratamentos séo
voltados, especialmente, a inibicdo da sintese e distribuicdo de melanina. Como os tratamentos nao
agem na patogénese da doenga, podem levar a falhas terapéuticas e recidivas. Esse aspecto,
associado ao acometimento de areas visiveis, curso cronico, em, principalmente, mulheres durante
0 menacme, inflige importante impacto na qualidade de vida. Todos esses elementos nos motivam
a aprofundar o estudo da epidemiologia, clinica, terapéutica e fisiopatologia da doenca.

A pesquisa sobre a génese do melasma vem tomando rumos intrigantes. A medida que se
investigam as vias de pigmentagao, genética e o efeito dos fatores ambientais na doenga; emergem,
ndo somente novos conceitos sobre pigmentacdo melénica, mas também, duvidas sobre sua
regulagdo. Nosso estudo contribuiu para maior conhecimento dos aspectos regulatérios e
estruturais envolvidos, sugerindo a participagdo de queratindcitos e fibroblastos, além de um
mecanismo de dano / reparo dérmico na fisiopatologia da doenga. Estamos conduzindo um estudo
protedbmico comparativo entre as peles faciais, que deve subsidiar com maior precisao, as vias de
melanogénese e o padrdo de peptideos envolvidos no melasma.

A hipermelanizagéo simétrica, secundaria a hipertrofia melanocitica local, ndo coincidente
com as areas mais irradiadas pela exposicdo solar da face € um dos grandes paradoxos da
patogénese do melasma. O modelo proposto neste trabalho, que teoriza a senescéncia
fibroblastica manifestada em mosaico na pele, induzida por elementos exdgenos, e participagao de
controle epigenético, deve ser explorado para que se desvendem quais genes e suas regulagdes
estejam supostamente alterados no melasma.

Investigacdes posteriores devem amostrar simultaneamente pele com melasma, adjacente
e pele fotoprotegida, como retroauticular. As alteragdes decorrentes do fotoenvelhecimento facial
levam a certa dificuldade de individualizacdo dos fendmenos. Nosso grupo esta conduzindo uma
investigacdo que envolva essa metodologia e, explore outras vias de regulagdo da pigmentagéo
como AGOUTI, WNT e IL-1.

O sequenciamento genético e a identificacdo de mutagdes ao DNA, em culturas isoladas de
queratinécitos, melandcitos e fibroblastos, comparativamente, entre a pele com melasma e
adjacente, deve dar luz as alteragdes genéticas e epigenéticas subjacentes a esses fendtipos. Em
estudos recentes que exploraram o genoma da pele com melasma e pele s adjacente, os
pesquisadores o fizeram a partir de biopsias de pele total, que amostram, em uma proporgéo muito

superior, os queratinocitos, em detrimento aos melandcitos, fibroblastos, endotélio e células
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inflamatérias; o que limita a validade dos resultados para essas populagdes minoritarias.

Caso se confirmem as mutagdes em mosaico dos fibroblastos, ou de outros grupos
celulares, o processo indutor de mutagao precisa ser elucidado, se germinativo ou somatico. Um
mecanismo discutido no mosaicismo epigenético seria a incorporacdo de material viral ao DNA,
perda de heterozigoze e, especialmente, retrotransposons, ocasionando ativagéo ou silenciamento
de um gene. Todos esses fendmenos j& foram descritos em humanos e a RUV poderia ser o
indutor/promotor, como ocorre na carcinogénese cutanea.

Posteriormente, um modelo epidemioldgico para estudo da hipétese do mosaico baseado
na miscigenagao racial pode ser idealizado a partir do exame dermatoldgico de adultos provenientes
de populagdes isoladas, geneticamente ndo miscigenadas, como quilombolas, tribos indigenas e
comunidades de pomeranios; cuja prevaléncia da doenga deva ser menor que nas populagdes
urbanizadas miscigenadas.

Areas de melasma que regrediram espontaneamente foram identificadas em 12% dos
pacientes; ou, como ocorre no ano subsequente ao parto, em 6% dos casos induzidos pela
gestagdo. Esses grupos também podem fornecer modelos para explorar fatores ambientais e os
genes regulatérios da doenca.

O estudo de anatomia comparada em animais que modificam sua pigmentacdo durante o
ciclo vital (p.ex.: cavalos tordilhos, appaloosas e pampas), que apresentem mosaicos pigmentares
(p.ex.: onga-pintada), ou da prépria filogenética da pigmentagdo em mamiferos podem substanciar
modelos que expliquem as diferengas fenotipicas encontradas no melasma.

A exclusividade do acometimento de é&reas fotoexpostas, a piora clinica (extensédo e
intensidade) ap6s a exposi¢do solar, o histérico de exposi¢do solar cronica na infancia, e a efetiva
prevencao do melasma gestacional pelo uso de filtros solares sdo indicadores da necessidade de
estudo do papel da RUV como indutora de mutagbes e senescéncia no melasma. Além disso, o
papel das diferentes radiagdes UVA, UVB, infravermelha e luz visivel deve ser avaliada.

Cosméticos também sdo apontados como desencadeantes do melasma. Estudos com
desenhos mais detalhados e investigagdo especifica a partir de patch-tests nesses pacientes,
contribuiriam para avaliar o real impacto desses produtos sobre a pele susceptivel e as principais
substancias envolvidas.

Componentes ambientais devem ser explorados na patogénese do melasma.
Xenoestrégenos sé@o substancias que se comportam como estrogénio, embora diferentes
quimicamente de substancias naturalmente estrogénicas produzidas pelo organismo. Alguns
exemplos s&o os parabenos utilizados em logdes, 4-metilbenzilideno canfora (cremes protetores

solares), hidroxianisol butilado (conservante de alimentos). O estudo dos xenoestrdgenos sobre 0s
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genes da pigmentagdo e também sobre a unidade epidermo-melénica seria importante, j& que
queratindcitos da pele com melasma apresentam maior expresséo de receptores de estrogénio.

A investigagé@o da segregacdo da doenga nas familias pode indicar o perfil de componente
genético envolvido, se um ou mais genes, e se seguem comportamento mendeliano (p.ex:
autossémico dominante), ou multifatorial.

O conhecimento de genes especificos alterados diretamente na pele com melasma poderia
sinalizar uma opgao terapéutica definitiva a partir da terapia génica, do controle epigenético por
drogas, interferéncia em vias ndo candnicas da pigmentagdo ou técnicas de remogéo e reparo do
tecido afetado.Abordagens cirurgicas, como a dermoabras&do ou microagulhamento podem estimular
o reparo da derme superficial e a proliferagdo de fibroblastos ndo senescentes. O transplante
autélogo de fibroblastos pode induzir o repovoamento da derme papilar, reparando os danos
induzidos pelos fibroblastos senescentes. Finalmente, drogas que tenham potencial de inibi¢do de
metaloproteinases, como a sinvastatina, acido tranexamico, antioxidantes e doxiciclina podem
substanciar o processo de reparo e levar a respostas terapéuticas sustentadas.

A incidéncia do melasma parece ter aumentado nos Ultimos anos, o que pode se dever a
elementos externos, como a crescente exposi¢do solar no lazer, a préatica de esportes ao ar livre,
em deslocamentos (automével e transporte publico), uso precoce e frequente de contraceptivos
orais, cosméticos alergizantes, inibidores da recaptagdo de serotonina e a miscigenacdo da
populagdo. Se essas hipoteses estiverem corretas, espera-se um progressivo aumento da sua
incidéncia. Estamos conduzindo uma investigacdo dos diagnosticos de casos novos no servigo de
referéncia, com intervalo de uma geragéo, para dimensionar essa tendéncia epidemiolégica.

Do ponto de vista da prevencao priméria, tornam-se cada vez mais importantes medidas
sanitarias baseadas em grupos de risco: mulheres jovens, uso de CHO, gestantes, familiares de
primeiro grau com melasma, areas de grande irradiagdo solar e populagbes miscigenadas. O
incentivo a agdes efetivas em adolescentes com perfil de risco para a doenga, como a fotoprotegéo
rigorosa, evitacdo da exposicdo a horménios sexuais exdgenos, estratégias para redugdo do
estresse e tratamento precoce podem contribuir na reducdo da incidéncia ou da gravidade da
doenga.

Nossos resultados preliminares sdo intrigantes e motivadores para a persisténcia
investigativa quanto aos mecanismos de controle da melanogénese alterados na pele afetada pelo
melasma.  Esperamos que prospectem o desenvolvimento de novas opgles terapéuticas

que beneficiem milhares de pacientes aflitos.
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8. Anexos
8.1.  Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo da pesquisa: Avaliagdo morfofuncional e gendmica de cultura de melanécitos de pacientes com melasma facial
Nome da instituigdo: Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP campus Botucatu, SP
Nome dos Pesquisadores: Ms. Gabrielli Brianezi e Prof. Dr. Hélio Amante Miot (Coordenador)

Convido a  Senhora, a participar de uma
pesquisa chamada “Avaliagao morfofuncional e genémica de cultura de melanécitos de pacientes com melasma
facial”.

A pesquisa consta da realizagdo de uma biopsia da pele, com anestesia local. A anestesia ¢ semelhante a
realizada em consultério odontoldgico, e se caracteriza pela injegdo na pele de um liquido anestésico, utilizando agulha
fina. A dor da anestesia € leve e transitdria. Logo ap6s a anestesia, seréo removidos quatro fragmentos de 3 milimetros
de didmetro da pele da face, sendo dois da pele lesada com melasma e dois da pele sa adjacente localizadas na parte
mais periférica do rosto (lateral). Apés o procedimento de bidpsia sera realizada uma delicada sutura do local. Ha
possibilidade de resultar em cicatriz visivel. Os pontos seréo retirados no proprio ambulatorio apos sete dias. Seu nome
e outros dados ndo serdo divulgados. Serdo realizadas fotografias do procedimento e lesdo como arquivo para a
pesquisa. A realizacdo de bidpsias ndo &€ um procedimento necessario para o tratamento do melasma, e nao trard
beneficios e mudangas no procedimento terapéutico imediatas ao inicio da pesquisa. Porém sua participagao no projeto
ajudara com a pesquisa para melhor compreensdo dos mecanismos que levam ao surgimento e manutengéo da doenga
e uma possivel melhora no tipo de tratamento utilizado. O fragmento retirado da bidpsia sera somente utilizado neste
projeto, caso uma nova pesquisa no mesmo fragmento retirado seja necessaria sera solicitada nova autorizagéo. O
melasma é uma doenca de pele que afeta a pigmentagao de certas regides, principalmente face, fronte e témporas. E
caracterizada por manchas acastanhadas que pode estar associada com exposicdo ao sol, influéncia genética,
gravidez, contraceptivos orais, alguns cosméticos, fatores enddcrinos, disfungdo tireoidiana e medicamentos.\ Neste
estudo serdo feitas culturas de células com os fragmentos de pele retirados pela bidpsia, o que auxiliard no
entendimento do funcionamento do melasma, que ainda permanece desconhecido, sera possivel ainda estudar a
influéncia dos possiveis fatores que podem causar o aparecimento da doenga e estabelecer uma melhor analise dos
possiveis tratamentos. Espera-se que, com esse conhecimento, possa se compreender melhor as interagdes que
acontecem a nivel celular na pele, com as possiveis fungdes de cada tipo celular da epiderme e sua interagédo com a
derme. Possibilitando o emprego de novas estratégias de tratamento e diminui¢do de recidivas do melasma. Vocé
recebera uma via deste termo, e outra via sera mantida em arquivo pelo pesquisador por cinco anos. Caso vocé ndo
queira participar da pesquisa, € seu direito e ndo terd nenhuma desvantagem. Qualquer davida adicional, vocé podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143.

Caso vocé precise de orientagdo ou esclarecimentos, deve procurar o responsavel pela pesquisa, Dr.
Hélio Amante Miot, no departamento de Dermatologia da UNESP Botucatu, fone (14) 3882-4922.

CONCORDO EMPARTICIPAR DA PESQUISA

SUJEIEO 08 PESUISA: ..vuvueuirceisceriet ettt ettt bbb bbbt
ASSINGIUIA: ....vvivvieieee ettt et a bbbttt bbbttt et bbb bt e bt et ee s et ae bttt et et ettt retans
Data:.....cccccuveee [, [,

Gabrielli Brianezi
Assinatura

Prof. Hélio Amante Miot

R. Manoel Fernandes Cardoso, 790, casa 4.
Botucatu — SP

Telefone: 3813 4727

E-mail: heliomiot@fmb.unesp.br

Gabrielli Brianezi

R. Primo Paganini, 990, casa B, Jd. Panorama

Botucatu — SP

Telefone: (19) 99766 5232 ou (14) 3811 6238 ramal 252

E-mail: gabrielli.brianezi@hotmail.com ou gabibrianezi@yahoo.com.br
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8.2.

Anexo 2: Aprovagéo no Comité de Etica em Pesquisa

e
B Universidade Estadual Paulista
¥
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n® - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

FonelFax: (Oxx14) 3811-6143

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp. br

em 30 de abril de 1897

Registrado no Ministério da Salde

Botucatu, 03 de outubro de 2011. Of. 461/2011 CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Hélio Amante Miot
Departamento de Dermatologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Prof. Hélio,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa - (Protocolo CEP 3973-2011) “Avaliagdo morfofuncional e
gendmica de cultura de melandcitos de pacientes com melasma facial”, a
ser conduzido por Gabrielli Brianezi, orientada por Vossa Senhoria, Co-
orientada pela Prof® Dr® Maridngela Esther Alencar Marques, com a
colaboracdio de Andréia de Almeida Tamega, Luciane Donida Bdrtoli Miot,
Silvya Stuchi Maria Engler, recebeu do relator parecer favordvel, aprovado
em reunido do CEP de 03/10/2011.

O CEP SOLICITA RELATORIO DETALHADO DE ATIVIDADES APOS
INCLUSAO DOS 3 PRIMEIROS PACIENTES.

Situagdo do Projeto: APROVADO Os pesquisadores deverdo apresentar
ao CEP ao final da execugdo do Projeto o "Relatério Final de

Atividades”.

Atengiosamente,

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP.
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8.3.  Anexo 3: Macro para automatizagao da analise de intensidade da fluoroescéncia

macro "melanocyte segmentation [1]" {
run("8-bit");

run("Enhance Contrast...", "saturated=1");
run("Maximum...", "radius=10");
setAutoThreshold("Default");
Ilrun("Threshold...");
setAutoThreshold("Triangle");
setOption("BlackBackground", true);
run("Convert to Mask");

setTool("wand");

}

macro "stack [2]" {
run("lmages to Stack", "name=Stack title=[] use");

}

macro "mesure [3]" {
run("Measure");

}
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8.4. Anexo 4: Macro para automatizagao da analise fractal do colageno (ImageJ)

macro "Processa[1]" {

run("Select All");

run("Colour Deconvolution", "vectors=[FastRedFastBlue DAB] hide");
selectimage(3);

close();

selectimage(3);

close();

selectimage(1);

close();

run("Make Binary");
run("Skeletonize");
IIsetTool("rectangle");
makeRectangle(24, 393, 930, 210);

}

macro "Analisa[2]" {

run("Crop");

run("Fractal Box Count...", "box=2,3,4,6,8,12,16,32,64");
}
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Anexos

8.4.1. Representagdo do processamento de imagem para a analise da dimensao

fractal.

e Y ~ -
by g — Q&Ex
e il e S ™~

Figu-ra 8.4.1. ﬁepresenfagéo do pfocessam(a'nto de imagem para andlise da dimenséo fractal. A. Imégem |
original. B. Deconvolug&o por cores. C Area de interesse da derme superficial. D. Area binarizada e
esqueletonizada.
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