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Resumo:

O melasma é hipermelanose crénica e adquirida decorrente de um complexo processo que envolve
hipertrofia melanocitica e disfungdo melanogénica. Acomete preferencialmente o sexo feminino e as
lesbes ocorrem nas areas fotoexpostas, especialmente a face. Sua patogénese nédo é bem compreendida
e o0s estudos classicos avaliam apenas pele acometida e perilesional, mas pouco se sabe do
comportamento da pele fotoprotegida, submetida aos mesmos fatores sistémicos e genéticos. Neste
estudo, objetivamos avaliar caracteristicas histolégicas, vias epidérmicas que influem na melanogénese
(Wnt e ASIP) e caracteristicas ultraestruturais da pele com melasma em comparagdo com a pele sa
adjacente e retroauricular. Para a execugdo deste estudo transversal com controle intra-sujeito, foram
coletadas trés biopsias cutaneas (punch 3 mm) de onze mulheres com melasma facial. As areas de coleta
foram a pele com melasma, pele sd adjacente (distando no maximo 2 cm do limite da lesdo) e pele
retroauricular ipsilateral. Os fragmentos provenientes de dez participantes foram corados por
hematoxilina-eosina, acido periédico de Schiff, Fontana-Masson, picrosirius red, azul de toluidina e
Verhoff, imunomarcados para CD34 e submetidos & imunofluorescéncia direta (IFD) de dupla marcagéo
para proteinas Wnt1, WIF-1 e ASIP. Ja os trés fragmentos de uma das participantes foram processados
para Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET). Os dados obtidos foram comparados entre as
topografias por modelo linear generalizado de efeitos mistos. As participantes eram fototipo Ill ou IV de
Fitzpatrick, com idade média (desvio-padréo) de 42,9 (8,9) anos e apresentavam lesdes ha 16,7 (7,9)
anos. Houve adelgagamento da camada cornea na pele com melasma e na pele adjacente. Na pele com
melasma houve maior compactagdo da cornea, maior pigmentacdo melanica epidérmica, maior
heterogeneidade do colageno, elastose solar, maior nimero de mastocitos, falhas da integridade da zona
da membrana basal, melandcitos em péndulo, bem como maior celularidade e vasos na derme
superficial. IFD evidenciou maior intensidade de marcagéo de Wnt1 na pele com melasma em relagéo a
pele adjacente e maior intensidade na pele retroauricular em relagdo a pele s& adjacente. N&o houve
diferenca estatistica significativa na intensidade de marcagdo de WIF-1 e ASIP entre as topografias. A
MET, houve maior dano estrutural na lamina licida no melasma, bem como maior nimero de
melanossomas maduros e organelas citoplasmaticas nos melandcitos e queratindcitos basais. Tais
resultados evidenciam que a pele com melasma apresenta, além da hipertrofia melanocitica, alteragoes
na barreira epidérmica, na derme superior, zona de membrana basal e maior ativacdo da via Wnt, que
diferem da pele fotoexposta adjacente e da retroauricular, configurando um fenétipo individualizado e ndo

somente uma extensao do fotoenvelhecimento ou do envelhecimento intrinseco.

Palavras-chave: Melasma; Microscopia Eletronica; Histologia; Luz Solar; Raios Ultravioletas; Colageno;
Melanose; Melanécitos; Melanossomas; Técnica Direta de Fluorescéncia para Anticorpo;

Imunofluorescéncia.



Abstract

Melasma is a chronic and acquired hypermelanosis resulting from a complex process which involves
melanocytic hypertrophy and melanogenic dysfunction. Melasma mainly affects females and lesions occur
in the photoexposed areas, especially the face. Its pathogenesis is not well understood, and classical
studies evaluate only the affected and perilesional skin, but little is known about the behavior of the non-
sun-exposed skin, subjected to the same systemic and genetic factors. In this study, we aimed to evaluate
histological features, epidermal pathways that influence melanogenesis (Wnt and ASIP) and ultrastructural
characteristics of the skin with melasma in comparison to healthy adjacent and retroauricular skin. For the
execution of this cross-sectional study with intrasubject control, three skin biopsies (punch 3 mm) were
collected from eleven women with facial melasma. The areas of collection were the skin with melasma,
adjacent healthy skin and retroauricular skin. Fragments from ten participants were stained with
hematoxylin-eosin, periodic acid from Schiff, Fontana-Masson, picrosirius red, toluidine blue and Verhdff;
immunomarked for CD34 and subjected to double-labeled direct immunofiuorescence (DIF) for Wnt1,
WIF-1 and ASIP proteins. The three fragments of one of the participants were processed for Transmission
Electron Microscopy (TEM). The data obtained were compared between topographies by generalized
linear model of mixed effects. Participants were Fitzpatrick's phototype Ill or IV; the mean age (standard
deviation) was 42.9 (8.9) years and they had lesions for 16.7 (7.9) years. There was thinning of the
corneal layer on the skin with melasma and adjacent skin. In the skin with melasma, there was more
corneal compaction, greater epidermal melanic pigmentation, greater collagen heterogeneity, solar
elastosis, more mast cells, defects of the basement membrane area, pendulum melanocytes, as well as
greater cellularity and vessels in the superficial dermis. DIF showed a greater intensity of Wnt1 marking in
the skin with melasma in relation to the adjacent skin, and greater intensity in the retroauricular skin in
relation to the adjacent healthy skin. There was no significant statistical difference in the intensity of WIF-1
and ASIP marking between topographies. At TEM, there was more structural damage to the lamina lucida
in melasma, as well as more mature melanosomes and cytoplasmic organelles in melanocytes and basal
keratinocytes. These results show that melasma skin presents, in addition to melanocytic hypertrophy,
alterations in the epidermal barrier, upper dermis, basement membrane zone and greater activation of the
Whnt pathway, which differ from adjacent and retroauricular photoexposed skin, forming an individualized

phenotype and not only an extension of photoaging or intrinsic aging.

Key-words: Melasma; Microscopy, Electron; Histology; Sunlight; Ultraviolet Rays; Collagen; Melanosis;

Melanocytes; Melanosomes; Fluorescent Antibody Technique, Direct; Fluorescent Antibody Technique.
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Revisao da Literatura

Revisao da literatura

Melasma é hipermelanose cronica adquirida decorrente de um processo complexo que
envolve hipertrofia melanocitica e disfungédo melanogénica.(1)
A palavra melasma provém do grego “melas” que significa preto, fazendo referéncia a

coloragdo acastanhada das lesdes dermatoldgicas.(1,2)

EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO:

No ano de 2006, a Sociedade Brasileira de Dermatologia publicou um estudo sobre o
perfil nosoldgico das consultas dermatologicas no Pais: as desordens pigmentares, segundo
esse levantamento, corresponderam a 8,4% das 57.343 consultas registradas, sendo, portanto,
a terceira causa em procura por atendimento especializado.(3)

Ja em 2010, em outro estudo brasileiro realizado com 1.500 adultos de diferentes
estados, os disturbios da pigmentagcdo foram a principal causa isolada para consulta com
dermatologista, tanto em homens quanto mulheres, correspondendo a 27,6% dos
atendimentos.(4)

A incidéncia populacional do melasma ndo € conhecida de forma precisa;(1) além disso,
varia conforme a composi¢cdo étnica da populagdo estudada e com a incidéncia solar local,
sendo mais prevalente nas regides tropicais e em individuos de maior fototipo de Fitzpatrick.(5—
7) Ha predominancia entre as populacdes do Leste da Asia, Oriente Médio, india, Africa
Mediterranea, entre hispano-americanos e brasileiros.(6,8,9) No Brasil, estima-se que acometa
15-35% das mulheres adultas.(10)

Melasma é mais frequente em mulheres, sendo que a relagdo entre 0s sexos varia
conforme a populagdo estudada. Em Porto Rico, 0 sexo masculino representa 10% dos
individuos com melasma.(11) Jé& na india, 20%-25% dos individuos do sexo masculino que
foram estudados tinham melasma.(12,13) No Brasil, Hexsel e colaboradores avaliaram 953
individuos com melasma e apenas 2,5% deles eram homens.(14)

Em geral, 0 melasma tem inicio durante 0 menacme, entre a segunda e quarta década
de vida, o que sugere uma possivel influéncia hormonal em seu desencadeamento.(7,12)

Os fototipos mais acometidos sdo os de Ill a V de Fitzpatrick, contabilizando até 88%
dos casos.(5,7,14) Individuos de fototipos extremos (I e VI) raramente desenvolvem as lesoes.
Para alguns autores, isso decorre da estabilidade pigmentar desses grupos e explicaria a
pequena quantidade de casos dentre a populagéo europeia de pele clara e entre os negroides
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subsaarianos.(1)

Histéria familiar € comum no melasma. No Brasil, 40-60% dos pacientes tém
antecedente familiar positivo.(1,15) J& na india, Achar e colaboradores identificaram percentual
de 33,3%.(12)

Estudos sugerem que a idade de inicio do melasma se correlaciona com o fototipo e a
presenca de histdria familiar positiva. Pacientes com fototipos Il e Il e histéria familiar de
melasma tém inicio mais precoce das lesdes cutaneas quando comparados com os fototipos IV,
V e VI, bem como quando comparados a pacientes sem historia familiar de melasma.(7,14)

Apesar de sua etiologia ndo ser conhecida, muitos sdo os desencadeantes ja
estudados.(12,16) O surgimento das lesdes e a manutencao das mesmas depende da interacdo
entre fatores ambientais, hormonais e susceptibilidade genética.(5)

Exposicéo solar € o principal fator de risco para melasma. Guinot e colaboradores, ao
estudarem 197 tunisianos com melasma, identificaram que a fotoexposicéo foi 0 desencadeante
em 51% das mulheres e fator agravante em 84%.(17) A radiagao ultravioleta € capaz de
aumentar a atividade melanogénica e transferéncia de melanossomas (inclusive com maior
propor¢do de eumelanina), 0 que ocorre com mais intensidade nas areas com melasma do que
na pele sa perilesional, simulando um fototipo maior na area localizada do que na pele sa ao
redor.(1,7)

Uso de contraceptivo oral e gestagdo sdo outros desencadeantes conhecidos. LesGes
que tiveram inicio durante gestacao estao associadas a inicio mais precoce da doencga; sdo mais
comuns em pacientes com multiplas gestagdes, porém, ndo se relacionam a nenhum padrédo
clinico especifico.(7) Dois tercos das pacientes que desenvolvem melasma durante a gestagéo
apresentam desaparecimento das lesdes, ja aquelas cujo melasma foi desencadeado pelo uso
hormonal oral ndo tendem a desaparecer ap6s suspensdo do contraceptivo.(7,18-20)

Mulheres com melasma apresentam menor nivel educacional do que mulheres sem
melasma, 0 que pode se relacionar a falta de informagédo sobre fotoprotecdo, dificuldades
financeiras em comprar fotoprotetores € maior exposicao laboral a radiagdo ultravioleta em
trabalhos que exigem menores niveis de instrugdo académica.(21)

A populagéo brasileira tem elevada miscigenagdo genética: seus trés principais grupos
ancestrais 0s europeus colonizadores, escravos africanos e amerindios nativos.(3) Um estudo
transversal brasileiro avaliou 119 mulheres com melasma facial € 119 mulheres sem melasma
(grupo controle) pareadas pela idade. Foi coletada amostra da mucosa oral de ambos 0s grupos
para extragdo de DNA.(21) O estudo evidenciou que a ancestralidade africana esta relacionada,

independentemente de outros fatores de risco, ao desenvolvimento de melasma facial em
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mulheres brasileiras.(21)

Tamega e colaboradores identificaram alteragdo na dosagem sérica de TSH (horménio
tireoestimulante) em 25,3% das 302 mulheres com melasma avaliadas, bem como alteragdo em
9,6% das mulheres quanto ao cortisol. Entretanto, esses achados ndo diferem da prevaléncia
habitual para mulheres na faixa etaria avaliada.(7,22)

Como o advento de novas drogas e com a ampliagdo do uso de outras ja pré-existentes,
a literatura tem acumulado relatos de melasma desencadeados por novos medicamentos.
Agentes fototdxicos, fenotiazinas e anticonvulsivantes podem ser desencadeantes da
doenga.(23) A fisiopatologia do melasma induzido por droga pode envolver diferentes
mecanismos, como aumento da sintese e deposicdo de melanina, inflamagdo cutédnea e dano
vascular dérmico.(24)

Cerca de 10% dos pacientes que fazem uso de fenitoina desenvolvem melasma, devido
efeito direto da droga no melandcito, gerando dispersao dos granulos de melanina e induzindo
pigmentacdo da camada basal; sendo que as lesdes em geral desaparecem apds suspensao da
droga.(20) Ghunawat, Sarkar e Garga relataram cinco casos de lesbes melasma-like
desencadeados pelo uso de imatinibe (inibidor da tirosina quinase que tem como alvo a regido
BCR-ABL) em pacientes em tratamento para leucemia mieloide e tumor estromal
gastrointestinal;(25) em revisdo da literatura, os autores identificaram apenas 18 casos
semelhantes.(25) Clomipramina, um antidepressivo triciclico, também foi relatado em dois casos
como desencadeante de lesdes de melasma.(26,27)

Os cosméticos também s&o desencadeantes possiveis.(28) Em um estudo indiano que
envolveu 67 individuos com melasma de ambos os sexos, 29 (43,2%) apresentaram teste de
contato positivo para componentes quimicos dos cosméticos.(23) Para os autores, evitar os
cosméticos que desencadeiam dermatite de contato pigmentada pode ser um passo importante
no tratamento de pacientes com melasma.(23)

Tamega e colaboradores identificaram o estresse como desencadeante em 6,6% do
grupo estudado.(7) Uma possivel via decorre dos horménios ACTH e MSH (horménio
estimulador de melandcito) que séo liberados nas situagdes de estresse e podem ativar os
receptores de melanocortina dos melandcitos, induzindo melanogénese.(29)

Em homens, 0 melasma também apresenta uma influéncia genética.(30,31) Vazquez e
colaboradores relataram que 70,4% dos homens com melasma estudados tinham historia
familiar de melasma em parentes de primeiro ou segundo grau.(32) A fotoexposicao também é
desencadeante importante no género masculino.(32,33) Sarkar e colaboradores evidenciaram

maior fotoexposigao dentre o grupo de homens indianos com melasma.(25) Alguns autores
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acreditam que haja uma resisténcia hormonal testicular sutil permeando a patogénese do
melasma em homens, tendo em vista niveis significativamente maiores de hormdnios
luteinizantes e niveis significativamente menores de testosterona em quinze indianos do sexo
masculino com melasma, em comparagao com onze controles do sexo masculino pareados por

idade e sem melasma.(34)

LESOES CLINICAS:

Clinicamente, as lesdes sdo maculas acastanhadas a enegrecidas, de distribuicdo
simétrica, formato irregular e limites nitidos.(14)

As lesdes acometem apenas areas fotoexpostas.(33) A face é a localizagdo mais
prevalente (melasma facial), mas podem ocorrer lesdes extrafaciais (térax anterior, bragos e
antebragos).(2) Os autores, em geral, subdividem o melasma facial quanto a regido de
acometimento em: a) centrofacial (lesdes frontais, nasais, mentonianas e zigoma); b) periférico e
c) combinado (lesdes centrofaciais e periféricas). Tamega e colaboradores demostraram ser o
padréo combinado (Figura 1) o mais comum dentre as mulheres com melasma facial, seguido

pelo padrdo centrofacial.(7)

Figura 1. Melasma facial combinado (arquivo do pesquisador).
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No estudo de Hexsel e colaboradores, as regides da face mais acometidas pelo
melasma foram: malar (90,1% dos pacientes em estudo), fronte (53,3%) e supralabial
(52,2%)(14). Neste mesmo estudo, as mulheres pds-menopausa apresentavam maior ocorréncia
de lesdes extrafaciais (membros superiores) associada a lesdo facial em comparagdo com
mulheres ndo menopausadas (14.2% vs. 3.5%); entretanto, o estudo foi transversal, ndo se
podendo inferir sobre mudangas no padrdo de distribuicdo das lesbes no periodo pds-
menopausa.(14)

Classicamente, o melasma era dividido entre epidérmico, dérmico e misto quanto a
profundidade de seu pigmento por meio da avaliagdo sob a lampada de Wood. O melasma
epidérmico corresponderia aquele no qual o pigmento se encontra na camada basal ou
suprabasal; o dérmico teria pigmento em meio a melanéfagos da derme superficial e média; ja o
misto seria a combinagdo dos dois tipos anteriores. Entretanto, esta classificagdo esta em
desuso, tendo em vista ndo ser um método de alta acuracia ao comparar com a real
profundidade do pigmento ao exame histopatolégico, tampouco porque a diferenca da
quantidade de melanina dérmica entre pele lesada e pele sa adjacente ndo mostra diferenca na
maior parte dos estudos.(33) A ldampada de Wood pode, porém, predizer a resposta terapéutica
do melasma, mais favoravel aos casos avaliados como “epidérmicos”.(35)

Apesar do diagndstico de melasma n&o imputar, em geral, dificuldade ao dermatologista,
a dermatoscopia e microscopia confocal também podem ser ferramentas de auxilio. A
dermatoscopia (Figura 2), as lesdes apresentam padréo reticular de pigmentagéo com diferentes
tons acastanhados que poupam as aberturas foliculares.(33) Ja a microscopia confocal, pode-se
visualizar elastose solar e aumento dos vasos sanguineos dérmicos na pele com melasma, bem
como a distribuicdo heterogénea dos melanofagos entre diferentes regibes,(36) o que pode

permitir ao dermatologista prever a resposta clinica ao tratamento.(33,36)
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Figura 2. Dermatoscopia da transicdo entre a pele com melasma facial e a pele adjacente sa. A
pigmentagéo do melasma é acastanhada, com padrao reticular que poupa as aberturas foliculares

(arquivo do pesquisador).

Os principais diagnésticos diferenciais clinicos do melasma s&o efélides, lentigo solar,
hipercromia pos-inflamatéria, ocronose, melanose de Riehl, nevo de Ota, mancha café-com-leite,

poiquilodermia de Civatte.(1,37)

AVALIACAO CLINICA E IMPACTO NA QUALIDADE DE VIDA

O escore MASI (Melasma Area and Severity Index) foi proposto em 1994 por Kimbrough-
Green e colaboradores para avaliar a gravidade do melasma facial. Sao avaliados: area afetada,
hiperpigmentacéo e homogeneidade da pigmentagao, sendo a face é dividida em quatro regides
para a avaliagdo (frontal, malar direita e esquerda, mento). O célculo é feito por meio da
inspegdo visual e seu valor final decorre da soma dos escores da intensidade e homogeneidade
da pigmentagéo, multiplicado pelo score de area e um fator multiplicador para cada regi&o.(1,38)
O MASI é a medida de avaliagdo de desfecho mais utilizada em estudos de melasma.(39)

Apos 20 anos de sua descricdo, o MASI foi submetido a um processo de validagéo,
tendo sido eliminado o critério de homogeneidade como parte do score, 0 que resultou em um
MASI modificado (mMASI).(38,39) Para o célculo de mMASI, utilizam-se a avaliagédo de
pigmentacéo e a area de envolvimento das quatro regides da face. O mMASI (Quadro 1) é mais

facil de calcular em comparagado ao MASI; ha um excelente grau de concordancia entre os dois
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escores, sendo o mMASI confiavel, valido e responsivo a mudangas na gravidade do

melasma.(40)

Quadro 1. mMASI. Esquema de célculo do indice de gravidade do melasma simplificado. O
escore total varia de 0 a 24.(38-40)

Intensidade de pigmentagao* Afgge(iaa** muﬁzmirc(;?;éo Valor
Frontal () X X 0,3
Malar Direita () X X 0,3
Malar Esquerda () X X 0,3
Mento () X X 0,1
MASI T SOMA TOTAL

*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%.

Qualidade de Vida Relacionado & Saude descreve o bem-estar de um individuo
relacionado as esferas fisicas, sociais e psicologicas e avalia a interferéncia da doenga no dia a
dia.(41,42) Instrumentos genéricos como Dermatology Life Quality Index (DLQI) e SKINDEX-16
foram desenvolvidos para avaliar especificamente o impacto das doengas cuténeas.(42-44)
Ambos os indices ponderam igualmente o sofrimento fisico e psicologico decorrentes da
condigdo dermatoldgica, o que ndo é adequado na avaliagédo do melasma, por exemplo, que tem
maior interferéncia psicossocial do que fisica na vida do paciente.(42)

MELASQoL (Melasma Quality of Life Scale) foi um instrumento desenvolvido por
Balkrishnan e colaboradores no ano de 2003 especialmente para avaliagdo dos pacientes com
melasma.(42) Este indice é composto por questdes mais especificas ao melasma e tem énfase
nos aspectos emocionais e psicossociais do paciente.(45) MELASQOL tem alta consisténcia
interna, validade e poder discriminatério quando comparado ao DLQI e SKINDEX.(42) Tal indice
consiste em 10 itens, pontuados de um a sete, sendo que scores mais altos indicam menor
qualidade de vida.

No melasma, a gravidade clinica das les6es dermatologicas (avaliada pelo MASI) nao
apresenta alta correlagdo com as medidas psicométricas de sofrimento psiquico (como o
MELASQOL), o que reitera o carater subjetivo da percep¢édo da doenca.(45,46)

Apesar de as lesbes serem assintomaticas, o acometimento de areas visiveis, em
mulheres em idade reprodutiva e economicamente ativa, associado as recidivas frequentes e
dificuldade em tratamento gera significativo impacto na qualidade de vida das pacientes.(1,7,46)
H& descricdo de indices MELASQOL maiores dentre os pacientes com menores niveis
educacionais, 0 que pode sinalizar para uma menor compreensdo da dermatose e, portanto,

maior nivel de ansiedade e sofrimento.(47,48)
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FISIOPATOLOGIA

A pele com melasma apresenta melandcitos maiores e com dendritos mais
proeminentes, bem como aumento da melanina em todas as camadas da epiderme em
comparagdo com a area perilesional.(49) Os melanossomas s&o mais proeminentes e, na
derme papilar, a elastose solar é mais intensa.(49)

Diversos fatores autocrinos, paracrinos e mecanismos de adesdo celular estdo
envolvidos na determinagé@o da pigmentagao cuténea e, quando desregulados, nas desordens
pigmentares.(50) Apesar de a melanogénese do melasma ainda ndo ser completamente
entendida, sabe-se que tem padré&o fisiopatolégico diferente do que ocorre nas efélides, lentigos
solares e no bronzeamento.(21)

A radiagao ultravioleta (RUV) é o principal fator ambiental que interfere na pigmentagao
do melasma. Ela induz a melanogénese tanto de forma indireta — através do estimulo a liberagao
de fatores melanogénicos pelos queratindcitos — quanto por estimulo direto aos melandcitos.(51)

Os fatores estimuladores da melanogénese derivados dos queratindcitos incluem: fator
de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento de nervo, endotelina-1 e peptideos
derivados da clivagem da proopiomelanocortina (POMC) — como o horménio estimulador de
melandcito alfa (aMSH) e o horménino adernocorticotréfico (ACTH).(51)

O aMSH é o mais potente indutor da eumelanogénese, trata-se de um tridecapeptideo
com sequéncia idéntica ao ACTH nos primeiros 13 aminoacidos(52); seus efeitos sdo mediados
pela ligagdo ao receptor de melanocortina 1 (MC1-R), que esta expresso na superficie dos
melanocitos, bem como mondcitos, neutréfilos, células da glia, astrécitos, macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos.(29) Quando ocorre a ligagédo do aMSH ao seu

receptor, ha estimulo a sintese da tirosinase, deflagrando produgao de eumelanina (Figura 3).
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Fibroblast

Figura 3. Representagdo esquematica de diferentes estimulos & melanogénese decorrentes da interagao

entre um queratinécito e fibroblasto com um melanécito (Fonte: 53).

A RUV, ao atuar de forma direta sobre os melanécitos, aumenta o tamanho e 0 nimero
deles, intensifica 0 numero de melanossomas em estagio IV que s&o transferidos aos
queratindcitos e estimula a atividade da tirosinase.(29)

In vitro, a proliferacdo de melandcitos é estimulada por fatores de crescimento de
fibroblasto, fator de crescimento de hepatocito, mastocito/stem cell factor, endotelina 1 e
MSH.(54)

O receptor de B-estrégeno € expresso na epiderme e em outros tecidos.(55) 17-3-
estrégeno aumenta os niveis de RNA mensageiro do MC1-R, o que pode sugerir seu papel na
pigmentacdo do melasma.(56) Tamega e colaboradores identificaram maior expressao proteica
deste receptor na pele com melasma, o que reitera a participacdo hormonal na sua
patogénese.(15).

Kim e colaboradores, no ano de 2010, identificaram downregulation na expressédo do
RNA H19 na analise de microarray da pele com melasma em comparagdo com a pele sa de
mulheres com melasma. Esta menor expressao estimularia melanogénese e transferéncia de

melanossoma.(57)
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Fibroblastos dérmicos também sofrem influéncia direta tanto da RUV A quanto B, e
também participam da atividade melanogénica no melasma.(49,50,58,59) Fibroblastos da pele
com melasma e da area perilesional secretam mais fator de crescimento de nervo (NGF)-f do
que a pele glutea, sendo capazes de aumentar a melanogénese nos melandcitos epidérmicos
humanos em cultura e na pele artificial.(60)

A membrana basal da pele com melasma apresenta mais fragmentagdo e presenca de
melandcitos que se projetam da camada basal em diregdo a derme, sendo chamados de
melanécitos em péndulo.(61) Os danos da zona de membrana basal parecem decorrer do
aumento de expressao de metaloproteinase 2, que ocorre frente a fotoexposi¢ao crénica.(50) O
melasma também apresenta um componente vascular, que se relaciona ao aumento no numero
de vasos sanguineos e upregulation de fator de crescimento do endotélio vascular.(62)

O fator de transcrip¢do microftalmia (MITF) & um importante regulador da
melanogénese, que é capaz de estimular a producdo de melanina. Quando aMSH se liga ao
seu receptor, MC1-R, ha aumento de AMP ciclico o que, em via final, aumenta producéo de
MITF.(50)

Muitas vias ainda sao pobremente estudadas, como a via Wnt/-catenina. Wnt € uma
proteina fundamental no desenvolvimento dos melandcitos epidérmicos, ao participar da
diferenciacdo das stem cell em melandcitos funcionais.(63) Tem atuacéo tanto pela via canénica
quanto ndo candnica.(64,65) Na primeira, representada na figura 4, ha participacdo de B-
cateninas que atuam estimulando a transcri¢do de genes alvo.(66-68) A via ndo candnica esta
relacionada a diversos sinais de transducdo, como fluxo de calcio (via Wnt/calcio) ou kinase N-
terminal c-Jun (JNK).(69) WIF-1 é uma das duas classes de antagonistas extracelulares da via
do Whnt, se ligando diretamente ao Wnt no espaco extracelular.

A literatura ainda € muito divergente sobre as vias Wnt e WIF-1. Kim, Lee e Lee, no ano
de 2013, evidenciaram downregulation de WIF-1 tanto nos queratinécitos quanto nos fibroblastos
dérmicos da pele com melasma, ao mesmo tempo que upregulation da via de sinalizagdo Wnt
(tanto canonica quanto n&o candnica).(70) Por outro lado, no ano de 2014, Park e colaboradores
publicaram resultados em que encontraram expressao de WIF-1 em queratinécitos, fibroblastos,
mas também em melandcitos; segundo os autores, o0 WIF1 apresenta upregulation na pele com
melasma em comparagéo com perilesional.(71)

Outra via de interacdo na melanogénese é através do gene AGOUTI, localizado no
cromossomo 20q11.2 e codifica a proteina ASIP (agouti signaling protein).(72) Esta proteina,
ainda pobremente estudada, atua como inibidor competitivo do receptor de melanocortina,

impedindo a ligagdo do aMSH ao seu receptor e, consequentemente, impedindo a ativagéo
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deste receptor.(72) Em melandcitos humanos normais, ASIP anula completamente os efeitos
estimulatérios do MSH na proliferagdo melanocitica e melanogénese, estimulando a produgéo de
feomelanina e fenétipos menos pigmentados, consequentemente.(29,73) Entretanto, ainda ndo
ha estudos que avaliem a influéncia da expressdo proteica de ASIP em discromias, como o
melasma.

A fisiopatologia do melasma n&o envolve apenas uma disfun¢do na unidade epidermo-
melanica, mas um padréo alterado de interacdo dermoepidérmica, que envolve, inclusive,
alteragé@o no padrao de liberagéo de citocinas melanogénicas.(50,59,74)

Ainda ndo sdo conhecidas as razbes que levam a alteragdes fenotipicas bem
demarcadas em areas tdo préximas e susceptiveis aos mesmos fatores ambientais e

enddgenos.
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Figura 4 — Representacdo esquematica da via canonica de Wnt. Quando ativada (b), as f3-
cateninas citoplasmaticas migram para o nucleo celular e atuam estimulando a transcrigéo de

genes alvo. (Fonte: 67)

TRATAMENTO:

Até o momento, ndo existe tratamento curativo para o melasma, que tende a
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desaparecer gradualmente ap6s a menopausa. As opgdes disponiveis visam a reducdo da
producdo de melanina em detrimento do rearranjo dérmico e dos fatores que desencadeiam o
melasma.

A primeira linha de tratamento consiste na combinagdo entre fotoprotecdo de amplo
espectro, camuflagem e compostos que inibam a sintese de melanina.(75) A segunda linha de
tratamento envolve os peelings quimicos. Lasers e terapias com luz sdo indicados em pacientes
refratarios a tratamentos topicos, mas ha o risco de agravamento das lesdes.(75)

Adiante, uma sintese da terapéutica do melasma:

Agentes topicos:
Fotoprotetores: sua utilizacdo é fundamental durante o tratamento com despigmentantes e pés-
tratamento, para prevenir recidiva.(76,77) Os filtros solares indicados sdo aqueles com fator de
protecao solar maior de 30, com amplo espectro de protecdo UVA e UVB e com bloqueio fisico
(como dxido de zinco).(76,77) Se possivel, deve-se dar preferéncia aos fotoprotetores com cor
porque garantem cobertura mais homogénea e apresentam ions de ferro com acéo
antioxidante.(77)

Outras medidas que que envolvem fotoprotegdo sdo: uso de guarda-sol, blusas de

mangas longas, chapéus, filme opaco veicular, 6culos de sol e roupas com protegao a RUV.(77)

Despigmentantes:

Hidroquinona: estruturalmente semelhante aos precursores da melanina.(76) E o
despigmentante mais estudado no tratamento do melasma e atua inibindo a tirosinase,(78)
evitando a conversdo de DOPA em melanina e inibindo a formagéo, melanizacéo e degradagéo
dos melanossomas.(76)

Ennes e colaboradores desenvolveram um estudo duplo-cego com 48 pacientes
escolhidos randomicamente; 24 destes utilizaram hidroquinona a 4% e os demais utilizaram
placebo por um periodo de 12 semanas. Todos foram instruidos a fazer uso adicional de
fotoprotetor. A diferenga entre os grupos foi estatisticamente significativa. No grupo que fez uso
de hidroquinona, 40% dos pacientes apresentaram completo desaparecimento das lesdes ao fim
das 12 semanas. No grupo placebo, apenas 10% relataram desaparecimento das lesdes e 20%
dos pacientes apresentaram falha de tratamento.(79) Concentragbes de 2% a 4% sé&o as
habitualmente utilizadas. Eventos adversos comuns s&o eritema e irritagdo facial; eventos mais
raros sdo ocronose e despigmentagéo em confete, proporcionais ao tempo de uso.(76)

Acido azelaico: molécula complexa; &cido carboxilico sintetizado pela Malassezia furfur. Além de

23



Revisao da Literatura

sua acdo na melanogénese, tem agao antibactericida contra Propionibacterium acnes, agéo
antiinflamatéria ao reduzir a produgdo de fatores pré-inflamatérios e também inibe a
queratinizacdo folicular.  Especificamente na melanogénese, atua por mecanismo anti-
proliferativo e com citotoxidade seletiva contra melandcitos hiperativos, inibindo tirosinase e
enzimas da oxiredutase mitocondrial.(80) Seu uso na gestagdo é seguro (droga categoria B) e
também parece ser seguro durante amamentacéo.(81) A concentragédo habitual de uso esta
entre 15% a 20%, duas vezes ao dia.

Acido ascorbico (vitamina C): acredita-se que a sua propriedade despigmentante decorra da

capacidade de quelar o cobre, que é um ion utilizado em passos enzimaticos celulares
necessarios para pigmentagéo.(78) Espinal-Perez, Moncada e Castanedo-Cazares estudaram
16 mulheres com melasma. Em uma hemiface, utilizaram creme de acido ascérbico a 5% e em
outra hemiface, hidroquinona 4% a noite por 16 semanas. Fizeram uso de fotoprotetor topico
durante o dia. Ao fim do estudo, 93% das pacientes apresentaram resultados bons ou
excelentes na hemiface tratada com hidroquinona e 62,5% apresentaram esse mesmo tipo de
resultado na hemiface tratada com &cido ascorbico. Entretanto, as medidas colorimétricas néo
apresentaram diferenca estatistica significativa. Onze pacientes apresentaram efeito adverso a
hidroquinona e apenas um ao acido ascorbico. Para os autores, o acido ascérbico pode auxiliar
no tratamento do melasma, em uso isolado ou em terapias combinadas.(82) Pode ser utilizado
em concentragdes até 20%.

Rucinol (4-n-butylresorcinol): Enzima capaz de inibir a atividade da tirosinase e da TRP-1

(proteina relacionada a tirosinase 1). Estudo duplo-cego, randomizado e controlado realizado
com mulheres diagnosticadas com melasma facial evidenciou que o serum de resorcinol a 0,3%
associado a fotoprotetor é mais eficaz em melhorar 0 melasma ap6s 12 semanas de tratamento
ao ser comparado apenas com veiculo e fotoprotetor tdpico.(83)

Tretinoina: Inibidor da transcri¢do da tirosinase, acelera o turnover epidérmico e € capaz de
remover granulos de pigmento dos queratindcitos.

Um estudo controlado comparando tretinoina 0,1% versus creme apenas com veiculo
(aplicagao diaria por 40 semanas) evidenciou que 68% dos pacientes apresentaram melhora ou
muita melhora com uso da tretinoina, comparado com apenas 5% no grupo controle. Melhora
significativa ocorreu apos 24 semanas do uso de tretinoina, o que é uma melhora lenta. Quanto
a histologia, a pigmentacdo epidérmica reduziu 36% com uso da tretinoina, comparada com
aumento em 50% da pigmentagdo com uso do veiculo.(84)

Acido Kéjico: Pode ser usado como substituto & hidroquinona nos pacientes intolerantes. Inibe

tirosinase ao atuar como quelante de cobre no sitio ativo da enzima. Disponivel nas
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concentragdes 1-4%.(59)

Corticosteroides: Sao anti-inflamatorios e tém efeito antimetabdlico nos melandcitos, o que faz

diminuir o turnover epidérmico e pode levar a uma leve diminuigdo da pigmentacéo.(85) Em
geral, eles sdo utilizados em meio a triplice combinagéo (vide abaixo), porém, foi descrito 0 uso
do clobetasol como clareador individual.

Sarkar e seus colaboradores, no ano de 2002, publicaram os resultados de um estudo
comparativo, randomizado, cego, com 40 pacientes indianos que utilizaram em um lado da face
creme com propionato de clobetasol 0,05% por 8 semanas, seguido de acido azelaico 20% por
16 semanas; ja na outra hemiface utilizaram apenas &cido azelaico 20% por 24 semanas, duas
vezes ao dia. Os tratamentos foram associados ao uso de fotoprotetor topico. Até a 162 semana,
o clareamento foi mais evidente na terapia sequencial. Entretanto, com 24 semanas, apesar da
diferenga ainda estatisticamente significativa, os dois lados obtiveram boa resposta com
clareamento: 86% versus 50%.(86,87)

Acido Tranexamico topico: Derivado sintético do aminoacido lisina; habitualmente utilizado como

hemostéatico e no tratamento de sangramento.(88) Seu efeito no tratamento do melasma parece
decorrer da sua atividade antiplasmina, j& que niveis elevados de plasmina nos queratindcitos
induzem a sintese de acido aracdénio e 0 aumento de aMSH.(89)

Banihashemi e colaboradores desenvolveram um estudo com pacientes com melasma,
no qual aplicavam acido tranexamico lipossomal topico 5% em uma hemiface e hidroquinona
4% na outra, ambos 2x ao dia associados ao uso de fotoprotetor pela manha. Vinte e trés
pacientes completaram o estudo. Apds 12 semanas de tratamento, ndo houve diferenca
estatistica significativa na reducdo do MASI. Para os autores, 0 acido tranexamico topico é um
agente efetivo, seguro e promissor no tratamento do melasma.(90)

Aloe vera lipossomal encapsulado: Aloe vera é um produto de origem natural, com atividade

antinflamatdria. A tecnologia lipossomal refere-se a uma estrutura organizada que permite a
armazenagem de drogas hidrofilicas e lipofilicas separadamente, tanto na fase aquosa quanto
lipidica, prevenindo a degradacdo das mesmas. Como tem a afinidade pela queratina, permite
que as substéncias penetrem através da pele, garantindo melhor absorcéo.(91)

Em um estudo duplo cego em gestantes com melasma no segundo trimestre gestacional, 90
pacientes do grupo experimental receberam o extrato de aloe vera lipossomal encapsulado e as
outras 90 do grupo controle receberam apenas o extrato de aloe vera. Apés 5 semanas de
tratamento, o grupo das pacientes que fez uso do aloe vera lipossomal encapsulado apresentou
melhora em 32% no score MASI, j& o grupo controle teve melhora de 10%.(92)

Alfa-Arbutin: Inibidor da tirosinase, derivado da hidroquinona (mas menos irritativo que ela) e
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mais potente que o acido kéjico. Em geral, utilizado nas concentragdes de 1 a 6%. A literatura
carece de estudos com este composto; Ertam e colaboradores avaliaram a efetividade de uma
formula em geral contendo arbutim e acido elagico sintético (um antioxidante), em comparagéo
com uma formula de extrato de plantas. Segundo os autores, ambas formulag6es foram efetivas
no tratamento do melasma.(93)

Combinagdes topicas: a tripla combinagdo composta por hidroquinona 4%, retinoide (tretinoina

0,05%) e corticosteroide fluorado (fluocinolona 0,01%) é considerado o tratamento mais efetivo e
seguro para 0 melasma.(78) Tretinoina previne a oxidagdo da hidroquinona e aumenta a
penetracdo epidérmica; o corticosteroide diminui a irritacdo dos demais componentes, além de
suprimir a fungdo biosintética e secretdria dos melandcitos, promovendo uma resposta mais
rapida ao tratamento.(76)

Taylor e seus colaboradores fizeram um estudo randomizado, multicéntrico para
comparar a eficacia e seguranga da triplice combinagéo tretinoina 0,05%, hidroquinona 4% e
fluocinolona 0,01% com duplas combinagdes (tretinoina e hidroquinona, tretinoina e fluocinolona;
hidroquinona e fluocinolona) em mesmas concentragdes e veiculo. Participaram do estudo 641
adultos com melasma moderado a grave. O grupo de pacientes que fez uso da triplice
combinagdo resultou em indice maior de clareamento completo em comparagdo aos outros
grupos. Na semana oito do tratamento, 75% dos pacientes que fizeram uso da ftriplice
combinagdo apresentaram redugdo da pigmentagdo, em comparacdo com apenas 30% dos
pacientes dos demais grupos.(94) O uso de duplas combinagfes esta indicado quando néo é

possivel fazer uso da tripla combinagéo ou se paciente é intolerante.(76)

Tratamento oral:

Acido Tranexdmico: Derivado sintético do aminoacido lisina; habitualmente utilizado como

hemostatico e no tratamento de sangramento.(88) Seu efeito no tratamento do melasma parece
decorrer da sua atividade antiplasmina, ja que niveis elevados de plasmina nos queratindcitos
induzem a sintese de acido aracddnio e o aumento de aMSH.(89) Lee, Thng e Goh fizeram uma
andlise retrospectiva de 561 pacientes que tomaram a medicagédo (250mg, duas vezes ao dia,
com duracdo média do tratamento de quatro meses), sendo 91,4% mulheres. 89,7% tiveram
melhora do melasma com a medicagéo; sendo que nestes pacientes a melhora foi obtida dois
meses apos inicio do tratamento. A taxa de recorréncia foi de 27,2%. Pacientes sem historia
familiar de melasma tiveram melhor taxa de resposta do que aqueles com histéria familiar
positiva. Eventos adversos ocorreram em 40 pacientes, sendo que um apresentou trombose

venosa profunda e foi diagnosticada, apds o episodio, com deficiéncia familiar de proteina S.
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Segundo os autores, a medicacao parece ser efetiva como adjuvante no tratamento de melasma
refratario, mas os pacientes devem antes ser submetidos a screening cuidadoso para fatores de
risco familiar e pessoal para tromboembolismo.(95)

Extrato de Polypodium leucotomus: derivada da samambaia de nome Polypodium leucotomus;

seu uso ja foi descrito como suplemento no tratamento de psoriase, dermatite atopica e erupgao
polimorfa a luz.(88) Seu mecanismo de agdo n&do é totalmente conhecido, trata-se de um
potente antioxidante, e parece atuar mantendo a integridade estrutural da matriz extracelular que
geralmente ¢ afetada pela radiagao ultravioleta.(96)

A dose habitualmente prescrita para 0 melasma é de 250-500mg duas vezes ao dia por

dois a quatro meses. Ahmed e colaboradores estudaram 40 mulheres hispanicas com melasma
moderado a grave, sendo que 33 destas completaram o estudo. Um grupo fez uso de 720mg
diérios de extrato de Polypodium leucotomus, enquanto o outro grupo fez uso de placebo, ambos
durante 12 semanas e associados ao uso de fotoprotetor. Ambos os grupos apresentaram
melhora significativa no indice de melanina e MASI ao fim do estudo, mas sem diferenca
estatistica significativa entre eles.(97) Talvez, polypodium seja importante na prevengéo da
recidiva apds os tratamentos.
Picnogenol: é o extrato da casca do pinheiro maritimo francés (Pinus pinaster). Tem agao
antioxidante, sendo que estudos in vitro ja demonstraram ser mais potente que a vitamina E e C.
Além disso, € capaz de reciclar a vitamina C, regenerar a vitamina E e estimular o sistema
enzimatico de antioxidantes enddgenos. Também confere protegéo contra a RUV.(98)

Um estudo com 30 mulheres com melasma que ingeriam 25mg de Picnogenol trés vezes
ao dia por 30 dias, resultou em uma taxa de efetividade de 80% da subtancia, sem relatos de
efeitos colaterais.(98)

A dose habitualmente prescrita € de 75 a 100mg ao dia, divididos em duas a trés
tomadas por dois a quatro meses. A literatura carece de estudos randomizados e controlados
que avaliem a real eficacia deste medicamento em associagdo e comparagdo com outras

estratégias terapéuticas.

Peelings quimicos:

Causam exfoliagdo controlada, seguida por regeneracdo da epiderme e derme.(76) A
utilizacao de série de peelings quimicos superficiais de &cido glicolico, &cido salicilico ou acido
tricloroacético no tratamento do melasma tem evidéncias de eficacia moderada.(76,99).

O peeling de acido glicolico parece ser o mais eficaz e seguro conforme os estudos da

literatura.(99) O peeling de acido salicilico também foi avaliado; Ejaz e colaboradores
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compararam o peeling de Jessner (14% é&cido salicilico, 14% é&cido lactico e 14% resorcinol em
alcool) com peeling de &cido salicilio a 30%. Os autores ndo encontraram diferenga entre os
grupos ao comparar o MASI apds 12 ou 24 semanas (redugao em relagdo ao basal em ambos
0s grupos).(100)

Outro estudo comparou peeling de Jessner versus peeling de acido tricloroacético 20%
versus hidroquinona 2% combinada com &cido kdjico por 16 semanas. Neste estudo, o grupo
submetido aos peelings de acido tricloroacético apresentou maior redugdo no MASI em
comparagdo aos outros dois grupos. Entretanto, os pacientes submetidos aos peelings
apresentaram maiores indices de hiperpigmentagdo pos-inflamatoria, especialmente os que

realizaram peeling de acido tricloroacético.(101)

Microagulhamento:

Técnica que consiste na perfuragao da pele com centenas de agulhas de ago inoxidavel,
alinhadas e estéreis presas a um rolo de polietileno. A técnica envolve a realizagdo de
movimentos de ida e volta, até obtencdo de petéquias na pele.(102) Nesta técnica, também
podem ser adicionados topicos clareadores durante o procedimento.

Lima descreveu os resultados do seu estudo em 22 pacientes com melasma recidivante
(sem resposta a tratamento com fotoprotetor e cremes). Os pacientes foram submetidos a
microagulhamento sem aplica¢do de qualquer ativo topico durante o procedimento. Utilizou-se
anestésico topico antes do procedimento. Foram utilizadas agulhas de 1,5mm, tendo sido
realizados movimentos de ida e volta, aproximadamente 10 vezes e em 4 dire¢des e
sobreposic¢do de quatro fileiras, até atingir eritema e sangramento discreto. O procedimento foi
repetido ap6s 30 dias. Os pacientes utilizaram fotoprotetor € creme combinado de tretinoina
0,05%, hidroquinona 4% e fluocinolona 1% a partir de 24 horas p6s procedimento.

Todos os pacientes ficaram satisfeitos com o resultado apds dois meses; o autor
manteve seguimento de 11 deles por 24 meses, todos mantiveram o clareamento
observado.(102) O mecanismo exato que deflagra o clareamento ap6s microagulhamento néo é
conhecido.

Budamakuntla e seus colaboradores compararam a eficacia terapéutica de
microinje¢bes de acido tranexdmico versus microagulhamento com aplicagdo de &cido
tranexadmico em pacientes com melasma. O estudo envolveu 60 pacientes (30 em cada brago
do mesmo). Os procedimentos foram realizados na semana 0, 4 e 8, sendo que os pacientes
foram seguidos por trés meses consecutivos. No grupo submetido a microinjegdes, houve

35,7% de melhora no MASI, enquanto no grupo do microagulhamento a melhora foi de 44,4%.
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Os autores atribuiram a melhor resposta terapéutica no grupo submetido ao
microagulhamento associado a &cido tranexamico a dispensagdo mais profunda e uniforme do

medicamento através dos microcanais criados pelo microagulhamento.(103)

Dermabraséo:

Técnica que envolve abrasdo mecanica da pele danificada, objetivando a
reepitelizacdo.(104) Dermabrasdo é capaz de remover toda a epiderme e adentrar na derme
papilar e, até mesmo, derme reticular.(104)

Kunachak e colaboradores avaliaram 533 pacientes com melasma tratados com
dermabragéo utilizando lixa de diamante rotatéria; 410 pacientes foram seguidos a longo prazo
(média de 5 anos), sendo que 398 destes (97%) apresentaram clareamento persistente do
melasma. Efeitos adversos temporarios foram eritema pos-operatério, hiperpigmentagéo,
prurido, milia. Dois pacientes apresentaram cicatrizes hipertréficas e um paciente teve

hipopigmentagdo permamente na fronte.(105)

Lasers e Terapias com Luz:

Apresentam maiores indices de efeitos adversos devido ao dano direto a pele, podendo
gerar uma hiperpigmenta¢do paradoxal. S&o especialmente de risco os pacientes de maior
fototipo, ou que ndo seguem fotoprote¢éo rigorosa.(78)

Luz Intensa Pulsada (LIP): Seu mecanismo envolve utilizacdo de lampada de cloreto de xendnio

que emite luz ndo-coerente, ndo-colimada e que tem amplo espectro (500-1200 nm). Seus
parametros — comprimento de onda, fluéncia, nimero de pulsos, duragdo dos pulsos — podem
ser ajustados, o que configura uma vantagem.(106)

Goldman e seus colaboradores estudaram a eficacia e seguranga de creme triplice
combinagdo (hidroquinona 4%, tretinoina 0,05%, fluocinolona 0,01%) associado a LIP em
pacientes com melasma moderado a grave. O estudo teve duragdo de 10 semanas, com
participacdo de 56 pacientes. Em uma hemiface, utilizaram a triplice combinagdo; na outra
hemiface, creme inativo. Nas semanas 2 e 6 foi realizado LIP. O MASI foi significativamente
menor na hemiface que fez o tratamento combinado (triplice combinagéo + LIP) na semana 6 e
10.(107)

Neodymium-Doped Yttrium Aluminum Garnet (QS-Nd:YAG) Laser: é o laser mais utilizado no

tratamento do melasma. Em geral, € utilizado fluéncia de 5 5 J/cm2, spot de 6mm e frequéncia
de 10 Hz. O numero de sessdes varia de 5 a 10, com intervalo de 1 més.(106) O comprimento

de onda de 1064 nm é bem absorvido pela melanina e causa minimos danos na epiderme, além
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de n&o ser absorvido pela hemoglobina. A penetragdo profunda auxilia a atingir o alvo, que é a
melanina.(106)

Vinte e sete pacientes foram submetidos a tratamento do melasma utilizando modo
fracionado Pixel QS Nd:YAG (1064 nm), com oito sessdes a intervalos de duas a trés semanas e
foram mantidas em seguimento clinico por doze semanas apOs as sessdes. As lesdes
apresentaram clareamento moderado e 70% dos individuos caracterizaram a melhora como boa
ou notavel. 40% dos pacientes tiveram recidiva parcial no seguimento de 12 semanas. Nenhum
evento adverso grave ocorreu € o tratamento foi bem tolerado.(108)

Ja 34 pacientes com melasma foram tratadas com laser 1064-nm QS-Nd:YAG, spot
6mm e fluéncia de 2.5 J/cm2 com multiplas passsadas em seis a dez sessdes (intervalo de duas
semanas entre elas). Ao fim do tratamento, vinte pacientes relataram melhora pelo menos em
50% da gravidade de suas lesdes; um ano ap06s a suspensao do tratamento, 58.8% apresentou
recidiva.(109)

Q-Switched Ruby Laser: Tem comprimento de onda de 694 nm e é mais seletivo para melanina

do que 0 QS-Nd: YAG. Entretanto, os resultados das pesquisas que o utilizaram para tratamento
do melasma sdo bastante controversos, por isso sd@o necessarios novos estudos para
estabelecer sua eficacia e seguranca real no tratamento desta discromia.(106)

Erbium: YAG Laser: Tem comprimento de onda de 2940 nm e é altamente absorvido pela agua.

Faz ablagao da pele com minimo dano térmico. Manaloto e Aster submeteram 10 mulheres com
melasma refratério a peeling quimico e cremes de uso domiciliar a um resurfacing com Erbium:
YAG laser 5.1-7.6 Jlcm2 de energia. As pacientes apresentaram melhora no melasma
imediatamente apds o laser, entretanto todas apresentaram hiperpigmentagéo pos-inflamatoria
entre 3 a 6 semanas apds o procedimento.(110)

Pulsed Dye Laser (PDL): Utilizado principalmente para tratamento de lesdes vasculares. Sua

utilizacdo no melasma é baseada nas alteragBes vasculares que permeiam a fisiopatologia da
dermatose, tendo como alvo o componente vascular.(106)

Passeron e colaboradores realizaram um estudo em 17 mulheres caucasianas com
diagnostico de melasma. Eles compararam o tratamento da triplice combinagao tdpica associada
ao PDL (iniciado ap6s um més de uso dos tépicos) com apenas uso da triplice combinagéo. Os
pacientes foram submetidos a 3 sessbes com intervalo de trés semanas, com 0s seguintes
parametros de aplicagédo: fluéncia 7-10 J/cm2, duracdo de pulso de 1,5 ms. O tratamento
combinado apresentou resultado mais satisfatorio nos pacientes de fototipo Il e lll e trés
pacientes apresentaram hiperpigmentagdo pds-inflamatéria  (todas fototipo IV de
Fitzpatrick).(111)
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Laser fracionado nédo ablativo: o laser fracionado ndo ablativo com comprimento de onda de

1550 nm atinge principalmente a agua. Por ser fracionado, formam-se diversas zonas pequenas
de coagulagéo separadas por tecido sdo, que permitem o transporte e a extrusao de debris
necroticos, inclusive melanina. Em geral, ndo ha lesdo epidérmica visivel e o extrato corneo
apresenta-se intacto em 24 horas.(106,112)

Um estudo envolvendo 20 mulheres com melasma moderado a grave e de fototipos Il a
V de Fitzpatrick foram randomizadas em dois grupos e tratadas com combinagao tripla topica
(hidroquinona 5%, tretinoina 0,05%, triancinolona 0,1%) uma vez ao dia por 8 semanas ou com
laser fracionado néo ablativo 1550nm duas vezes na semana por 2 semanas. Nao houve
diferenga significativa entre os dois grupos quanto ao MASI, indice de melanina e recidiva em 6
meses.(78,112)

De forma geral, estratégias terapéuticas que gerem inflamag@o ou dano epidérmico
oferecem grande risco de hiperpigmentacédo pos-inflamatoria e recidiva do melasma.

Enquanto as vias que deflagram a melanogénese do melasma nao forem amplamente

conhecidas, as estratégias terapéuticas ndo serdo completamente efetivas e as recidivas serdo

frequentes.
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Objetivos

Objetivos

Avaliar as caracteristicas histolégicas quanto ao grau de elastose solar, quantidade de
melanina epidérmica e dérmica, alteragdes da camada cornea e zona de membrana basal,
fibras elasticas e colédgenas, estruturas vasculares, melandcitos em péndulo, numero de
mastacitos e celularidade dérmica da pele com melasma em comparagcdo com a pele sa
adjacente e retroauricular.

Avaliar, comparativamente, a expressao de Wnt1, WIF-1 e ASIP nos trés sitios de interesse.
Avaliar, comparativamente, a ultraestrutura da pele com melasma, pele sa adjacente e
retroauricular, quanto danos & zona da membrana basal, numero de organelas
citoplasmaticas e grau de maturagao dos melanossomas.

Analisar as correlagbes entre alteragdes morfologicas e expressdo epidérmica de Wnt1,

WIF-1, ASIP na pele acometida, perilesional e retroauricular.
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Resumo

Fundamentos: Melasma é hipermelanose crénica e adquirida que afeta areas fotoexpostas. Sua patogénese
ndo & completamente conhecida. Estudos classicos avaliam apenas a pele acometida e perilesional, mas
pouco se sabe do comportamento da pele fotoprotegida, submetida aos mesmos fatores sistémicos e
genéticos.

Objetivos: Avaliar caracteristicas histoldgicas, vias epidérmicas que influem na melanogénese (Wnt e ASIP) e
caracteristicas ultraestruturais do melasma em comparagdo com a pele si adjacente e retroauricular
(fotoprotegida).

Métodos: Estudo transversal com controle intra-sujeito. Foram incluidas onze mulheres com melasma facial
que estavam sem tratamento ha pelo menos trinta dias, exceto pelo uso de filtro solar. As participantes foram
submetidas a biopsia cutdnea em trés areas: melasma, perilesional e retroauricular. Fragmentos provenientes
de dez participantes foram corados (hematoxilina-eosina, acido periodico de Schiff, Fontana-Masson,
picrosirius red, azul de toluidina e Verhéff), imunomarcados para CD34 e submetidos & imunofluorescéncia
direta (IFD) de dupla marcagdo para as proteinas epidérmicas Wnt1, WIF-1 e ASIP. Trés fragmentos
provenientes de uma participante foram processados para Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET).
Dados foram comparados entre as topografias por modelo linear generalizado de efeitos mistos.

Resultados: A idade média (desvio-padrao) dos sujeitos foi 42,9 (8,9) anos, fototipos Ill a IV e apresentavam
lesdes ha 16,7 (7,9) anos. Houve adelgagamento da camada cérnea nas areas fotoexpostas (melasma e pele
adjacente), mas a compactagao da cérnea foi maior no melasma. Na pele com melasma também houve maior
pigmentagcdo melanica epidérmica, maior heterogeneidade do colageno, elastose solar, maior numero de
mastocitos, falhas da integridade da zona da membrana basal, melanécitos em péndulo, bem como maior
celularidade e vasos na derme superficial. IFD evidenciou maior intensidade de marcagdo de Wnt1 na pele
com melasma em relagdo a pele adjacente e maior intensidade na pele retroauricular em relagéo a pele sé
adjacente. Nao houve diferenga estatistica significativa na intensidade de marcagéo de WIF-1 e ASIP entre as
topografias. A MET, houve maior dano estrutural na lamina licida no melasma.

Limitacdes do estudo: NUumero restrito de participantes; melasma apenas facial em mulheres provenientes de
Unico centro.

Conclusées: Além da hipertrofia melanocitica, a pele com melasma apresenta alteragdes na barreira
epidérmica, na derme superior, zona de membrana basal e quanto a ativagéo da via Wnt, que diferem da pele
fotoexposta adjacente e da retroauricular, configurando um fenétipo individualizado, e ndo somente uma

extenséo do fotoenvelhecimento ou do envelhecimento intrinseco.

Palavras-chave: Melasma; Microscopia Eletronica; Histologia; Luz Solar; Raios Ultravioletas; Colageno;

Melanose; Melandcitos; Melanossomas; Técnica Direta de Fluorescéncia para Anticorpo; Imunofluorescéncia.
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Abstract

Background: Melasma is a chronic and acquired hypermelanosis that occurs in sun-exposed areas,
whose pathogenesis is not completely known. Classical studies evaluated only affected and perilesional
skin, but little is known about the non-sun-exposed skin, subjected to the same systemic and genetic
factors.

Objectives: To evaluate the histomorphometric features, epidermal pathways that influence
melanogenesis (Wnt and ASIP) and ultrastructural characteristics of melasma skin in comparison with
adjacent and retroauricular skin.

Methods: A cross-sectional study with intrasubject control. Eleven women with facial melasma and
without treatment for, at least, thirty days (except sunscreen) were included in this project. After signing
the Free and Informed Consent Term, participants were submitted to three skin biopsies in different areas:
melasma, perilesional and retroauricular non-sun-exposed skin. Fragments from ten participants were
stained with hematoxylin-eosin, periodic acid from Schiff, Fontana-Masson, picrosirius red, toluidine blue
and Verh6ff; immunomarked for CD34 and subjected to double-labeled direct immunofluorescence (DIF)
for Wnt1, WIF-1 and ASIP proteins. The three fragments of one of the participants were processed for
Transmission Electron Microscopy (TEM). The data were compared among sites by generalized linear
model of mixed effects.

Results: Participants were Fitzpatrick's phototype Il or IV; the mean age (standard deviation) was 42.9
(8.9) years and they had lesions for 16.7 (7.9) years. There was thinning of the corneal layer on sun-
exposed skin (melasma and adjacent skin). The skin with melasma also presented more corneal
compaction, greater epidermal melanic pigmentation, greater collagen heterogeneity, solar elastosis, more
mast cells, defects of the basement membrane area, pendulum melanocytes, as well as greater cellularity
and vessels in the superficial dermis. DIF showed a greater intensity of Wnt1 labeling in the skin with
melasma in relation to the adjacent skin and greater intensity in the non-sun-exposed skin in relation to the
adjacent healthy skin. There was no significant statistical difference in the intensity of WIF-1 and ASIP
marking between topographies. At TEM, there was greater structural damage to the lucida lamina in
melasma.

Limitations of the study: Small number of participants. Only facial melasma in women from a single
center.

Conclusions: In addition to melanocytic hypertrophy, melasma skin presents morphological changes in
epidermal barrier, upper dermis, basement membrane zone and in Wnt pathway activation, which differ
from adjacent sun-exposed skin and retroauricular skin, forming an individualized phenotype, and not only

an extension of photoaging or intrinsic aging.

Key-words: Melasma; Microscopy, Electron; Histology; Sunlight; Ultraviolet Rays; Collagen; Melanosis;

Melanocytes; Melanosomes; Fluorescent Antibody Technique, Direct; Fluorescent Antibody Technique.
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Introdugao:

Melasma é hipermelanose crbnica e adquirida que acomete areas fotoexpostas,
preferencialmente a face.(1,2) Ocorre, principalmente, em mulheres (10:1), especialmente nos
fototipos Ill a IV de Fitzpatrick (>80%) e durante a idade fértil. As lesdes sao caracterizadas por
maculas acastanhadas, com distribuicdo simétrica, contornos irregulares e limites nitidos.(3)
Embora assintomatico, o acometimento de areas visiveis, em mulheres jovens e as recidivas
frequentes (mesmo durante tratamento), geram significativo impacto no qualidade de vida.(4)

Apesar de sua patogénese ainda ndo ser completamente conhecida, sabe-se que o
melasma decorre ndo apenas da hipertrofia dos melandcitos, mas de uma alteragdo em toda a
unidade epidermo-melanica, fibroblastos e endotélio, com significativas alteracdes na derme
superior e zona de membrana basal (ZMB).(5-7) Estudos cléssicos da histologia do melasma
investigaram apenas a pele acometida e pele adjacente, mas pouco se sabe do comportamento
da pele fotoprotegida, que esta sob influéncia dos mesmos fatores sistémicos e genéticos.

A radiagdo ultravioleta (RUV) é o principal elemento extrinseco que regula a
melanogénse, contudo, sdo pouco conhecidas as vias reguladoras intrinsecas. A exclusividade
humana da melanogénese induzida por RUV retarda a investigagao dessa fisiologia.(8)

No melasma, ha aumento da expressdo epidérmica de hormonio alfa estimulador de
melanécitos (aMSH) e receptor de melanocortina 1 (MC1-R), o que propicia aumento de
tirosinase e, em via final, da eumelanina. Ha, porém, evidéncias que outros mediadores estejam
envolvidos na melanogénese do melasma.(6)

A via do Wnt/B-catenina (via canbnica do Wnt) participa da diferenciagdo e
desenvolvimento dos melandcitos a partir da crista neural, bem como da melanogénese em
melanocitos adultos.(9-11) Wnt1 € um ligante dos receptores transmembrana de 7 dominios
Frizzled, que, ao serem ativados, inibem a ativacdo de glicogen sintase kinase-3 (GSK-3), o que
leva ao acumulo e estabilizacdo de B-catenina. Esta se transloca ao nucleo celular e regula a
transcricdo de genes alvo.(12,13) In vitro, um aumento na expresséo de Wnt1 em cultura de
células da crista neural é capaz de atuar de forma direta na linhagem melanocitica e em sua
diferenciacdo, ao aumentar o numero de melanoblastos e a conversdo em melandcitos
pigmentados.(14)

Dentre as diferentes familias de moduladores da via Wnt, destaca-se o WIF-1 (fator 1
inibidor de Wnt), entretanto, sua atuagdo no melasma ainda é bastante divergente na
literatura.(9,15)

A proteina ASIP é codificada pelo gene agouti e atua bloqueando a ativagdo do MC1-R e

consequentemente, a eumelanogénese, entretanto seu papel no melasma ainda néo foi
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explorado.(16)
Este estudo objetivou avaliar caracteristicas histologicas e ultraestruturais da pele com
melasma, além de explorar a correlagdo entre as alteragdes morfologicas e a expressédo

epidérmica de Wnt1, WIF-1, ASIP na pele acometida, perilesional e retroauricular.

Métodos:

Estudo transversal com controle intra-sujeito, no qual foram incluidas 11 mulheres
adultas (>18 anos) com melasma facial, fora de tratamento ha mais de 30 dias, exceto por filtro
solar, selecionadas por conveniéncia entre 0s casos novos do ambulatério de dermatologia da
FMB-Unesp (Botucatu-SP, Brasil), no periodo de janeiro a junho de 2016. Nao foram incluidas
pacientes com doengas sistémicas, gestantes ou sob anticoagulagéo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo - no. 1.602.185
(Anexo 1). Cada participante foi submetida, apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (anexo 2), a retirada, sob anestesia local, de trés fragmentos de pele por punch
3mm do melasma facial, pele s& adjacente (até 2 cm da pele com melasma) e pele
retroauricular.

Fragmentos provenientes de dez participantes foram submetidos a coloragbes
histoquimicas, imunomarcagdo para CD34 e a imunofluorescéncia direta (IFD) de dupla
marcacdo. Ja os trés fragmentos provenientes de uma participante foram processados para
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET).

Coloragoes histoquimicas:

Os fragmentos foram fixados em formalina 10% tamponada, emblocados em parafina e
processados para as coloragdes histoquimicas. Hematoxilina-eosina foi utilizada para avaliar as
diferengas anatémicas entre os locais (compacta¢do da camada cdrnea; espessura da cérnea,
do epitélio viavel e da epiderme total), grau de elastose solar e quantificagdo da celularidade da
derme superficial. Ja a coloragdo de Fontana-Masson foi utilizada na anéalise da densidade de
melanina, tanto na derme superficial quanto na epiderme. Através do &cido periddico de Schiff
(PAS) foram avaliadas as alteragdes na zona de membrana basal e realizada a contagem de
melanécitos que se projetam da camada basal em diregdo a derme (melandcitos em
péndulo)(17). Verhoff foi util na avaliagdo do material elastético, enquanto picrosirius red foi
necessario para avaliagdo do colageno da derme superior. Por fim, azul de toluidina foi a
coloragao utilizada para evidenciar os mastocitos.

Areas regulares, sem artefatos, interfoliculares, de cada corte histolégico foram

fotografadas em triplicata utilizando microscépio Coolscope Il (Nikon Instruments Inc., Tokyo,
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Japan, 2009). As imagens obtidas foram analisadas através do software ImageJ 1.51e de forma
cega quanto a topografia.(18) O detalhamento da metodologia de avaliagdo quantitativa de cada
variavel analisada esta disponivel em material suplementar (Anexo 3).

Coloragao imuno-histoquimica:

Para a avaliagdo dos componentes vasculares (vasos por campo de aumento 40x),
utilizou-se a pesquisa do antigeno CD34 por imuno-histoquimica. Apos desparafinizagéo, os
cortes foram hidratados e submetidos ao desmascaramento antigénico em panela de presséo
elétrica por 20 minutos, utilizando solugdo tampao citrato (pH 6,0). Bloqueio da peroxidase
enddgena foi realizada em solugdo de H202 6% por 30 minutos, protegida da luz. Apds lavagem,
os cortes histologicos foram incubados com anticorpo primario policlonal goat anti-CD34 (C-18,
sc-7045, Santa Cruz Biotechnology, Dallas-TX; USA), diluido em Soro Bovino Fetal (PBS) 1:100,
em protocolo overnight (12 horas) em camara Umida a 4°C. Apds lavagem com PBS, os cortes
foram incubados com anticorpo secundario rabbit anti-goat (DAKO, P0449), diluido em PBS
(1:2000), durante 30 minutos, em cdmara umida a 37°C. Apos lavagens em PBS, os cortes
histolégicos foram incubados com o complexo estreptavidina-peroxidade (ADVANCE-HRP,
DAKO, K4068), durante 30 minutos a 37°C. As l&minas foram reveladas com solu¢do de
Diaminbenzidina (DAB, Sigma), durante 5 minutos a 37°C. Os cortes foram contracorados com
Hematoxilina de Harris.

Imunofluorescéncia direta de dupla marcagao:

Foi realizada IFD de dupla marcagdo para as proteinas Wnt1, WIF-1 e ASIP
epidérmicas. As padronizagdes dos protocolos de imunofluorescéncia dependeram da titulagéo
da menor concentragdo de anticorpos principais capazes de serem detectadas nas laminas de
controles positivos (dados ndo mostrados). O protocolo para Wnt1 e ASIP envolveu
desparafinizagao das laminas, desmascaragdo antigénica com laminas mantidas submersas em
solugéo de citrato aquecidas em 3 ciclos de 5 minutos em forno microondas. Ap6s resfriamento
e lavagem, o bloqueio das proteinas inespecificas foi realizado com leite de vaca a 1%. Apos
lavagem, os cortes histoldgicos foram incubados com anticorpo primario. O anticorpo anti-ASIP
rabbit policlonal (ab151033, Abcam, Cambridge - MA, EUA) foi diluido em PBS a 1:1000; ja o
anticorpo anti-Wnt1 (ab15251, Abcam, Cambridge - MA, EUA) foi diluido a 1:100. Ambos foram
mantidos em incubagdo no protocolo overnight (12 horas) em cémara umida a 4°C. Apds
lavagem, o anticorpo secundario Alexa Fluor® 594 dye (Thermo Fisher Scientific, Waltham - MA,
USA) diluido em PBS (1:500), durante 30 minutos, em cdmara Umida a 37°C, em ambiente
escuro. A contracoloragéo foi realizada com DAPI para marcagao nuclear (cor verde).

A desmascaragao antigénica para marcagao do WIF-1 foi realizada por aquecimento em
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ebulidor por 30 minutos, estando as ldminas submersas em solu¢do Trilogy® (Cell Marque,
1:20); o bloqueio das proteinas inespecificas foi realizado com leite de vaca a 5% e o anticorpo
anti-WIF-1 rabbit policlonal (ab186845, Abcam, Cambridge - MA, EUA) diluido a 1:100 em PBS,
foi mantido em incubagdo com as laminas por 2 horas.

As areas de maior marcagdo das ldminas foram fotografadas em microscépio de
fluorescéncia Olympus BX41, resultando em imagens tipo *TIFF com 1280x1024 pixels (24 bits
de cor).(18,19) A intensidade de marcagdo da epiderme (excetuando a camada cornea, nos
casos de auto-fluorescéncia) foi analisada com o software Imaged v1.51e (variagao de 0 a 255
tons de cinza) para os diferentes canais de cor. A avaliagdo foi cega quanto a topografia em
questao.

Microscopia Eletrénica de Transmissao:

Trés fragmentos oriundos de uma das participantes foram fixados em glutaraldeido
2,5%, pos-fixado em Osmio 2% e processados para Microscopia Eletronica de Transmiss&o
(MET) em cortes ultrafinos (50-60nm). Foi utilizado o Microscdpio Eletronico Tecnai Spirit - FEI
Company, a fim de avaliar a integridade da membrana basal, estrutura da lamina densa e
organelas citoplasmaticas nos sitios de interesse.

Andlise estatistica:

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.(20)

Os dados foram comparados entre as topografias utilizando modelo linear generalizado
de efeitos mistos, com estrutura de covariancia robusta, distribuicdo de probabilidade ajustada a
cada amostra (normal ou gama) e analise post-hoc pelo algoritmo de Sidak sequencial.(21)

As variaveis que apresentaram significancia a analise bivariada foram testadas quanto a sua
correlagdo pelo teste de Spearman, e posteriormente incluidas em um modelo exploratorio
multivariado de analise de correspondéncia multipla.(21,22)

Dados faltantes (<10% da amostra) foram estimados por técnica de imputagdo multipla
(10 iteragdes) para as andlises de correlagdo e multivariada. Dados outliers foram definidos
como os que ultrapassaram 1,5x o desvio interquartilico acima ou abaixo do terceiro e primeiro
quartis, e sofreram winsorizagao.(21,23,24)

A analise foi realizada no software IBM SPSS 22 e a significancia definida para p<0,05.
O dimensionamento amostral para 10 pacientes (30 amostras) se baseou na expectativa de
diferenga entre as topografias de mais de 50% das expressdes entre as peles (amostras
dependentes), com alfa 0,05 e beta 0,2.(25)
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Resultados:

As 11 mulheres amostradas apresentavam idade média (desvio-padrao) de 42,9 (8,9)
anos, tempo de melasma de 16,7 (7,9) anos e fototipos Ill ou IV de Fitzpatrick.

Os principais resultados da andlise imuno e histomorfométrica estdo apresentados na
tabela 1. Destaca-se o0 adelgacamento da camada cérnea nos fragmentos mais fotoexpostos —
pele com melasma e adjacente sa - (figura 1), entretanto com maior compactagdo cérnea no
melasma do que nas duas outras topografias. Houve aumento progressivo da pigmentacéo
melanica epidérmica entre as topografias (menor na pele retroauricular, intermediaria na pele sé
adjacente e mais densa no melasma), mas ndo houve diferenca quanto a densidade de melanina
dérmica entre as topografias (figura 1). A elastose solar foi mais proeminente nas peles mais
fotoexpostas, especialmente no melasma (figuras 1 e 2), assim como houve maior
heterogeneidade do colageno na derme papilar da pele com melasma comparada com 0s
demais sitios (figura 2). Também houve maior numero de falhas da integridade da ZMB (figura
3) no melasma, ao compararmos com a pele perilesional e retroauricular. Melandcitos em
péndulo (figura 3) foram mais frequentes no melasma e na pele fotoexposta, assim como a
celularidade dérmica, estruturas vasculares (maior numero e dilatagéo) (figura 3) e o numero de
mastocitos (figura 4).

A avaliacdo quantitativa da IFD evidenciou maior intensidade de marcagao
citoplasmatica epidérmica para a proteina Wnt1 na pele com melasma em relagdo a pele
adjacente, bem como maior marcag@o na pele retroauricular em comparagdo com a pele sa
adjacente. Nao houve diferenga quanto a intensidade de marcacdo de WIF-1 e ASIP entre as

topografias analisadas (tabela 1 e figura 5).
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Figura 1. A coloragio de Hematoxilina-Eosina, nota-se adelgagamento da camada cérnea na pele com
melasma (A) e adjacente (B), sendo a compactagdo maior no melasma. A elastose solar apresentou
aumento progressivo entre as topografias, sendo maior no melasma (A) do que na adjacente (B) e pele
retroauricular (C). J& a coloragdo de Fontana-Masson, evidencia-se que a pigmentagdo melanica
epidérmica apresentou aumento progressivo entre as topografias, sendo maior no melasma (D) do que na

adjacente (E) e pele retroauricular (F). Nao houve diferenga quanto a densidade da melanina na derme.
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Figura 2. Pele com melasma (A), adjacente (B) e retroauricular (C) coradas por Verhoff: material
elastotico foi mais proeminente nas peles mais fotoexpostas, especialmente no melasma (A). Coloragdo
de Picrosirus red evidenciou maior heterogeneidade do coldgeno na derme papilar da pele com melasma

(D) comparada a pele retroauricular (E) e adjacente (F).
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-lat
Figura 3. Melandcitos em péndulo (setas), além de alteragbes da espessura e da continuidade da
membrana basal mais evidentes na pele com melasma (A) que na pele retroauricular (B), coloragéo pelo
acido periodico de Schiff (PAS). Nas imagens C e D, estruturas vasculares CD34 positivas a imuno-
histoquimica na derme superficial. Na pele com melasma (C), ha maior quantidade de vasos que na pele

sa perilesional (D), além de luzes vasculares com maior diametro.

Figura 4. Mastécitos na derme superficial (setas) da pele com melasma, dispostos preferencialmente em

topografia perivascular, com granulos metacrémicos (purpura) a coloragdo de azul de toluidina.
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C

Figura 5. Pele acometida por melasma (A), pele s& adjacente (B) e retroauricular (C) a IFD de dupla

marcagdo para Wnt1 (vermelho - marcagao citoplasmatica para Wnt1; azul - marcador nuclear DAPI).
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Tabela 1. Medidas imuno e histomorfométricas dos pacientes com melasma, de acordo com as topografias estudadas (n=10).

Variaveis Melasma Adjacente Retroauricular p
H&E
Espessura do estrato corneo (micra)* 13,4 (4,2) 13,3 (3,7) 18,1 (5,3)ab <0,01
Espessura do epitélio vidvel (micra)* 58,8 (9,7) 55,2 (10,9) 53,1 (9,6) 0,59
Espessura da epiderme total (micra)* 72,1 (11,0) 69,6 (15,1) 71,2 (11,9) 0,91
Compactagdo da camada cérnea (qualitativo)**@ 1(1-2) 1(0-1)a 0 (0-0)ab <0,01
Elastose solar (qualitativo)**# 1(1-2) 0(0-1)a 0 (0-0)ab <0,01
Celularidade da derme superficial (campo de 40x)* 53,6 (7,5) 454 (6,2)2 37,7 (6,6)2p <0,01
Fontana-Masson
Densidade de melanina epidérmica* 0,35 (0,06) 0,32 (0,08)2 0,25 (0,08)a.b <0,01

Densidade de melanina dérmica (x100)** 0,19 (0,06-0,75) 0,25 (0,20-0,35)  0,25(0,16-0,45) 0,82
PAS
Falhas na ZMB (nimero/campo de 40x)* 2,1(0,6) 1,7 (0,8)2 1,0 (0,5)ab <0,01
Melanécitos em péndulo (nimero/campo de 40x)*™ 2,7 (2,7-3,3) 1,3 (1,3-3,0) 1,3 (1,0-1,7)2 <0,01
Verhoff

Densidade de material elastético na derme superior* 0,29 (0,07) 0,25 (0,04)a 0,19 (0,04)ab <0,01
Picrossirius red
Densidade do colageno na derme superior* 0,63 (0,09) 0,68 (0,07) 0,66 (0,06) 0,15
Homogeneidade do colageno (dimensao fractal)* 1,63 (0,02) 1,56 (0,04)a 1,57 (0,03)a <0,01
Azul de toluidina
Mastécitos por campo (nimero/campo de 40x)* 6,4 (1,5) 3,6 (0,7)2 2,5 (0,8)ab <0,01
CD34
Vasos por campo (numero/campo de 40x)* 6,8 (1,4) 4,3(0,8) 45(1,5) <0,01
Wnt1 (intensidade de marcagao)* 67 (29) 54 (30)a 57 (32) 0,02
WIF-1 (intensidade de marcag&o)* 68 (17) 66 (17) 60 (33) 0,81
ASIP (intensidade de marcagao)* 20 (8) 19 (4) 17 (6) 0,70

* média (desvio-padrdo); ** mediana (p25-p75); @p<0,05 em relagdo ao melasma; bp<0,05 em relagéo a pele adjacente (perilesional)
@ 0 = auséncia de compactagéo da cornea; 1 = compactagéo leve a moderada da cornea; 2 = compactagao importante da cornea.
#0 = auséncia de elastose solar; 1 = elastose solar leve a moderada; 2 = intensa elastose solar.
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A MET, a pele com melasma apresentou maior quantidade de areas danificadas na
ZMB: falhas, descontinuidades e menor densidade da I&mina densa. Além disso, maior numero
de organelas citoplasmaticas nos queratindcitos basais e melandcitos (figura 6). Seus
melanossomas eram mais maduros (estagio IV), enquanto nas outras duas areas apresentavam-
se nos estagios Il e lll (figura 6).

A correlagéo entre as variaveis histologicas esta disposta na tabela 2. Destaquem-se a
compactacdo da camada cornea, celularidade da derme superficial, densidade de mastdcitos e
elastose solar como as variaveis mais correlatas com as demais. Wnt apresentou correla¢éo
com a densidade de mastocitos na derme superficial.

O mapa perceptual da analise de correspondéncia multipla (figura 7) incluiu 13
variaveis, permitindo a explicagdo de 65% da variancia do modelo com dois componentes. As
variaveis que mais se correlacionaram com as topografias faciais foram a elastose solar,
heterogeneidade do colédgeno, celularidade da derme, contagem de mastdcitos, ocorréncia de
melandcitos em péndulo, presenga de estruturas vasculares, alteragdes nas fibras elasticas,
Wnt. A associagdo preferencial com melasma ocorreu com a contagem de mastdcitos,

celularidade na derme superficial € material elastético.
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200 nm

Figura 6. Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET) na pele com melasma. Setas claras nas figuras
A e B indicando os locais de fragmentagdo da l&mina densa e setas escuras mostram completa
desestruturagdo. A figura C evidencia a densidade aumentada de organelas citoplasmaticas nos
queratinécitos (mitocdndrias e reticulo endoplasmatico). Na pele com melasma, ha grande quantidade de
melanossomas maduros (Il e IV) nos queratinécitos (D e E). M significa melandcitos e K, queratinécitos.
Na imagem F é possivel visualizar a proje¢do de um melandcito em dire¢cdo a derme (melanécito em
péndulo).
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Tabela 2. Correlagao (rho de Spearman) das medidas histomorfométricas dos dez pacientes com melasma.
Corn CompactCorn Verh Elastos CollHomog DermCell BasMemb Masto VasCD34 Pendul Wnt1

MelEpid -0,36 0,19 0,05 0,23 -0,16 0,41 025 037 045 004 -0,23
Corn -0,31 -0,11 -0,23 0,02 -0,38 036 -015 -0,04 -024 -0,07
CompactCorn 0,60 0,57 -0,16 0,58 013 051 015 0,60 0,18
Verh 0,54 0,27 0,27 0,15 0,46 0,11 053 -0,06
Elastos -0,39 0,43 017 066 041 0,37 0,30
CollHomog -0,30 0,10 -047 -020 -0,18 0,00
DermCell 037 070 0,27 0,30 0,32
BasMemb 029 027 0,11 0,24
Masto 0,45 0,49 0,40
VasCD34 026  -0,07
Pend 0,09

Negrito: p<0,05.

Corn: espessura da camada cornea; CompactCorn: compacta¢do da camada cornea; Verh: avaliagdo das fibras elasticas por meio da coloragéo de Verhoeff; Elastos: elastose
solar; CollHomog: heterogeneidade do coldgeno na derme superior; DermCell: celularidade na derme superficial; BasMemb: densidade de lesdes da membrana basal; Masto:
densidade de mastdcitos na derme superficial; VasCD34: densidade de vasos na derme superficial; Pendul: densidade de melandcitos péndulos; Wnt: marcagéo para anticorpo

anti-Wnt na epiderme; MelEpid: densidade da melanina na epiderme.
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Topograph: topografia das lesdes; Corn: espessura da camada cornea; CompactCorn: compactagdo da camada cérnea;

MelEpid: melanina na epiderme; WNT: densidade de marcagdo por anticorpo anti-Wnt1 na epiderme; BasMemb:

densidade de lesdes da membrana basal; Pendul: densidade de melanécitos péndulos; CollStruct: heterogeneidade do

colageno na derme superior; Elastos: elastose solar; Verh: avaliagdo das fibras elasticas por meio da coloragdo de

Verhoeff; DermCell: celularidade na derme superficial; Masto: densidade de mastécitos na derme superficial; VasCD34:

densidade de vasos na derme superficial.

Figura 7. Andlise de correspondéncia multipla (A) das variaveis histologicas estudadas no melasma,

pele adjacente e retroauricular. Medidas de associagdo multidimensional (B).
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Discussao:

Foram identificadas diferengas histolégicas e ultraestruturais entre a pele com melasma
facial, perilesional e retroauricular. A comparagdo entre as trés areas constitui um modelo que
permite inferir 0 papel de estimulos ambientais e elementos intrinsecos como as influéncias
genética e hormonais, na patogénese do melasma.(6)

Na pele com melasma e perilesional, houve adelgacamento da camada cérnea, ja sua
compactacdo foi mais evidente no melasma em comparagdo aos outros epitélios. Estudos
evidenciaram que o fotoenvelhecimento € responsavel pela diminui¢do da espessura da epiderme e
maior compactag@o da cornea, entretanto, a diferenca em relagédo a compactagao cornea entre a
pele com melasma e perilesional — ambas fotoexpostas — favorece a hipdtese de que o melasma
esteja associado a um maior dano a barreira cutanea.(26)

A pele com melasma apresenta downregulation da expressdo dos genes envolvidos no
metabolismo dos lipidios, tais como receptor alfa do ativador da proliferacdo de peroxissomo
(PPAR), coativador 1a do PPAR-y, diacilgicerol o-acetiltransferase 2-like3, aracnidonato 15-
lipoxigenase.(27,28) A compactagdo da camada cornea representa uma desordem estrutural na
pele que, associada a alteracdo funcional no metabolismo lipidico, séo causas primordiais no dano a
barreira cutanea, integridade funcional da camada cormea e atraso na recuperagdo em sua fungéo
de barreira.(29,30)

A densidade de melanina epidérmica aumentou progressivamente em funcao da topografia
estudada, evidenciando o papel da RUV na melanogénese cutanea, sendo que a UVA é capaz de
induzir aumento no numero, tamanho e atividade dos melanécitos epidérmicos, além de alterar o
padréo de melanogénese por tempo prolongado.(31) Entretanto, a maior sintese localizada na pele
com melasma em relacdo a perilesional, sugere haver um microambiente que favoreca a
melanogénese focal em uma érea com similar irradiagéo de RUV.

A densidade de melanina epidérmica apresentou correlagdo com o nimero de células na
derme superior, presenga de estruturas vasculares e mastdcitos, indicando que estimulos dérmicos
exercam papel na melanogénese do melasma. Na hiperpigmentacdo poés-inflamatéria e na
mastocitose cutanea (urticaria pigmentosa), ocorre pigmentagdo melanica independentemente da
RUV, o que suporta a hipétese que a melanogénese no melasma tenha origem da integragéo de
fendbmenos independentes, configurando um modelo individualizado de pigmentagéo.(32)

A auséncia de diferenga significativa da densidade de pigmento melanico na derme entre as
topografias torna inexata a classificacdo do melasma em epidérmico, dérmico ou misto a luz de

Wood. O derrame pigmentar € um achado préprio do envelhecimento intrinseco, independente da
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fotoexposicdo, e, apesar do padrdo de atenuagdo a luz de Wood ser indicativo da resposta
terapéutica no melasma, isso parece estar desvinculado do processo fisiopatoldgico
subjacente.(2,3,28)

O numero de melandcitos em péndulo apresentou significativa progressdo em decorréncia
da regido da pele avaliada. Tal achado, era creditado a leséo da ZMB e diminuigé&o do colageno IV,
em areas fotoexpostas, porém, nossos dados sugerem que outros elementos possam contribuir
para esse fendbmeno.(33) A densidade de melandcitos em péndulo apresentou correlagédo com a
compactacdo da camada cdrnea, elastose solar, presenca de mastécitos e alteragdes do material
elastético avaliadas pela coloragao Verh6ff, mas ndo com o numero de falhas na ZMB. Ademais, a
exposicdo experimental da pele fotoprotegida a UVA, desencadeia melanogénese sustentada,
elastose solar, danos as fibras colagenas, protusédo dos melandcitos em direcdo a derme,
reproduzindo alteragdes semelhantes as encontradas no melasma.(31)

As alteragOes fisiopatologicas do melasma ndo envolvem apenas a epiderme. Na derme
superficial, a maior elastose solar nas areas fotoexpostas (melasma e adjacente) decorrem da
exposicdo cronica a RUV, entretanto, uma vez que ha diferenca significativa entre o grau de
elastose da pele com melasma versus adjacente, leva a hipdtese que este ndo seja apenas um
epifendmeno secundario do fotoenvelhecimento, mas sim condicdo importante para o
desenvolvimento do melasma.

A RUV, especialmente UVA, é capaz de induzir a produgdo de citocinas melanogénicas —
tais como fator de crescimento de hepatdcitos e fator estimulador de stem cell (SCF), — e
metaloproteinases (MMP) diretamente a partir dos fibroblastos dérmicos, além da promogao de
dxido nitrico sintase induzida e estresse oxidativo local.(7,28,34-36) Elastose solar apresentou
correlagdo com heterogeneidade do colageno, celularidade na derme superficial, mastdcitos e vasos
dérmicos, melandcitos em péndulo, compactagao da cdrnea e lesdo das fibras elasticas, sugerindo
sua integragao com os diversos elementos fisiopatoldgicos do melasma.

O incremento na celularidade dérmica no melasma em comparag@o com area perilesional e
retroauricular pode decorrer do processo inflamatério e dano oxidativo.(6) A radiacdo UVB é capaz
de estimular a secrecao de citocinas, tais como endotelina-1, interleucina-1, éxido nitrico, SCF, fator
estimulador de col6nia de granuldcito/mastocito e aMSH, que estimulam a mitose de melandcitos ou
melanogénese. A secrecdo de prostaglandina E2, tromboxano B2 e leucotrieno C4 também
induzem melandcitos maiores e com mais dendritos, assim como melanogénese,
independentemente da secregdo de aMSH. (34,37-41)

O maior numero de mastdcitos na derme com melasma ja havia sido descrito por outros

autores, entretanto, sua densidade progride em fun¢éo do fotodano em areas fotoexpostas.(7,39,42)
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A histamina secretada pelos mastécitos estimula proliferagdo e migragdo de melandcitos, por meio
da ativagdo da proteina kinase A via receptores H2, sendo um estimulador direto da melanogénese,
como ocorre na urticaria pigmentosa.(43,44)

Mastécitos induzem a produgdo de elastina pelos fibroblastos através da secregéo de
mediadores paracrinos e fatores quimiotaticos — como histamina, leucotrienos, prostaglandinas e
proteases, que participam do processo de reparo crénico.(39,45) Além disso, produzem triptase,
que transforma as pro-MMP em MMP ativas, que participam do dano a matriz extracelular e
membrana basal, influenciando a ocorréncia dos melandcitos péndulos, com que se correlacionou
neste estudo. (46-48)

A pele com melasma apresenta ainda maior quantidade de estruturas vasculares, que se
mostraram correlatas a elastose solar, mastdcitos e pigmentacéo epidérmica. A angiogénese pode
ser estimulada pela RUV, secregdo de fator de crescimento de fibroblasto, IL-8, e fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) — mais expressso na pele com melasma do que na
perilesional.(17,49,50) Apesar do VEGF ser sintetizado pelos queratinécitos e, in vitro, ja terem sido
identificados receptores nos melandcitos, faltam estudos que evidenciem sua agdo direta na
melanogénese do melasma.(7,51) A endotelina 1, cuja produgédo ocorre pelas células endoteliais e
células inflamatdrias, promove upregulation de genes-chave na melanogénese, como tirosinase e
fator de transcricdo relacionado a microftalmia. O estimulo melanogénico induzido pelo endotélio €
ainda mais intenso apés exposicdo a RUV, fortalecendo seu papel fisiopatologico no melasma.(52)

A via Wnt engloba uma grande familia de proteinas envolvidas em diferentes fungdes
celulares. Em sua via principal (canonica), proteinas Wnt se ligam ao seu receptor Frizzled (Fzd) e
correceptor Lrp (proteina relacionada a receptor de lipoproteina de baixa densidade) 5/6,
bloqueando a degradagédo da [-catenina citoplasmatica. Esta se desloca para o nucleo celular,
onde é capaz de interferir na transcrigdo do DNA, induzindo migracao, proliferagao e diferenciagéo
celular.(53) Wnt1 é uma proteina encontrada exclusivamente no citoplasma celular pela endocitose
do complexo Wnt1/ligante e se trata da principal ativadora da via canénica do Wnt.(54,55)

Na pele sem disturbios de pigmentacdo, a RUV do tipo B parece ser capaz de intensificar a
pigmentacdo epidérmica ao promover upregulation de Wnt7a que, através da translocagéo nuclear
da B-catenina, promove diferenciagdo de stem cell precursor de melandcito em melanoblastos no
foliculo piloso. Estes, migram para a epiderme, proliferam e induzem pigmentagéo.(53) J& no
paciente com melasma, esta dindmica parece estar alterada. A maior expresséo citoplasmatica de
Wnt1 na pele com melasma do que na pele s& adjacente, somada a maior intensidade de marcagao
na pele retroauricular em comparagdo com a pele sé adjacente sugerem um fenétipo individualizado

do melasma em relagdo a pele adjacente. Kim em seus colaboradores, em 2013, também
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encontraram maior expressao de Wnt1 e Wnt5a no melasma que no controle.(15)

Nas células de cancer de mama, o estrégeno promove upregulation de Wnt1.(54,56) No
melasma, esteroides sexuais séo conhecidos fatores desencadeantes. Além disso, ha aumento da
expressao nuclear de receptores de estrogenos em relagao a pele adjacente, o que pode indicar a
coparticipagao desses elementos no melasma.(57)

Wnt é uma via protooncogénica que participa ativamente do processo de reparo tecidual e é
capaz de recrutar stem cells a fim de resolver o dano ao epitélio.(58) Na medula 6ssea, Wntba
promove a maturagdo de mastdcitos.(59) Esta correlagdo entre mastécitos e via Wnt nunca havia
sido explorada na pele e parece decorrer do microambiente inflamatério e de lesao tecidual cronica
que ocorre no melasma, deflagrando ativagéo inapropriada e prolongada da sinalizagédo Wnt.(58)

WIF-1, inicialmente descrita como antagonista da via canonica da familia Wnt, ainda néo
tem sua funcdo claramente conhecida.(9) A literatura acumula resultados conflitantes. Kim e
colaboradores, evidenciaram, em cultura celular, diminuicdo da expressdo de WIF-1 na pele com
melasma. No ano seguinte, Park e colaboradores apontaram aumento de WIF-1 na pele com
melasma também em cultura.(9,15) Entretanto, ao compararmos pele com melasma, pele sé
adjacente e pele retroauricular ndo houve diferenca estatistica significativa entre as topografias
analisadas, o que sugere que WIF-1 ndo participe da fisiopatologia do melasma.

MC1-R e seus ligantes, aMSH e ASIP regulam a relagdo entre eumelanina/feomelanina.
ASIP é capaz de se ligar ao MC1-R, promovendo antagonismo competitivo ao aMSH e inibi¢éo das
vias de sinalizagdo para eumelanogénese.(2,60,61) Na auséncia de aMSH, ASIP atua como
agonista inverso de MC1-R.(60,62) Apesar de ASIP inibir a producdo de AMPc nas células que
expressam aMSH, culturas de melandcitos que foram submetidas a estimulo com ASIP n&o foram
capaz de induzir feomelanogénese, o que confirma que o ambiente in vitro ndo representa de
maneira fidedigna o microambiente in vivo.(60) Nenhum estudo havia investigado a participacao da
proteina ASIP no melasma. A auséncia de diferenca entre a expresséo proteica desta proteina na
epiderme da pele acometida, pele s& adjacente e pele retroauricular indica que ASIP nao participe
das vias melanogénicas do melasma.

A analise ultraestrutural evidenciou atividade metabdlica intensa na pele com melasma, o
que decorre da necessidade de suprir as demandas dos queratindcitos e melanocitos que estao
envolvidos na sua fisiopatologia.(3) Além disso, houve dano estrutural & lamina lucida, concernente
as falhas da ZMB e que favorece o transito de mediadores inflamatérios, bem como de fatores de
crescimento melanogénicos oriundos da derme para os melandcitos.

A ZMB cutanea é sintetizada em conjunto pelos queratinécitos e pelos fibroblastos, e exerce

papel importante na homeostase da epiderme. No fotoenvelhecimento, ha a liberagdo de plasmina
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pelos queratinécitos e a formagao de espécies reativas de oxigénio, que, quando em excesso, se
ligam ao superdxido para formar peroxinitrito,(63,64) capaz de ativar a MMP-2, que digere o
colageno IV da membrana basal, promovendo a ocorréncia de falhas, descontinuidades e perda da
integridade da ZMB.(65,66) Esse fendmeno esta intimamente ligado ao processo de
fotoenvelhecimento, porém, estd exacerbado no melasma, evidenciando maior atividade
colagenolitica da derme superior causando desordem do colageno, elastose solar e dano a
ZMB.(67)

Este estudo apresenta potenciais limitagdes, inicialmente ligados a amostra de mulheres
exclusivamente oriundas de hospital publico de uma unica cidade do Brasil, 0 que ndo permite a
generalizagéo dos resultados para outros grupos populacionais, homens ou de melasma extrafacial.
O uso da pele retroauricular como modelo de fotoprote¢do néo € isento de criticas, apesar de que
se preste a comparagdo com a pele perilesional como um continuum de fotoexposigéo.
Posteriormente, o nimero restrito de participantes, que apesar de ter apresentado poder estatistico

adequado, impede a analise de subgrupos.

Conclusao:

Além da hipertrofia melanocitica, a pele com melasma apresenta alteragdes na barreira
epidérmica, na derme superior, ZMB e quanto a ativagdo da via Wnt, que diferem da pele
fotoexposta adjacente e retroauricular, configurando um fenétipo individualizado, e ndo somente

uma extenséo do fotoenvelhecimento ou do envelhecimento intrinseco.
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A pele com melasma, em comparagdo com a pele s& adjacente e pele retroauricular,
apresenta:

maior compactacdo da camada cérnea;

maior pigmentagdo melanica epidérmica;

maior numero de falhas da integridade da zmb e melanécitos em péndulo;

elastose solar mais proeminente;

maior heterogeneidade do colageno na derme papilar, entretanto sem diferenga quando a
densidade do colageno;

maior densidade de material elastotico na derme superior;

maior celularidade na derme superior;

maior numero de mastdcitos e estruturas vasculares na derme superior.

O que indica aumento da melanogénese, alteragbes na barreira epidérmica, dano a derme
superior e zona da membrana basal.

A pele com melasma apresenta, a imunofluorescéncia direta, maior intensidade de
marcagao citoplasmatica para a proteina Wnt1 do que a pele sa adjacente, além de maior
marcagao na pele retroauricular também em comparagdo com a pele s& adjacente. Nao
houve diferenga quanto a marcagao de WIF-1 e ASIP entre as topografias.

A MET, a pele com melasma apresenta, em relagdo & pele adjacente sa e retroauricular,
maior quantidade de danos a ZMB, maior nimero de organelas citoplasmaticas e
melanossomas maduros.

As variaveis que mais se correlacionaram com as topografias faciais foram a elastose solar,
heterogeneidade do colageno, celularidade da derme, contagem de mastdcitos, melandcitos
em péndulo, nimero de estruturas vasculares, alteragbes nas fibras elasticas e
imunoexpressdo de Wnt1. A associacdo preferencial com melasma ocorreu com a
contagem de mastdcitos, celularidade na derme superficial e alteracdes do material
elastotico.
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O melasma parece configurar um fendtipo individualizado - e ndo somente uma extensdo
do fotoenvelhecimento ou do envelhecimento intrinseco - e suas vias melanogénicas diferem
daquelas que ocorrem nas efélides e no bronzeamento. Este estudo integrou os achados
morfoldgicos que sdo relevantes no melasma e salientou a atividade da via Wnt na sua
patogénese.

A celularidade dérmica - presenca de fibroblastos, histiécitos e stem cell - precisa ser
explorada comparativamente nas trés topografias de interesse, ja que permitiria caracterizar o
padrédo de organizagéo e do tipo de reparo que ocorre na derme superior do melasma.

A via Wnt possui multiplos ativadores que deflagram diferentes respostas, desde a
embriogénese, oncogénese e até reparo. A escolha pelo Wnt1 em nosso estudo foi uma forma
de confluir a avaliagao de diferentes triggers. Tal via precisa ser minuciosamente investigada no
melasma - tanto através de metodologia molecular quanto protedbmica, com destaque para a
participacdo do Wnt3, Wntba, Wnt7 e ativadores da via candnica do Wnt.

A realizagdo de ensaios clinicos em busca de inibidores da via Wnt ou de mecanismos
que recuperem a derme superior e estimulem o reparo tecidual — como microagulhamento — sao
possibilidades promissoras no melasma.

A secrecao epidérmica de plasmina também participa do dano a ZMB e o papel do &cido
tranexadmico como forma de reduzir sua produgéo - e consequente lesdo - precisa ser melhor
estudado.

A atividade das metaloproteinases é dependente do pH e do ténus oxidativo. Uso do
antioxidantes que diminuam a sintese de iINOS (6xido nitrico sintetase induzida), como a
nicotinamida, podem ser também opgdes de tratamento.

Finalmente, estudos de base fisiopatologica aumentam a compreensdo do melasma e
permitirdo a idealizacdo de tratamentos eficientes e duradouros para esta doenca, responsavel
por grande sofrimento psiquico e queda importante dos niveis de qualidade de vida dos
pacientes.
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Anexo 1: Aprovagio no Comité de Etica em Pesquisa
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rssUmar, em maler nstancia, da interagio entre fatores hormonais & radiagho uliraviolets, Apssar da ampla
gama de estudos ji realizados, ainda nBo compreand da forma 5 in as wias que influengiam &
melanoginese, Uma destas vias envalve o Winl, gue altua na difsrenciacio das céulas da onsta newral em
céludas pigmentadas, & ssU antaganista extracelular WIF 1(fator inibidor de Walt). Oulra via de interagiio &
através do gene AGDUTI, que codifica a proteina ASIP. Esta proteina age coms antagonista compeiitve do
recepior de melanocortina 1, blogueands sua alivagio pelo hormanss estmulador de melandcilos. Mais
estudos 580 necessdnos para elucidar como o WIF1 alua na sinalizagde do Wk, como oulras vias
interagem com esta sinalizagiio, gual seu real papel no melasma, bem como o papel do ASIP no melasma.

Endefegs  Chiaara Batignoli , ain
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUGAOQ 466/12-CNS-MS)
Vocé foi convidada a participar de um projeto de pesquisa chamado “Expressao de Wnt, WIF1 e

ASIP no melasma, pele perilesional e area fotoprotegida®, que pretende estudar se as proteinas Wnt,
WIF1 e AGOUTI podem estar relacionada ao desenvolvimento de determinado tipo de mancha na face
denominada melasma. A senhora foi selecionada a participar dessa pesquisa por ter este tipo de mancha.

A pesquisa constard da realizagdo de trés biopsias, que é a retirada de uma pequena porgao
circular de pele de 3 mm de didmetro apds anestesia local por meio de uma lamina médica, em area
mais lateral da face (para ndo comprometer a estética). Serd um fragmento da pele com mancha, um da
pele sem mancha proxima da mesma e um atras da orelha. Todo o procedimento ndo deve demorar mais
de 10 minutos para ser concluido. Nos trés locais da biopsia sera dado ponto com um fio bastante fino
(para ndo comprometer a estética) e este podera ser retirado em 7 dias. Sdo complicagdes possiveis do
procedimento: dor, infecgao local. Este material sera totalmente utilizado até o fim do Projeto. Assim, néo
restara nenhuma parte do material coletado no fim da Pesquisa. Durante o desenvolvimento do Projeto,
as amostras ficardo armazenadas no Laboratério TOXICAM (Nucleo de Avaliagdo Toxicogenética e
Cancerigena), do Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP — campus
de Botucatu), sendo o telefone de contato: (14) 3880-1590.

O conhecimento das caracteristicas dos fragmentos de pele que seréo estudadas permitira que
sejam elaboradas novas hipéteses sobre as causas e fatores desencadeantes do melasma. Este
projeto ndo esta relacionado a nenhum tratamento comercial do melasma.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, é seu direito e isso ndo vai interferir com seu
tratamento ou preferéncia de agendamento médico. Vocé podera retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa sem nenhum prejuizo. E garantido total sigilo do seu nome em relagéo aos dados
relatados nesta pesquisa.

Vocé recebera uma via deste termo, e outra via sera mantida em arquivo pelo pesquisador por
cinco anos. Qualquer divida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.

Se desejar conhecer o resultado da pesquisa, ou 0 seu resultado em especifico, deve entrar em
contato com os pesquisadores, pelo telefone abaixo.

Uma via desse termo de consentimento deve ser guardada com o sujeito da pesquisa, e outra
sera arquivada junto ao pesquisador.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Nome do paciente: Assinatura:
Ana Claudia Cavalcante Esposito
Data: | Assinatura:

Orientador: Hélio Amante Miot, Rua Magnélia, 400, Botucatu. Fone: (14) 3882-4922. E-mail:
heliomiot@fmb.unesp.br; Pesquisadora: Ana Claudia Cavalcante Espésito, Rua Ranimiro Lotufo, 593,
Botucatu. Fone: (14) 3815-2943. E-mail: anaclaudiaesposito@gmail.com
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Anexo 3: Analise quantitativa de imagem e avaliagées qualitativas

Avaliagcao da espessura do estrato corneo, espessura da epiderme total:

Abrir arquivo da coloragdo Hematoxilina-Eosina / Marcar dois pontos (sendo um em cada
extremidade) do local de interesse de medir a espessura / Medir / utilizar as coordenadas X e Y
dos dois pontos para calcular a disténcia euclidiana entre eles:

d= 'v'f(X1 —X3)% + (¥, —¥;)?

Compactacao da camada cdrnea:

Escala visual qualitativa sendo 0: auséncia de compactagao (cérnea em “rede de basquete”); 1:
compactagéo parcial da camada cdrnea, intercalando areas sem e com compactagéo; 2: cornea
difusamente compacta;

Elastose solar:

Escala visual qualitativa, sendo 0: auséncia de elastose solar; 1: elastose solar leve a moderada
na derme superior, avaliada pele basofilia ; 2: elastose solar moderada a intensa, com basofilia
relevante na derme superior;

Celularidade na derme superior:
Contagem (visual) do numero de células por campo, localizadas na derme superior em aumento
de 40x;

Fontana-Masson - densidade de melanina na epiderme e na derme:
Abrir arquivo / canais RGB / escolher o azul / binarizar / selecionar area de interesse (epiderme
ou derme superficial) / medir

Falhas na ZMB por campo:
Contagem, a coloragéo de PAS, do nimero de falhas e interrupgdes na integridade da ZMB por
campo, a um aumento de 40x;

Melanécitos em péndulo:
Contagem, a coloragdo de PAS, do numero de células por campo (aumento de 40x) da epiderme
que se projetavam em dire¢do a derme e que apresentavam morfologia de melandcito;

Densidade do material elastdtico na derme superior (coloragao Verhoff): utilizado Macro
macro "Prepara [1]" {

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.4 equalize");

run("Split Channels");

selectimage(3);

run("Close");

selectimage(2);

run("Close");

llsetTool("rectangle");

}

macro "Porcentual Verhoeff [2]'{
run("Crop");
run("Make Binary");
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run("Restore Selection");

run("Set Measurements..."," area_fraction display redirect=None decimal=2");
run("Measure");

run("Close");

}

Avaliagao da densidade do colageno (coloragéo Picrosirus red):
Abrir arquivo / aumentar contraste / canais RGB / escolher o azul / selecionar derme superior /
recortar / binarizar / inverter / retornar selegéo / medir

(
(
(l
(

Para a dimensao fractal do colageno (coloragao Picrosirus red):
Abrir arquivo / aumentar contraste / canais RGB / escolher 0 azul / binarizar / inverter / selecionar
derme de superior / recortar / esqueletonizar / avaliar dimenséo fractal.

Contagem de mastécitos por campo:

Contagem do nimero de mastécitos por campo (aumento de 40x) corados por azul de toluidina e
localizados na derme superior. Os mastocitos séo ovalados, com nucleo central e citoplasma
granular (presenca de heparina nos granulos possibilita a marcagao por azul de toluidina, sendo
visualizada cor avermelhada).

Estruturas vasculares a imuno-histoquimica por CD34:

Contagem do niimero de estruturas vasculares por campo (aumento de 40x) localizados na
derme superior. CD34 é um bom marcador de células endoteliais e permite contagem do nimero
de estruturas vasculares.

Quantificacao da marcagao para Wnt1, WIF-1 e ASIP através do ImageJ 1.51e:

Abrir 0 arquivo de interesse / canais RGB / selecionar canal vermelho / selecionar canal
vermelho / medir;
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Anexo 4: Controles positivos das IFD

Anexo 4.1 — Controle positivo do anticorpo anti-Wnt (cancer de mama).

Anexo 4.2 — Controle positivo do anticorpo anti-WIF-1 (traqueia de rato).

69



Anexos

Anexo 4.3 - Controle positivo do anticorpo anti-ASIP (carcinoma de célon).
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