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Resumo

O melasma é uma hipermelanose focal e adquirida de curso crénico que
afeta areas fotoexpostas, especialmente, de mulheres em idade fértil. Diversos
fatores contribuem para seu desenvolvimento: exposicdo solar, esteroides
sexuais, medicamentos e histéria familiar. Recentemente, ancestralidade referida
foi apontada como outro fator de risco. E este fato incentivou a investigacdo da

ancestralidade relacionada ao melasma.

O principal objetivo desse projeto foi avaliar a associagdo entre a

ancestralidade genética e o melasma facial.

Foi realizado um estudo transversal envolvendo mulheres portadoras de
melasma facial e seu grupo controle, pareado por idade, entre pacientes do
Hospital das Clinicas, FMB-Unesp, Botucatu (Brasil). Foram excluidos
descendentes de asiaticos, portadores de outras dermatoses faciais e fototipos

extremos (I e VI).

Apo6s inquérito de dados clinicos e demograficos, foi coletado swab da
mucosa oral para posterior extracdo de DNA, e a partir deste material, realizada
avaliacdo da ancestralidade genética por estudo de marcadores informativos de

ancestralidade do tipo INDEL.

Foram avaliadas 119 mulheres com melasma facial e seus 119 controles. A
idade média do inicio do melasma ocorreu aos 27+8 anos. Gestagao (40%),
exposicao solar (37%) e contraceptivo oral hormonal (22%) foram os fatores mais
frequentemente relatados como desencadeantes. Todos os sujeitos apresentaram

algum grau de miscigenacao quanto a ancestralidade genética. Os componentes
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genéticos africano e europeu diferiram significativamente entre casos e controles
(10% vs 6%; 77% vs 82%; p<0,05). O percentual de ancestralidade africana
(OR=1,04), histéria familiar de primeiro grau (OR=3,04), baixa escolaridade
(OR=4,04) e uso de antidepressivos entre individuos com familiares acometidos
pelo melasma (OR=6,15) associaram-se a doenga, independentemente dos

demais fatores de risco conhecidos.

Concluiu-se que houve associagédo entre o componente ancestral genético

africano e melasma facial em mulheres brasileiras e fototipo Ill a V.

Palavras-chave: Anticoncepcionais, Estudos Transversais, Gravidez, Grupo com
Ancestrais do Continente Africano, Grupo com Ancestrais do Continente Europeu,
Grupo com Ancestrais Nativos do Continente Americano, Linhagem, Melasma,

Mutacgéo INDEL, Pigmentagéo da pele, Transtornos de pigmentacéo.
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1. REVISAO DA LITERATURA

Melasma

Melasma é uma hipermelanose localizada, comum, adquirida e de curso
crénico. Afeta areas fotoexpostas, principalmente a face, mulheres na menacme,

e fototipos intermediarios (Il a V de Fitzpatrick).'-2

Caracteriza-se por maculas acastanhadas e simétricas de bordas
irregulares, de contornos nitidos, com predilecdo pela regido zigomatica, frontal,
labial superior, nasal e mentoniana. Mais raramente, acomete regido cervical,

bragos e porgdo anterior do térax (figuras 1 e 2).34

Figura 1. Melasma centrofacial. Acometimento da regido zigomatica e labio

superior por maculas hipercrdmicas acastanhadas.
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Figura 2. Melasma extrafacial. Acometimento do segmento superior e anterior do

térax por macula hipercrémica acastanhada.

Apesar de ser assintomatico, melasma tem curso cronico e afeta areas
visiveis de pacientes em idade fértil, infligindo importante impacto a qualidade de
vida, limitando suas relagdes sociais, rebaixando a autoestima e promovendo

sentimentos depressivos.®

Nao é conhecida a exata incidéncia populacional do melasma, assim como
nao se comprovou se houve alguma modificagédo, nas ultimas décadas, devido ao
aumento gradual da exposigao solar no lazer, nas atividades diarias da populagéo

e uso precoce, além de frequente, de contraceptivos orais.%”

Melasma representa uma importante demanda para o atendimento
dermatoldgico. Em 2006, as doengas da pigmentagdo (Codigo L81) foram a
terceira causa de consulta dermatologica de acordo com censo realizado pela
Sociedade Brasileira de Dermatologia, cerca de 8,4% do total, variando conforme

sexo, idade e regido do Pais.®
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A intensa miscigenagao populacional do Brasil, que gerou grande numero
de individuos com fototipos intermediarios, e a localizagdo geografica de alta
incidéncia de radiagao ultravioleta (RUV) favorecem o desenvolvimento da
doenca no Pais. Estima-se que, entre 15 e 35% das mulheres brasileiras adultas

sejam acometidas pelo melasma.®

Ha grande variagdo na prevaléncia do melasma mundialmente, mas a
razao disso ndao € completamente compreendida. No Sul dos Estados Unidos da
América (EUA), apenas 8,8% das mulheres latinas foram identificadas com a
doenca. Ja, no Sudeste asiatico, foram observadas prevaléncias de até 40% das

mulheres acometidas.10

Existe também importante diferenca na proporcéo de casos entre mulheres
e homens, estimada em 9-10:1. Um estudo indiano identificou uma relacéo
menos expressiva (6:1); ja, no Brasil e em Cingapura, houve predominancias mais

notaveis, 39:1 e 21:1.11-13

Em estudo envolvendo 515 adultos trabalhadores do campus universitario
da Unesp de Botucatu, SP (Brasil), identificou-se melasma em 34% das mulheres

e 6% dos homens.®

Outro estudo, no Sudeste asiatico, revelou 20% dos homens de uma
populacdo acometidos.’ Ja em um trabalho indiano, uma proporgao ainda maior
de homens foi identificada, entre 120 pacientes com melasma, 25,8% eram
homens. Associa-se a isso o fato da populacédo apresentar fototipos mais altos,
58,1% serem trabalhadores de areas externas (expostos ao sol), grande parte do
pais situar-se em latitudes intertropicais e o habito de usar dleos vegetais (p.ex.
oleo de mostarda) apds o banho, associado a exposigéo solar.'
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Melasma é mais prevalente (cerca de 90%) em individuos de fototipos
intermediarios (Fitzpatrick Il a V)." Teoriza-se que individuos de fototipo | ndo
consigam induzir pigmentacédo adicional e os de fototipo VI ja a produzam com
maxima eficiéncia, caracterizando fendtipos de pigmentagdo mais estaveis. Isso
também se evidencia pelo pequeno numero de casos de melasma na populagao
europeia, com fototipos predominantemente baixos, e entre negroides da Africa
subsaariana, com intensa pigmentacao cutanea. Além disso, fototipos extremos
sao menos evidentes em populagdes miscigenadas. A influéncia da
ancestralidade em populacdes altamente miscigenadas, como a brasileira, nao foi

ainda estudada de forma adequada quanto a incidéncia da doenga.®

A etiologia do melasma ainda né&o foi esclarecida, porém, multiplos fatores
foram descritos como desencadeantes ou agravantes da doenga, como:
exposicao solar, uso de contraceptivo hormonal oral (CHO), terapia de reposigéo
hormonal, cosméticos, medicamentos fotossensibilizantes, gestagdo e estresse
psicolégico. Além desses fatores, a predisposigdo genética, caracterizada pelo
acometimento familiar de primeiro grau, é frequentemente referido entre os

pacientes.5.16

A exposicao solar é o principal fator de risco do melasma, exercendo papel
tanto no surgimento como na piora € manutencdo do quadro. Em estudo
brasileiro com 302 pacientes com melasma facial, 48,5% referiam exposigao solar
intensa como fator desencadeante.* Da mesma forma, atividades profissionais e
de lazer com exposicao ao sol também foram mais prevalentes em pacientes com

melasma do que em controles do mesmo sexo e faixa etaria.®
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Estimulos hormonais, especialmente esteroides sexuais, como uso de
CHO, terapia de reposicdo hormonal e gravidez sao classicamente relacionados
ao melasma.® Estrogenos ativam receptores intracelulares proteicos especificos

para esses hormdnios, os receptores de estrégeno (ER) alfa e beta.

Os melandcitos e queratinécitos expressam ER, sendo predominante o ER
beta. O estradiol aumenta os niveis de proteinas relacionadas a tirosinase 2
(TRP-2) em melandcitos normais, 7 aumenta também a vascularizagéo, a
atividade de pigmentagdo celular e os niveis de RNAmM do receptor de
melanocortina tipo 1 (MC1-R), o que poderia exercer grande papel na
pigmentacdo da pele e consequentemente no desenvolvimento do melasma.

Porém, este mecanismo ainda n&o foi totalmente elucidado.®

Quanto a progesterona, seu papel ainda é conflitante. Alguns estudos
demonstram que ela aumenta o numero de melandcitos e a atividade da

tirosinase, enquanto outros reportaram efeito inibitério sobre cultura de células.'®

Tanto ER quanto receptores de progesterona sao mais expressos no

epitélio com melasma do que na pele sa adjacente.’®

O uso de CHO é classicamente associado ao desenvolvimento do
melasma. Estas drogas podem induzir hiperpigmentacdo facial com dificil
desaparecimento apos a suspensao do contraceptivo. Apesar disso, um relato de
quatro mulheres cujo melasma melhorou espontaneamente apds troca do método
contraceptivo de CHO por dispositivo intra-uterino, indica potencial beneficio de

indicar sua suspens&o em pacientes com melasma refratario ao tratamento.®
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Em estudo brasileiro com 302 mulheres portadoras de melasma facial,
38,1% delas relataram uso atual de CHO, e 16,2% (do total) relacionaram CHO
como fator desencadeante da doenca.* Dados de outro estudo nos EUA, com
212 pacientes em uso de CHO, revelam que 29% desenvolveram o melasma

durante seu uso.2°

Desde os relatos hipocraticos a gestacdo é relacionada ao melasma,
antigamente chamado de mascara gravidica ou cloasma.® A gravidez parece
induzir mais precocemente o melasma nas pacientes e, quanto maior o niumero

de gestagdes, mais comum o desenvolvimento das lesbes.*

Estudo brasileiro com 953 pacientes com melasma, a maioria (97,5%)
mulheres, evidenciou que 83,2% reportaram pelo menos uma gestagao, e 29,2%
dessas tiveram esse fator como desencadeante da lesdo.!"" Outro estudo no Sul
do Brasil, com 224 gestantes apresentou 10,7% de pacientes com melasma.?' E
outra investigacdo com 207 casos e seus controles, que pesquisou os fatores de
risco para o melasma, mostrou que 79% dos casos ja haviam gestado, e 53%

relataram a lesdo desencadeada pela gravidez.'®

A gestacao foi relatada como causa do melasma em 36,4% dos casos em
estudo brasileiro com mais de 300 pacientes.* Ja outra publicagdo iraniana,
envolvendo 400 gestantes, demonstrou significancia estatistica proporcionalmente
positiva entre melasma e numero de gestagdes, 15,8% delas apresentavam

melasma facial.?2

Estudo controlado brasileiro, em 2014, demonstrou associacéo

independente de melasma com gestagdo e com tempo de uso de CHO.®

20



Ancestralidade e melasma facial Maria Paula Barbieri D'Elia

Outros esteroides exdégenos ja foram também implicados como
desencadeantes de melasma em idades mais tardias (p.ex. mulheres sob terapia
de reposicdo hormonal).® Os dados relacionados a reposigdo hormonal e
aparecimento de melasma em mulheres menopausadas s&o controversos, apesar

de favorecerem o desenvolvimento de formas extrafaciais.?®

Nos ultimos anos, o uso de cosméticos para o cuidado da pele vem
aumentando em todo o mundo, estes produtos foram também apontados como
desencadeantes de melasma. Um inquérito brasileiro, com 302 mulheres com

melasma, evidenciou 3,3% dos casos induzidos por cosméticos.*

N&o sao incomuns reacdes alérgicas de contato e de fotossenssibilidade
por cosméticos na populagdo. Uma investigacao brasileira de 76 pacientes com
queixa de alteracao da pele devido ao uso de cosméticos mostrou que melasma,
dermatite de contato e acne eram as queixas mais frequentemente relacionadas
aos produtos estudados; entretanto, apenas 31% desses pacientes tiveram sua

lesdo comprovadamente associada a cosméticos.?*

Vérias substancias (colofénio, balsamo do Peru, lanolina, formaldeido,
fragréncias, oleo de rosas, triclosan e cetrimida) foram relacionadas como causa
de irritagdo primaria, dermatite de contato alérgica, dermatite de contato
fotoalérgica, urticaria de contato, alteracdo da pigmentacdo da pele e
fotossensibilidade.?* Pigmentagdo decorrente de dermatite de contato a
cosméticos deve ser considerada como possivel fator etiolégico do melasma
quando este ndo esta associado aos fatores classicos como gestagdo, uso de

CHO e exposicado solar. Em estudo indiano com 67 pacientes com melasma
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identificou-se positividade no teste de contato alérgico para cosméticos em 43%

dos individuos, contra uma expectativa de 29-36% na populagéo geral.?®

A inflamagao decorrente da dermatite de contato pode perpetuar quadros
de hiperpigmentacédo pdés-inflamatoria explicando a cronicidade do melasma em
alguns casos. Ainda, pode-se questionar se tais casos diagnosticados
clinicamente como melasma pelo padréao de hiperpigmentacéo e localizagdo na
face, sejam reacdes pigmentares crbnicas pos-inflamatérias. Estudos que
explorem esses subgrupos devem ser conduzidos com enfoque clinico, patolégico

e terapéutico.?®

Algumas medicagdes orais foram apontadas no surgimento do melasma
como fenotiazinas e anticonvulsivantes. O uso destas medicacdes por periodos
prolongados pode provocar fotossensibilidade, aumento da pigmentagdo melénica

e piora do melasma.?8

Estados ansiosos ou estressantes parecem ter influéncia no melasma,
havendo pacientes que referem aparecimento de lesbes ou até piora de lesbes
preexistentes.?® Um estudo que explorava a qualidade de vida mostrou
agravamento das lesdes pelo estresse, relatado por 26,3% das pacientes.®
Resultados semelhantes foram identificados em estudo brasileiro que avaliou
pacientes através de um escore de traco de ansiedade, e quanto ao uso de

medicacdes psicotropicas.'®

O componente genético é outro fator envolvido na génese da doenca. Ha
dados de que a historia familiar de melasma seja referida em 56,3% dos
pacientes, sendo que 47,6% s&o de familiares de primeiro grau.* Em estudo do

Sul do Brasil, identificaram-se 53,6% dos pacientes com histéria familiar positiva.®
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Em estudo com homens latinos, em 2009, formado por grupos de
trabalhadores rurais da Carolina do Norte (EUA), sendo a maioria mexicanos e
guatemaltecos, a prevaléncia de melasma foi maior entre os procedentes da
Guatemala (50%) do que nos do México (13,5%). Aqueles que falavam algum
dialeto indigena apresentaram melasma com maior frequéncia (21,1%) do que os
que falavam apenas espanhol (13,0%), sugerindo que fatores genéticos

influenciem na prevaléncia da doenga.?’

Apesar da alta frequéncia de acomentimento familiar, o padrdao de
segregacdo genética ainda nio foi definido.® Ha ainda evidéncias de que a
miscigenacao europeia com certos grupos étnicos, como indigenas e africanos,
possa favorecer o desenvolvimento do melasma, mas a ancestralidade genética

desses pacientes também nao foi explorada até o momento.®

O fototipo € outro fator importante que esta ligado ao componente genético
(genes responsaveis pela pigmentagao) herdado por estes individuos e também é
reativo a fatores ambientais, principalmente a exposicao solar. Diversos estudos
revelam maior prevaléncia do melasma em fototipos intermediarios de Fitzpatrick
de Il a V. No Brasil, um estudo no Sudeste, revelou predominancia da doenca
em pacientes de fototipos Il (34,4%), IV (38,4%) e V (15,6%). Da mesma forma,
em outro estudo, conduzido no Sul, 86,9% dos pacientes pertenciam aos fototipos

Il e lV.45

Do ponto de vista histopatolégico, no melasma ha aumento da deposigao
da melanina em toda a epiderme, os melanécitos sdo maiores com organelas e
dendritos proeminentes contendo mais melanossomos (e de maior maturidade)

que na pele adjacente nado afetada, sugerindo melandcitos hipertréficos e
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hiperfuncionantes. Na derme, ha discreto aumento de celularidade,

especialmente linfécitos e mastdcitos, além de elastose solar (figura 3).28.29

O papel dos fibroblastos e vasos sanguineos no desenvolvimento e
manutengdo do melasma foi investigado por alguns autores. Aumento da
expressdo do fator de células tronco (SCF), dos fibroblastos e c-kit foi
demonstrado na pele com melasma. Citocinas derivadas dos fibroblastos
estimulam a proliferagdo dos melandcitos e a melanogénese em cultura, como
ocorre na hiperpigmentacdo pos-inflamatéria. E possivel que a inflamacéo da
derme induzida pela exposicédo crénica a RUV esteja associada com a ativagéo
de fibroblastos que fazem upregulation de SCF, levando ao aumento da

melanogénese.?

O melasma foi também caracterizado por componente vascular
proeminente tanto clinica quanto histologicamente. O numero de vasos teve uma
relagao positiva com a pigmentacéo epidérmica na pele lesada, e a expressao de
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é aumentada nas lesdes de
melasma. N&o esta claro se a vasculatura proeminente € um epifenébmeno da

RUV ou se constitui fator melanogenético primario.3%-31
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Figura 3. Microscopia de luz representando epitélio com melasma (a direita) e

controle (a esquerda). A e B — HE; C e D — Fontana-Masson; E e F — Melan-A.28
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De uma forma geral, o melasma pode ser considerado um fendtipo
localizadamente mais melanizado, ou com fototipo mais elevado que a pele

adjacente.

Existem variagbes estruturais da pele e da pigmentacdo melanica em
diferentes grupos étnicos-populacionais. Nao ha diferenga quanto a quantidade

de melandcitos, mas sim na quantidade e qualidade da melanina epidérmica.

Ocorre uma variagdo no numero, tamanho e agregagcao de melanossomos
nos melandcitos e nos queratinécitos. A pele negroide tem melanossomos
grandes, ndo agregados, com numero aumentado na camada basal e distribuidos
por todas as camadas da epiderme. Diferente da pele caucasoide, que tem
melanossomos pequenos e agregados, alguns nas camadas basal e malpighiana,
estando ausentes nas camadas superiores da epiderme. 332 Melanossomos de
individuos negros africanos sdo em geral maiores que os melanossomos de
individuos asiaticos e caucasianos, porém, existem variagcbes mesmo dentro

desses grupos populacionais (figura 4).33

O extrato cérneo na pele negra contém mais camadas celulares do que na
pele branca, porém, a espessura € igual em ambas, provavelmente por maior
coesao intercelular. Ha diferencas na vulnerabilidade do extrato cérneo
associada a dinamica das ceramidas: o extrato corneo da pele negra possui
menos lipideos, cujos niveis se correlacionam inversamente com a perda

transepidérmica de agua, maior em negros do que em brancos.30:32:34
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African European

Figura 4. Representacao esquematica da melanogénese e da distribuigao dos

melanossomas em diferentes grupos populacionais.3®

Nado ha diferenca na espessura da derme entre negros e brancos, mas
parece haver particularidades em alguns aspectos celulares. Os fibroblastos da
pele negra s&o maiores, bi ou multinucleados, em maior numero e hiperativos. Os
feixes de fibras colagenas sdo menores e dispostos mais paralelamente a

epiderme, além de macréfagos serem maiores e mais numerosos.3?

E interessante notar que caracteristicas da pele negroide, como os
melanossomos grandes e mais maduros, maior celularidade dérmica e a camada
lipidica diminuida também estao presentes na pele de pacientes com melasma.330

A hipotese de um mosaicismo do sistema pigmentar poderia ser aventada, ja que
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a miscigenacgao entre brancos e negros resulta fototipos intermediarios que sao

mais comumente acometidos pelo melasma.

Ha diversas vias que controlam a pigmentagao (figura 5). A principal,
envolve a ativagdo da unidade epidermo-melénica pela RUV, que aumenta a
sintese de hormoénio estimulador de melandcito alfa (a-MSH) e hormonio
adrenocorticotropico (ACTH) derivados da proopiomelanocortina (POMC) dos
queratindcitos. Esses peptideos levam a proliferagdo de melandcitos e aumento
da sintese de melanina via estimulagédo da tirosinase e da proteina relacionada a
tirosinase 1 (TRP-1).36 Comparando-se a pele normal da face e o melasma, ha

maior expressdo de a-MSH, MC1-R e tirosinase, na pele lesada.?83"

Keratinocyte

bFGF SoF D1

HGE
C—f/ @ o Fibroblast —

Figura 5. Representagdo esquematica das vias de pigmentag&o envolvidas na

interagdo queratindcito, melandcito e fibroblasto.3®
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Atualmente, mais de 150 genes com efeitos na pigmentacdo ja foram
identificados em humanos. Seus produtos exercem influéncia na producio e
regulagcdo da pigmentacdo. Dentre os mais estudados na determinagdo da
variagdo normal da pigmentacédo dos olhos, pele e cabelos estdo: MC1-R, ASIP,
OCAZ2, SLC24A5, SLC45A2, TYR e o MITF.36:3°

Outros dois genes descritos mais recentemente como alterados na pele
com melasma sao o WIF-1 e o H19. A expresséo do fator inibidor de Wnt tipo 1
(WIF-1) foi detectada na pele s& e afetada de pacientes com melasma. Wnt faz
parte da regulagdo da pigmentagéo da pele. Estudo recente coreano, bloqueando
o WIF-1 de fibroblastos e queratindcitos, evidenciou estimulo na expressao de
tirosinase e transferéncia de melanossomos, enquanto as células com WIF-1
hiperexpresso reduziu estes parametros, mostrando a influéncia deste gene sobre
a melanogénese.*0

O gene H19 pode estar relacionado com o melasma. Em cultura de
melandcitos com expressao supressa deste gene, houve uma hiperatividade da
tirosinase. Isso sugere que este gene pode estar associado ao desenvolvimento

do melasma.*!

Outro estudo coreano, de 2014, utilizando biépsia de melasma e pele
adjacente de 5 pacientes, que avaliou 334 genes envolvidos em diferentes vias de
pigmentacao, demonstrou diferenca significativa no grau de expressao quando
comparadas as duas biopsias. Apesar da amostragem restrita, sugere que a
patogénese do melasma pode se associar ao up ou downregulation desses
genes.*? Cabe discutir que os autores avaliaram a expressao génica de pele total,

0 que amostra mais representativamente os queratinécitos, do que melandcitos,

29



Ancestralidade e melasma facial Maria Paula Barbieri D'Elia

endotélio e fibroblastos, células também envolvidas na pigmentagdo, e que

podem responder pelas alteragdes fisiopatologicas da doenga.

Atualmente, ndo ha cura para o melasma, apesar de sua prevaléncia
diminuir com a idade. Existem diversas modalidades de tratamento, porém este
ainda € um desafio para os dermatologistas, pois pode desencadear efeitos
adversos locais e serem dispendiosos financeiramente. As lesdes podem
permanecer por muitos anos e as recorréncias sao comuns, por isso a

manutengdo do tratamento apds melhora inicial é recomendada.*3

Enquanto os tratamentos se basearem na inibicdo da melanogénese e
remocao do excesso de melanina epitelial, em detrimento da acdo focada na
origem da disfungao celular, o melasma deve tender a recidivar, o que justifica a

dedicagao ao estudo da sua fisiopatologia.

Da mesma forma, a identificagdo de grupos de risco, incluindo o
componente genético, pode contribuir em agdes preventivas para esses
individuos, como medidas de protecao solar e evitagdo da exposi¢ao intensa ou

precoce a hormdnios esteroides.
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Origem do homem atual e os principais grupos populacionais

O homem moderno, Homo sapiens sapiens, € uma espécie jovem no
planeta e ha evidéncias de sua origem entre 100 e 200 mil anos, na Africa.** Ha
dois modelos tedricos elaborados para explicar a origem do Homo sapiens

sapiens: a monogénese africana (out of Africa) e a multirregional.

No out of Africa, a distribuicdo atual da nossa espécie é associada ao
éxodo do Homo sapiens sapiens da Africa oriental para outras regides do mundo,
gradualmente substituindo o Homo erectus e outras populagdes arcaicas de
hominideos com as quais se deparavam. A diversidade biolégica que hoje
encontramos entre as diversas populagdes humanas seria consequéncia de
divergéncias posteriores ao éxodo que ocorreu entre populagdes de diferentes
localidades, pelo isolamento geografico, cruzamentos internos, selegéo natural e

fendbmenos de gargalo (figura 6).4%46
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Figura 6. Modelo representativo da hipétese out of Africa.*”
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De acordo com o modelo multirregional essa transformacdo nao teria
acontecido apenas na Africa, mas em varios locais do planeta. A data aceita para
a existéncia de um ancestral comum a todos os humanos € diferente segundo
este modelo: 800.000 a 1.000.000 de anos atras, justamente a época em que 0s
Homo erectus deixavam a Africa e colonizavam outras regides do mundo. A
diversidade genética e morfolégica atual seria fruto de multiplos processos de
origem do Homo sapiens sapiens que ocorreram independentemente. Cada
evento de suposta especiagao originaria os diferentes grupos populacionais que

hoje existem.*®

Recentemente, foi realizada analise completa do DNA mitocondrial de 53
individuos de varias localidades e grupos étnicos, na qual foram avaliadas 16,5
mil pares de bases. A analise mostrou que a arvore genealdgica do DNA
mitocondrial sugere que nossas raizes estdo na Africa, e que o éxodo do Homo
sapiens sapiens ocorreu entre 100-150 mil anos atras, corroborando para a teoria
out of Africa.*® Porém, outros achados paleoantropolégicos ndo descartam

totalmente a teoria multirregional.°

A hipotese mais aceita € que os Homo sapiens sapiens emigraram da
Africa para outros continentes, substituindo em seu trajeto o homem de
Neandertal (Homo neandertales), o Homo erectus e outras populagdes arcaicas.
Logo, todos os seres humanos teriam um ancestral comum africano. Porém, ha
uma diversidade morfolégica humana, de origem bioquimica, molecular e
genética, decorrente do processo evolutivo.*6%° Dessa forma, os principais
grupos populacionais da atualidade teriam sido selecionados como: europeus,
africanos, amerindios e asiaticos. Ha varios outros subgrupos destes, porém tal

abordagem ultrapassa o escopo desse texto.
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A variabilidade genotipica dos grupos populacionais implicou no
desenvolvimento de diferentes respostas fisioldgicas, originando propensdes a
doengas, respostas imunologicas e terapéuticas independentes. Esses
elementos devem ser considerados em estudos clinicos, especialmente em

populagdes com alta miscigenagédo, como a brasileira.?!-53

Ha poucos estudos antropoldgicos sobre a evolugdo da pele humana.
Devido a inexisténcia de registros fosseis de pele e partes moles, as hipoteses do
processo evolutivo de formacdo e diferenciacdo do tegumento se baseiam em
teorias migratorias adaptativas, estudos de anatomia comparada e evolugéo
genética molecular.>*

Os primeiros exemplares da espécie humana haveriam evoluido de um
ancestral primata, com pilificacdo abundante e pele clara, tais quais os grandes

macacos modernos.56-58

As razdes para a consideravel perda dos pelos em todos os subgrupos
populacionais humanos, mas nao nas demais derivagdes simias nao sao claras
ainda. Todavia, extensas coberturas de pelos poderiam representar aquecimento
excessivo para as atividades cagadoras-coletoras das sociedades primitivas,
menor agilidade para deslocamentos aquaticos e serem substrato para a

proliferacdo de parasitas e transmissdo de doencas.%9-%4

A perda de pelos e o processo de migracdo para a Africa subsaariana,
Europa, Asia, e, posteriormente, as Américas gerou isolamento geogréafico e a
maior diferenciagéo dos principais fenétipos populacionais contemporaneos.6566

A cor da pele € um dos elementos fenotipicos mais representativos da

individualidade de grupos populacionais, infelizmente, também se associa a
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segregacdes sociais até os dias atuais.®’’ A hipdtese mais aceita para a
diferenciacdo das tonalidades da cor da pele deve-se ao ganho evolutivo
decorrente da sintese de vitamina D pelo UVB, e a fotdlise do acido félico na pele
pelo UVA.576768  Povos que migraram para latitudes mais altas, com menor
incidéncia de UVB, como areas subtropicais da Europa, foram selecionados pela
alta demanda de vitamina D na gestacéo, lactacéo e desenvolvimento infantil. Em
paralelo, em regides muito ensolaradas, manteve-se a melanizagao da pele para
nao haver deplecdo de acido félico, essencial para o desenvolvimento do tubo
neural, fertilidade e hematopoiese.57:6%.70

A maior evidéncia dessa teoria é a forte correlagdo entre a pigmentagao
constitucional, e a distribuicdo geografica da latitude e altitude de povos
primitivos.””  As diferentes vias de pigmentagdo em resposta a estimulos
ambientais haveriam se desenvolvido com caracteristicas diferentes nesses
grupos.55.67.72.73

A evolucao das espécies nao decorre da acdo de um unico fator, mas da
conjuncdo de pressdes ambientais selecionando grupos mais adaptaveis as
condi¢cdes impostas e que possam perpetuar suas caracteristicas genéticas mais
eficientemente. Além da questdo da vitamina D e do acido félico, adaptacdes
climaticas, geograficas, aspectos de selecdo sexual, pedomorfismo e até a
incidéncia de melanoma induzido por RUV em espécimes com menor
melanizacdo podem ter contribuido para a diferenciacdo fenotipica do homem

atual.”™

34



Ancestralidade e melasma facial Maria Paula Barbieri D'Elia

Ancestralidade da Populacao Brasileira

A populagéo brasileira € uma das mais miscigenadas do mundo, e formou-
se como resultado de cinco séculos de cruzamentos interétnicos principalmente
entre individuos de trés continentes: colonizadores europeus, escravos africanos
e indigenas (nativos brasileiros), gerando grande riqueza genética e socio-cultural

em nosso territorio.”®

Estima-se que, ha mais de 500 anos atras, quando os portugueses
chegaram ao Brasil, este era habitado por cerca de 2,5 milhdes de indigenas. A
miscigenacao (europeia x amerindia) iniciou-se imediatamente apos a chegada
dos portugueses, quando o relacionamento entre homens europeus e mulheres
indigenas era comum e politicamente incentivado.”> Apesar disso, a populagéo
indigena diminuiu drasticamente por conta dos conflitos com os colonizadores e

pelas doengas trazidas por estes.”®

O censo de 2010 do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica)
evidencia uma populagao atual de indigenas de 896,9 mil individuos, bem inferior

aquela encontrada ha 500 anos.”’

A populagédo africana foi introduzida em meados do século XVI, trazida
para o Brasil para trabalhar como méao de obra escrava na cultura de cana de
acgucar, depois, na mineragao de ouro e pedras preciosas, e, posteriormente, na
cultura de café. Até a abolicio da escravatura, em 1888 (Lei Aurea),

aproximadamente 3,5 milhdes de africanos chegaram ao Brasil.”®

A Africa Centro-Ocidental (atualmente Angola) forneceu a maior parte dos

escravos utilizados em toda a América portuguesa. Posteriormente, no século
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XVIII, o comércio do Rio de Janeiro, Recife e S&do Paulo recebeu escravos da
costa leste africana, particularmente Mogambique. E, na Bahia, do século XVII
até o fim do trafico em 1850 (Lei Eusébio de Queirds) eram provenientes da

Nigéria.”87®

Estima-se que 500 mil europeus de Portugal chegaram ao pais entre 1551
e 1808. Apos a transferéncia da corte portuguesa para o Brasil (1808), houve a
abertura dos portos para comércio com as nagdes amigas, resultando na vinda de
milhares de imigrantes de todo o mundo. Mais recentemente, no final do século
XIX houve intensa imigracdo de outros europeus, principalmente italianos,
espanhois e alemaes, para o trabalho agricola e industrial. Durante o século XX,
houve imigragdo da Asia, principalmente japoneses, coreanos, libaneses e sirios.
Estima-se que entre 1500 e 1972, 58% dos imigrantes que chegaram ao Brasil

eram europeus, 40% africanos, e 2% asiaticos.”®

Em estudo genético para mapear a populagdo autodeclarada branca no
Brasil, foram utilizados marcadores uniparentais do cromossomo Y (origem
paterna) e do DNA mitocondrial (origem materna) que constatou ser a maioria da
linhagem paterna de origem europeia, enquanto o DNA mitocondrial (materno)
dividiu-se 33% indigena, 39% europeu e 28% africano. A maioria da linhagem
mitocondrial indigena foi encontrada na populagao do Norte do Pais; a africana,
no Nordeste; e a europeia, no Sul. O Sudeste apresentou equilibrio nas
frequéncias de ancestralidade materna. Estes resultados reproduzem a histéria

da colonizagdo e formacao étnica do Pais.”®

Descendentes de africanos tém tipicamente pele negra e outras

caracteristicas fisicas como labios grossos, nariz largo, cabelos encaracolados e
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olhos escuros. Descendentes de europeus exibem pele clara, cabelos lisos, olhos
claros, nariz e labios finos. Essas caracteristicas s&o geneticamente
determinadas por um numero relativamente pequeno de genes que, durante a
evolugdo, foram selecionados pelo meio ambiente (localizagdo geografica),
especialmente pelos niveis de exposigcdo a RUV a que estes individuos foram

submetidos.55

Em uma populagédo formada por extensa mistura de europeus, indigenas e
africanos, como acontece no Brasil, a associagao entre ancestralidade e a cor da
pele dissipa-se com o tempo. A alta taxa de miscigenagéo torna as caracteristicas
fenotipicas pobres indicadores geograficos da origem ancestral destes

individuos.”

Em muitos paises, a cor da pele é tradicionalmente usada em estudos
clinicos e farmacolégicos como referéncia do fendtipo a ancestralidade
geografica. No Brasil, isso também ocorre, entretanto, devido a intensa
miscigenacao, a cor da pele pode ser imprecisa para identificar a ancestralidade

genética do individuo.%®

O IBGE classifica, de acordo com a autodeclaragdo, o individuo em
‘branco”, “pardo” e “preto”, como categorias estruturais para pesquisas
populacionais. Embora esses termos refiram-se a um complexo de pigmentagao
da pele, cor e textura do cabelo, cor dos olhos, forma do nariz e espessura dos
labios, que conjuntamente compdem o carater “cor’ da populagao brasileira, ndo
podem ser utilizados como marcadores figéis de ancestralidade genética.”
Individuos autodeclarados brancos ou pretos, dependendo da regidao geografica

em que residem, podem possuir altos graus de participagdo de ancestralidade
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genética europeia, indigena e africana independente da cor que exibem na pele

(fenatipo).

Além disso, discute-se ainda que o termo “raca” nao seria mais
interessante para esta classificacdo de populagdes fenotipicamente distintas. Do
ponto de vista biolégico, ndo existem ragas humanas, existe apenas o Homo
sapiens sapiens. O termo raca € uma construgcdo social associado a etnia,
diferindo-se, entretanto, pelo fato de um grupo étnico ser uma comunidade
humana definida por afinidades linguisticas e culturais, e semelhangas

genéticas.®?

A relagdo entre etnia autodeclarada, ancestralidade genética e DNA
mitocondrial de 492 individuos do Sudeste brasileiro, mostrou que nao é
confiavel relacionar a cor da pele declarada pelo individuo, com os achados de
heranca genética.’® Dessa forma, do ponto de vista da composigdo génica da
populacao brasileira, a classificacao de “raca” nao tem um papel util na avaliagéo
clinica do paciente individual, e a medicina s6 tem a ganhar ao se banir tal termo
de sua pratica.®

Frente a essa discussédo levanta-se uma importante questdo que torna
inaceitavel o discurso diario de politicas de cotas ou beneficio a descendentes
negros ou indios. Da mesma forma, no que diz respeito a literatura médica e
cientifica, sobre doencgas prevalentes em caucasoides ou negroides, em uma

populagdo altamente miscigenada.®®

A categorizagao fenotipica cutanea frequentemente utilizada em estudos

clinicos é a classificagado de fototipos segundo Fitzpatrick em | a VI (quadro 1),
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que se divide, de acordo com aspectos de cor da pele, cabelos, olhos e a

resposta (quanto a pigmentagédo e queimadura) a exposigdo solar.?

Quadro 1. Classificagdo (adaptada) dos fototipos de Fitzpatrick.?

Fototipos Caracteristicas clinicas Sensibilidade ao sol

Queima com facilidade, nunca bronzeia,

Muito sensivel
sardas, olhos claros e cabelos claros.

| - Branco (celta)

Queima com facilidade, bronzeia muito

Il - Branco Sensivel
pouco.
. Queima moderadamente, bronzeia
Il - Claro (caucasoide) Normal
moderadamente, cabelos castanhos
ueima pouco, bronzeia com facilidade
IV - Moreno Q P ’ ’ Normal

cabelos castanhos escuros.
Queima raramente, bronzeia bastante,
cabelos e olhos escuros.

Nunca queima, totalmente pigmentada,
cabelos e olhos escuros.

V - Moreno escuro (pardo) Pouco sensivel

VI - Muito escuro (negro) Insensivel

Esta classificagdo aparentemente tem facil aplicabilidade, sendo mais
confidvel que a do IBGE, porém, como depende da autodeclaragdo quanto a
queimadura e bronzeamento da pele, as vezes pode gerar dificuldade de
discernimento, ja que muitas pessoas ndo conseguem definir claramente esses

aspectos.?

A pigmentagdo cutdnea segue heranga poligénica, e individuos com
fototipos intermediarios (Il a V) apresentam maior incidéncia de melasma.’™ A
progressiva miscigenagao da populagdo mundial favorece a composi¢cao de
fendtipos intermediarios, ja que os extremos europeus e africanos permutam
genes que resultam em herangas de pigmentagdo variadas. Como melasma

representa padrbes localizados de pigmentacdo em resposta a RUV, uma
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hipétese que pode ser aventada € que decorra do efeito de mosaicismo ligado a
vias de pigmentacgao da pele, em individuos miscigenados.

Em estudo com células tronco pluripotentes derivadas de fibroblastos da
pele, houve variagdo entre as células-copias, demonstrando a existéncia de
mosaicismo entre elas, o que significa que a pele pode apresentar um mosaico

genético, com possivel comportamento individualizado de seus clones.??

Como ocorre importante miscigenagdo, a ancestralidade referida da
populacdo brasileira € de baixa confiabilidade, pois, dificimente a memoria
remonta mais de trés geracbes. Em estudo caso-controle a ascendéncia indigena
foi referida em 42% das mulheres com melasma facial e 19% de controles da
mesma faixa etaria.'®

Os grandes grupos populacionais do planeta variam consideravelmente
quanto a predisposi¢cao as doencas e na frequéncia de alelos importantes que
impactam na sensibilidade a agravos em saude e mesmo quanto a resposta
terapéutica a farmacos. Essas variacbes derivam principalmente da evolugao
genética, mas também da adaptagéo aos fatores locais de selegdo como o clima

e nutrientes disponiveis.%®

Por essa razdo, a investigagdo de doengcas em uma populacdo deve
considerar simultaneamente elementos genéticos e de pressdo ambiental para
seu desenvolvimento. Ha estudos recentes que tentam elucidar ndo s6 os
mecanismos de pigmentacdo da pele, mas também a variabilidade dessa
pigmentacdo em grupos étnicos diferentes e relacionando com sua

ancestralidade.”
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Avaliacao da ancestralidade genética

Uma das formas mais utilizadas para avaliar a composi¢ao ancestral de
uma populagéo € o uso de marcadores genéticos informativos de ancestralidade

(AIM — Ancestry Informative Marker).

AIM é um marcador genético autossémico que apresenta diferenga de
frequéncia alélica (>40%) entre duas ou mais populagdes, e pode se constituir
de qualquer tipo de marcador genético, como por exemplo o polimorfismo de
base unica (SNP — single nucleotide polymorphism) ou polimorfismo de
insergédo/delegdo (INDEL).%3

Varias técnicas de investigacdo podem ser utilizadas para a analise
genética de populagdes. O uso de INDEL tornou-se frequente, pois é fonte
abundante de marcadores genéticos, vastamente encontrado ao longo do

genoma. Os seres humanos possuem aproximadamente 1,5 milhées de INDELs.

A frequéncia alélica de varios INDELs é diferente em populacdes distintas,
0 que permite que seja usado como AIM. Além disso, os INDELs sé&o
genotipados de forma simples com base na separagao por tamanho (numero de
pares de base). Raramente, duas mutagdes de tamanhos iguais sdo encontradas
na mesma posicdo do genoma. Outra vantagem, é que a identificacdo dos

INDELSs é rapida e de custo relativamente acessivel para genotipagem.3-85

A genotipagem desses INDELs é realizada por meio de sequenciamento de
DNA no qual € identificada a ordem dos nucleotideos presentes na amostra

gerando uma sequéncia de pares de base que sera posteriormente caracterizada
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como uma insercao ou delegcao através de consulta em banco de dados que

contém informacdes sobre a sequéncia e sua prevaléncia em populacdes.

Estudos comparando a ancestralidade de pacientes sao utilizados
amplamente visando entender a etiologia genética e ambiental de muitas doengas
em populagdes humanas. Em estudo recente brasileiro, a avaliacdo de INDELs e
SNPs associou-se a resposta do paciente com hanseniase a poliquimioterapia
para controle da doenga, demostrando que diferengas genéticas pontuais
modificam o desfecho terapéutico do hospedeiro.>?

Outro estudo brasileiro utilizando 12 AlMs para avaliar a ancestralidade
europeia, africana e indigena em pacientes com neuromielite optica e esclerose
multipla revelou maior componente ancestral europeu nos dois grupos, enquanto
o componente africano foi o menos frequente.®

Ha diversos estudos que investigam caracterisitcas da pigmentagdo da
pele entre diferentes populagdes. Foi identificado um vasto numero de genes
envolvidos na pigmentagdo. Dentre os principais estdo: TYR, TYRP1, OCAZ2,
SLC45A2, SLC24A5, MC1R, ASIP, KITLG, SLC24A4, IRF4, TPCN2, OPMR1 e
EGFR. Sendo que, para cada populagdo (asiatica, europeia, amerindia e
africana), foram encontradas diferentes polimorfismos e padrées de expressao em
genes de pigmentacdo da pele, permitindo a investigacdo da ancestralidade
ligada & melanogénese.39.73.87

Em estudo pioneiro, Quillen e colaboradores pesquisaram a pigmentagéo da
pele em amerindios. Avaliando duas populagdes indigenas americanas
reconheceram, em indigenas, atividade de dois genes cujo papel ainda nao tinha
sido identificado na pigmentagao da pele: EGFR e o OPRM-1. O EGFR induz

fosforilagdo da tirosina que tem papel na proliferacdo, diferenciagado, migragao e
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morte dos queratinécitos, sendo que este regula a proliferacéo e diferenciagao do
queratinécito. O OPRM-1 codifica um receptor de opioide, sendo, portanto um
candidato incomum para influéncia na pigmentacdo da pele, apesar desses
receptores estarem ativos em queratindcitos e melandcitos e poder ter influéncia
sobre essas células. Essa regulagao neural sugere a associagao da origem da
pele com sistema nervoso.”

Até o momento, ndo ha estudos que explorem a ancestralidade
populacional e 0 melasma, e que possam sugerir genes candidatos ao estudo da
fisiopatologia da doencga, de acordo com particularidades de pigmentacao de cada
ancestralidade.®

Desde que a pele apresente um componente pigmentar em mosaico,
alteragdes fenotipicas e de expressao de receptores sejam diferentes nas peles
com melasma e sa, sabendo-se que diferentes individuos ativam diferentes vias
de pigmentagcdo e considerando a miscigenagcdo da populagcdo brasileira.
Justifica-se a hipotese de que melasma possa representar um mosaicismo do
sistema pigmentar, decorrente da miscigenacdo da populagédo e induzido por
estimulos ambientais, como a RUV, medicamentos e esteroides sexuais.

Além disso, a tendéncia a miscigenagao da populacdo brasileira pode
indicar um aumento futuro na prevaléncia da doenga, o que justifica estudos

visando a caracterizagao de populagdes de risco e intervencdes preventivas.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a associagdo entre ancestralidade genética e melasma facial em

mulheres.

Objetivos especificos

1.

Descrever caracteristicas clinicas e demograficas de pacientes do sexo

feminino portadoras de melasma facial.

Comparar a ancestralidade genética de pacientes do sexo feminino
portadoras de melasma facial com controles do mesmo género e faixa etaria,

oriundas da mesma regido.

Comparar elementos clinicos, constitucionais, heranca familiar e de exposicao

em pacientes femininas portadoras de melasma facial com a ancestralidade

genética.
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Resumo

Fundamentos: Melasma é uma hipermelanose focal e adquirida de curso cronico
que afeta areas fotoexpostas, especialmente, de mulheres na menacme. Diversos
fatores contribuem para seu desenvolvimento: exposicdo solar, esteroides
sexuais, medicamentos e historia familiar. Vias de pigmentagdo melanica
revelaram diversos SNPs em genes responsaveis pela melanogénese em
diferentes populagoes.

Objetivo: Avaliar a associagdo entre a ancestralidade genética e o melasma
facial.

Métodos: Estudo transversal envolvendo mulheres portadoras de melasma e
grupo controle, pareado por idade, entre pacientes ambulatoriais da FMB-Unesp,
Botucatu (Brasil). Excluiram-se descendentes de asiaticos, portadores de outras
dermatoses faciais e fototipos extremos (I e VI). Foi extraido DNA a partir de swab
da mucosa oral e realizada avaliagao da ancestralidade por estudo de INDELs.

Resultados: Avaliaram-se 119 mulheres com melasma facial e 119 controles. A
idade média do inicio do quadro ocorreu aos 27+8 anos. Gestacao (40%),
exposicao solar (37%) e contraceptivo oral hormonal (22%) foram os fatores mais
frequentemente relatados como desencadeantes de melasma. Todos os sujeitos
apresentaram miscigenacao quanto a ancestralidade genética. Os componentes
genéticos africano e europeu diferiram significativamente entre casos e controles
(10% vs 6%; 77% vs 82%; p<0,05). O percentual de ancestralidade africana
(OR=1,04), histéria familiar de primeiro grau (OR=3,04), baixa escolaridade
(OR=4,04) e uso de antidepressivos entre individuos com familiares acometidos
(OR=6,15) associaram-se ao melasma, independentemente dos demais fatores
de risco conhecidos.

Conclusées: Houve associagédo entre o componente ancestral genético africano
e melasma facial em mulheres.

Palavras-chave: Anticoncepcionais, Estudos Transversais, Gravidez, Grupo com
Ancestrais do Continente Africano, Grupo com Ancestrais do Continente Europeu,
Grupo com Ancestrais Nativos do Continente Americano, Linhagem, Melasma,
Mutacao INDEL, Pigmentagao da pele, Transtornos de pigmentagao.
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Abstract

Background: Melasma is an acquired focal hypermelanosis with chronic course
that especially affects women in the reproductive age at sun-exposed areas.
Several factors contribute to its appearance: sun exposure, sexual steroids,
medications, and family history. Melanin pigmentation pathways revealed several
SNPs in genes responsible for melanogenesis in different populations.

Objective: To evaluate the association between genetic ancestry and facial
melasma.

Methods: Cross-sectional study involving women with melasma and control
group, matched by age, among outpatients of FMB-UNESP, Botucatu (Brazil).
Asian descent, subjects with other facial skin diseases and extreme skin
phototypes (I and VI) were excluded. DNA from the oral mucosa was extracted by
swab and the assessment of ancestry was performed by INDEL study.

Results: A total of 119 women with facial melasma and 119 controls were
evaluated. The mean age of disease onset was 27 + 8 years. Pregnancy (40%),
sun exposure (37%) and hormonal oral contraceptive (22%) were the most
frequently reported factors leading to melasma. All subjects had genetic ancestry
admixture. The african and european genetic components differed significantly
between cases and controls (10% vs 6%, 77% vs 82%, p < 0.05). Percentual of
African ancestry (OR = 1.04), first degree family history (OR = 3.04), lower
education (OR = 4.04) and use of antidepressive drugs among those with familiar
history of melasma (OR = 6.15) were associated with the melasma regardless
other known risk factors.

Conclusions: There was an association between the African ancestral genetic
component and facial melasma in women.

Keywords: African Continental Ancestry Group, American Native Continental
Ancestry Group, Contraceptive agents, Cross-sectional studies, European
Continental Ancestry Group, INDEL Mutation, Melasma, Pedigree, Pigmentation
Disorders, Pregnancy, Skin Pigmentation.
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Introducgao

Melasma € uma hipermelanose cronica e adquirida que afeta
principalmente mulheres, durante a menacme. E caracterizado por maculas
assintomaticas acastanhadas e simétricas de bordas irregulares, de contornos

nitidos nas areas fotoexpostas, especialmente, a face.’?

Por acometer areas visiveis de pacientes jovens, e, apesar do tratamento,
apresentar recorréncias frequentes, melasma causa grande impacto emocional e

psicoldgico, afetando diretamente a qualidade de vida.?

A etiologia do melasma ainda nao foi esclarecida, porém multiplos fatores
foram descritos como desencadeantes ou agravantes da doencga, como:
exposicao solar, contraceptivos hormonais orais (CHO), terapia de reposicao
hormonal, cosméticos, medicamentos fotossensibilizantes, gestacdo e estresse
psicoldgico. Destaca-se ainda grande acometimento familiar (40-60% dos casos),

evidenciando o componente genético da doencga.-?

Marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) sao utilizados para
delinear a historia genética das diferentes populagdes, revelando o grau de
miscigenacdo e o componente ancestral dos individuos, por apresentarem
diferencas de frequéncia alélica entre as populagbdes definidas geografica ou

etnicamente.*

Até o momento, ndo foram utilizados AlMs para estimar a contribuicdo
genética de cada populagdo ancestral no melasma, tampouco foi explorado o
padrdo de segregacao familiar da doenca. Porém, identificou-se que a

ancestralidade amerindia referida estava associada ao desenvolvimento do
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melasma, no Brasil.® Além disso, foram identificados polimorfismos e diferentes
padroes de expressao em genes relacionados a pigmentacdo cutanea que se

associaram a origem populacional.®®

Neste estudo, avaliou-se a ancestralidade genética das pacientes quanto
aos componentes europeu, africano e amerindio. A escolha destas trés
populagdes se deu pela formagao da populacdo atual brasileira que é fruto da
miscigenacédo de mais de 500 anos principalmente entre colonizadores europeus,

escravos africanos e nativos.®19

Casuistica e Métodos

Foi conduzido um estudo transversal envolvendo mulheres, maiores de 18
anos, atendidas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP, entre os meses de novembro de 2013 a maio de 2014. O projeto foi
aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo (CAAE:
19900013.4.0000.5411). (Anexo 1)

As pacientes foram divididas em dois grupos, os casos foram determinados
pela presenga de melasma facial, e controles, definidos pela auséncia de
melasma, foram pareados para cada caso (1:1), de acordo com faixa etaria (+5
anos). Todos os diagnosticos foram comprovados por dermatologista titulado.

Excluiram-se do estudo pacientes portadoras de outras dermatoses faciais,

que referiram ascendéncia asiatica, e os fototipos extremos | e VI,

A amostragem foi realizada por conveniéncia, em pacientes atendidos na

instituicdo. Apds aceitagdo e preenchimento do termo de consentimento livre e
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esclarecido (Anexo 2), os sujeitos foram entrevistados pela pesquisadora
utilizando formulario semiestruturado (Apéndice 1) com informagdes clinico-
epidemioldgicas e, apés bochecho com agua mineral, coletado swab (figura 1) da

mucosa oral (Catch-All™ Sample Collection Swab Hard Pack da Epicentre).

Figura 1. Swab de mucosa oral. Coleta de céulaspara extracdo do DNA.

O DNA foi extraido utilizando kit QIAmp micro DNA em QIAcube e
protocolo QIAmp® DNA Investigator kit fornecido pela QIAGEN,'" no Laboratério
Materno Fetal do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP. A quantificagdo do DNA foi realizada por espectrofotometria
e armazenado (freezer -80°C) na concentragao de até 15ng/ml.

No Laboratério de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do
Para (LGHM-UFPA), as amostram foram amplificadas e genotipadas para 62
AlMs de insergao-delegao (INDEL), validados para a populagao brasileira (Anexo
3)_12,13
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A amplificacao foi realizada a partir da técnica de PCR multiplex, realizada
com um volume final de 10uL (1uL de DNA + 1uL de mix de Primers + 5uL Taq
PCR Master Mix Qiagen + 1uL Qsolution + 2 yL de agua), as condi¢gbes do
termociclador: 15 minutos a 95°C, seguido de dez ciclos (30 segundos a 94°C, 90
segundos a 60°C e 60 segundos a 72°C), apds, mais 20 ciclos (30 segundos a
94°C, 90 segundos a 58°C e 60 segundos a 72°C) e o ultimo estagio de 60

minutos a 72°C e 5 minutos a 10°C."3

O produto do PCR (1 pL) foi adicionado a um mix contendo 8,7uL de
formamida e 0,3uL Gene Scan 500 LIZ Jadder tamanho padrao
(AppliedBiosystems). Os fragmentos de DNA foram genotipados por eletroforese
capilar usando sequenciador automatico ABlI PRISM® 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e analizados com o programa Gene
Mapper® IDv3.2 (Applied Biosystems). A identificagdo dos alelos foi realizada
com referéncia na escada (ladder LIZ-500, Applied Biosystems) de tamanho
padrdo conhecido, que foi incluida para controle, assegurando a qualidade das
analises.™

A estimativa da ancestralidade parental das amostras foi realizada
utilizando o software STRUCTURE v2.3.4, considerando trés populacdes
parentais (amerindia amazoénica, africana subsaariana, europeia do Oeste), com
desempenho classificatorio de mais de 98% para cada ancestralidade, baseado
em banco de dados do LGHM-UFPA com 593 individuos de ancestralidade

conhecida.314

57



Ancestralidade e melasma facial Maria Paula Barbieri D'Elia

Analise estatistica

Dados categoricos foram representados pelas suas proporgdes percentuais
e comparados entre os grupos pelo teste do qui-quadrado ou qui-quadrado de
tendéncia. Variaveis representadas por dados continuos foram representadas por
suas médias e desvios padrao ou medianas e quartis (p25-p75), se a normalidade
nao fosse evidenciada pelo teste de Shapiro-Wilk. E foram comparadas pelo

teste t de Student ou Mann-Withney."®

A analise da diferenga proporcional entre o numero de topografias afetadas
pelo melasma de acordo com a escolaridade foi realizada pelo teste de

Jonckheere-Terpstra.’®

A correlagao entre os componentes ancestrais entre si e com o numero de
topografias faciais afetadas foi estimada pelo coeficiente de correlagao linear de
Spearman (rho). A comparagdo entre os componentes ancestrais e a
ancestralidade referida dos sujeitos foi estimada pela curva ROC (area sob a

curva = AUC), sua sensibilidade e especificidade.’>1”

Os componentes de ancestralidade foram tabulados e comparadas as
porcentagens de cada grupo entre os casos e controles ou de acordo com o
fototipo, ou escolaridade, por analise de varidncia multivariada (MANOVA —
Pillais’s trace), com analise post hoc de Bonferroni. Os componentes ancestrais
foram normalizados a partir da transformacao Log1. A homoscedasticidade das

amostras foi avaliada pelo teste de Levene.'®

Foi desenvolvido um modelo comparativo entre casos e controles a partir
de regressao logistica multipla condicional, em que a sele¢do das covariaveis

dependeu da significancia (p<0,2) dentro de cada inclusdo subsequente. A
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dimenséo de efeito foi estimada pela razdo de chances (Odds Ratio - OR) e seu
intervalo de confianga de 95% (IC 95%). As interagdes entre os termos finais do

modelo foram testadas quanto ao seu efeito aditivo.8.1°

Para as analises multivariadas, dados faltantes (<10% da categoria) foram

estimados por técnica de imputagédo multipla com dez estimativas.?°

Posteriormente, foi realizada analise de sensibilidade dos resultados por
duas técnicas: avaliagdo do desempenho do modelo logistico multivariado final
sem os dados imputados, e avaliagdo das variaveis selecionadas por

escalonamento multidimensional.

O dimensionamento amostral foi baseado em pré-teste com 100 casos e
100 controles e calculado para um modelo final de regressao logistica multipla,
estimado seu “power” de 0,8 e nivel alfa bilateral de 0,05, resultando na

necessidade de 110 sujeitos em cada grupo. 819

Dados foram tabulados em MSExcel 2007 para analise posterior pelo

software SPSS 20.0.2" Foi considerado significativo valor de p<0,05.
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Resultados

Foram avaliadas 119 mulheres com melasma facial e seus controles. As
caracteristicas clinicas das pacientes com melasma facial estdo dispostas na
tabela 1. Destacam-se a idade de inicio do melasma no menacme; gestacao e
exposicao solar como os fatores desencadeantes mais prevalentes; e as

topografias centrofaciais como as mais afetadas.

Gravidez ocorreu em 92 (77%) casos, e melasma induzido por gestacéao foi

referido por 48 (52%) pacientes que engravidaram.

Tabela 1. Dados clinicos e demograficos dos pacientes com melasma.

Variaveis
Idade de inicio do melasma (anos)* 27,2 (8,3)
Fator desencadeante — N (%)
Gestagao 48 (40)
Exposicéo solar 44 (37)
CHO 26 (22)
TRH 2(2)
Cosmeéticos / Tratamentos 7 (6)
Evento estressante 3(3)
Outros 6 (5)
Topografia afetada — N (%)
Zigomatico 60 (50)
Frontal 48 (40)
Labial superior 44 (37)
Temporal 39 (33)
Mentoniana 25 (21)
Mandibular 22 (18)
Parotidea 20 (17)
Nasal 19 (16)
Glabelar 15(13)
NUmero de &reas faciais afetadas” 3 (2-4)

* média (desvio padréo); # mediana (p25-p75).
CHO - Contraceptivo hormonal oral; TRH — Terapia de reposi¢éo hormonal

Os principais dados demograficos e de ancestralidade genética dos grupos

estdo listados na tabela 2. Destacam-se, entre os casos, maior frequéncia de
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familiares de primeiro grau, histérico de gestacao, exposi¢ao solar diaria, baixa

escolaridade, ancestralidades referidas e ancestralidades genéticas.

Houve contaminacdo das amostras de DNA em apenas duas amostras e

apenas um sujeito negou-se a participar do estudo por conta da coleta.

Todos os sujeitos avaliados apresentaram mistura genética quanto a sua
ancestralidade. A ascendéncia europeia foi predominante em ambos 0s grupos,

seguido pelos componentes africano e amerindio (Apéndice 2).

A figura 2 demonstra a distribuicdo de casos e controles quanto a
composi¢cao das suas ancestralidades genéticas. Houve significativa diferencga
entre os componentes de ancestralidade entre os grupos, com variagcao

significativa quanto as ascendéncias africana e europeia.

Houve forte correlagdo negativa entre os componentes europeu e africano
(rho=-0,78; p<0,01), moderada entre europeu e amerindio (rho=-0,64; p<0,01), e
fraca entre os componentes amerindio e africano (rho=0,15; p<0,05) dos 238

sujeitos (Apéndice 3).

A ancestralidade referida pelos sujeitos ndao se associou com o0s
componentes ancestrais genéticos. Houve fraco desempenho classificatério para
a estimativa da composi¢cao ancestral genética africana (AUC=0,79, sensibilidade
75%, especificidade 73%), europeia (AUC=0,66, sensibilidade 83%,
especificidade 46%) e amerindia (AUC=0,54, sensibilidade 19% especificidade

91%) (Apéndice 4).
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Tabela 2. Dados demograficos e de ancestralidade genémica dos grupos.

Variaveis Melasma facial Controles Anélise bivariada Anélise multivariada
(n=119) (n=119) Odds Ratio (IC 95%) p Odds Ratio (IC 95%) p
Idade (anos)* 39,0 (8,2) 39,0 (9,7) - - 0,99 (0,95-1,02) 0,44
Fototipo — N (%) 0,09 0,13
I 18 (15) 30 (25) 1,00 (-) 1,00 (-)
M 42 (35) 45 (38) 1,56 (0,76-3,20) 1,32 (0,57-3,02)
vV 46 (39) 30 (25) 2,56 (1,22-5,38) 1,40 (0,58-3,39)
% 13 (11) 14 (12) 1,55 (0,60-4,02) 0,39 (0,11-1,40)
Escolaridade — N (%) <0,01 0,01
Fundamental 39 (33) 14 (12) 4,67 (2,24-9,73) 4,04 (1,62-10,11)
Médio 43 (36) 43 (36) 1,68 (0,93-3,01) 1,71 (0,85-3,44)
Superior 37 (31) 62 (52) 1,00 (-) 1,00 (-)
Histéria familiar (1° grau) — N (%) 67 (56) 27 (24) 3,10 (1,11-8,7) 0,03 3,04 (1,56-5,94) <0,01
Idade da menarca (anos)* 12,8 (1,8) 12,7 (1,8) 1,01 (0,88-1,16) 0,92 - -
Tempo de contraceptivo oral (anos)* 10 (3-15) 5(1-12) 1,03 (0,98-1,07) 0,13 1,02 (0,98-1,07) 0,33
Exposigao solar diaria — N (%) 42 (44) 24 (27) 2,15(1,16-3,99) 0,02 1,09 (0,57-2,10) 0,80
Historico de gestagéo — N (%) 92 (77) 77 (65) 1,86 (1,05-3,29) 0,03 1,50 (0,69-3,29) 0,31
Uso de psicotropicos — N (%)
Antidepressivos 28 (24) 18 (15) 1,73 (0,90-3,33) 0,10 2,96 (0,37-24,03) 0,31
Ansioliticos 11(9) 5(4) 2,32 (0,78-6,90) 0,12 - -
Ancestralidade referida — N (%)
Europeia 74 (71) 88 (85) 0,42 (0,21-0,84) 0,01
Amerindia 40 (39) 25 (25) 1,96 (1,07-3,58) 0,03
Africana 37 (35) 30 (29) 1,30 (0,73-2,33) 0,37
Ancestralidade genética (%)*
Componente europeu 77 (64-89) 82 (69-90) 0,98 (0,97-0,99) 0,04
Componente amerindio 7(4-14) 7 (4-14) 1,00 (0,97-1,02) 0,72 - -
Componente africano 10 (4-21) 6 (4-16) 1,03 (1,01-1,05) <0,01 1,04 (1,01-1,07) <0,01

p (modelo)<0,01; p (constante)<0,05; Teste de Hosmer-Lemeshow: p=0,98; Classificagdo correta: 72%; R2 de Nagelkerke: 0,31.
* média (desvio padréo); # mediana (p25-p75).
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Figura 2. Diagrama ternario da composigao genética ancestral dos grupos.

MELASMA FACIAL CONTROLES

AMERIND AMERIND

EUR AFR EUR AFR

AMERIND - Amerindio; EUR - Europeu; AFR - Africano.
Teste MANOVA (Pillai’s trace) p=0,04.
Comparac&o post-hoc (Bonferroni): p(AFR)<0,01; p(EUR)=0,05; p(AMERIND)=0,86.

O fendtipo pigmentar (fototipo de Fitzpatrick) associou-se a composicao
ancestral dos sujeitos, especialmente o componente da mistura interétnica

europeia e africana (p<0,01) (Apéndice 5).

Quando avaliados de forma multivariada (tabela 2), mostraram-se
independentemente significativos para o desenvolvimento do melasma: a
escolaridade, historia familiar e ancestralidade africana. Foram identificadas
interacdes significativas entre: uso de antidepressivo e historia familiar de
melasma (OR=6,15) (Apéndices 6 e 7). O modelo final ndo evidenciou outliers

(Zres>3).

A analise de sensibilidade, por regressao logistica sem os dados imputados
(n=180), resultou semelhante ao modelo completo. Assim como o escalonamento
multidimensional identificou as mesmas associagbes do modelo logistico

(Apéndices 8 e 9).

63




Ancestralidade em mulheres com melasma facial. Maria Paula Barbieri D'Elia

A ancestralidade genética ndao apresentou associagcdo com os fatores
desencadeantes relatados pelos casos, historia familiar, ou com a idade de
surgimento da doenga, porém, o acometimento da topografia zigomatica se

associou ao componente amerindio (p<0,01) (Apéndice 10).

O numero de topografias faciais acometidas entre os casos foi menor em
proporg¢ao ao grau de escolaridade (Apéndice 11) (p<0,01), porém, correlacionou-

se fracamente ao componente ancestral europeu (rho = -0,22; p=0,02).

Sujeitos com escolaridade superior, comparados a escolaridade
fundamental, apresentaram maiores medianas dos componentes ancestrais
europeus (84% vs 76%; p<0,01), e menores medianas dos componentes
africanos e amerindios (5% vs 11% e 6% vs 9%; p<0,05), sem diferenga entre

casos e controles (Apéndice 12).

Discussao

Elementos de ancestralidade genética africana, além de aspectos sociais
(escolaridade), medicamentosos e de historico familiar, compdéem multiplos
fatores que se associaram independentemente ao desenvolvimento de melasma

facial feminino, em uma populagdo com alto grau de mistura genética.

As pacientes com melasma apresentaram caracteristicas fenotipicas,
clinicas e demograficas semelhantes a casuistica brasileira: idade de inicio da
doencga durante a segunda e quarta décadas, desencadeada principalmente por
exposicao solar e estimulos hormonais (gestacdo e CHO), acometimento

preferencialmente centrofacial e alta frequéncia de acometimento familiar.?22

64



Ancestralidade em mulheres com melasma facial. Maria Paula Barbieri D'Elia

A origem ancestral pode se associar a diferentes padrbes de resposta
imunoldgica, processos metabdlicos, resposta do hospedeiro a infeccédo e
terapéutica farmacoldgica, o que justifica a investigagdo de componentes
ancestrais em estudos clinicos de populagdes altamente miscigenadas.?32’

Ancestralidade amerindia foi associada a menor risco de hanseniase,?®
assim como menor risco de doenga de Alzheimer,?® mas maior risco de lupus
eritematoso sistémico.3%3' Ancestralidade europeia associou-se a maior risco de
neuromielite optica e esclerose multipla,3? da mesma forma que apneia do sono3?
e morte por insuficiéncia cardiaca.?* Obesidade compartilha genes de origem
africana, 3% assim como asma e niveis de IgE.36

A autodeclaragao da ancestralidade e elementos fenotipicos do individuo
ndo sdo confiaveis na avaliagdo da ancestralidade genética. 4373 Em nosso
estudo, a ancestralidade referida nao categorizou com sensibilidade os

componentes ancestrais.

O Brasil, especialmente a regido estudada, apresenta elevada taxa de
miscigenacgdo, especialmente indigena, europeia e africana.®® A pigmentagéo
cutdnea apresenta heranga poligénica, e varios polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs) nos genes do sistema pigmentar foram identificados com padrdes
de ocorréncia em diferentes grupos ancestrais, além disso, populagbes de origem

africana tendem a perpetuar genes do sistema pigmentar.6-840

Melasma é menos prevalente entre europeus, e mais frequente entre
asiaticos e latino-americanos, grupos que tém origem filogenética comum
decorrentes de migracdes da humanidade a partir da Africa.4'42 Hipoteticamente,

melasma poderia resultar de mosaicismo genético do sistema pigmentar,
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expressando localmente, genes de ancestrais africanos em meio ao padrao

pigmentar europeu ou asiatico.

Em estudo de ancestralidade genética do sistema pigmentar da epiderme,
evidenciaram-se semelhangas entre os padrdes de expressdo europeus e
asiaticos, que diferem em comparagao ao africano. Além disso, os autores
salientam que a pigmentacao deriva de uma complexa interagdo celular em que
um grande contingente de genes e fatores reguladores ndo sdo completamente
compreendidos, como NINL, S100A4, H19, WIF-1, PDZK1, esteroides sexuais e

mMiRNA-675.43-49

Outro elemento que fortalece essa hipotese decorre das semelhancgas
histopatoldgicas encontradas na pele com melasma em comparagao aos achados
da pele negra. Nao ha diferengca quanto a quantidade de melandcitos, mas na
quantidade e qualidade da melanina entre individuos caucasoides e negroides. A
pele negroide tem melanossomos grandes, n&o agregados, com numero
aumentado na camada basal e distribuidos por todas as camadas da epiderme. 5’
52 O extrato corneo da pele negra possui menos lipideos, e a derme tem a
mesma espessura da pele caucasoide, porém os fibroblastos e os macréfagos

s&o maiores, em maior nimero e hiperativos.®0:3-%5

De forma analoga, as caracteristicas histopatolégicas da pele negroide,
como 0s melanossomos mais maduros, maior celularidade dérmica e a camada
lipidica diminuida também estado presentes na pele de pacientes com melasma.
Ainda, apos a exposicdo solar, a pele com melasma promove uma reacao
pigmentar mais intensa que a pele adjacente, tal qual ocorre entre fendtipos

negroides, em comparagdo aos caucasoides.%3
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A regulagdo e controle da expressdo desses genes alterados e em
mosaico pode ser mediada epigeneticamente por fatores ambientais, como a

radiagdo ultravioleta (RUV), esteroides sexuais e medicamentos.56-61

Em estudo com células tronco pluripotentes derivadas de fibroblastos da
pele, houve variagdo entre as células-copias, demonstrando a existéncia de
mosaicismo genético entre elas, o que significa que a pele pode apresentar

mosaico genético, com possivel comportamento individualizado de seus clones.%?

A inclusdo do componente ancestral africano, da historia familiar e dos
niveis de escolaridade no modelo multivariado, suplantou variaveis
epidemiologicamente importantes como a gestacdo e tempo de uso de CHO,
evidenciando que esses elementos possam ser primordiais ao desenvolvimento
da doenga.® Cada ponto percentual do componente genético africano, aumentou

em 4% a chance de melasma.

Nao ha informacao sobre a prevaléncia de melasma em diferentes niveis
sociais e de renda familiar. Porém, a baixa escolaridade esta associada a menor
nivel socio-econbmico, maior morbimortalidade, menor informagao sobre
prevencdo de doengas e menores cuidados a saude.®® Dessa forma, pode-se
hipotetizar que pacientes com melasma e baixa escolaridade sejam menos
adeptos a praticas de protecao solar, provavelmente pela falta de informacéao
sobre prevencgao e pelo custo dos fotoprotetores; desloquem-se expostos ao sol
nos trajetos do dia-a-dia, e também tenham como profissao trabalhos que exijam

menor grau de instrugdao, mais expostos a RUV.

Nosso estudo evidenciou que o numero de topografias faciais acometidas

pela doenga é menor em propor¢ao ao grau de estudo, o que pode subsidiar essa
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hipétese. Além disso, maior escolaridade associou-se a menores componentes
ancestrais africanos e amerindios, em contraposi¢cao a ancestralidade europeia.
Entretanto, no modelo multivariado, baixa escolaridade e ancestralidade africana
foram variaveis independentemente associadas aos casos. Novos estudos
devem avaliar, além da escolaridade, a associacdao entre renda familiar com

melasma e seus indices de gravidade.

Estudos observacionais sao sujeitos a vieses de memoaria e de informacéo,
que, neste caso, pode ter ocorrido quanto a histéria familiar, ascendéncia referida,
uso de medicamentos, tempo de uso de CHO e exposicao solar diaria. Acredita-
se que tenha havido imprecisdo em propor¢cdes semelhantes das informacgdes

entre casos e controles, o que minimiza seu impacto nos resultados finais.

A generalizacdo dos resultados deste estudo € prejudicada pelo fato de
casos e controles serem oriundos de servigo publico do interior do Brasil, porém,
a homogeneidade dos grupos quanto a origem geografica e social dos pacientes,
garante a comparabilidade entre eles. Da mesma forma, a exclusao de asiaticos
e de fototipos extremos (I e VI), que se associam especialmente as
ancestralidades europeia e africana, maximizaram a exploragdo de casos e
controles com maior grau de mistura genética, o que fortalece a validade interna

dos resultados.

Nossos resultados devem ser também confirmados em pacientes com
melasma extrafacial, em homens e em outras populagcbes com diferentes
componentes genéticos ancestrais (p.ex: Oriente Médio, Oceania e Asia do

Leste).
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4. CONCLUSOES

Houve associagcdo entre o componente ancestral genético africano e

melasma facial em mulheres brasileiras de fototipos Il a V.

Foram descritas caracteristicas clinicas e demograficas de mulheres

portadoras de melasma facial que se assemelharam a casuistica nacional.

A ancestralidade genética ndo apresentou associagcdo com os fatores
desencadeantes, ou com a idade de surgimento do melasma. Quanto a topografia
afetada, o acometimento zigomatico em pacientes associou-se ao maior

componente ancestral amerindio.

Histéria familiar de primeiro grau, baixa escolaridade, uso de psicotropicos
entre pacientes com histéria familiar de melasma e componente ancestral
genético africano, associaram-se, de forma independente dos demais fatores de

risco conhecidos, ao melasma facial.
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5. PERSPECTIVAS

Melasma é queixa comum na pratica dermatoldgica, e, até o momento, os
tratamentos sdo voltados a via final da sintese e distribuicdo de melanina. O fato
do tratamento ndo atingir a causa da doenga é uma das razbes que
provavelmente levam a falhas terapéuticas e recidivas. Esse aspecto, associado
ao acometimento de areas visiveis, curso crénico, em, principalmente, mulheres
na menacme, inflige grande impacto na sua qualidade de vida. Todos esses
elementos nos motivam a aprofundar o estudo da epidemiologia, clinica,

terapéutica e fisiopatologia da doenca.

A pesquisa sobre a génese do melasma vem tomando rumos intrigantes.
Quanto mais se investiga sobre as vias de pigmentacdo, genética e o efeito dos
fatores ambientais na doenca, emergem, ndo somente novos conceitos sobre
pigmentacdo melanica, mas também novas duvidas sobre sua regulagdo. Nosso
estudo contribuiu para maior conhecimento dos aspectos genéticos e
epidemioldgicos envolvidos, sugerindo a identificagdo de grupos susceptiveis,

ligados a componentes ancestrais.

O modelo proposto neste trabalho, que hipotetiza a miscigenacao africana
como vetor de genes pigmentares, e que se manifestariam em mosaico na pele,
facilitados por elementos exdgenos, e participagcao de controle epigenético, deve
ser explorado para que se desvendem quais genes e suas regulacdes estejam

supostamente alterados no melasma.

A melanogénese depende da atividade integrada da unidade epidermo-
melanica e sofre influéncia de fibroblastos, endotélio e células inflamatérias. O
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melandcito seria o principal candidato ao mosaicismo proposto, que, submetido a
estimulo ambiental e alteragdo epigenética pela RUV, inflamagao, estresse,
medicamentos e hormoénios sexuais exdgenos, expressaria padrao tipo

checkerboard (mosaicismo tipo 2).

O sequenciamento genético e a identificagdo de SNPs entre melandcitos
de pele com melasma e adjacente, explorando genes do sistema pigmentar que
configurem diferengas ancestrais entre europeus, amerindios e africanos (p.ex.:
MC1-R, ASIP, OCA2, SLC24A5, SLC45A2, TYR, MITF, WIF-1 e H19, OPRM1 e
EGFR) pode ser o primeiro passo para essa confirmacdo. O dominio recente pelo
nosso grupo da cultura primaria de melandcitos da face a partir de diminutos

fragmentos de pele permitira esse experimento brevemente.

Estudos recentes que exploraram o genoma da pele com melasma e pele
sa adjacente o fizeram a partir de biépsias de pele total, que amostram em uma
proporgcao muito superior, os queratindcitos, em detrimento aos melandcitos,
fibroblastos, endotélio e células inflamatérias; o que limita a validade dos
resultados para essas populagdes minoritarias. A cultura primaria de cada uma
dessas populagcbes deve ser analisada separadamente para conclusbes mais

robustas.

Caso se confirmem as mutacbées em mosaico dos melandcitos, ou de
outros grupos celulares, o processo indutor de mutagao precisa ser elucidado, se
germinativo ou somatico. Um mecanismo discutido no mosaicismo epigenético
seria a incorporacdo de material viral ao DNA, perda de heterozigoze e,
especialmente, retrofransposons, ocasionando ativacdo ou silenciamento de um

gene. Todos esses fendbmenos ja foram descritos em humanos e a RUV poderia
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ser o indutor/promotor, como ocorre na carcinogénese cutanea.

Posteriormente, um modelo epidemiolégico para estudo da hipotese do
mosaico pigmentar ancestral pode ser idealizado a partir do exame dermatoldgico
de adultos provenientes de populagbes isoladas, geneticamente n&o
miscigenadas, como quilombolas, tribos indigenas e comunidades de pomeranios;
cuja prevaléncia da doenga deva ser menor que nas populagdes urbanizadas

miscigenadas.

Areas de melasma que regrediram espontaneamente foram identificadas
em 12% dos pacientes; ou, como ocorre no ano subsequente ao parto, em 6%
dos casos induzidos pela gestacdo; que também podem ser modelos para

explorar fatores ambientais e os genes regulatérios da doencga.

O estudo de anatomia comparada em animais que modificam sua
pigmentacgao durante o ciclo vital (p.ex.: cavalos tordilhos, appaloosas e pampas),
que apresentem mosaicos pigmentares (p.ex.: onga-pintada), ou da filogenética
da pigmentagdo em mamiferos devem substanciar o modelo proposto para

explicar as diferencgas fenotipicas encontradas no melasma.

A exclusividade do acometimento de areas fotoexpostas, a piora clinica
(extensdo e intensidade) apds a exposicédo solar e a efetiva prevencao do
melasma gestacional pelo uso de filtros solares séo indicadores da necessidade
de estudo do papel da RUV como indutora de mutagdes e controle epigenético da
pigmentacdo. Além disso, o papel das diferentes radiagdes UVA, UVB,

infravermelha e luz visivel deve ser avaliada.

Os cosméticos também sao apontados como desencadeantes do melasma.

Estudos com desenhos mais detalhados e investigacdo especifica a partir de
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patch-tests nesses pacientes, contribuiriam para avaliar o real impacto desses

produtos sobre a pele susceptivel e as principais substancias envolvidas.

Componentes ambientais devem ser explorados na patogénese do
melasma. Xenoestrogenos sdo substancias que se comportam como estrogénio,
embora diferentes quimicamente de substancias naturalmente estrogenicas
produzidas pelo sistema endocrino do organismo. Alguns exemplos s&do os
parabenos utilizados em log¢des, 4-metilbenzilideno canfora (cremes protetores
solares), Hidroxianisol butilado (conservante de alimentos). O estudo dos
xenoestrogenos sobre os genes da pigmentacdo e também sobre o complexo
epidermomeléanico seria importante, ja que queratinécitos da pele com melasma

apresentam maior expressao de receptores de estrogénio.

A investigacao do padrdao de segregacdo da doencga nas familias podem
indicar o perfil de componente genético envolvido, se um ou mais genes, e se

seguem comportamento mendeliano (p.ex: autossémico dominante).

A via de crescimento celular WNT foi recentemente implicada na
pigmentagdo cutdnea. E necessario investigar de forma comparativa a atividade
da via WNT e a expressao do seu inibidor (WIF-1) nos queratinécitos e

fibroblastos de pele sa e lesada, no melasma.

O gene H19 e seu produto miRNA-675, podem agir na regulagdo da
melanogénese a partir da interagdo com a caderina 11, com fungéao inibitéria do
gene MITF. Essa hipotese ainda carece de comprovagao de forma comparativa

na pele com melasma e adjacente.

O conhecimento de genes especificos alterados diretamente na pele com

melasma poderia sinalizar uma opcgao terapéutica definitiva a partir da terapia
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génica, do controle epigenético por drogas, interferéncia em vias ndo candnicas

da pigmentagao ou técnicas de remogéo e reparo do tecido afetado.

Abordagens cirurgicas ablativas, como a remoc¢éo da epiderme da face a
partir de dermoabrasdo ou por bolhas induzidas por succdo, visando a
substituicdo da unidade epidermo-melénica pelo repovoamento, advindo dos
foliculos, devem ser também validada, gerando menor risco de cicatrizes e

fornecendo maior niumero de melandcitos para cultura.

A incidéncia do melasma parece ter aumentado nos ultimos anos, o que
pode se dever a elementos externos, como a crescente exposi¢cao solar no lazer,
a pratica de esportes ao ar livre, em deslocamentos (automoével e transporte
publico), uso precoce e frequente de contraceptivos orais, cosméticos
alergizantes, antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina e a
progressiva miscigenagao da populacdo mundial. Se essas hipbteses estiverem

corretas, espera-se um progressivo aumento da sua incidéncia.

A investigacao dos diagndsticos de casos novos em servigo de referéncia,

com intervalo de uma geragéao, pode indicar essa tendéncia epidemiologica.

Do ponto de vista da prevengcao primaria, tornam-se cada vez mais
importantes medidas sanitarias baseadas em grupos de risco: mulheres jovens,
uso de CHO, gestantes, familiares de primeiro grau com melasma, areas de
grande irradiagao solar e populagdes miscigenadas. O incentivo a agdes efetivas
em adolescentes com perfil de risco para a doenga, como a fotoprotegéo rigorosa,
evitacdo da exposicdo a hormdnios sexuais exodgenos, estratégias para redugao
do estresse e tratamento precoce podem contribuir na reducédo da incidéncia ou

da gravidade da doencga.
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Nossos resultados preliminares sao intrigantes e motivadores para a
persisténcia investigativa quanto aos mecanismos de controle da melanogénese

alterados na pele afetada pelo melasma.
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6. APENDICES

Apéndice 1. Formulario semiestruturado: informagdes clinico-epidemioldgicas.

Formulario para coleta de dados
O Caso
O Controle Data:_ / [

“AVALIAGAO COMPARATIVA DA ANCESTRALIDADE EM MULHERES COM MELASMA FACIAL: UM ESTUDO
TRANSVERSAL.”

Dra. Maria Paula Barbieri D Elia
O Concordo em participar do estudo (Termo de Consentimento Assinado)

Nome: RG-HC: Data nascimento: _ / /
Telefone para contato: Escolaridade:
Profissdo: Exposicdo solar diaria:

Ascendéncia familiar referida: [] Europeia [ Africana [IIndigena [] Asidtica
Cor dos olhos: [1 escuro [ azul/verde Cor do cabelo: (I claro []escuro
AO TOMAR SOL SEM PROTEGCAO SOLAR:

Bronzeia a pele: [1sempre []asvezes []nunca

Queima a pele: [1sempre [J]asvezes []nunca
Fototipo de Fitzpatrick: L1 (11 TN 01V OV BV
Idade de inicio do melasma:
Usa FPS: [1sim [1ndao Qual FPS? Ha quantos anos:

Topografia acometida: [1zigoma [l frontal [Jglabela [Jnasal [J]labial superior []temporal
[Imento [Jmandibular [l parotideo [Joutro

Fator desencadeante: [ anticoncepcional hormonal [ terapia reposi¢ao hormonal [J
gestacdao [ exposi¢do solar [l outro

Histéria Familiar: [ ndo [1md&e/pai [lirm3os []primos []outro
Menarca: G_ P _C_A

Uso de anticoncepcional hormonal: [1sim [ ndo Qual? [Joral [injetavel [Joutro:
(ex: anel, DIU)

Tempo de uso de ACO:

Antecedentes pessoais:

Uso de medicamentos: [ sim [ ndo
Qual(is)?

Coleta de material: [1sim []ndo

Observagoes:
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Apéndice 2. Componente ancestral genético dos sujeitos.

- t EUR
AMER
________________________________________________ 1 AFR
0,877 ]
8
0,5=
8 . :
]
0,47 & § B o
0,27 9]
8
0,0
| 1
Controles Melasma

AMER - Amerindio; EUR - Europeu; AFR - Africano
Teste MANOVA (Pillai’s trace) p=0,04. (Componentes em Log1o)
Comparagéo post-hoc (Bonferroni): p(AFR)<0,01; p(EUR)=0,05; p(AMERIND)=0,86
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Apéndice 3. Matriz de dispersao entre os componentes ancestrais de casos e

controles.

Ancestralidade
Europeia

Ancestralidade
Amerindia

Ancestralidade
Africana

Ancestralidade Ancestralidade Ancestralidade
Europeia Amerindia Africana

Correlagao entre os componentes de ancestralidade (rho de Spearman).

Europeia Amerindia Africana
Europeia 1 -0,64* -0,78*
Amerindia 1() 0,15

*p<0,05; **p<0,01
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Apéndice 4. Curva ROC. Desempenho classificatéorio para a estimativa da

composicao ancestral genética vs referida: AFRICANA.

ROC Curve
10

0,3-

0,6-

Sensitivity

0,45

0,2-

0.0 T T T
0,0 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

AUC=0,79, sensibilidade 75%, especificidade 73%
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Curva ROC. Desempenho classificatério para a estimativa da composicao

ancestral genética vs referida: EUROPEIA.

ROC Curve
10
0,8
a, 0,6
=
=
uwn
|
@
0 0 4=
0.2-
0.0 T T T T
0,0 0.2 04 0,6 0.8 10
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

AUC=0,66, sensibilidade 83%, especificidade 46%
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Curva ROC. Desempenho classificatério para a estimativa da composicao

ancestral genética vs referida: AMERINDIA.

ROC Curve
10
0,8
a, 0,6
=
=
uwn
|
@
0 0 4=
0.2-
0.0 T T T T
0,0 0.2 04 0,6 0.8 10
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

AUC=0,54, sensibilidade 19% especificidade 91%
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Apéndice 5. Distribuicdes dos componentes ancestrais entre os fototipos.

BAFR
1007 WEUR
[ 1AMER
a0 S~ S o
~
~
~
N ~
B0
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8
Q
40 o o a o
o o S
(o] 0 g
8 -
20 - o
P -
\L— - - e — _ 8 _
D_
T T T T
[ mn Y, v

Fototipo (I-VI)

AMER - Amerindio; EUR - Europeu; AFR - Africano
Teste MANOVA (Pillai’s trace) p<0,01 (Componentes em Log1o)
Comparagéo post-hoc (Bonferroni): p(AFR)<0,01; p(EUR)<0,01; p(AMERIND)=0,01
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Apéndice 6. Modelo final logistico mulivariado.

Case Processing Summary

Unweighted Cases? N Percent
Included in Analysis 238 100,0
Selected Cases Missing Cases 0 ,0
Total 238 100,0
Unselected Cases 0 ,0
Total 238 100,0

a. If weight is in effect, see classification table for the total number of cases.

Dependent Variable EncodinL

Original Value Internal Value
Controles 0
Melasma 1

Categorical Variables Codings

Frequency Parameter coding
() 2) 3)
2 48 ,000 ,000 ,000
3 87 1,000 ,000 ,000
Fototipo (I-VI)
4 76 ,000 1,000 ,000
5 27 ,000 ,000 1,000
1 53 1,000 ,000
Escolaridade 2 86 ,000 1,000
3 99 ,000 ,000
Nao 128 ,000
Exposigao solar diaria
Sim 110 1,000
Nao 142 ,000
Histéria familiar (10 grau)
Sim 96 1,000
1 69 ,000
Gestou?
2 169 1,000
Néo 192 ,000
Antidepressivos
Sim 46 1,000
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Classification Table2P

Observed Predicted
Grupo Percentage
Controles Melasma Correct
Controles 0 119 ,0
Grupo
Step 0 Melasma 0 119 100,0
Overall Percentage 50,0
a. Constant is included in the model.
b. The cut value is ,500
Variables not in the Equation
Score df Sig.
Idade ,183 1 ,669
Fototipo 6,509 3 ,089
Fototipo(1) ,163 1 ,686
Fototipo(2) 4,949 1 ,026
Fototipo(3) ,042 1 ,838
HFMelasma1G(1) 25,211 1 ,000
Escolar 18,106 2 ,000
Escolar(1) 15,171 1 ,000
Step 0 Variables  Escolar(2) ,000 1 1,000
ExpSolar(1) 6,761 1 ,009
TempoACO 1,691 1 ,194
GESTOU(1) 4,592 1 ,032
AntiDepr(1) 2,695 1 ,101
CEMAfr 7,165 1 ,007
AntiDepr(1) by 12,917 1 ,000
HFMelasma1G(1)
AntiDepr(1) by GESTOU(1) 1,127 1 ,288
Overall Statistics 56,654 14 ,000
Omnibus Tests of Model Coefficients
Chi-square df Sig.
Step 63,372 14 ,000
Step 1  Block 63,372 14 ,000
Model 63,372 14 ,000
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Model Summary

Step -2 Log Cox & SnellR Nagelkerke R Square
likelihood Square
1 266,5662 ,234 ,312

a. Estimation terminated at iteration number 5 because parameter estimates changed by less than ,001.

Hosmer and Lemeshow Test

Step Chi-square df Sig.

1 1,739 8 ,988

Contingency Table for Hosmer and Lemeshow Test

Grupo = Controles Grupo = Melasma Total
Observed | Expected | Observed | Expected
1 21 20,289 3 3,711 24
2 19 19,019 5 4,981 24
3 17 17,272 7 6,728 24
4 15 15,301 9 8,699 24
5 13 13,445 11 10,555 24
Step 1
6 13 11,334 11 12,666 24
7 7 9,164 17 14,836 24
8 8 7,000 16 17,000 24
9 4 4,247 20 19,753 24
10 2 1,930 20 20,070 22
Classification Table?
Observed Predicted
Grupo Percentage
Controles | Melasma Correct
Controles 88 31 73,9
Grupo
Step 1 Melasma 36 83 69,7
Overall Percentage 71,8

a. The cut value is ,500
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Variables in the Equation

Wald df Sig. Exp(B) 95% C.l.for EXP(B)
Lower Upper
Idade ,591 1 ,442 ,986 ,952 1,022
Fototipo 5,659 3 ,129
Fototipo(1) 419 1 ,518 1,316 ,573 3,020
Fototipo(2) ,565 1 ,452 1,401 ,581 3,378
Fototipo(3) 2,083 1 ,149 ,390 ,109 1,401
HFMelasma1G(1) 10,609 1 ,001 3,041 1,557 5,937
Escolar 8,941 2 ,011
Escolar(1) 8,938 1 ,003 4,044 1,618 10,108
Escolar(2) 2,225 1 ,136 1,706 ,846 3,440
Step 1 ExpSolar(1) ,064 1 ,800 1,088 ,565 2,096
TempoACO ,942 1 ,332 1,021 ,979 1,066
GESTOU(1) 1,038 1 ,308 1,503 ,686 3,290
AntiDepr(1) 1,035 1 ,309 2,963 ,365 24,029
CEMAfr 7,342 1 ,007 1,038 1,010 1,067
AntiDepr(1) by 4,423 1 ,035 6,145 1,132 33,368
HFMelasma1G(1)
AntiDepr(1) by 2,894 1 ,089 ,139 ,014 1,351
GESTOU(1)
Constant 3,980 1 ,046 212

Casewise List?

a. The casewise plot is not produced because no outliers were found.
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Apéndice 7. Interagao entre uso de antidepressivo e historia familiar de melasma.

Grupo Antidepressivos

Melasma - IRER
Esim

Controles

Count

MEo Sim

Mao Sim
Historia familiar (1o grau) Historia familiar (1o grau)
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Apéndice 8. Analise de sensibilidade. Modelo final logistico multivariado sem as

imputacdes (N=180).

Case Processing Summar

Unweighted Cases? N Percent
Included in Analysis 180 75,6
Selected Cases Missing Cases 58 24,4
Total 238 100,0
Unselected Cases 0 ,0
Total 238 100,0

a. If weight is in effect, see classification table for the total number of cases.

Dependent Variable EncodinL

Original Value Internal Value
Controles 0
Melasma 1

Categorical Variables Coding_;s

Frequency Parameter coding
() 2 (©)]
2 41 ,000 ,000 ,000
3 67 1,000 ,000 ,000
Fototipo (I-VI)
4 54 ,000 1,000 ,000
5 18 ,000 ,000 1,000
1 36 1,000 ,000
Escolaridade 2 66 ,000 1,000
3 78 ,000 ,000
Nao 116 ,000
Exposigéo solar diaria
Sim 64 1,000
Nao 105 ,000
Historia familiar (10 grau)
Sim 75 1,000
1 54 ,000
Gestou?
2 126 1,000
Nao 142 ,000
Antidepressivos
Sim 38 1,000
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Classification Table?

Observed Predicted
Grupo Percentage
Controles | Melasma Correct
Controles 0 86 ,0
Grupo
Step 0 Melasma 0 94 100,0
Overall Percentage 52,2
a. Constant is included in the model.
b. The cut value is ,500
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 0  Constant ,089 ,149 ,355 1 ,551 1,093
Variables not in the Equation
Score df Sig.
Idade ,150 1 ,698
Fototipo 10,023 3 ,018
Fototipo(1) ,093 1 ,760
Fototipo(2) 6,451 1 ,011
Fototipo(3) ,089 1 ,765
HFMelasma1G(1) 20,157 1 ,000
Escolar 15,025 2 ,001
Escolar(1) 14,479 1 ,000
Step 0 Variables  Escolar(2) ,583 1 ,445
ExpSolar(1) 5,580 1 ,018
TempoACO 1,094 1 ,296
GESTOU(1) 4,076 1 ,044
AntiDepr(1) 1,331 1 ,249
CEMAfr 7,738 1 ,005
AntiDepr(1) by 12,870 1 ,000
HFMelasma1G(1)
AntiDepr(1) by GESTOU(1) ,798 1 ,372
Overall Statistics 51,210 14 ,000
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Omnibus Tests of Model Coefficients

Chi-square df Sig.

Step 60,274 14 ,000
Step 1  Block 60,274 14 ,000

Model 60,274 14 ,000

Model Summary
Step -2 Log Cox & SnellR Nagelkerke R Square
likelihood Square

1 188,9032 ,285 ,380

a. Estimation terminated at iteration number 5 because parameter estimates changed by less than ,001.

Hosmer and Lemeshow Test

a. The cut value is ,500

Step Chi-square df Sig.
1 4,808 8 ,778
Contingency Table for Hosmer and Lemeshow Test
Grupo = Controles Grupo = Melasma Total
Observed | Expected | Observed | Expected
1 15 15,656 3 2,344 18
2 15 14,428 3 3,572 18
3 14 12,983 4 5,017 18
4 13 11,368 5 6,632 18
5 7 9,997 11 8,003 18
Step 1
6 10 8,160 8 9,840 18
7 5 5,893 13 12,107 18
8 3 4177 15 13,823 18
9 3 2,518 15 15,482 18
10 1 ,820 17 17,180 18
Classification Table®
Observed Predicted
Grupo Percentage
Controles | Melasma Correct
Controles 64 22 74,4
Grupo
Step 1 Melasma 27 67 71,3
Overall Percentage 72,8
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Variables in the Equation

Wald df Sig. Exp(B) | 95% C.l.for EXP(B)
Lower Upper
Idade 2,760 ,097 ,961 ,917 1,007
Fototipo 6,486 ,090
Fototipo(1) 1,627 ,202 1,878 ,713 4,946
Fototipo(2) 3,273 ,070 2,607 ,923 7,360
Fototipo(3) ,446 ,504 ,598 ,132 2,703
HFMelasma1G(1) 6,585 ,010 2,801 1,275 6,150
Escolar 7,239 ,027
Escolar(1) 6,781 ,009 4,959 1,486 16,551
Escolar(2) ,265 ,607 1,240 547 2,815
Step 1% ExpSolar(1) ,162 ,687 1,191 ,508 2,795
TempoACO 1,278 ,258 1,030 ,979 1,083
GESTOU(1) 2,593 ,107 2,174 ,845 5,595
AntiDepr(1) ;310 578| 2,219 134 36,672
CEMAfr 6,800 ,009 1,049 1,012 1,088
AntiDepr(1) by 5,617 ,018| 13,080 1,560 109,651
HFMelasma1G(1)
AntiDepr(1) by 1,996 ,158 114 ,006 2,317
GESTOU(1)
Constant 1,256 ,262 ,362

Casewise List?

a. The casewise plot is not produced because no outliers were found.
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Apéndice 9. Anadlise de sensibilidade. Escalonamento multidimensional

demonstrando as proximidades (associagcbes) entre as variaveis do modelo

logistico final (N=238).

Derived Stimulus Configuration

Euclidean distance model

i 4g.ﬁ.fr Cad
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Dimension 1

Dados brutos, distancia euclidiana ao quadrado.
RSQ = 0,98; Stress =0,10.
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Apéndice 10. Associag&o da topografia zigomatica com o componente amerindio.

Derived Stimulus Configuration

Euclidean distance model

Imputation Number: 10
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Dimension 1

Distribuigdo do componente ancestral amerindio de acordo com a topografia

zigomatica dos melasmas
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Teste de Mann-Whitney; Z= -2,673; p<0,01
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Apéndice 11. Distribuicdo do numero de topografias faciais afetadas entre os

casos e a escolaridade.

1041

=

Numero de topografias afetadas

2

o=

I I I
Fundamental Médio Superior

Escolaridade

Teste de Jonckheere-Terpstra; J-T = - 3,36; p<0,01
Comparagao post-hoc (Dunnet T3): Fundamental vs Médio, p=0,45;
Fundamental vs Superior, p<0,01; Médio vs Superior, p<0,01

Distribuicdo do numero de topografias faciais afetadas entre os casos e a

escolaridade: mediana (p25-p75).

Fundamental Médio Superior
Mediana 3 3 2
p25 2 2 1
p75 6 4 3
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Apéndice 12. Distribuicdo dos componentes ancestrais em relacdo a

escolaridade.

. MAFR
BEUR
[]AMER
80 - _____B----""
8
50
o § .
404 Q ’
s}
o g e g
a
209 (8]
_8' - - - e
-
I I I
Fundamental Meédio Superior

Escolaridade

AMER - Amerindio; EUR - Europeu; AFR — Africano
Teste MANOVA (Pillai’s trace) p<0,01 (Componentes em Log1o)
Comparagéo post-hoc (Bonferroni): p(AFR)<0,01; p(EUR)<0,01; p(AMERIND)=0,05
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7. ANEXOS

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da FMB-UNESP.

FACULDADE DE MEDICINA DE = Plotaforma
BOTUCATU -UNESP »%gco:i

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO COMPARATIVA DA ANCESTRALIDADE EM MULHERES COM
MELASMA FACIAL: UM ESTUDO TRANSVERSAL.

Pesquisador: Maria Paula Barbieri D Elia

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versado: 2

CAAE: 19900013.4.0000.5411

Instituicdo Proponente: Departamento de Dermatologia e Radioterapia
Patrocinador Principal: SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 430.628
Data da Relatoria: 21/10/2013

Apresentagao do Projeto:
RESPOSTA A PENDENCIA.

Objetivo da Pesquisa:
Constante do Parecer 419.781

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Constante do Parecer 419.781

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Constante do Parecer 419.781

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os pesquisadores apresentaram a autorizagao da UFPA solicitada no parecer 419.781

Recomendacgdes:

Nada a recomendar.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sugiro aprovacgéo pelo CEP na reunido extraordinaria, que acontecera em 21/10/2013.

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br

Pagina 01 de 02

99



Ancestralidade em mulheres com melasma facial. Maria Paula Barbieri D'Elia

FACULDADE DE MEDICINA DE Plataforma
BOTUCATU -UNESP %oﬂl

Continuagéo do Parecer: 430.628

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto de pesquisa APROVADO em reunido extraordinaria do CEP de 21/10/2013. Ao final da execugéo do
projeto apresentar Relatério Final de Atividades.

BOTUCATU, 21 de QOutubro de 2013

Assinador por:
Trajano Sardenberg

(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli , s/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br

Pagina 02 de 02
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUGAO CNS n° 466/12)

Vocé foi convidada a participar de um projeto de pesquisa chamado “Avaliagdao
comparativa da ancestralidade em mulheres com melasma facial: em estudo transversal.”,
que pretende estudar se a origem familiar pode estar relacionada ao desenvolvimento de
determinado tipo de mancha na face denominada melasma.

A pesquisa consta apenas de algumas perguntas sobre caracteristicas da sua pele,
origem de sua familia, gestagdo e alteragbes hormonais. Depois, pediremos para fazer uma
raspagem da face interna da sua bochecha para realizar um exame que determina a origem de
sua familia: indigena, africana ou europeia, e o quanto de miscigenagdo houve. Todo o
procedimento ndo deve demorar mais de 10 minutos para ser concluido.

O material coletado serd armazenado no laboratério de biologia molecular do
Departamento de Patologia e podera ser utilizado em pesquisas futuras, sempre preservando a
sua identidade e seu desejo de participar dos estudos. Este material quando for reutilizado, sera
formalizado um novo Projeto de Pesquisa, bem como um Novo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido,a ser analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, e vocé sera
reconvocada para nova autorizagao do uso desse material.

O conhecimento dessas caracteristicas permite que sejam elaboradas novas hipoteses
sobre as causas, fatores desencadeantes e possiveis tratamentos dessa doenga da pele.

O procedimento ndo é doloroso, mas pode gerar um desconforto pela raspagem da sua
boca. Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, é seu direito e isso nao vai interferir com seu
tratamento ou preferéncia de agendamento médico.

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

Em caso de duvida entrar em contato com o comité de ética, fone:(14) 3880-1608 / 3880-
1609.

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:

Dra. Maria Paula Barbieri D’Elia Data: / / Assinatura:

Orientador: Hélio Amante Miot, Rua Magndlia, 400, Botucatu. Fone: (14) 3882-4922. E-mail:
heliomiot@fmb.unesp.br

Pesquisadora: Maria Paula Barbieri D’Elia, Rua Dami&o Pinheiro Machado, 930, Botucatu. Fone:
(14) 3814-2036. E-mail: mpbarbieri@yahoo.com.br
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Anexo 3. Painel dos 62 marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) de insercdo-delecdo (INDEL), validados para a
populagao brasileira. Incluindo a localizagdo de cada marcador no genoma reportando os alelos, o tamanho esperado de cada

amplicon e a fluorescéncia escolhida para compor o conjunto multiplex.

Num.rs Marcador Cromos.  Posigiao Alelo1/Alelo2 Amplicon Primer Corante
152307922 MID1726 1 38178337 [caagaactataat] 243256 T S AGG 3 PET
152308261 MID2070 1 59104261 [taca] 305312 O e RS NED
52307582 MID1386 1 221067572 [-/aaactattcatttttcaccct] 327-348 ;: 55 ’?ﬁﬁ ’T*é/f f\\%\égé ng JXE é%\g; viC
(525574 MID350 2 205324302 [ta] 102-105 P o S ST CCh CoA o PET
152308203 MID2011 2 103711267 [ctagal 192-197 syt PET
116653 MID216 2 185153341 [hatt] 226231 PRI AN NED
152308205 MID2013 2 192427899 ggé?;aggacifgﬁamamacaatg 280-326 eyl lbab e PET
52307828 MID1632 2 74780497 Mgtggtatal] 328-336 iy g,%%ﬁ%ﬁgﬁgﬁgﬁﬁégﬁgﬁgg 6-FAM
52307981 M1D1785 3 12001549 tig] 95.98 ;'_ g %%f\%TGGAT ?gﬁTATTi\TﬁgéTTng ?CT - NED
(52307644 MID1448 3 189561118 [atac] 162-165 Aot 6-FAM
54183 MID17 3 331718 [-taac] 197201 iy ?5':Ag/:\rTG(?(:ACA:(E,:ACJECC%AGATQAA;gAT A33 NED
51611095 MID1013 5 122973840 Hecag] 99-103 iy g?gﬁﬁ;ggﬂgg&gﬁgggﬁ% PET
(1611070 MID988 5 100678924 [t 149-153 A ool PET
51610875 MID789 5 9286377 agag] 161-165 i %’ﬁ%@ﬁfﬁ&gﬁgﬁggﬂ%’% A3 NED
52307799 MID1603 5 66724153 Htg] 234-238 Rl e O viC
oo oo s wew  fSwess g Cisemorccmosmes
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Continuagao

Num. rs Marcador Crom.  Posigao Alelo1/Alelo2 Amplicon Primer DYE
F-5' TTAATT CTT GAG GGC AGA GGA G 3'

rs1610941 MID856 5 62283289 [-/gaatctictaatcacaacgaagaaga] 256-282 R- 5' TAT TGT GCT CAT TTT CTG GGT C 3' 6-FAM
F-5' GCA ACA ACC AAG ACAAGG ATT 3'

rs140762 MID473 6 11581161 [-/aaatgtaa] 83-91 R-5' AAA ATG TTAAGC CTC CCC TGT 3' 6-FAM
F- 5'ATT GCC ATC ACT GTAATC TTG GT 3'

rs1160850 MID591 6 22854507 [-ttaa] 114-118 R- 5'AAT TAG AGT AGA AAAGCAGCTTCCA 3 6-FAM
F- 5TAAGTGAGATAATAAATGCGCTTGG3'

rs140847 MID558 9 12549927 [-cgtt] 311-315 R- 5'GTGGATACCTGTGGAGAGAAGAAA3Z! 6-FAM
F-5'TCC TTT CAG GTATCA GTC CCC 3'

rs2067186 MID1098 10 72466651 [-/aatcaatatt] 340-349 R-5'TGG AGA GAA GTG GGT AGATTTGA 3' NED
F-5'AGG AAACGG CAC TTATGACTTC 3'

rs2307976 MID1780 11 35294648 [-/gaa] 104-107 R-5'CGC AGA TAT TAG CCTGACCTTC 3' NED
F-5'AGT CTG ACC CTT CAT AAG CAAGA 3

rs2307666 MID1470 1 62055890 [gttac] 133-139 R-5' ATC CCA AAC AAC CACATAGGAG 3' NED
F-5'TTT GCT CCC ACA GCATTAGTC 3'

rs2308144 MID1952 15 40049495 [-/tcca] 96-100 R-5' AGT AAA CAAACG GCT GCA AGA 3' 6-FAM
F-5'CTC CCA AAG TGC TGG GAT TAC 3'

rs2067259 MID1172 16 2410877 [ggcct] 113-118 R-5' CAGCTTGTCTTGGTCAACTGC 3' vIC
F-5'GTG ACA GGC TTT ATAGGC CAAC 3'

rs1610864 MID778 16 68144755 [-/aat] 197-200 R-5'TTT ACC TGC TGT GGACTT GATG 3' VIC
F- 5AATGGACTGTGATTTTGGATTTG3'

rs2067270 MID1183 16 43065720 [-ftcag] 164-168 R- 5ATGAAGTTGACATGTGGGAATG3' PET
F- 5'GGTGTGATCAATTCCAACTGC 3'

rs16710 MID273 17 5404941 [-/caac] 137-141 R- 5'AAA GGA AAT CAC GTC TAA GTG ACC 3' 6-FAM
F- 5TTAGGTATACGGCAGAGGATGG 3'

rs25549 MID325 17 54492124 [-/aatg] 209-211 R- 5'CATGCACCTCCTTGGTTATGT 3' PET
F- 5AATTCCCAGGGATAACCACTCT3'

rs2307587 MID1391 17 17176824 [-/tacatatatcaatctataac] 218-238 R- 5'CCTGGCTCATAATTGGGTTTT3'! NED

1516383 MID93 22 25854689 [aga] 146-149 F-5 TGA CCC CAG TTA CTAATG AMAACC 3 viC

R-5'CACAGCTTTTTCTCCAGTGTTG 3'
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Continuagao

Num. rs Marcador Crom.  Posigao Alelo1/Alelo2 Amplicon Primer DYE
F-5'AAC TGG TCAAAATCT GCT CCAT 3'

rs140864 MID575 1 34666090 [-/ttc] 175-179 R-5'TAC GTG GAC CTAGCATTCCTCT3' NED
F-5'CAG AAG TAG GCT GACTGG TGT TT 3'

rs2307659 MID1463 1 77934148 [-ttat] 293-297 R-5'CAGAGTATCTGGGGC TTTTCAC 3 6FAM
F-5'TAC GGC TAG GCT ACAAGACCTC 3'

rs1160876 MID625 2 31342236 [-/cat] 115-118 R- 5" CACAAGGAGACAGAACTTCATCA 3' PET
F-5'AGA TTT GAT AGA AAT GCA GGAACC ¥

rs140770 MID481 2 63724924 [-lcaggtac] 283-290 R-5'GTA GTT GGG GAA GAG TGCAGAC 3 NED
F-5'TTG ATT GGG TGAGCATTATIT 3

rs16343 MID51 4 18100554 [-/tttat] 273-278 R-5'TTT GCATCT GTAGACTGG TTG G 3' VIC
F-5'GTATTAAGG TTT CCGGCC TCAC 3'

rs2067353 MID1271 5 105719772 [-/atttt] 144-150 R- 5" AAGATGAGAAAGCAGGTTTGGA 3' NED
F-5'GCT TACCTAGCA GGG TTGTTIGT 3'

rs2067263 MID1176 5 52479514 [-/aat] 149-152 R- 5" AAACTCCCAGTCCAAGGTGATA 3' VIC
F- 5'GGCGTAAAATTAAATACACAGGACA3'

rs2067141 MID1052 5 88239324 [-/acaa] 212-216 R- 5'GGCTGCATCTATAAGACACTTCATT3' NED
F-5'CACCGCTTCTTTGTATGGATAGTT3'

rs1611106 MID1025 5 18803448 [-/gttaa] 260-265 R- 5ATGCTTATTGAGGAAGCAGTCATAG3' PET
F-5'AAC CAA GTT CTA GCC ATA TGG AAC3'

rs16635 M1D196 6 100433948 [-cat] 112-115 R-5'AAA GCT TCA GTG AATTCC AAG G 3' VIC
F-5'CAC TAC TGA GAT GCTTTCACCAA 3

rs2308115 MID1923 6 13185905 [-/tga] 134-138 R- 5 CCTTTCCTGTACGTGCTTCTTT ¥ 6FAM
F-5'TTT GTG TGT GTG TGT GTG TGT G 3'

rs2307912 MID1716 6 84275361 [-/aga] 182-186 R- 5' ACCTCAGCATCACCAGAAGAGT 3' VIC
F- 5' AGACACATGGAGGAAAGACCAT 3'

rs140783 MID494 6 8388809 [-/cgatgcatct] 227-236 R-5'TGT TAC GGA AAT CAC AAG AACG 3' NED

151610996 MID913 6 39865711 [-/aaagtgaaatical 331-344 F-5 CTA GAATGT CAA GAC CTG GGATG 3 NED

R-5'TGG CCT TTG ATT GGA TAT GAG 3'
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Continuagéo

Num. rs Marcador Crom.  Posigao Alelo1/Alelo2 Amplicon Primer DYE
F-5'AAA GGC AGA TTT AGG GAC CAC 3'

rs16654 MID217 7 140766058 [-/ata] 171-174 R-5'GGA TGA AGG GGA AAAAGT ATGA 3' PET
F-5'GACTCTTTTCCTTGACCCTTCA 3

rs1160871 MID619 7 28158757 [-/tctt] 198-201 R- 5'GAG AGG TAG AGG GAG TTT GGG 3' 6FAM
F-5'CAT TGATGT CTATTT GCC TTT GAG 3'

rs140765 MID476 9 19639579 [-/aga] 167-170 R-5'TTC CTA GGG CTG GAG TTACTGA3' 6FAM
F-5'CTC CATTCT TTCAGC CAACTCT 3

rs1160910 MID682 9 67940083 [-/aaag] 173-176 R-5' CAA AGC ACT TCA TGG AAT TAAGG 3' vIC
F-5'AAA GGC CAT GCC AATAATTTTC 3'

rs1160894 MID660 10 17295939 [-/cat] 109-112 R-5'ATG GCA AGTCAT TCAATCCTTC 3' NED
F-5'TTT AGT GTG CCT CCT TCAAACA 3

rs140857 MID568 13 74794171 [-/aca] 201-204 R-5'GGG TGA GTT GTT GAG TGTGAG T 3' PET
F-5'TTATAC CTG CAAAGT GGG CATT 3'

rs2307553 MID1357 14 60159869 [-/tgac] 95-99 R- 5'GTTCCAGCAAACAGAACACAAG 3' 6FAM
F-5'GTGATGTTTTCACAAGCAGGAA 3'

rs2307880 MID1684 14 18692312 [-/aggtgg] 157-163 R-5TCATCC ATG TCTATG TCT TCAGC 3' 6FAM
F-5'AAT GAG ATT GCCAGC TTTCCTA 3

rs16416 MID132 15 3527138 [-/acag] 190-194 R-5'CCA CCC ACAAAATTG GAC ATA 3' NED
F-5' AGA GCC AGT TAG AGG GAG GAT G 3'

rs1610902 MID818 16 2415015 [/gtctggggagcetgttctetaceec] 222-245 R-5' GAA CGA GAG TGC GAA CCA AAT 3' 6FAM
F-5'CGG TTC AGT CTT GATTGT GCTA 3'

rs2067271 MID1184 16 68111678 [-ftgtgcagatg] 243-253 R-5'TCC AAT TCT CTC CTG CAAAACT 3' PET
F-5'AAA ACC TTG TGG TCT GTA ATG AGG 3'

rs25546 MID322 17 12704466 [-/aaat] 117-121 R-5'CAG CCC TGG GTT ATTATT CTTATT T3 NED
F-5'TCT TTC TGC CAATGA CTT CTAGC 3'

rs16712 MID275 17 65454902 [-/acact] 210-215 R-5'ACA AAC TGACTG ACTTCC ACGA3' 6FAM
F-5'AAAAAC ACC CTTTGC TGAAGTC 3'

rs2307554 MID1358 5 35502077 [-/agaatgacttcattctg] 235-252 R-5'ACA GAC GCC AGG AAT TTT CTAT 3' VIC
F-5'CTC CCT GCT GAT ACC GTC TATAA 3’

rs16432 MID152 20 2192651 [-/eggcagtgg] 255-263 R-5' GGA GGC AGA AGT CCAGAGATAC 3 6FAM
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