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PREFACIO

As dermatoses compreendem um grande nimero de doengas dentro da medicina e o alto impacto
na vida dos pacientes me impulsiona a compreendé-las e, assim, auxilid-los no entendimento e também,
na possivel cura. No intercurso desta especialidade t&o rica, deparei-me com doengas raras como as
ictioses; potencialmente incapacitantes como hanseniase; graves como 0 melanoma; e habituais ao
consultério como acne, melasma. Todas devem ser igualmente valorizadas.

A pele é nosso espelho para 0 mundo, revelamos nela muito do que nos preenche. As dermatoses
estdo intimamente relacionadas ao nosso estilo de vida, aspectos psicolégicos e todos os cuidados com a
saude. A valorizacdo das doengas dermatologicas, da mais simples para a mais complexa, advém da
preocupagdo com o bem-estar dos individuos e da beleza da multiplicidade.

O estudo de modelos fisiopatoldgicos das dermatoses humanas ainda é um desafio. A pele é um
6rgéo complexo que nao € facilmente reprodutivel, aliar bioética a um modelo adequado permanece em
desenvolvimento. Mostraremos a complexidade do tema e a nossa busca, nas primeiras paginas do texto.
Os modelos de cultura organoide cutanea revelam um potencial para estudo das doengas dermatolégicas
e sera explorado na nossa pesquisa da indugdo de melanogénese.

A pele com suas variadas fungdes, depende de um modelo que mantenha as diversas interacdes
entre 0 meio externo e interno. Diversas doengas dermatoldgicas estdo implicadas nas alteragbes
pigmentares e, exploramos mais especificamente uma das mais comuns, 0 melasma.

O melasma, apesar de restrito a pele, impacta negativamente a vida dos pacientes. A localizagdo
preferencial da face gera sofrimento e recolhimento social dos individuos. Dito isso, a escolha do tema é
de grande relevancia para a sociedade.

Detalhamos ent&o, na revisao de literatura, o potencial das culturas organoides cutaneas para
estudo da melanogénese; toda a histéria e os pontos a serem elucidados no melasma além das
perspectivas que nossos resultados alcangam.

Nosso trabalho, elaborado em duas etapas, gerou dois artigos cientificos. No primeiro, um modelo
de cultura organoide primaria cuténea, de baixo custo, poderd ser reproduzido para geragdo de
conhecimento no estudo com a pele. O primeiro artigo esta aprovado para publicag&o nos Anais Brasileiro
de Dermatologia. No segundo, utilizando este modelo de cultura padronizado, avaliamos os diferentes tipos
de radiagao (UVB, UVA e luz visivel) na pele com melasma e normal adjacente e revelamos os resultados
e aplicabilidade préatica da nossa pesquisa.

A limitag&o terapéutica do melasma motivou-nos a explorar a interagéo entre a pele e 0 meio
externo. Como o estudo da irradiag&o da pele com melasma seria antiético, optamos pelo desenvolvimento
de um modelo que possa responder questdes ligadas ao estudo de uma dermatose altamente frequente

na nossa populagéo e transcender todo o aprendizado para a pratica, mostra a relevancia do trabalho.
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1. RESUMO

FUNDAMENTOS: Melasma ¢ hipermelanose crénica, focal, adquirida decorrente de patogénese nao
totalmente compreendida, resultado da altera¢édo funcional e arquitetural dos melandcitos. A predisposi¢ao
genética, aspectos hormonais e exposi¢do a radiacdo solar sdo os elementos mais associados ao
desenvolvimento da doenga e essenciais para entendimento da fisiopatologia. E bem estabelecida a
relacdo entre a exposi¢ao a radiagdo solar e a piora do quadro, entretanto, o efeito independente do UVB,
UVA, assim como a atuagao da luz visivel (LV) sdo pouco estudados.

OBJETIVOS: Padronizagdo de um modelo de cultura organoide cutdneo primario para estudo da
melanogénese da pele com melasma e pele normal adjacente, a irradiagdo com diferentes comprimentos
de onda (UVB, UVA, LV).

METODOS: Etapa 1: Amostras de pele da regido retroauricular (punch 3mm), de 10 voluntérios foram
seccionados longitudinalmente, e cultivados em meio DMEM segundo protocolo estabelecido por Ayres,
para padronizac&o de viabilidade e dosimetria das radiagdes induzindo melanogénese. Um dos fragmentos
foi irradiado e o outro mantido ao abrigo da luz por 72h. Foram avaliados aspectos morfoldgicos e
arquiteturais da histologia (H&E e Fontana-Masson) e por rt-PCR para comparagdo da expressdo
quantitativa de gene constitucional (GAPDH) entre as peles recém-coletadas e as cultivadas. Foram
padronizadas as doses de radiagdo e tempo de cultura que promovessem viabilidade da amostra e aumento
de 10% na intensidade de pigmentagdo da camada basal.

Etapa 2: Amostras de pele facial com melasma e normal adjacente (distAncia menor que 2cm), de 22
voluntarios foram acondicionadas em meio de cultura DMEM: um fragmento ao abrigo da luz e a outra
exposta as radiagdes (UVB, UVA ou LV), segundo a padronizagéo prévia. A pigmentagdo melénica induzida
pelas radiagdes foi avaliada, na camada basal, pela coloracdo de Fontana-Masson. Os valores das
intensidades de pigmentacdo melénica das amostras foram comparados entre os grupos (UVB x UVA x
LV), entre os procedimentos (irradiado x ndo-irradiado) e entre as topografias (melasma x normal adjacente)
por modelo linear generalizado de efeitos mistos.

RESULTADOS: No processo de padronizagéo, as doses de UVB, UVA e LV (luz azul) indutoras de
melanogénese diferencial foram: 166mJ/cm2, 1,524J/cm? e 40J/cm2. Houve manutengdo arquitetural e a
expressao de GAPDH nao diferiu entre a amostra de pele recém-coletada e a cultivada por 72h. Na fase
de comparacao, houve melanogénese no melasma e na pele normal adjacente apos todas as irradiagdes
(p<0,01), sem diferenca entre as topografias (p=0.66). Apds ajuste para o fototipo, houve aumento na
granulagdo da melanina somente apds a irradiagdo com UVA e apenas na pele com melasma (p<0,01).
Entretanto, a maior proeminéncia dos dendritos ocorreu apenas na pele com melasma para irradiagao com
UVB e para LV (p<0,01), sem diferenga entre UVB e LV.

LIMITACOES: Estudo em cultura de pele, dissociada da regulagdo hormonal, neural e vasomotora do
organismo, e avaliagdo do efeito das radiagdes de forma independente.

CONCLUSAO: Padronizou-se cultura organoide primaria de pele, com sobrevida de 72h, manutengéo das
propriedades melanogénicas e resposta as diferentes radiagdes. Explorou-se o papel melanogénico de
UVB, UVA e LV no melasma comparada a pele normal adjacente, fundamental no desenvolvimento de
novas terapéuticas e a otimizag&o da fotoprotegao na doenca. Este modelo pode fundamentar estudos em
fotobiologia, fotoprote¢éo e regulagao da melanogénese.

Palavras-chave: Fotobiologia, Melasma, Cultura organoide, Ultravioleta, Luz visivel.
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ABSTRACT

FUNDAMENTALS: Melasma is chronic hypermelanosis, focal, acquired due to pathogenesis not fully
understood, resulting from the functional and architectural alteration of melanocytes. Genetic predisposition,
hormonal aspects and exposure to solar radiation are the elements most associated with the development
of the disease and essential for understanding the pathophysiology. The relationship between exposure to
solar radiation and worsening of the condition is well established, however, the independent effect of UVB,
UVA, as well as the action of visible light (VL) are poorly studied.

OBJECTIVES: Standardization of a primary cutaneous organoid culture model to study melanogenesis of
skin with melasma and adjacent normal skin to irradiation with different wavelengths (UVB, UVA, VL).

METHODS: Step 1: Skin samples from the retroauricular region (punch 3mm) from 10 volunteers were
longitudinally sectioned and cultured in DMEM medium according to the protocol established by Ayres, for
viability standardization and radiation dosimetry inducing melanogenesis. One of the fragments was
irradiated and the other kept in the dark for 72h. Morphological and architectural aspects of histology (H&E
and Fontana-Masson) and rt-PCR were evaluated for comparison of quantitative constitutional gene
expression (GAPDH) between newly collected and cultured skins. Radiation doses and culture time that
promoted sample viability and a 10% increase in basal layer pigmentation intensity were standardized.

Step 2: Samples of melasma and adjacent normal facial skin (distance less than 2cm) from 22 volunteers
were placed in DMEM culture medium, one fragment protected from light and the other exposed to radiation
(UVB, UVA or VL), according to previous standardization. Radiation-induced melanic pigmentation was
evaluated in the basal layer by Fontana-Masson staining. The values of the melanin pigmentation intensities
of the samples were compared among the groups (UVB x UVA x VL), between the procedures (irradiated x
non-irradiated) and between the topographies (melasma x adjacent normal) by generalized linear mixed
effects model.

RESULTS: In the standardization process, the doses of UVB, UVA and VL (blue light) inducing differential
melanogenesis were: 166mJ / cm? 1,524J / cm? and 40J / cm? There was architectural preservation, and
GAPDH expression did not differ between the newly collected skin sample and the one cultivated for 72h.
In the comparison phase, there was melanogenesis in the melasma and adjacent normal skin after all
irradiations (p <0.01), with no difference between topographies (p=0.66). After phototype adjustment,
melanin granulation increased only after UVA irradiation and only in melasma skin (p <0.01). However, the
highest prominence of dendrites occurred only in skin with melasma for UVB and VL irradiation (p <0.01),
with no difference between UVB and VL.

LIMITATIONS: Study in skin culture, dissociated from the hormonal, neural and vasomotor! regulation of the
body, and evaluation of the effect of radiation independently.

CONCLUSION: Primary organoid skin culture was standardized, with 72h survival, maintenance of
melanogenic properties and response to different radiation. It was explored the melanogenic role of UVB,
UVA and VL in melasma compared to adjacent normal skin, fundamental in the development of new
therapies and the optimization of photoprotection in the disease. This model can substantiate studies in
photobiology, photoprotection and regulation of melanogenesis.

Keywords: Photobiology, Melasma, Organoid Culture, Ultraviolet, Visible Light.
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2. REVISAO LITERATURA

2.1 Modelos de cultura de pele

Culturas celulares humanas primérias (removidas diretamente dos pacientes) ou de
linhagens comerciais (p.ex. HaCaT) sdo utilizadas em pesquisa fisiopatoldgica, farmacolégica ou
de resposta a estimulos especificos. Isso se deve a relativa disponibilidade de tecido e a facilidade

dos cultivos em meios adequados por mais de sete dias."

Apesar da homologia com os tecidos humanos, as culturas de linhagens celulares nao
contemplam a interagédo entre os diferentes tipos celulares que interagem na pele (p.ex. unidade
epidermo-melénica). Sistemas comerciais de culturas celulares multiplas (p.ex. pele 3D:
queratinocitos, melandcitos e fibroblastos) sdo propagadas como uma solugdo para perceber a
interacdo entre as células da pele, como uma estrutura mais realistica do tecido. Entretanto, as
linhagens sao usualmente de doadores diferentes, com padrdes de replicagéo algo diverso do que
se encontra no tecido, também, ndo apresentam endotélio, células dendriticas, células de Merkel
que, mesmo sendo pouco numerosas no tecido, podem oferecer alguma interagéo relevante,

dependendo do fendmeno estudado?3

As culturas organoides primarias sdo cultivos teciduais que mantém as caracteristicas
arquiteturais e as principais relagcdes entre os diferentes tipos celulares, além da matriz
extracelular. Apresentam a vantagem adicional de poderem ser amostrados a partir da pele normal

e da pele com doenga do mesmo hospedeiro, favorecendo a comparagao entre os locais. !

Culturas organoides, porém, sédo mantidas fora da interagdo com o organismo, sem
estimulos térmicos, neurolégicos, hormonais, imunitarios e sofrem hipéxia, o que penitencia suas
propriedades teciduais em fungédo do tempo. Ha ampla literatura que discute a viabilidade em
meios liquidos, quanto a temperatura e tempo de cultivo. Esses aspectos serdo discutidos

posteriormente.

2.2 Melasma

O melasma € hiperpigmentacdo cutanea crénica adquirida frequente, que afeta milhdes
de individuos no mundo, na maioria, mulheres adultas.45 E caracterizado, clinicamente, por
maculas hipercrémicas, comumente simétricas, de colora¢ao castanho-acinzentada a enegrecida,

com limites irregulares e precisos nas areas fotoexpostas, como a face e colo. O acometimento



17

facial predomina e relaciona-se diretamente com a diminui¢do da qualidade de vida dos pacientes
afetados.

Os primeiros registros da doencga na literatura cientifica datam do periodo Hipocratico
(470-360 a.c), em que o termo estava atrelado a diferentes pigmentagdes ocorridas ap6s
fotoexposi¢do.” Apesar do antigo conhecimento da doenga, questionamentos permanecem sem
elucidagéo e fomentam numerosas pesquisas na comunidade dermatoldgica.

A palavra melasma tem origem grega “melas” e significa negro, assim como o termo
cloasma, também derivado do grego “cloazein”, que significa esverdeado. Atualmente, o primeiro
termo € o ideal para referéncia a doenca dada a maior semelhanga com a apresentagéo clinica.8

O melasma acomete, principalmente, mulheres em idade fértil com diminuigao progressiva
da prevaléncia a partir da menopausa.> Existem poucos relatos na literatura de acometimento na

inféncia (criangas andinas) e, casos em homens sdo menos comuns e menos estudados. -1

DIAGNOSTICO

Clinicamente, melasma caracteriza-se como maculas hipercromicas acinzentadas a
acastanhadas, em sua maioria, simétricas com limites irregulares e precisos na face, tronco e
membros superiores. As lesdes sao assintomaticas, recidivantes e, ndo raro, refratarias aos
tratamentos. Dessa forma, classificagdes foram propostas para otimizar os estudos e a resposta
terapéutica.b

A face € o local mais acometido e a hiperpigmentacdo pode ocorrer em todas as
subunidades faciais. Muitos autores dividem-na de acordo com a localizagédo: centro-facial, malar
e mandibular, ou a combinagdo dos padrdes.’? No entanto, outros autores, preferem uma
classificagdo objetiva (Figura 1): central, periférico, combinado e extra-facial.'" Tamega e

colaboradores demonstraram ser o padrao combinado o mais comum, seguido do centro-facial.!

O acometimento extrafacial: tronco, membros superiores, e regido cervical ocorre, na
maioria, nas pacientes pds menopausa (14,2%) em contraponto com pacientes na idade fértil
(3,5%).13

Dermatologistas treinados facilmente fazem o diagnéstico baseado no exame clinico, no
entanto, diferenciais devem ser levantados em casos atipicos, como: efélides, melanose solar,
hiperpigmentagao pos-inflamatoria, queratose seborreica plana, liquen plano pigmentoso, nevo de
Ota, nevus spillus, ocronose exdgena, lentigo solar, manchas café-com-leite, hiperpigmentacédo
exogena, poiquilodermia de Civatte, eritromelanose folicular facial; para a adequada condugao do

caso.™4
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Figura 1. Foto clinica realizada com sistema Visia© de paciente com melasma facial
acometendo regido frontal, zigomatica, bucal, nasal, supralabial e mento (arquivo do

pesquisador).

Para auxilio diagndstico, a lampada de Wood (340-400nm luz UV) pode ser utilizada.
Alguns estudos associavam os padrdes observados com a aplica¢éo da ldmpada de Wood com a
profundidade do pigmento (grénulos de melanossomas) e dividiam a doenga em quatro tipos:
epidérmico, dérmico, misto e inaparente.> No entanto, a pouca correlagdo histolégica colocou-a
em desuso. Atualmente, é empregada para revelar os limites lesionais e predizer a resposta aos
tratamentos. Deve ser utilizada anteriormente a realiza¢do de luz intensa pulsada e procedimentos
ablativos da face, para revelar lesdes subclinicas e, eventualmente, contraindicar o
procedimento. 6

A analise histopatologica em um estudo com 56 pacientes coreanos observou diferentes
padrdes entre a pele com melasma e pele ndo acometida. Em 52 de 56 (93%) das amostras a
pele com melasma apresentava moderada a intensa elastose solar, enquanto 39 de 56 (70%) da
pele ndo acometida apresentavam leve a moderada elastose solar, revelando maior

comprometimento da pele com a doencga. Na pele com melasma houve maior elastose solar, maior



19

volume dos melandcitos; na quantidade de melanossomas e na sua distribuicdo. Em relagéo a
presenca de melandfagos dérmicos, apenas 7% apresentaram maior quantidade de melanina
dérmica no melasma.'0

Outro fenémeno descrito mais frequentemente no melasma que na pele normal adjacente
é a projecdo dérmica de melandcitos da camada basal, o que se chamou de melanécitos em
péndulo. A fungao do melanécito em péndulo na pigmentagao ou na manutengéo da discromia no
melasma esta em investigacdo. As figuras 2 e 3 demonstram as principais alteragbes

histopatolégicas do melasma.
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Flgura 2. A e B. Melandcitos em pendulo C. Prollferagao vascular (CD34+) na derme superficial;

D. Mastécitos perivasculares na derme superficial (Azul de toluidina) (Arquivo do pesquisador).
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Figura 3. Verhoeff: Acimulo de material elastotico mais proeminente na derme superficial do

melasma (A), que na pele normal adjacente (B) e retroauricular (C). Picrossirius red-
Fragmentagao progressiva do coldgeno na derme superficial do melasma (D),
pele adjacente (E) e retroauricular (F).

Na dermatoscopia (Figura 4), técnica ndo invasiva e rotineira ao dermatologista, as
seguintes caracteristicas apresentam-se: pseudorede reticular, pigmenta¢cdo marrom claro a
escuro com preservacgao perifolicular, pontos ou glébulos cor marrom, aumento de vasos e

telangiectasias. '
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Figura 4. Dermatoscopia (aparelho Heine delta 20T, aumento de 10x) do melasma evidenciando
pontos marrons (a), ponto acinzentado intrafolicular (b), areas vermelho-claras homogéneas (c),
telangiectasias (d), pigmentagdo marrom-acinzentada perifolicular (€), granulosidade azul

acinzentada perifolicular (f), hipopigmentagao perifolicular (g).

A microscopia confocal € técnica inovadora que permite a visualizagdo em tempo real da
pele e resultados semelhantes a histopatologia. Diferentes alvos sao observados e, a melanina,
€ um dos principais, facilitando o estudo da doenca pela técnica. Em estudo de Costa e
colaboradores melandcitos ativados foram visualizados na parte superior das camadas

epidérmicas, além de padrao em “favo de mel” na pele com melasma.'”

EPIDEMIOLOGIA

O conhecimento sobre o perfil das doengas dermatoldgicas em uma determinada regiéo
€ indispensavel para a adogdo de estratégias na area da saude. Em 2018, um estudo da
Sociedade Brasileira de Dermatologia levantou o perfil nosolégico das doengas dermatoldgicas e,
entre 9629 atendimentos, melasma alcangou o sétimo lugar, atrds de dermatoses como: acne,
fotoenvelhecimento, cancer de pele ndo melanoma, queratose actinica, micoses superficiais e
psoriase. O total de 3,7% das consultas de melasma realizadas no periodo mostra a relevancia
do tema.'8

No mesmo estudo de 2018, melasma apareceu como segunda queixa das pacientes entre
25-59 anos, com 6,6% do total, corroborando a faixa etaria de comprometimento da doenga nos

pacientes. 18
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A exata incidéncia da doenca € desconhecida por fatores diversos: baixo nimero de casos
na populacdo estudada, desinteresse no levantamento de dados, dificuldade para analise de
populagdes miscigenadas, migragdes € heterogeneidade dos individuos acometidos.

A doenca afeta, preferencialmente, mulheres no periodo fértil entre 30-55 anos e
permanece ativa em torno de 10 anos.'® Em geral, homens perfazem 10%, chegando a 25% na
populagdo indiana.’® No Brasil, em 2013, em um estudo envolvendo 515 pacientes na
Universidade no campus de Botucatu, Sao Paulo, afetava 34% das mulheres e 6% dos homens.20

A composicdo étnica é variada, mas predomina nos asiaticos (japoneses, coreanos,
chineses), indianos, paquistaneses, africanos, hispanicos-americanos e brasileiros.* Em estudo
europeu com pacientes latinos, reforgou-se a tendéncia de outros estudos, em que a doenca
acomete mais esta faixa da populag&o.?!

Os fototipos IlI-V da escala de Fitzpatrick séo os mais atingidos em estudos mundiais, no
entanto, um estudo brasileiro realizado na Universidade do Rio Grande do Sul, revelou uma taxa
maior de acometimento nos fototipos Il e IV, perfazendo um total de 56%.'3 Os pacientes
habitantes dos meridianos sé@o afetados com maior gravidade, provavelmente pela exposicao

intensa a radiag&o.

FATORES DE RISCO

Os agentes causais da doenca ndo sdo totalmente conhecidos, e contribuem de forma
combinada, fazendo com que a analise seja extremamente complexa. Os desencadeantes
principais sao: radiagao solar, gestacédo, uso de contraceptivos e outras alteragdes hormonais;
enquanto outros agem tanto como desencadeantes quanto agravantes: radia¢do solar, gestacéo,
cosmeéticos, fatores estressores fisicos e psicologicos. Destes, os fatores mais referidos séo a

exposi¢ao a radiagdo UVA/UVB com 44,4% e gestacdo com 24,2%.13

A existéncia de lesdes somente nas areas fotoexpostas fortalece a hipotese da
participagéo da radiagdo solar na patogénese. Além da existéncia de similaridade nas alteragdes
histopatoldgicas na pele com melasma e na pele com alteragdes crénicas da radiagdo UV.22 A
exposigao solar prolongada estimula diretamente a produgéo de fatores melanogénicos pelos

melandcitos e indiretamente nos queratinocitos e derme superficial. 2223

A relagdo com a gestacdo é bem estabelecida. A doenga acomete em torno de 10-25%, e
pode ter inicio ou agravar-se com a gestacao, com curso indefinido apos sua resolugdo. Na maioria

dos casos, a doenga permanece em menor intensidade.232¢ Uma das hipoteses é a maior
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circulagdo de estrdgeno, progesterona e horménios estimuladores de melandcitos, principalmente
durante o terceiro trimestre.5.23

A incidéncia elevada da doenca na gestacao torna indispensavel a correta orientagéo das
gestantes sobre a prevencdo. O uso de métodos de barreira (chapéus, roupas protetoras) e
protecdo solar adequada é primordial. A fotoprotegdo, sem acréscimo de outros tratamentos,
quando corretamente realizada, € suficiente para evitar o aparecimento e diminuir a intensidade

da doenga.?

O percentual de pacientes com histéria familiar positiva é variavel, porém muito importante
na doenga. Em estudo com 76 pacientes de Porto Rico, houve 21% de positividade para historia
familiar; enquanto em outro estudo, realizado em nove paises, 48%. Neste Ultimo estudo,
individuos com fototipos I-Il apresentavam menor relagéo positiva, 38%, em comparagéo a 57%

nos fototipos Ill-V.15.28

Em estudo realizado na cidade de Botucatu-SP (Brasil), foi identificada associagdo de
melasma e ancestralidade genética africana, diferentemente da europeia. Uma das hipéteses é de
que a pele com melasma é similar na histologia a pele com fototipos altos.2” Além disso, a
ancestralidade indigena tem forte influéncia no desenvolvimento da doenca, que explica a elevada

frequéncia da doenga em paises latinos.28

Em um estudo com 686 individuos em 68 familias brasileiras, o padréo de segregacéao
demonstrou um perfil de gene dominante associado a fatores de exposi¢cdo como: radiagéo solar,

uso de anticoncepcionais, gestacao, uso de produtos irritativos.2

O uso de contraceptivos consta como fator contribuinte, entre 8-34%. Acredita-se que os
anticoncepcionais orais combinados atuam como desencadeante e agravante da doenga pela

atuacgéo do estrégeno, assim como, altera¢des hormonais do ciclo menstrual.?

FISIOPATOLOGIA E MELANOGENESE
A melanogénese da pele com melasma n&o esta completamente elucidada, no entanto,
sabe-se que a pele acometida apresenta mdltiplas diferengas estruturais e funcionais

dermoepidérmicas (Figura 5).
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A epiderme revela melanossomos em maior numero e mais maduros, melandcitos
aumentados de tamanho com prolongamentos dendriticos proeminentes.30 A avaliagédo histolégica
confere a pele com melasma hiperpigmentagao em todas as camadas da epiderme, segundo Kang

e colaboradores.0
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Figura 5. Melanogénese complexa e dependente de estimulos dérmicos e epidérmicos.3!

A alterac@o ocorre também a nivel funcional com atuacéo de diversos fatores regulatérios
hormonais; adesao e agressao celular.2 Para a compreenséo correta da fisiopatologia da doenga,
nao so6 o entendimento morfoldgico mas a alteragao funcional é necessaria, pois nelas residem as

complexas interagdes entre os fatores causais e a expressao da doenga.

O mais importante estimulo melanogénico é o horménio estimulador de melandcitos tipo
alfa (aMSH) que esta hiperexpresso no epitélio com melasma, e que se liga a proteina
transmembrana conhecida como receptor melanocortina 1 (MC1R), também hiperexpressa no
melasma. MC1R foi o primeiro gene descoberto em humanos para caracterizagdo da cor da pele,

controlando o tipo de melanina a ser produzida e regulando a pigmentagéo cutanea. O MC1R é
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importante para o controle da quantidade de eumelanina e feomelanina nos melanossomas. E o

maior responsavel pelo fenétipo da pigmentagéo.®

MC1R apresenta alto polimorfismo, dessa forma, sua expressao é extremamente variada.
A mutacao Val92Met do MC1R foi associado ao melasma em um estudo com populagao Javanesa

com fototipo 1V, revelando a importancia deste gene.33

A porcao dérmica apresenta elastose solar evidente e proliferagéo vascular aumentada,
sem a confirmag&o de aumento no nimero de melandcitos. Ha elevagao de citocinas inflamatérias
(IL17,INOS, endotelinas), receptores de estrégeno e fatores de crescimento, comprovando que a

derme, apesar de néo ter atuagdo evidente na pigmentacao, influencia na regulagdo do melasma.32

As mudancas na pele ocasionadas pela radiagdo UV sdo bem estabelecidas, entretanto,
pouco se sabe sobre o0 papel da LV no melasma. Considerando que a radiagdo solar recebida pela
superficie terrestre contem de 12-14 vezes mais radiagédo LV do que UV, é fundamental
avangarmos nesta area.3* Assim, sera possivel melhorarmos um dos pilares do tratamento: a

fotoprotecéo.

A resposta cutdnea a radiagdo UVA (310-400nm) e ao UVB (290-320nm) foram
vastamente estudadas. UVA é subdividida em UVA1 e UVA2, e ambas conferem pigmentagao
imediata e persistente. A coloragao imediata é acinzentada e evolui para marrom, sem a presencga
de eritema. A LV promove pigmentagdo marrom dose-dependente desde o inicio e persistente

pigmentacdo apos duas semanas, com eritema que desaparece ap6s 2h.3

Em relagdo ao eritema, UVA causa pico em 4h; UVB em fototipos baixos em semanas e
fototipos altos em dias e LV imediatamente com diminuicdo em 2h. A pigmentacdo no UVA é
imediata e evolui como bronzeamento. UVB causa bronzeamento precedido pelo eritema e a LV,

pigmentacéo sustentada e bronzeamento apenas nos fototipos mais altos. %

Em estudo realizado na india, foram comparadas as radiagdes UV, LV e luz solar total
para os fototipos IV-V. A pigmentacgao imediata ocorreu em todas as amostras, maior na luz solar
total; menor na LV, mas ndo menos significativa que a UV. Todos os resultados foram dose-

dependente.34

E relevante considerar os fototipos na analise das radiagdes; porque fototipos diferentes
possuem respostas variadas, 3¢ entretanto, muitos estudos foram realizados com fototipos baixos.
No estudo supracitado de Mahmoud e equipe, um grupo com fototipo Il foi irradiado com UVA1 e
LV sem resposta de pigmentacdo em nenhum dos casos, corroborando este argumento.3
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AVALIACAO CLINICA E QUALIDADE DE VIDA

A pele € o maior e mais visivel 6rgdo do corpo humano e as dermatoses s&o responsaveis
por alto impacto na vida dos individuos. Além disso, quadros emocionais podem agravar doencas
dermatoldgicas pré-existentes, criando um circulo vicioso.

A Organizagado Mundial de Saude define saude como “um estado de completo bem-estar
fisico, mental e social e ndo apenas auséncia de afecgdes e enfermidades.” Neste sentido, €
essencial contemplar os aspectos inerentes a qualidade de vida dos pacientes. Com a ampliagao
da visdo sobre o ser humano como mente e corpo, foi necessario desenvolver métodos de

avaliagao acerca do tema.

As doencas dermatologicas perfazem um total importante das queixas dos pacientes, e,
apesar da baixa letalidade, geram grande transtorno nas relagdes interpessoais, autoimagem e
nas atividades laborais. Entretanto, continuam desvalorizadas por profissionais de saude, politicas

publicas e pelos proprios pacientes. '8

O acometimento do melasma nas areas fotoexpostas acarreta impacto negativo, ja que
distorce a autoimagem e eleva o nivel de insatisfag@o, ansiedade e desordens psicoldgicas.®
Diferentes instrumentos foram criados para avaliar os diversos aspectos das doengas, alguns

gerais e outros especificos.

O MELASQoL (Melasma Quality of Life Scale), desenvolvido em 2003, é o principal
instrumento especifico para avaliar a qualidade de vida em pacientes com melasma. E composto
de 10 perguntas (Quadro 1) e possui adaptagdes ao redor do mundo pela mudanca de linguagem.
Cada item é respondido em uma escala de um a sete (1-7) e a pontuagéo vai de 7-70 pontos,

quanto maior a pontuagéo, maior o impacto da qualidade de vida dos pacientes.®

A utilizagao do instrumento suporta criticas de que as etapas de adequago e validagéo

do instrumento nao foram seguidas e sua dimensionalidade é limitada.®
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Quadro 1. MELASQol-PB (verséo em portugués brasileiro).

Em uma escala de 1 (pouco incomodo) e 7 (incomodo excessivo), considerando a sua doenga,
melasma, como vocé se sente em relagao a:

1. Aaparéncia da sua pele

Frustracéo pela condi¢do da sua pele

Constrangimento pela condigao da sua pele

Sentindo-se depressivo pela condi¢do da sua pele

Os efeitos da condi¢io da sua pele no relacionamento com outras pessoas (por ex: interagdes
Os efeitos da condi¢do da sua pele sobre seu desejo de estar com pessoas

A condicdo da sua pele prejudica a sua demonstragao de afeto

© N o o B~ w

As manchas da pele fazem vocé se sentir menos atraente para os outros

As manchas da pele fazem vocé se sentir menos importante ou produtivo

10. As manchas da sua pele afetam seu senso de liberdade

O mMASI, é instrumento de medida especifico para a doenca desenvolvido para
quantificar a gravidade da doenca e a evolugédo do tratamento. Sao trés os aspectos analisados:
area de envolvimento, intensidade e homogeneidade. Os locais observados s&o a regido frontal,
o malar direito, 0 malar esquerdo e o mento. Diversos calculos séo realizados até conferir um valor

entre 0-48 pontos, quanto maior a pontuagdo mais severa a doenga.*0

Modified MASI SCORING

. 30% 30%
Vil RS Left malar+ 30%+30% 60%
/ N\ .
: \ right malar
P S e
/s \ |  chin 10% 10%
| |
\
()~ T <@ 1n) 0.3A (ND(N+0.3A (Im)D(Im)+0.3A (rm)D{rm)+0.1A(c)D(c)
\ 1 )
o ¢ 1y som Score: Range:0-24
- ' ~ £
,)/_ X / Area Darkness
? —'\'_ D | y 0= noinvolvement 0= absent
Nyl \ // ;-<Ig.$2$9* ; = slight;
N\ 0% -1 - = miid
J\\ ) ) 3=30%-39% 3 =marked
4= 50%-69% and
6= 70% 89%; and 4= severe
6= 90%- 100%

Figura 6. Calculo do mMASI e representagao das areas faciais
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Quadro 2. mMASI. Esquema de calculo do indice de gravidade do melasma simplificado. O escore total
variade 0 a 24.

Intensidade de Area Fator de Valor
pigmentacao* Afetada** multiplicagao
Frontal () X X 0,3
Malar Direita () X X 0,3
Malar Esquerda () X X 0,3
Mento () X X 0,1
MASI SOMA TOTAL

*Categorias: 0 nenhuma, 1 leve, 2 média, 3 marcante e 4 maxima.

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

Na cidade de Botucatu-SP (Brasil), foi desenvolvido e validado um questionario que
abrangesse diversos aspectos da vida dos pacientes com melasma. Utilizou-se paralelamente a
avaliagdo, escalas ja estabelecidas como: mMASI, MELASQol, DLQI, dados demogréficos; o
nome dado foi HRQ-Melasma. Conta com 19 perguntas divididas em quatro dimensdes:
fisica/aparéncia; social/profissional; psicoldgica e tratamento. As perguntas sdo subdividas em 5
itens de zero a quatro (O=nunca; 1=raramente, 2= as vezes, 3 frequentemente, 4=sempre). Apos
completa realizagao pontos sdo somados e, o resultado € diretamente proporcional ao impacto da

doenga.’¥’

TRATAMENTO

A terapéutica do melasma é desafiadora, j& que a doenga é recidivante e, néo raro,
refrataria ao tratamento. Atualmente, a melhor estratégia consiste em combinar as opgdes atuando
nos diferentes aspectos da patogénese.

Individualizar os casos, realizar as orientagcbes preventivas e manter a aderéncia
proporciona melhores resultados. As opgdes variam desde intervencdes topicas (fotoprotetores,
despigmentantes individuais ou combinados); orais e fisicas (microagulhamento, laser).4! E
indispensavel a adeséo do paciente ao tratamento, pois grande parte esta atrelado a rotina diaria

de cuidados da pele.
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A educagdo em relagdo a adequada exposicdo solar é fundamental ao médico
dermatologista, que deve orientar aos pacientes os horarios a ser evitados para a boa resposta
terapéutica. Deve levar em conta caracteristicas pessoais como: idade, género, atividade laboral,

localizag&do geografica, fototipo.

A fotoprotegdo € de fundamental importéncia na boa resposta ao tratamento e sua
manutencgéo. As caracteristicas ideais contam com um fator de protegcao maior que 30; espectro
de prote¢do amplo com cobertura para UVA, UVB e LV; presenga de compostos como o Oxido de
zinco, qualificando-o como filtro fisico; a correta aplicagéo e reaplicagéo, boa tolerabilidade, baixa

toxicidade e reagdes alérgicas.*2

O papel da fotoprotecéo relacionada a LV néo estéd completamente esclarecido. Estudo
com pacientes gestantes comprovou melhora importante da aplicagéo filtro solar UVB + UVA sem

cor e sem aplicagao de despigmentantes.?

Atualmente, os protetores atuam na protecdo UV sem considerar a LV de forma
sistematica como potencial agente de piora da pigmentagéo. Em estudo realizado na Universidade
de San Potosi, no México, 68 pacientes selecionadas de forma randomizada, participaram de
estudo duplo cego recebendo hidroquinona 4% e protetor solar-UV e hidroquinona 4% e protetor
solar UV + LV. Ap6s 8 semanas a avaliagdo clinica, aplicagdo mMASI e avaligdo histolégica
revelou melhora significativa dos dois grupos, porém, o segundo obteve resultados ainda melhores

com relevancia estatistica apenas pela incorporagdo da prote¢éo a LV.43

Dois tipos de filtros solares estdo disponiveis no mercado, os fisicos (inorganicos) e
quimicos (organicos). Os filtros fisicos tém em sua composicédo 6xido de zinco e dioxido de titanio
e possuem protegéo estendida para LV; diferentemente dos filtros quimicos, com sua prote¢éo
limitada a radiacdo UV. Dessa forma, o conhecimento das alteragdes provocadas pela LV é

essencial para protecao solar adequada no melasma.

Medidas externas: a utilizagdo de medidas como vestimentas, guarda-sol, chapéus e a

nao exposicao ao sol em horérios extremos s&o essenciais no tratamento da doenga.*
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3. OBJETIVOS

1. Padronizar um modelo de cultura organoide primério cuténeo para estudar a melanogénese
induzida por radiagdes (UVA, UVB e luz visivel).
2. Determinar a resposta melanogénica do melasma facial em comparagéo com a pele normal

adjacente ap6s irradiagdo com UVB, UVA ou luz visivel em cultura organoide primaria cutanea.
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Resumo:

FUNDAMENTOS: Culturas organoides séo cultivos primarios que mantém caracteristicas
arquiteturais, relagdes entre as células e matriz extracelular. S&o alternativa para investigagéo
fisiopatologica ou terapéutica, comparados aos ensaios animais € in vitro.

OBJETIVOS: Desenvolvimento de modelo de cultura organoide cutanea, visando o estudo da
melanogénese induzida por radiagdes.

METODOS: Estudo de validacdo, que envolveu biépsias da pele retroauricular de 10 pacientes
adultos. Pares de fragmentos foram acondicionados em meio de cultura especifico. Uma amostra
era irradiada com diferentes doses de UVB, UVA ou luz visivel, e a outra, mantida ao abrigo da
luz, por 72h. A viabilidade dos tecidos foi avaliada a partir de pardmetros morfologicos e
arquiteturais da histologia, e a expresséo do gene GAPDH, por real time PCR. A pigmentagao
melanica induzida pelas radiagdes foi padronizada em fungéo das doses de cada radiagéo, e
avaliada por anélise de imagem digital (Fontana-Masson).

RESULTADOS: Padronizou-se a cultura primaria de pele em temperatura ambiente, utilizando
meio especifico. As doses de UVB, UVA e LV (luz azul) que induziram melanogénese diferencial
foram: 166 mJ/cm2, 1,524 Jlcm2 e 40 Jlcm2. A expressdo do gene constitucional GAPHD nao
diferiu entre a amostra de pele processada imediatamente ap6s a coleta do tecido, e a amostra
cultivada por 72h no protocolo padronizado.

LIMITACOES DO ESTUDO: Estudo preliminar que avaliou apenas a viabilidade e integridade do
sistema melanogénico, e o efeito das radiagbes isoladamente.

CONCLUSOES: O modelo padronizado manteve viavel a fungdo melanocitica por 72h sob
temperatura ambiente, permitindo a investigagdo da melanogénese induzida por diferentes
radiacOes.

Palavras-chave: Fotobiologia, Melasma, Cultura organoide.
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Abstract

Background: Organoid cultures are primary cultures that maintain architectural characteristics,
relationships between cells and extracellular matrix. They are alternatives for pathophysiological or
therapeutic investigation, compared to animal and in vitro tests.

Objective: Development of cutaneous organoid culture model, aiming at the study of radiation-
induced melanogenesis.

Method: A validation study, which involved biopsies of the skin of the back of 10 adult patients ear.
One sample was irradiated with different doses of UVB, UVA or visible light, and the other, held out
of the light, for 72h. The viability of the tissues was evaluated from the morphological and
architectural parameters of the histology, and the expression of the GAPDH gene, by real-time
PCR. The radiation-induced melanin pigmentation was standardized according to the doses of
each radiation and evaluated by digital image analysis (Fontana-Masson).

Results: The primary skin culture was standardized at room temperature using specific medium.
The doses of UVB, UVA and LV (blue light) that induced differential melanogenesis were: 166 mJ
[ cm?,1.524 J/ cm?, and 40 J / cm2 The expression of the GAPHD constitutional gene did not differ
between the sample of skin processed immediately after tissue collection, and the sample cultured
for 72 hours in the standardized protocol.

Study limitations: A preliminary study that evaluated only the viability and integrity of the
melanogenic system, and the effect of the radiation alone.

Conclusions: The standardized model maintained viable melanocytic function for 72 hours at room
temperature, allowing the investigation of melanogenesis induced by different radiations.

Key-words: Photobiology, Melanosis, Organoids
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TEXTO:

Introdugao

A investigacao fisiopatoldgica e de respostas terapéuticas de certas dermatoses, in anima
nobile, pode ser limitada por elementos ligados a toxicidade de tratamentos, necessidade de
diferentes grupos comparativos, aspectos ligados a adesdo em ensaios terapéuticos, além da
incerteza quanto a resposta biolégica de uma intervengéo (p.ex. carcinogénese).

A experimentagao animal aumenta a extensao de possibilidades de pesquisa pelo menor
custo, maior acessibilidade aos sujeitos e maior controle de exposi¢do e influéncia ambiental.!
Entretanto, as respostas fisioldgicas dos animais podem ndo se assemelhar aos humanos (p.ex.
melanogénese), o que pode levar a conclusdes equivocadas.2 Além disso, uma série de doengas
cutdneas nao possuem modelos animais (p.ex. melasma), levando a necessidade de outros
processos investigativos.

As simulagdes computacionais de fendmenos bioldégicos sdo uma opgdo a
experimentagao com seres vivos, e fornecem resultados bastante verossimeis quando simulam
interagOes entre varidveis largamente conhecidas do ponto de vista experimental. Infelizmente,
as variaveis que interferem em processos cutdneos (p.ex. melanogénese), ainda ndo sdo
completamente elucidadas, assim como sua interagdo com os demais elementos externos.?

Culturas celulares humanas primérias ou de linhagens comerciais (p.ex. HaCaT) sé&o
largamente utilizadas em pesquisa fisiopatoldgica ou de resposta a estimulos especificos. Apesar
da homologia com os tecidos humanos, as culturas de linhagens celulares ndo contemplam a
interagdo entre os diferentes tipos celulares que interagem na pele (p.ex. unidade epidermo-
melanica).*

Sistemas comerciais de culturas celulares multiplas (p.ex. pele 3D: queratinécitos,
melanacitos e fibroblastos) sdo propagadas como uma solugéo para perceber a interagédo entre as
células da pele, sendo mais verossimeis com a estrutura tecidual do hospedeiro.>" Entretanto, as
linhagens sao usualmente de doadores diferentes, com padrdes de replicagéo algo diverso do que
se encontra no tecido, também, ndo apresentam endotélio, células dendriticas, células de Merkel,
que, mesmo sendo pouco numerosas no tecido, podem oferecer alguma interagdo relevante,
dependendo do fenébmeno estudado. Além disso, até o momento, culturas 3D e co-culturas
celulares comerciais de pele ainda néo caracterizam certas doengas.”-

As culturas organoides s&o cultivos teciduais primarios que mantém as caracteristicas
arquiteturais e as principais relagbes entre os diferentes tipos celulares, além da matriz
extracelular.%-12 Apresentam a vantagem adicional de poderem ser amostrados a partir da pele
sa e da pele com doenga do mesmo hospedeiro, favorecendo a comparagéo ex vivo entre 0s
locais.’314 A pele é um tecido relativamente viavel a cultura organoide, com descricdo de
manutenc¢&o funcional por mais de sete dias, a temperatura ambiente.12.15-19

A melanogénese é um processo complexo, que depende principalmente da agédo da
radiacdo ultravioleta (UVA e UVB) sobre a unidade epidermo-melanica, com importante regulagéo
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parécrina, mas que também sofre interferéncia de elementos da derme.20.2! A luz visivel (LV) foi
descrita como promotora de melanogénese em fototipos elevados, e a fragdo mais biologicamente
ativa da LV na pele compreende a faixa azul-violeta (400-500nm).22

Nesse estudo, objetivamos a padronizagéo de um modelo de cultura organoide a partir de
um fragmento de pele, visando o estudo da melanogénese induzida por diferentes radiagdes.

Métodos

O projeto foi aprovado no comité de ética em pesquisa da instituicdo (no. 2.700.889), e
todos os participantes preencheram o termo de consentimento antes da inclusao no estudo.

Foram incluidos 10 voluntarios adultos (>18 anos), atendidos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu-SP (Brasil), que se submeteram a bidpsias da regido
retroauricular com punch 3mm, sob anestesia local (lidocaina 2%), apds antissepsia com
cloroexidine alcodlico (2%) e campo estéril, para manutengdo da viabilidade das amostras. Os
fragmentos foram seccionados no nivel da derme profunda para evitar grande quantidade de
adipdcitos que interferem na completa submersao do fragmento no meio de cultura.

Os fragmentos cilindricos foram divididos longitudinalmente em duas partes
(semicilindros) equivalentes e armazenadas em meio especifico DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's medium, high glicose — D5796, Sigma Inc, UK),23 em frasco plastico transparente estéril,
segundo protocolo estabelecido por Ayres, para cultura organoide (padronizagéo de viabilidade)
em temperatura ambiente, para posterior dosimetria das radiagdes para melanogénese.?* Um
fragmento foi irradiado (imediatamente ap6s a coleta), e o outro, mantido ao abrigo da luz, por 72h.

Os fragmentos foram irradiados com doses crescentes de UVA, UVB e LV a partir de
fontes artificiais de UVB (230uW/cm?2; fonte FS72T12/UVB/HO), UVA (1270 pW/cm2; fonte Phillips
TL 100W/10R) e luz LED (110 mW/cm? na faixa azul-violeta; fonte GBRLUX 200W), com distancia
padronizada de 10cm. As radiagcdes foram iniciadas como 166 mJ/cmz, 1,270 Jicm? e 40 J/lcm2e
acrescidos 20% de radiagéo cada amostra consecutiva, até identificar pigmentagéo diferencial. Foi
determinada a absorbancia da parede dos frascos plasticos para cada radiagdo. Um volume de
10ml do meio de cultura foi estabelecido para garantir a submers&o do fragmento.

A viabilidade dos tecidos foi avaliada a partir de parametros morfoldgicos e arquiteturais
da histologia (H&E), e a expresséo quantitativa do gene constitucional GAPDH (Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase) nas peles recém-coletadas, versus as cultivadas em 72h, por real
time PCR. O gene GAPHD codifica uma proteina elementar para a realizagao de fungdes celulares
basicas (p.ex. metabolismo energético), utilizada comumente como controle positivo em reagdes
de real time PCR, e representa a manutencao das fungdes metabdlicas basais da célula.

A quantificagdo do real time PCR foi realizada no laboratério da patologia (Unesp-
Botucatu, SP) a partir da amplificagdo do gene-alvo GAPDH por primer e sonda validados TagMan.
Aliquotas do cDNA (3 ulL) extraido das amostras cutaneas foram submetidas a reagao do PCR
usando o sistema TagMan. Cada reacao utilizou 15 uL do TagMan Gene Expression Master mix
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 1.0 to 1.5 uL do conjunto de primers. A amplificagao foi
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realizada em um equipamento ABI7300 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) usando
parametros padronizados pelo fabricante. Os dados foram processados pelo SDS Software
System 7300 e os resultados expressos como ciclo limiar (Ct) para determinar a expressao do
cDNA do GAPHD a partir do numero de ciclos necessarios para atingir o limite de deteccdo do
sinal fluorescente, que foi pré-definido entre 0,2 e 0,3.

A pigmentagdo melanica induzida pelas radiagdes foi padronizada em fungdo das doses
de cada radiagdo em fungao do aumento de mais de 10% da pigmentacdo da camada basal ap6s
mantidas 72h no meio de cultura, avaliada por anélise de imagem digital das l&minas coradas pelo
Fontana-Masson.?5 A padronizagao foi concluida quando os critérios acima fossem atingidos e
reproduzidos.

Resultados

Padronizou-se a cultura primaria de pele em temperatura ambiente, utilizando meio
DMEM. As doses de UVB, UVA e LV que induziram melanogénese diferencial foram: 166 mJ/cm2,
1,524 J/lcm2 e 40 J/cm? (componente luz azul-violeta). A absorbancia dos frascos plasticos foi de
cerca de 50% para todas as radiagoes.

O aumento da melanogénese da camada basal pdde ser percebido pela coloragéo de
Fontana-Masson apds 72h de cultura (Figuras 1-3).
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Figura 1. Corte histolégico de cultura organoide (72h) de pele retroauricular (Fontana-Masson,
400x). (A) Cultura ndo irradiada; (B) cultura irradiada com 166 mJ/cm?de UVB. Destaca-se o
aumento da melanizagdo da camada basal da epiderme.
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Figura 2. Corte histol6gico de cultura organoide (72h) de pele retroauricular (Fontana-Masson,

400x). (A) Cultura ndo irradiada; (B) cultura irradiada com 1,524 J/cm2de UVA. Destaca-se o
aumento da melanizagéo da camada basal da epiderme.
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Figura 3. Corte histolégico de cultura organoide (72h) de pele retroauricular (Fontana-Masson,

400x). (A) Cultura ndo irradiada; (B) cultura irradiada com 40 J/cm2 de luz visivel (azul-violeta
400-500nm). Destaca-se 0 aumento da melanizagdo da camada basal da epiderme.

No protocolo validado, ndo foram observados destacamentos epidérmicos, pichose ou
necrose de queratindcitos. Uma das culturas apresentou contaminagéo apds 72h e foi descartada,
totalizando 9 pacientes para a padronizagéo.

A expressado do gene constitucional GAPHD foi equivalente entre a amostra de pele
processada imediatamente apds a coleta do tecido, e a amostra cultivada por 72h no protocolo
padronizado (Figura 4).
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Figura 4. Expressao génica de culturas organoides (72h) de pele retroauricular. Curvas obtidas a

partir de amostras amplificadas por real time PCR para o gene endégeno GAPDH, cujos nimeros de
ciclo de amplificag&o dos limiares (Ct) foram calculados. Observa-se crescimento paralelo das
curvas de amplificacdo génica das duas amostras, especialmente a partir do ciclo 26.

Discussao

O presente estudo padroniza uma alternativa reprodutivel de baixo custo para cultura
organoide da pele para o estudo da melanogénese. O modelo padronizado manteve viavel a
funcdo melanocitica por 72h sob temperatura ambiente, permitindo a investigacdo da
melanogénese induzida por diferentes radiagbes. A abundancia tecidual da pele, facil
acessibilidade a coleta de material, manutengao arquitetural e funcional incentivam o uso de
culturas cutaneas organoides na pesquisa dermatoldgica.6.15.18.25.26

Culturas de melandcitos sdo utilizados para estudo de inibidores da melanogénese.
Entretanto, em monoculturas, melanocitos irradiados sintetizam mais feomelanina que
eumelanina, que depende da interagdo com queratindcitos. A investigacéo de fendmenos ligados
a eumelanogénese é favorecida, portanto, por modelos organoides que mantenham a influéncia
de diferentes grupos celulares.2427

H& diversas variagbes de meios de cultura, temperaturas e tempo de cultivo que
ultrapassam o escopo desse texto. De forma geral, culturas organoides cutaneas que utilizam
meios ar-liquidos sdo mais empregadas no estudo da queratinizagdo enquanto culturas em
suspensado (como a utilizada neste estudo), permitem melhor perfuséo e viabilidade.!2

Fragmentos de menor dimenséo (p.ex. 2mm2) tendem a apresentar maior viabilidade e
preservacgao arquitetural, devido a embebi¢do mais homogénea pelo meio de cultura e distribuicéo
de oxigénio ao tecido.’928 Em nosso estudo, os fragmentos de 3mm foram seccionados ao meio,
com adequada preservagao da fungdo. Um dos fragmentos que foi inadvertidamente cultivado sem
a secgao longitudinal apresentou evidente picnose nuclear no centro da pega (caso néo incluido
no estudo, dados ndo mostrados).

Modernos meios de conservagdo e transporte de tecidos fornecem subsidio para a
formacdo de bancos de pele e também ao desenvolvimento de culturas organoides para a
padronizacao de experimentos.28-31 O emprego de soro bovino aumenta o potencial de viabilidade
das culturas, porém, compromete a arquitetura do tecido, em funcéo do tempo.'2 O cultivo em
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temperatura corporal (37°C) também aumenta a viabilidade do tecido assim como sua taxa
metabdlica, potencializando a exploragédo de fendmenos oxidativos e mitogénicos como 0s
envolvidos na carcinogénese.

Culturas organoides séo mantidas fora da interagdo com o organismo, sem estimulos
térmicos, neuroldgicos, hormonais, imunitarios e sofrem hipoxia, 0 que penitencia suas
propriedades teciduais em fungdo do tempo.1232 Os desafios e estimulos aos fragmentos devem
ser impostos precocemente a fim de preservar as respostas de forma mais verossimil.

A melanogénese da camada basal oriunda do estimulo precoce pdde ser percebida de
forma evidente no modelo proposto. A andlise digital da melanogénese basal aumenta a
sensibilidade da percep¢do do fenémeno. Curvas de dose-resposta para cada tipo de radiagéo
(isoladas ou em combinacdo) devem ser exploradas posteriormente, assim como a resposta
melanogénica no melasma.

Uma limitagdo adicional ao uso de fragmentos de pele total para estudos genémicos
acontece pela heterogeneidade das células presentes na amostra, € 0 aumento da expressao de
um gene ndo pode ser atribuido a um unico tipo celular. Para isso, culturas primarias de células,
single-cell, ou técnicas de microdisseccao a laser podem ser utilizadas.33

Culturas organoides cutaneas sdo mais disponiveis e de menor custo que culturas 3D,
apresentam maior complexidade arquitetural contemplando a totalidade de células residentes
(p.ex. endotélio, nervos, mastocitos) e matriz extracelular, podem representar mais
adequadamente diferencas topograficas, permitem de forma semelhante manipulagdo genética e
metabolica, assim como o isolamento celular e podem ser oriundas primariamente da dermatose,
com possibilidade de comparagdo com a pele normal do mesmo individuo. Por outro lado,
apresentam cinética menos previsivel e ndo podem ser constituidas a partir de engenharia
genética (p.ex. CRISPR, knock-out genes). Ambas as formas de cultura tém limitagdo
experimental em fungéo do tempo e ndo mantém o microbioma cutaneo.2 Essas caracteristicas
devem ser ponderadas na escolha de modelos experimentais, que devem ser adequadamente
padronizados e validados para cada intervencao.

A irradiacdo da luz solar, ao meio dia, no interior do Brasil (Latitude: 22° 53' 09"S;
Longitude: 48° 26' 42"W; Altitude: 804m; dia de 09-dez-2018), foi de 0,5 mW/cm?2 (UVB); 1,7
mW/cm2 (UVA) e 0,2 W/cm? (luz azul-violeta). O que leva a hipétese de que menos de 15 minutos
de exposicdo solar desprotegida potencialmente induziriam a pigmentagéo, da camada basal,
guardadas as limitagdes da comparagéo com as radia¢des independentes, enquanto o efeito das
radiagdes combinadas, ou com diferentes regimes de fotoprotecdo possam apresentar
comportamentos diferentes.

Estudos experimentais in vivo, resultaram em pigmentagao cutanea efetiva pela LV a partir
de 40 J/cm?2 em individuos melanodérmicos (Fitzpatrick IV e V), mas ndo em fototipos claros. Ja a
pigmentagao por UVA1 (340-400nm) pode ser percebida a partir de 5 J/cm2 em participantes com
fototipos mais escuros3#

Radiagbes solares representam um continuum de frequéncias eletromagnéticas que
interagem com os tecidos biologicos e promovem estimulos diversos.3® Por razdes de
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sistematizacdo, os efeitos bioldgicos das radiagdes séo estudados a partir de comprimentos de
onda separados, porém, ha certa interagéo entre eles.¢ No caso da pigmentagdo cutanea, a LV
promove maior intensidade e persisténcia a pigmentagao induzida pelo UVA1.2237

As fontes de UVA, UVB e LV deste estudo promoveram irradiagdes independentes, ja que
nao apresentaram leituras significativas dos outros comprimentos de onda (dados n&o mostrados).
Isso pode ser relevante porque estudos classicos de pigmentagdo, como o de Mahmoud e
colaboradores, empregaram fontes de LV que emitiam 0.19% de UVA e 1.5% de infravermelho;
assim como fontes de UVA1 que apresentavam 0,12% de UVA2 e 0,0001% de UVB.3 O efeito
da heterogeneidade das radiagdes nos grupos dificulta sua comparagao com resultados de fontes
homogéneas.

Conclusao

Foi padronizado um modelo de cultura organoide para avaliagdo da melanogénese induzida por
UVB, UVAe LV.
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Resumo

FUNDAMENTOS: A exposicao solar é um dos fatores mais importantes na patogénese do melasma,
entretanto, ndo se conhece o papel das radiagbes UVB, UVA e luz visivel (LV) ha melanogénese diferencial
entre melasma e a pele normal adjacente, o que pode orientar medidas de fotoprotegdo e maior

compreenséo da fisiopatologia.

OBJETIVOS: Avaliar as respostas melanogénicas da pele com melasma facial e da pele normal adjacente

a diferentes irradiagdes: UVB, UVA e LV, em modelo ex vivo.

METODOS: Estudo quasi-experimental, ex vivo envolvendo fragmentos de pele facial de 22 portadores de
melasma, sem tratamento ha mais de 30 dias. Foram coletadas amostras de pele com melasma e normal
adjacente, distantes até 2cm entre si, posteriormente, foram seccionadas longitudinalmente e armazenadas
em 10mL do meio DMEM, em temperatura ambiente. Um fragmento foi acondicionado sob abrigo da luz,
enquanto o outro foi exposto a radiagdo UVB, UVA e LV: 166mJd/cm2, 1,524J/cm? e 40J/cm2. As amostras
foram cultivadas por 72h ao abrigo da luz, e processadas para coloragdo de Fontana-Masson com a

finalidade de avaliar a pigmentagao da camada basal, dendricidade e granulagéo de melanina.

RESULTADOS: A idade média (desvio-padrao) dos participantes foi 42 (10) anos, 21 eram do sexo
feminino, quanto aos fototipos: Ill (46%), IV (27%) e V (27%). Houve efetiva melanogénese na camada
basal no melasma e na pele normal djacente ap6s todas as irradiagdes (p<0,01), mediana de incremento:
UVB (4,7% vs. 8,5%), UVA (9,5% vs. 9,9%) e LV (6,8% vs. 11,7%), sem diferenca entre as topografias
(p=0.66). Houve aumento na granulagéo da melanina (melanossomas mais grosseiros) somente apds a
irradiacdo com UVA e apenas na pele com melasma (p<0,01). Entretanto, a maior proeminéncia dos
dendritos dos melandcitos ocorreu apenas na pele com melasma para irradiagdo com UVB e LV (p<0,01),

sem diferenga entre elas.

LIMITACOES DO ESTUDO: Estudo realizado em modelo ex vivo, com regimes de irradiagdes
independentes para UVB, UVA e LV.

CONCLUSAO: Houve resposta melanogénica tanto na pele com melasma como da pele normal adjacente
induzida por UVB, UVA e LV. Os padrdes morfolégicos relacionados a fotobiologia da melanogénese

sugerem que diferentes radiagdes promovam respostas individualizadas na pele com melasma.

Palavras-chave: Melasma, Raios Ultravioleta, Luz, Cultura organoide, Fotobiologia.
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Abstract

BACKGROUND: Sun exposure is one of the most important factors in the pathogenesis of melasma.
However, the role of UVB, UVA and visible light (VL) radiation in the differential melanogenesis between
melasma and adjacent normal skin is unknown, which may guide photoprotection measures. and greater

understanding of its pathophysiology.

OBJECTIVE: Evaluate skin responses with facial melasma and adjacent normal skin to different irradiations:
UVB, UVA and VL in ex vivo model.

METHOD: Quasi-experimental study involving facial skin fragments of 22 melasma carriers without
treatment. Melasma and adjacent normal samples were collected up to 2cm apart, later sectioned
longitudinally and stored in 10mL DMEM medium at room temperature. One fragment was stored under
light, while the other was exposed to UVB radiation, UVA and visible light: 166mJ/cm2, 1,524J/cm2 and
40J/cm2. Samples were cultured for 72h in the dark and processed for Fontana-Masson staining to evaluate

basal layer pigmentation, dendricity and melanin granulation.

RESULTS: The average age (standard deviation) of the participants was 42 (10) years, 21 were female,
regarding the phototypes: Ill (46%), IV (27%) and V (27%). There was effective melanogenesis in melasma
and adjacent normal skin after all irradiations (p <0.01): median UVB increment (4.7% vs. 8.5%), UVA (9.5%
vs. 9.9%) and VL (6.8% vs. 11.7%). The melanogenesis rate was higher in both topographies when
compared VL to UVB irradiation (p <0.05). Melanin granulation (coarser melanosomes) increased only after
UVA irradiation and only in melasma skin (p <0.01). However, the highest prominence of melanocyte
dendrites occurred only in skin with melasma for UVB and VL irradiation (p <0.01), with no difference

between them.
STUDY LIMITATIONS: Skin culture study with independent irradiation regimes for UVB, UVA and VL.
CONCLUSIONS: There was a melanogenic response in both the skin with melasma and the adjacent normal

skin induced by UVB, UVA and VL. The morphological patterns related to melanogenesis photobiology

suggest that different radiation promotes individualized responses in melasma skin.

Key-words: Melasma, Ultraviolet Rays, Light, Organoids, Photobiology
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INTRODUCAO

Melasma é hipermelanose crénica e adquirida resultado de uma disfungdo da
melanogénese: aumento da produgao, transferéncia e maior maturidade dos melanossomos.' E
uma condigéo frequente na rotina dermatoldgica, totalizando 3,6% das consultas dermatoldgicas
segundo estudo da Sociedade Brasileira de Dermatologia em 2018.2 Acomete, principalmente
mulheres na idade fértil (25 a 50 anos) e fototipos intermediarios (lll a V). As lesdes clinicas do
melasma sdo caracterizadas como maculas, comumente simétricas, hipercromicas, bem
delimitadas, situadas nas topografias expostas ao sol, especialmente a face.? A fisiopatologia
ainda ndo é completamente esclarecida, aparentemente ha interagdo entre genética, fatores

hormonais e a exposicao a radiagdo solar, levando a maior melanogénese focal.3-7

As alteragdes fenotipicas na pele com melasma decorrem de modificagdes epidérmicas
tanto morfoldgicas com melandcitos aumentados de tamanho e dendritos proeminentes; quanto
disfuncionais, decorrentes da interacdo entre queratinécitos, alteragdes da derme superior e 0s

melanocitos.8

H& clara relagdo entre a exposig@o solar e a piora do melasma, desde a ocorréncia
exclusiva em areas fotoexpostas, prevaléncia em profissionais que se expdem ao sol e melhor
resposta terapéutica associada a fotoprote¢do.%'0 Mesmo com evidéncias do papel da radiagéo
solar na historia clinica da doenga, ndo se conhece o padréo de resposta individualizada do
melasma em comparagdo com a pele normal adjacente as diferentes faixas de radiagéo solar
(UVB, UVA e luz visivel).

O conhecimento das diferentes influéncias da radiagdo solar na melanogénese do
melasma pode levar a melhor conhecimento da fisiopatologia da doenga, assim como a elaboragédo

de novas opgdes de tratamento; além de otimizar as estratégias de fotoprotecao.

Este estudo objetivou determinar a resposta melanogénica do melasma facial em
comparagdo com a pele normal adjacente apds irradiagdo com UVA, UVB ou luz visivel (LV), em

modelo ex vivo.

MATERIAL E METODOS

Estudo quasi-experimental ex vivo, envolvendo fragmentos de pele de 22 portadores de
melasma facial, diagnosticados por dermatologista titulado. Os participantes foram selecionados entre
os pacientes do servigo de dermatologia do HC-Unesp (Botucatu-SP, Brasil), entre setembro/2018 e
janeiro/2019. O projeto foi aprovado no comité de ética em pesquisa (no. 2.700.889) e todos os

participantes assinaram o termo de consentimento antes da inclus&o (Anexo 8.1 e 8.2).
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Foram elegiveis para o estudo pacientes adultos (>18 anos), de ambos 0s sexos, entre 0s
fototipos Ill a V; sem tratamento para melasma, exceto filtro solar por, no minimo, 30 dias. A
restricdo aos fototipos baseou-se no fato de que os fototipos | e Il representam menos de 10% dos

casos de melasma e ndo apresentam melanogénese satisfatéria apds irradiagéo experimental.3.11

Nao foram incluidos no estudo os portadores de outras dermatoses faciais, dermatoses
com fotossensibilidade, colagenoses, discrasias sanguineas, sob uso de medicagdo
anticoagulante, imunossuprimidos, gestantes e lactantes. A amostragem foi realizada por
conveniéncia, utilizando pacientes consecutivos, concordantes, durante consultas médicas na

instituicao.

A coleta de material ocorreu de forma padronizada e sob procedimento estéril. Duas
amostras foram coletadas: pele com melasma e pele normal adjacente, distantes até 2 cm entre
si, sob anestesia local infiltrativa com lidocaina 2% com vasoconstritor. A remogao contemplou até
a derme reticular, com punch 3 mm e sutura com fio mononylon 6.0. Foram privilegiadas areas

periféricas da face a fim de minimizar cicatrizes inestéticas.

As amostras foram seccionadas longitudinalmente em duas partes e armazenadas em 10
mL do meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium, high glicose — D5796, Sigma Inc, UK)
em frasco plastico transparente estéril, segundo protocolo estabelecido por Olivatti em temperatura
ambiente.’? Uma parte foi acondicionada imediatamente ao abrigo da luz, enquanto a outra foi
exposta a radiacdo (efetiva no tecido) UVB, UVA e LV: 166 mJ/cmz, 1,524 J/cm2 e 40 J/cm?
(componente luz azul-violeta). Os fragmentos foram irradiados a partir de fontes artificiais de UVB
(230uW/cm2; fonte FS72T12/UVB/HO), UVA (1270 uW/cm2; fonte Phillips TL 100W/10R) e luz
LED (110 mW/cm2 na faixa azul-violeta; fonte GBRLUX 200W), com disténcia padronizada de

10cm. A absorbéncia dos frascos plasticos foi de cerca de 50% para todas as radiagoes.

Apos a irradiagé@o, ambos os fragmentos (irradiados e n&o irradiados) foram cultivados ao
abrigo da luz. Passadas 72 h, as amostras foram retiradas do meio de cultura e mantidas em
formol 10% tamponado por 36 h. Posteriormente, foram desidratadas em &lcool 70% por, no
minimo, 12 h antes da fixagdo em parafina e coloragdo com Fontana-Masson (FM).

Para estimar a melanizagéo dos fragmentos, capturaram-se quatro fotografias de areas
centrais e interfoliculares das amostras, corados pelo FM, privilegiaram-se areas hotspot, e as
imagens foram salvas em formato jpg (1264x681 pixels). Todo o processo de captura e analise
ocorreu de maneira cega quanto a topografia ou tipo e regime de irradiag&o.
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As imagens selecionadas foram analisadas no programa ImageJ 1.43, a partir da selegéo

manual da camada basal, seguida pela limiariza¢do a partir do canal “red” (Anexo 3).13

O principal desfecho do estudo foi o percentual de melanizagdo da camada basal,
comparado entre os grupos (melasma vs. pele normal adjacente) e entre as radiagdes (UVB vs.
UVA vs. LV). Foram também avaliados o percentual de melanina na derme superficial, presenga
de dendritos e granulagdes grosseiras dos melanossomas (ausente, presente e proeminente) nas

areas amostradas.

O valor médio do percentual de melanina da camada basal, da derme superficial e 0s
escores dos dendritos e granulagdo foram tabulados para cada espécime. Os grupos de
comparagdo foram avaliados segundo modelo linear generalizado de efeitos mistos, ajustados
pelo fototipo, com matriz de covariéncia robusta, estrutura autoregressiva (AR1), e post-hoc de
Sidak."

A amostra foi dimensionada apds pré-teste com a dosimetria de radiacdo que levava a
expectativa de aumento de 10% no percentual de melanizagdo na camada basal avaliada por

andlise de imagem digital das laminas coradas pelo FM, considerando alfa 5% e poder de 20%. 1

Os dados foram tabulados em MsExcel 2013, analisados no IBM SPSS 25. Considerou-

se significativo p-valor <0,05 bicaudal.

RESULTADOS

Foram avaliados 89 fragmentos de pele de 22 portadores de melasma facial (um
participante voluntariou-se para a coleta de 4 amostras com o intuito de testar todas as
irradiacdes). A idade média (desvio-padréo) dos participantes foi 42,1 (10,4) anos, 21 eram do
sexo feminino, quanto aos fototipos: Il (46%), IV (27%) e V (27%). Houve contaminagéo em trés
fragmentos de cultura (UVA pele normal adjacente pré-irradiacéo; UVB pele do melasma pos-
irradiacdo, UVB pele normal adjacente pds-irradiagao), que nao foram incluidos na analise dos

resultados.
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Os pacientes cujas amostras foram submetidas a irradiagdo UVB, UVA e LV
apresentavam fototipos: Il (33% vs. 37% vs. 0%), IV (44% vs. 37% vs. 71%) e V (22% vs. 25%
vs. 28%) (p=0,35).

Houve melanogénese (Figuras 1-4) no melasma e na pele normal adjacente apds todas
as irradiagdes (p<0,01): mediana de incremento UVB (4,7% vs. 8,5%), UVA (9,5% vs. 9,9%) e LV
(6,8% vs. 11,7%) (Figuras 1-3), sem diferenca entre as topografias (p=0,66).

Figura 1. Fragmentos histolégicos de pele corados pelo Fontana-Masson de melasma facial e pele normal

adjacente antes e apds irradiagéo com 166 mJ/cm? UVB, revelando aumento da densidade de melanina basal
entre as amostras. (A): pele normal adjacente pré irradiagdo UVB; (B): pele normal adjacente pés-irradiagéo

UVB; (C): pele com melasma pré-irradiagdo UVB; (D): pele com melasma pés-irradiagdo com UVB.



Figura 2. Fragmentos histoldgicos de pele corados pelo Fontana-Masson de melasma facial e pele normal
adjacente antes e apdés irradiagdo com 1,524 Jicm?2 UVA, revelando aumento da densidade de melanina
basal entre as amostras. (A): pele normal adjacente pré irradiagdo UVA; (B): pele normal adjacente pos-
irradiagdo UVA; (C): pele com melasma pré-irradiagdo UVA; (D): pele com melasma pés-irradiagdo com
UVA.
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Figura 3. Fragmentos histoldgicos de pele corados pelo Fontana-Masson de melasma facial e pele normal

adjacente antes e apds irradiagdo com 40 J/cm? luz visivel, revelando aumento da densidade de melanina
basal entre as amostras. (A): pele normal adjacente pré irradiagéo LV; (B): pele normal adjacente pos-
irradiagédo LV; (C): pele com melasma pré-irradiagao LV; (D): pele com melasma pés-irradiagdo com LV.



54

uUvB UVA LV Time
85 - OprPrE

Hros
B5 é I;l

S i

45

Mean pigmentation (%)

35

MELASMA ADJ MELASMA ADJ MELASMA ADJ

Figura 4. Percentual de melanina da camada basal das culturas dos fragmentos de melasma e
pele adjacente (ADJ), antes e apds (PRE e POS) irradiagdo com UVB, UVA e luz visivel (LV).
p<0,01: Comparagao pré versus pds irradiagao para todas as topografias e irradiagdes; p=0.66:
Comparacé&o entre as topografias.

Quando ajustado para o fototipo, houve aumento do percentual de melanina na derme
superior de ambas as topografias nas amostras irradiadas para UVB (p=0.03): melasma (0,49%
para 0,67%), pele normal adjacente (0,57% para 0,75%). Entretanto, a irradiagdo com UVA
promoveu aumento da melanina na derme apenas para o melasma (p=0.047): 0,55% para 0,83%;

sem diferenga para a LV.

Houve também, aumento de 2,16 vezes na granulagdo da melanina (melanossomas mais
grosseiros) somente apds a irradiagdo com UVA, e apenas na pele com melasma (p<0,01).
Entretanto, a maior proeminéncia dos dendritos ocorreu apenas na pele com melasma para

irradiacdo com UVB (1,49 vezes), e para LV (2,02 vezes; p<0,01), sem diferenca entre UVB e LV.

DISCUSSAO

Houve efetiva melanogénese epidérmica nas culturas de pele submetidas a UVB, UVA e
LV, sem diferenga quantitativa entre as topografias, subsidiando a importéncia da fotoprotegao de

amplo espectro no tratamento de dermatoses pigmentares, como 0 melasma. 16
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As doses de radiagao testadas, apesar de independentes, equivaleram a cerca de 6-12
minutos de exposigao solar ao meio-dia, no verdo, no interior do Brasil (Latitude: 22° 53' 09" S;
Longitude: 48° 26' 42" W; Altitude: 804m), dia sem nuvens, medida em 09-dez-2018 pelos
pesquisadores. Entretanto, os niveis de UVA e LV solares alcangam um platé de energia com
durag&o entre 9h até as 18h, enquanto o UVB apresenta seu pico entre 11h e 15h, tanto no veréo,
quanto no inverno. Isso justifica o relato de piora do melasma ap6s breves exposigdes
desprotegidas fora do horario de pico de UVB, ou mesmo apés longas exposi¢des com fotoprotetor
(p.ex. engarrafamento no transito), visto que ndo ha completo bloqueio das radiagdes solares pelos
filtros solares.!” Em tempo, as radiagbes UVB, UVA e LV em ambientes fechados (ex: telas de
celular e computadores, lampadas fluorescentes) sdo despreziveis para efeitos de melanogénese

(<1mdicm2).

A LV possui amplo espectro de comprimentos de onda (400 — 700 nm) que ndo atuam de
forma homogénea na pigmentacdo. Um estudo realizado na Franca, testou o espectro da luz azul-
violeta (400 — 500 nm) em comparagéo com o espectro da luz vermelha (620-750 nm) e ndo houve

pigmentacdo induzida pela segunda, justificando a escolha da faixa azul violeta para o estudo.1®

Apenas filtros solares com cor apresentam protegéo efetiva contra LV, e, em sua maioria,
apresentam também melhor desempenho na prote¢do UVA. Em levantamento brasileiro com 41
filtros solares opacos, 63% bloquearam >99,9% de UVA; e apenas 63% bloquearam >99,9% da
luz azul-violeta. Entretanto, tal bloqueio ndo foi coincidente, j& que 31% dos filtros opacos que
bloquearam >99,9% da LV, ndo tiveram a mesma performance quanto ao UVA.'" Este estudo é

0 primeiro a evidenciar o papel da LV na melanogénese de pacientes com melasma facial.

N&o ocorreu melanogénese diferencial entre a pele com melasma e normal adjacente, nas
doses testadas, 0 que nao exclui a possibilidade que a pele com melasma seja sensivel a doses
mais baixas de irradiacdo. A prépria maior pigmentagao basal do melasma também pode significar
um status de resisténcia a melanogénese induzida pela exposi¢ao cronica a RUV e LV. Além
disso, ha maior reten¢éo epidérmica da melanina no melasma, e sua melanogénese depende de
diversas outras alteragbes dérmicas, que favorecem a manutengdo da pigmentacdo, em

detrimento da indugao melanogénica pela RUV e LV .4

A melanogénese ocorre de maneira desigual dependendo do tipo e dose de radiagdo. O
UVA provoca eritema em 4h e pigmentagéo imediata que evolui com bronzeamento permanente.

O UVB causa eritema que persiste por dias a semanas (dependendo do fototipo) e pigmentacéo
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que evolui para bronzeamento. Na LV, o eritema € menos proeminente, ocorre precocemente (2h)

e a pigmentacao é sustentada com evolugao para bronzeamento apenas nos fototipos altos.19-21

Toda resposta melanogénica ocorre de forma dose-dependente, sendo, porém,
indispensavel considerar os fototipos na analise da atuagao das diferentes radiagdes, ja que a
melanogénese atua de maneira diferente nos fototipos mais altos (lll-V), provocando maior
pigmentacdo com evolugao para bronzeamento de forma dose-dependente. Diferentemente dos
fototipos mais baixos (I-Il), em que a irradiag@o promove menor estimulo. Em estudo experimental,

UVA e LV néo induziram melanogénese em pacientes com fototipo 11.11:22

A melanégenese humana é um processo complexo em que diferentes interagdes ocorrem
de forma organizada para protecdo das estruturas cutaneas, além de regulagdo de ciclos
essenciais para a sobrevivéncia do individuo, como o ciclo circadiano. Os melanécitos compdem
uma rede com uma leitura prépria da luz ambiental respondendo de acordo com os objetivos

supracitados.3

Houve diferentes caracteristicas na resposta melanogénica entre as topografias e entre
as radiagdes. A formagédo de dendritos ocorre na fase G2 do crescimento dos melandcitos e
representa um importante sinal de resposta melanogénica que foi evidenciada de forma mais
proeminente na pele com melasma que na normal adjacente. Apesar da melanogénese ser
percebida de forma semelhante em ambas as topografias, a formagéo de dendritos pode significar
maior persisténcia do fendmeno e maior eficiéncia na transferéncia de melanossomas na

epiderme. !’

A pele com melasma também se caracteriza pela presenga de melanossomas mais
maduros, equivalentes ao que ocorre em populagdes mais pigmentadas. Neste experimento, a
irradiacdo UVA promoveu granulagdo mais evidente que as demais radiagdes testadas,
exclusivamente na pele com melasma, evidenciando que a melanogénese do melasma ocorra de
forma mais intensa e assemelhe-se aos fenotipos mais pigmentados. De fato, a miscigenagao
africana foi associada ao maior risco de melasma em nossa populagdo, € genes ancestrais
relacionados @ melanogénese podem justificar a resposta pigmentar diferenciada entre as

topografias.”

O papel da melanina dérmica permanece sem definicdo clara no melasma, uma das
hipoteses é que a disfungéo arquitetural da membrana basal e a autofagia dos melandcitos da

derme possam ocasionar a presenca dos melandfagos dérmicos, semelhante ao ocorrido no
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fotoenvelhecimento.2* Neste estudo, UVA e UVB promoveram maior taxa de melanina na derme
superior, entretanto, tal densidade é cerca de 100 vezes menor que a epidérmica em ambas as
topografias, o que deve contribuir pouco para o fenétipo clinico, mas pode sinalizar alteragdes

subjacentes na derme superior, zona de membrana basal e camada basal.

Finalmente, apesar do papel fundamental da radiagao solar no agravamento do melasma,
néo foram evidenciadas expressdes diferenciais de p53 entre a pele com melasma e normal
adjacente, sugerindo que a manutengdo da melanogénese possa se dever a alteragdes
subjacentes da derme superior e da epiderme, que induzem a hiperfun¢do melanocitica.* Ademais,
0 uso exclusivo de filtro solar apesar de efeito preventivo, ndo € suficiente para a completa
remissdo do quadro, o que significa a necessidade de continuo estudo fisiopatologico em busca

de tratamentos que levem a reversao de todo o processo.®

O presente estudo promoveu uma anélise preliminar dos efeitos independentes das
radiacdes UVB, UVA e LV, novas investigagdes devem ser conduzidas a fim de elucidar o efeito
de combinagdes e dosagens de irradiacdes que espelhem as condi¢des ambientais. A interacao
entre o UVA e LV ainda é desconhecida, acredita-se que interajam no mesmo precursor de
melanina durante a melanogénese. Esta associagdo, provavelmente resulta em um
comportamento mais evidente da melanogénese em situagbes naturais, onde LV e UVA

expressam-se conjuntamente.20

Este estudo apresenta limitagdes inerentes a técnica com modelo ex vivo, podendo sofrer
alteragdes quanto as diferentes condicdes de coleta e armazenamento. Entretanto, ndo impediu a
identificacdo de resposta melanogénica. Outra limitagdo pode ser apontada pelo fato das
irradiacdes das culturas ocorrerem com comprimentos de onda independentes (UVB, UVA e LV),
0 que ndo ocorre na exposicdo ambiental. Além dos fatores acima apresentados, a cultura esta

dissociada do organismo, limitando a interagéo entre os sistemas hormonal, neural e vasomotor.

Novas experimenta¢bes devem considerar modelos de irradiagdes repetidas de baixa
intensidade, assim como associadas entre si, para reproduzir a exposi¢ao cotidiana dos pacientes.
Além disso, pode-se testar a inclusdo de ativos como acido tranexadmico e antioxidantes na

prevencao da melanogénese no melasma.

CONCLUSAO
Houve resposta melanogénica epidérmica tanto na pele com melasma como na pele

normal adjacente induzida por UVB, UVA ou LV. Os padrdes morfologicos relacionados a
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fotobiologia da melanogénese sugerem que diferentes radiagdes promovam respostas

individualizadas na pele com melasma.

Agradecimentos: Ao departamento de Dermatologia e Radioterapia da Faculdade de Medicina

de Botucatu — Unesp, que apoiou e permitiu que o estudo ocorresse. A FUNADERM que financiou
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6. CONCLUSOES

Foi padronizado um modelo cutaneo ex vivo para estudar as diferentes respostas da pele com
melasma e da pele normal adjacente a irradiagdo com diferentes comprimentos de onda (UVA, UVB e luz

visivel).

Houve resposta melanogénica analoga em modelo ex vivo de melasma e na pele normal adjacente
induzida por UVB, UVA ou luz visivel, com diferencas qualitativas quanto a granulagdo da melanina,

densidade de melanina na derme superior e dendricidade dos melandcitos.



61

7. ANEXOS
7.1 TCLE1

RESOLUGAO 466/2012

CONVIDO, o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “PADRONIZACAO DE
CULTURA ORGANOIDE CUTANEA E AVALIACAO DA RESPOSTA MELANOGENICA NO MELASMA AO
UVB, UVA E LUZ VISIVEL”, que sera desenvolvido por mim, Hélio Amante Miot, dermatologista da FMB-
Unesp. Estou estudando uma doenga chamada melasma. Para que eu possa ter um resultado nesse
momento preciso coletar um fragmento de pele de tras da sua orelha. O risco com a coleta sera a picadinha
da agulha de anestesia e uma marquinha de cicatriz que fica invisivel atras da orelha. Informo que o material
colhido do Senhor(a) sera usado em sua totalidade na testagem de uma cultura de pele fora do corpo para
ser irradiado com radiagdes parecidas com a do sol. Ndo havera beneficio em participar da pesquisa,
porém, os resultados devem beneficiar outros pacientes, apos os pesquisadores terem o conhecimento dos
resultados da pesquisa. Fique ciente de que sua participacéo neste estudo é voluntaria e que mesmo ap6s
ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a qualquer momento, sem
qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento. Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
sera elaborado em 2 vias de igual teor, o qual 01 via seré entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada,
e a outra via serd arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da
pesquisa. Qualquer divida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa
através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8.00 as 11.30 e das
14.00 as 17 horas, na Chacara Butignolli s/n® em Rubido Junior-Botucatu-Sdo Paulo. Os dados de
localizagao dos pesquisadores estao abaixo descritos: Apos terem sido sanadas todas minhas duvidas a
respeito deste estudo, CONCORDO EM PARTICIPAR deforma voluntaria, estando ciente que todos os
meus dados estardo resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente
que os resultados desse estudo poderéo ser publicados em revistas cientificas, sem no entanto, que minha

identidade seja revelada.

Botucatu, [

Pesquisador Participante da Pesquisa

Nome: Hélio Amante Miot

Enderego: Departamento de Dermatologia e Radioterapia, SN, FMB-Unesp, Botucatu-SP
Telefone:14 38116015

Email:heliomiot@gmail.com
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7.2 TCLE 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUGAO 466/2012

CONVIDO, o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “PADRONIZACAO DE CULTURA
ORGANOIDE CUTANEA E AVALIACAO DA RESPOSTA MELANOGENICA NO MELASMA AO UVB, UVA
E LUZ VISIVEL”, que sera desenvolvido por mim Hélio Amante Miot, dermatologista da FMB-Unesp. Estou
estudando uma doenca chamada melasma. Para que eu possa ter um resultado nesse momento preciso
coletar dois fragmentos pequenos de pele de regido pré-estabelecida com vocé no seu rosto, local menos
evidente. O risco com a coleta sera a picada quase indolor da agulha de anestesia € uma pequena marca
de cicatriz que ficara imperceptivel apds cicatrizacao total. Informo que o material colhido do Senhor(a),
sera usado em sua totalidade na testagem de uma cultura de pele fora do corpo para ser irradiado com
radiacdes parecidas com a do sol. N&o havera beneficio especifico em participar da pesquisa, porém, os
resultados devem beneficiar outros pacientes, e até seu proprio tratamento, apés os pesquisadores terem
o conhecimento dos resultados da pesquisa. Fique ciente de que sua participacdo neste estudo
é voluntaria e que mesmo ap6s ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé
podera retira-lo a qualquer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento. Este Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o qual 1 via sera entregue
ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera arquivada e mantida pelos pesquisadores por um
periodo de 5 anos ap6s o término da pesquisa. Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato
com o Comité de Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de
2% a 6° feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n® em Rubiao Junior —
Botucatu - S&o Paulo. Os dados de localiza¢do dos pesquisadores estdo abaixo descritos. Apds terem sido
sanadas todas minhas dlvidas a respeito deste estudo, CONCORDO EM PARTICIPAR de forma
voluntéria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardados através do sigilo que os
pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados

em revistas cientificas, sem no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu, /|

Pesquisador Participante da Pesquisa
Nome: Hélio Amante Miot
Endereco: Departamento de Dermatologia e Radioterapia, SN, FMB-Unesp, Botucatu - SP
Telefone: 14 38116015

Email: heliomiot@gmail.com
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luz visivel), entra os procedimentos (Imadiado x ndo-madiade) e entre 3s topografas (melasma x
pafliesional) por modelo Inear generallzads de eflios mistos. Espera-6e padronizar a cultura organokde de
pele, com sobrevida de 72h, manutengio das propriedades melanoglnicas & resposta 3s dierentes
radiaglies. Com esle modelo sara possivel explorar o papel melanogenico de cada radiagdo no melasma,
&M COMParagan com 3 peis adacems, 0 que fundamentard o desemoiimento &2 novas terapduiess & 3
padronizagan 43 olooroiecdo na doenga. Alem dissd, 3 pAdronizagao deste modsio senvind 0e bass pard
EstuOns TUmUnss em folookologla & regquiagdo da melanogeness.

Az plopelas serdo realzadas preferenciaiments em Areas perisncas &a face 3 im de minimizar doatrizes
Inesigticas.

Objedvo oa Pesquisa:

DEsErnivEr & DAOrDnizar um modelo de cultura crganolde cutdned para eshedar a5 difereni=s respostas da
pele com melasma e da pele 53 adacenis 3 Imadiagdo com dfereniss compimentos de onda (VA LVE 2
Iz Visheal).

Cbjetvo espaciicr

Dietermingr 3 resposta melancg2nica 4o melasma em cOmparagan com a pele adlacente apds Imadlag@o
com WA, LWB ow iz vishel.

Avallagio dos Rlscos & Baneficlos:

O 5005 Inciuem a possiblicade de tor durante a realzagso do procedmento, dlscromias, IneceSo local.
Esses rsons estan explcades no TCLE. Os benaficios Incuem polenciaimeante o malor entendimenio dobre
a fislopatogenese 00 MEl3sMa, & 3 padronizacio de Modelo que senira de base para Aturs estudos em
foiobicicgla 2 reguiagdo da melanoginess.

Endeiesn: Chbcaia Bulighall | ain

Balirn:  Fobils i L= = T TS T

LWF: S Meslcipes: BEOTUGATL

Telefors: [ diadai. 1800 E-mail. @it unemg b

Flgina () 28 H
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e UNESP FACULDADEDE =
“€%  MEDICINA DE BOTUCATU W
P sl v | BT = T
Comtrumciis do Perscss 2 700 000

Comentarios & Conalderapies sobre a Peequiaa:;

O projeto alends aos reguisibes das resplugles de pesquisa 2m sefeE MUMaNos, 8513 claro & Dem
estnuturade. O TCLE est3 adequato, redigido de forma clara e precisa, e descreve todos os procedimenios
a que o= partiipantes serdn submetidces. Existem um TCLE para o gnupd contmie & oulrD parE o5 padeniss.
Esfima-se a Indusdo de 28 parkipames oe pesquisa.

O cronograma & adequado, com Iniclo previsto para junho de 2013 e conclus3o em janeino de 2020.

Orgamento estimada em R§ 2000,00 para gasins do material para as bicpslas. O pmjetn serd submetido 3
FAPESD.

Consideragiies sobme 08 Termos de apresantacio cbrigatars
% pesquisadonss apresentaram folha de nesio & o TEmo de AnuEnca Insthucional.

RECOME Nk des:
=L =

Concluadies ou Pendénclas & Lista de Inadequagtios:

O projen de pesquisa apresentado enconira-se APROVADO.

Consideragies Finals a criténo do CEP:

Conforme dellberacio 00 Colegiado em reunido ordinana do Comits e Elka am Pesquisa da FMBAUNESR,
redlizada em 04 de Junho de 2018, o projeto enconira-se APRCAVADD, sem necessidade de envio 4
CONEP.

Mo @mtant, Mformamos que 30 fnal da exXecucao d3 pesquisa, 5203 envialdo o “Relattdo Final de
AllviEades”, na forna ge "Modfcagdo”, via sisiema Plataforma Brasil.

AlEnEEEIMENS,

Conrite de Efiza em Pesguisa da Facuidade de Medidna de Botucaiu — UMESP

Ezte parscar fol slaborado bassado nos documenics abalon redacionabos:

Enderegn:  Craeara Butigesl | ain

Brabiins:  Futsle oo = = ST T h

LiWF: & Mesbeipie: BOTUCATU

Tabefiore: | 1438001800 E-mall: capfiish uhesp by

g 12 4% (H



- UNESP -FACULDADE DE
oo MEDICINA DE BOTUCATU

i sl il | BT = T
Coesirumeils. oo Parscss 2 F00 00D

QRerad ™

] 7 : OO P | Z0sas ACEND |
oo Proieio RCJETD 11254.36 a7 162534
Cutros TemaDeAnuend alnsthucional pE 21520 | Hedlo Amarie Mot Aceho
162416
TCLE /Temnos 02 | L pdl TEEREE | Ptk Amanie Mol ACED
Assentimento / 2122313
Justificativa de
ALEENGEa
o Detalhado | =10 O3TS20438 | Hédlo Amarie Mot Aneho
E“!In;:ﬂ.ﬁ PrCjeto. por 221216
Irres
| Tolhadersio. pd TSRS el Aranie o | Acels |
21148
Situagao 00 Parecer:
Aprovago
Hecaasita Apreciacio da COMER:
Had

BOTUCATU, 08 e Junho de 2018

Asainade por:
SILVEANA ANDREA MOLIMA LIMA
[Coordenador)

66



7.4. Fluxograma das Etapa 1 e Etapa 2

[ EmaPA1 |

10 PACIENTES > 18 ANOS

!

[ 1 BIOPSIA POR PUNCH 3mm DA REGIAO RETROAURICULAR ]

ldivididos em 2 partes e colocados no meio de cultural

67

1 FRAGMENTO
IMEDIATAMENTE AO N
ABRIGO DA LUZ POR 72h

1 FRAGMENTO IRRADIADO COM UVB >
ABRIGO DA LUZ POR 72h

ou

1 FRAGMENTO IRRADIADO COM UVA >

N

y

ABRIGO DA LUZ POR 72h

ou

1 FRAGMENTO IRRADIADO COM LV >
ABRIGO DA LUZ POR 72h

AMOSTRAS CORADAS POR FONTANA-MASSON E
AVALIACAO DO AUMENTO DA PIGMENTAGCAO NA CAMADA BASAL

| ETAPA 2 I

[ 22 PACIENTES COM MELASMAFACIAL> 18 ANOS ]

| /EM 2 PARTES E COLOCADOiNO MEIO DE CULTURA

l

BIOPSIA PUNCH
3mm DE PELE

1 FRAGMENTO
IMEDIATAMENTE COLOCADO
MELASMA FACIAL

AO ABRIGO DA LUZ POR 72h

f 8 FRAGMENTOS IRRADIADOS COM UVB )
E ABRIGO DA LUZ POR 72h

ou

[ 9 FRAGMENTOS IRRADIADOS COM UVA |
E ABRIGO DA LUZ POR 72h

ou
(7 FRAGMENTOS IRRADIADOS COM LV |

E ABRIGO DA LUZ POR 72h

| / EM 2 PARTES E COLOCADOQNO MEIO DE CULTURA

}

BIOPSIA PUNCH 1 FRAGMENTO f 8 FRAGMENTOS IRRADIADOS COM UVB )
3mm DE PELE IMEDIATAMENTE COLOCADO E ABRIGO DA LUZ POR 72h )
ADJACENTE (<2cm) AO ABRIGO DA LUZ POR 72h ou

[ 9 FRAGMENTOS IRRADIADOS COM UVA |
E ABRIGO DA LUZ POR 72h

ou

[ 7 FRAGMENTOS IRRADIADOS COM LV |
E ABRIGO DA LUZ POR 72h




7.5. Materias e exemplo de irradiagdo

——

Frasco estéril transparente
(absorbancia 50%)

Meio de cultura DMEM High glicose

Irradiacao luz LED a 10cm
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7.6. Rotina de segmentagdo das imagens

€4 070_19 FM - CaseViewer - 0 X

| = 1o« mjine]z [ Q)< we 53 |zx Iisx faoxfzox | "1 [ gy i Ll | S ||

50 pm

Figura 1. Sele¢do de areas hotspots das l1&minas coradas com FM (CaseViewer com aumento de 40x)

4 Imagel — *
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B o/c|o| 4N Ala o) ales]e| ] | |»
Magnifying glass (or use "+" and "-" keys)
4 MacroFMGitd = O X

File Edit Font Examples Macros Debug

macro "Preparo da imagem [1]" { "
run("Enhance Contrast...", "saturated=0.3");

run("Split Channels");

close();

close();

lisetTool{"polygon");

1

macro "Mede [2]" {

run("Set Measurements...", "mean median area_fraction display redirect=None di
run("Measure");

run("Make Binary");

run("Restare Selection");

run("Measure");

macro "Next [3]" {
close();

W
< >

Figura 2. Programa ImageJ para anélise das areas escolhidas e instalag&o da macro.
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¢ foto para artigo.jpg (red) (75%) - O X
1264x681 pixels; 8-bit, 841K

Figura 3. Aplicagdo da macro na fotografia escolhida e selegdo manual da camada basal.

¢
File Edit Font Results
Label ‘Mean |MEdia |%Area | =
1 foto para artigo.jpg (red) 123.506 118 95470
2 foto para artigo.jpg (red) 154 266 255 60497

f foto para artigo.jpg (red) (73%) - O *
1264x681 pixels; 8-bit (inverting LUT); 841K

Figura 4. Recorte da camada basal e analise da melanina.
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