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Estudo comparativo morfofuncional de melandcitos em lesoes de
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Morphological and functional comparative study of
melanocytes in melasma lesions
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Resumo: FUNDAMENTOS - Melasma € hipermelanose comum caracterizada por maculas acastanhadas em dreas fotoex-
postas, cuja fisiopatogenia nao ¢ totalmente esclarecida.

OBJETIVOS - Caracterizar e comparar morfologica e funcionalmente os melandcitos da epiderme sa com os da pele afe-
tada por melasma.

METODOS - Avaliaram-se 12 pacientes portadores de melasma facial, sendo realizadas bidpsias da pele lesada e pele sa
adjacente. Os cortes foram corados por hematoxilina-eosina, Fontana-Masson, marcados pelo Melan-A e submetidos
a microscopia eletronica. A quantificacdo epidérmica de melanina e melandcitos foi estimada a partir de andlise cito-
morfométrica digital.

ResuLtanos - Todas as pacientes eram mulheres com média de idade 41,3+2,8 anos. Ao Fontana-Masson evidenciou-se
importante aumento da melanina epidérmica na pele lesada em relacio a pele si. A marcagio pelo Melan-A demons-
trou melandcitos maiores com dendritos proeminentes na pele lesada. Observou-se maior densidade de melanina epi-
dérmica na pele lesada, e a anlise digital do nimero de melandcitos da epiderme nao demonstrou diferenca signifi-
cativa entre pele lesada e si. A microscopia eletronica, observaram-se ntimero aumentado de melanossomas maduros
nos ceratindcitos e melandcitos com organelas citoplasmaticas proeminentes na pele lesada.

CONCLUSOES - Melanogénese aumentada na epiderme com melasma em relagio a epiderme normal adjacente.
Palavras-chave: Imunoistoquimica; Melandcitos; Melanose; Melanossomas; Microscopia eletronica

Abstract: BACKGROUND - Melasma is a common hypermelanosis characterized by symmetric brownish macules on
Dphotoexposed areas, most frequently on the face of women. Its pathophysiology is still unknown.

Osjectives - To morphologically and functionally characterize and compare melanocytes of normal skin and of
melasma.

MErHODS - Twelve patients with facial melasma were assessed and biopsies of lesions and adjacent bealthy skin
were performed. The slices were stained with hematoxylin-eosin and Fontana-Masson, immunobistochemically
marked for Melan-A and evaluated by electronic microscopy. Quantification of epidermal melanin and melanocytes
was estimated by digital cytomorphometric analysis.

Resutrs - All patients were female, mean age of 41.3+2.8 years. The Fontana-Masson staining showed an important
increase in epidermal melanin as compared to normal skin. The Melan-A staining demonstrated larger and intensely
marked melanocytes and more prominent dendrites in the damaged skin. Greater epidermal melanin density was
observed in melasma lesions and the digital analysis of number of epidermal melanocytes did not show a significant
difference between damaged and normal skin. Electronic microscopy analysis revealed an increased number of mature
melanosomes in keratinocytes and melanocytes, with marked cytoplasmic organelles in melasma skin.

ConciLUsIons - Melanogenesis is increased on melasma epidermis as compared to adjacent normal skin.

Keywords: Immunobistochemistry; Melanocytes; Melanosis; Melanosomes; Microscopy, electron
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INTRODUCAO

Melasma é hipermelanose comum, adquirida,
simétrica, de contorno irregular, porém com limites
nitidos. Caracteriza-se por maculas acastanhadas, de
intensidades diferentes, em areas fotoexpostas, espe-
cialmente na face, fronte e témporas, e mais raramen-
te no nariz, palpebras e mento."

Apesar de ser dermatose diagnosticada clinica-
mente com facilidade, apresenta cronicidade caracteris-
tica, representada pela refratariedade aos inimeros tra-
tamentos, e, até o presente, grande parte de seus aspec-
tos fisiopatoldgicos permanecem desconhecidos."’

Melasma deriva do grego “melas”, que significa
negro, e deve ser preferido em relacio ao termo cloasma,
que é usado com o mesmo significado, sendo também deri-
vado do grego “cloazein”, que significa estar esverdeado. '

A idade média de aparecimento varia entre 30 e
55 anos, e o sexo masculino representa apenas 10%
dos casos. Entretanto, nao ha estudos sobre sua real
incidéncia na populag¢ao ocidental, embora possa aco-
meter ambos 0s sexos e todas as racas. E mais comum
em mulheres adultas em idade fértil, podendo,
porém, ter inicio na pés-menopausa.’’

Clinicamente, podem ser reconhecidos trés
padroes principais de melasma: centrofacial, malar e
mandibular." Alguns autores acrescentam outros
padrées menos freqiientes, como mandibular e paro-
tideo, ou adotam classificagbes mais objetivas, como
melasmas centrais e periféricos. Ponzio e Cruz obser-
varam, em um estudo nacional, 78,7% de melasmas
centrais e 21,3% de periféricos.”®

Ha inameros fatores envolvidos na etiologia da
doenca, porém nenhum deles pode ser responsabili-
zado isoladamente: influéncias genéticas, exposicao a
radiacao ultravioleta, gravidez, menopausa, terapias
hormonais, anticoncepcionais orais, cosméticos, dro-
gas fototoxicas, endocrinopatias, fatores emocionais,
medicagoes anticonvulsivantes e outros com valor his-
torico, mas os principais sio predisposi¢io genética e
exposi¢ao as radiacoes solares, tendo em vista que as
lesoes de melasma sio mais evidentes durante ou
logo ap6s periodos de exposi¢io solar.” "’

A predisposicao genética tem sido sugerida
somente por relatos ocasionais de ocorréncia familiar.
Um fator racial tem sido relatado pela ocorréncia
comum de melasma nos pacientes de origem hispani-
ca e oriental, principalmente em 4reas tropicais."” Um
estudo identificou historia familiar em 21% dos casos
avaliados, e todas as pacientes referiram exacerbaciao
pela luz solar e uso de cosméticos.'

E curiosa a boa delimitacio das lesoes de
melasma em areas com estimulo semelhante de radia-
cao solar, bem como sua reincidéncia nos mesmos
locais, poupando areas adjacentes, sugerindo altera-
cao funcional bem localizada, provavelmente nas uni-
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dades epidérmico-melinicas locais.

Ha poucos dados de literatura caracterizando his-
topatologicamente e ultra-estruturalmente o melasma e
menos ainda comparando alteracoes nos melandcitos
da pele acometida pela doenga e pele sa adjacente.

Esse estudo pretende avaliar morfologica e fun-
cionalmente os melanécitos da epiderme acometida por
melasma em comparacio aos da pele sa perilesional.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidos no estudo 12 pacientes volun-
tarios, esclarecidos e concordantes, com diagnostico
de melasma facial, atendidos no Servico de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu — Unesp.

Foram excluidos do estudo pacientes com diag-
nostico de colagenoses, discrasias sangiiineas, sob uso
de medicacao anticoagulante, imunossuprimidos, dia-
béticos, hipertensos graves, gestantes e lactantes.

De cada paciente foram obtidos dois fragmen-
tos de pele lesada e dois de pele sa (punch 2mm) res-
peitando o limite maximo de 2cm entre as amostras
de pele normal e de melasma.

Dois fragmentos de pele foram fixados em for-
malina 10% e processados para o exame histopatolo-
gico. As laminas foram coradas pelo método classico
de hematoxilina-eosina (HE) para analise das altera-
coes histopatologicas gerais e pela coloracao de
Fontana-Masson para avaliacio da melanina.

Para deteccao da distribuicao dos melandcitos foi
realizada reacio de imuno-histoquimica, utilizando-se
como marcador Melan-A e contracoloracao pelo Giemsa.

Os outros dois fragmentos foram fixados em
glutaraldeido 2,5% para microscopia eletronica de
transmissao.

Os cortes histologicos, submetidos a microsco-
pia de luz, corados pelo Fontana-Masson, foram foto-
grafados sob iluminacao padronizada, em aumento de
400x, empregando camera digital Sony S75, com reso-
lucao de 2592x1944, 24bits de profundidade de cor,
armazenados em arquivos *JPEG na qualidade “Fine”.

Empregando o software ImageJ 1.34s foram defi-
nidas as intensidades de cores que representam a mela-
nina nos cortes, fotografados sob os padroes citados."

Ap6s a normalizacao do histograma de cores e
conversao para 8bits, avaliou-se a densidade de pon-
tos (pixels) com a intensidade da melanina determina-
da dentre os pixels de espacos interfoliculares da epi-
derme, compreendendo as regioes entre a lamina
basal e a camada granulosa alta (Figura 1).

Os cortes histolégicos submetidos a microscopia
de luz, marcados pelo Melan-A e corados pelo Giemsa,
foram fotografados sob o mesmo protocolo anterior.

Foram definidas as intensidades de cor que



Estudo comparativo morfofuncional de melandcitos em lesées de melasma 531

100x240 pixels; 8-bit, 70K
114 520
115 487
16 518
117 555
118 573
119 590
120 609
121 616
o 122 645
123 594
Count: 255134 Min: O 124 610
Mean: 170.02 Max: 240
StdDev: 34.85 Mode: 181 (4797) 125 757
126 718
127 727
Value: 175 128 732
List| Copy LNI
—I —l Count: 4159 128 728
130 759
131 773
132 Ra4 e

FIGURA 1: Anilise da densidade de pixels relacionados a
intensidade da melanina na epiderme

representam a melanina e os melandcitos (Melan-A)
nos cortes, assim como foi mensurado o tamanho das
particulas referentes aos melandcitos.

Ap6s normalizagao da imagem e conversao para
8bits, foi definida sua binarizacao a partir dos valores
limites de intensidade de cor dos melandcitos e pro-
movida a analise automatizada de particulas, limitando
os tamanhos maximos € minimos para as contagens.

As analises quantitativas de melanina e melano-
citos foram realizadas em triplicata para cada paciente.

Os valores médios encontrados para cada amos-
tra foram tabulados e comparados pareadamente
(pele sa e lesada) utilizando o teste de Wilcoxon, ado-
tando como significativo o valor de p bicaudal de 0,05.

Os dados foram tabulados em MSExcel 2003®
e analisados empregando o software BioEstat 3.0.12

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp.

RESULTADOS
Todos os 12 pacientes eram do sexo feminino,
sendo a idade média (= dp) 41,3 * 2,8 anos, e a

idade de manifestagio inicial da doenca ocorreu aos
25,3 = 7,6 anos.

As regioes mais afetadas da face foram: zigoma-
tica (82,4%), parotidea (64,7%), frontal (64,7%), man-
dibular (35,3%) e nasal (35,3%). O fototipo prevalente
foi o III (50%) (Grafico 1).

A histéria familiar de melasma esteve presente
em todos os pacientes, e sete deles (58,3%) identifi-
caram como fator associado ao surgimento da doen-
ca a gestacao.

De todos os pacientes, oito (66,7%) referiram,
em algum momento da vida, domicilio na zona rural.

A andlise das laminas coradas pelo HE (Figuras
2A e B) demonstrou aumento varidvel da melanina
epidérmica e infiltrado inflamatério linfo-histiocitario
perivascular, de leve a moderada intensidade, nos
casos de melasma em comparacao com a pele adja-
cente normal. Foi observado significativo aumento da
elastose na derme papilar nos fragmentos de melas-
ma (Wilcoxon p<0,01). Entretanto, nem a presenga
de melano6fagos nem de fibroblastos mostrou-se dife-
rente entre as amostras.

A anilise das laminas coradas pelo Fontana-
Masson (Figuras 2C e D) evidenciou importante
aumento da melanina epidérmica na pele acometida
pelo melasma em relagio a pele normal, e a melani-
na dérmica, por outro lado, nio apresentou diferen-
ca significativa entre os fragmentos.

Na anailise das laminas marcadas com Melan-A
e contracoradas com Giemsa (Figuras 2E e F), nota-
ram-se melandcitos maiores, intensamente marcados
e com dendritos mais proeminentes na pele com
melasma em comparacao com a pele normal.

A anilise digital da densidade de melanina da epi-
derme presente nos cortes de pele corados pelo Fontana-
Masson, avaliados a microscopia de luz, demonstrou sig-

GRrAFICO 1: Distribui¢ao das pacientes incluidas no
estudo por fototipos de pele
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FIGURA 2: A) Pele sa: fotomicrografia de fragmento de pele normal,
adjacente a acometida por melasma; B) Pele lesada: fotomicrogra-
fia de fragmento de pele com melasma, evidenciando a camada
basal da epiderme com melanina aumentada e derme com leve
infiltrado inflamatério perivascular (HE, 40x); C) Pele sa: fotomi-
crografia de fragmento de pele normal, adjacente a acometida por
melasma; D) Pele lesada: fotomicrografia de fragmento de pele
com melasma, evidenciando a camada basal da epiderme com
melanina aumentada (Fontana-Masson, 40x); E) Pele sa: fotomicro-

grafia de fragmento de pele normal, adjacente a acometida por
melasma; F) Pele lesada: fotomicrografia de fragmento de pele com
melasma, mostrando melanécitos maiores, intensamente marcados
e com dendritos mais proeminentes (Melan-A/Giemsa, 40x)

nificativo aumento da quantidade de melanina na pele
lesada (Wilcoxon p<0,01) (Grafico 2). A razao média das
densidades de melanina entre os fragmentos de pele lesa-
da e sa foi de 1,47, variando de 1,04 a 3,75.

A anilise digital do reconhecimento de particu-
las com intensidade de cor equivalente aos melandci-
tos da epiderme, presentes nos cortes de pele marca-
dos pelo Melan-A, avaliados a microscopia de luz, nio
demonstrou diferenca significativa entre a pele lesada
e sa (Wilcoxon p>0,05) (Grafico 3). Os melandcitos
da pele afetada, entretanto, apresentaram tamanho
mais pronunciado que nos cortes de pele normal.

A microscopia eletronica de transmissao
demonstrou nimero aumentado de melanossomas
maduros nos ceratindcitos e melanécitos com organe-
las citoplasmaticas mais proeminentes na pele com
melasma em relagao a sa (Figura 3).

DISCUSSAO

Melasma é uma das dermatoses inestéticas que
determinam grande procura nos consultérios priva-
dos ou servigos publicos e inflige grande impacto psi-
cossocial nos individuos acometidos, os quais muitas
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GRAFICO 2: Distribui¢ao das densidades de melanina
na epiderme entre as amostras
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vezes, em virtude da insatisfacio com a aparéncia,
acabam se privando do convivio social, havendo até
casos de suicidio relatados.”

Uma importante pergunta a ser respondida é:
como a fung¢io dos melandcitos contribui para uma
coloracao fenotipica localizada? Ou: como a cor da
pele geneticamente predeterminada se altera para cor
induzida por fatores como luz solar, hormonios, infla-
macoes e outros? Sem duvida, tais elucidacoes podem
gerar importantes subsidios para esclarecimentos em
relacao a fisiopatogenia da doenca e também para
inovacoes terapéuticas.

Sacre e colaboradores,” investigando o melasma
idiopatico, concluiram que as reservas tireotrofica, pro-
lactinica e gonadotréfica apresentaram-se normais e
que, como observaram normofuncio ovariana e tireoi-
diana, nao foi possivel estabelecer correlacio entre os
niveis hormonais encontrados e essa forma de melasma.

Estudos comparativos de pele acometida por
melasma e pele adjacente normal verificaram que a
afeccio se caracteriza por hiperpigmentagao epidér-
mica, aumento da quantidade de melanina em todas
as camadas epidérmicas, aumento no numero de
melanossomas e aumento da elastose dérmica.” > '

Achados imuno-histoquimicos sugerem que
forte imunorreatividade do hormoénio estimulador de
melanocitos-o (a-MSH) na pele acometida por melas-
ma ¢é um dos principais fatores envolvidos no desen-
volvimento dessa entidade. Por outro lado, a relacao
entre area fotoexposta € a maior imunorreatividade
de a-MSH na pele lesada ainda nao foi elucidada. A
existéncia de um caminho sinalizador ainda desco-
nhecido, com aumento de expressao de receptor de
melanocortina tipo-1 (MC1-R), que pode desempe-
nhar papel significante nessa maior imunorreativida-
de de a-MSH deve ser investigado.'**
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GRrAFICO 3: Contagem de melandcitos comparativa
entre pele sa e lesada
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Ha, porém, evidéncias de forte expressao de anti-
geno o-MSH nos ceratinécitos de pele acometida por
melasma, sugerindo que o-MSH desempenhe papel-
chave na hiperpigmentac¢io de pele com melasma.™ '

A pele fotoexposta da face contém nimero signifi-
cativamente maijor de melandcitos epidérmicos que o res-
tante do corpo, e a pele afetada pelo melasma é caracteri-
zada por coloracao diferente da pele adjacente, mesmo
sendo submetida aos mesmos fatores ambientais.’

Dessa forma, a pele sa adjacente ao melasma
representa o melhor controle para comparacio das
possiveis alteragoes fisiopatologicas locais. Por essa

Ficura 3: A) Eletrofotomicrografia de pele sa adjacente a pele
acometida por melasma, mostrando poucos melanossomas nos
ceratinécitos (7000x); B) Eletrofotomicrografia de pele normal
adjacente a pele lesada, mostrando melandcito com pequena ativi-
dade melanogénica (7000x); C) Eletrofotomicrografia de pele
acometida por melasma evidenciando ceratindcito repleto de
melanossomas maduros (7000x); D) Eletrofotomicrografia de pele
acometida por melasma com melandcito apresentando dendritos
proeminentes e maior namero de organelas (7000x)

razao, essa metodologia foi empregada nos demais
estudos controlados.” > '

O presente estudo confirma alguns dados da lite-
ratura: na analise histopatolégica pela coloracio de HE,
observa-se hiperpigmentacao variavel da epiderme, acom-
panhada de maior elastose da derme, na area acometida
pelo melasma em comparacao com a pele normal.

O aumento da elastose na pele com melasma
tende a sugerir que exposi¢ao solar cronica e acentua-
da seja necessaria para o desenvolvimento do proces-
so e que, de certa forma, isso influencie a hiperpig-
mentacio da epiderme. Curiosamente, nem a reagao
fibroblastica nem o derrame pigmentar acompanham
essa alteragao localizada na pele afetada pelo melasma.

A coloragao pelo Fontana-Masson evidenciou
aumento da quantidade de melanina no melasma. Esse
achado pdde ser corroborado através da andlise cito-
morfométrica digital, a qual demonstrou em alguns
casos aumento de até trés vezes na quantidade de
melanina na pele com melasma em relacao a pele sa.

Tais achados podem sugerir que aumento na
sintese de melanossomas nos melandcitos, bem
como na transferéncia dos melanossomas para os
ceratinoécitos, e menor degradagio dessas estruturas
nos ceratinécitos, podem ser essenciais para o desen-
volvimento das lesoes.” >’

Ainda ha controvérsia quanto ao nimero de mela-
nocitos estar aumentado ou nao nas lesées de melasma.
Porém, o nimero de melanécitos na patogénese do
melasma parece de importincia menor do que em outras
discromias, como, por exemplo, os lentigos solares." >’

Os achados imuno-histoquimicos deste estudo,
acrescidos da anilise citomorfométrica digital da
quantidade de melandcitos, nao demonstraram dife-
rencas significativas no nimero de melandcitos na
pele lesada e na pele sa. Por outro lado, a imunomar-
cacao com Melan-A permitiu a identificagio de mela-
nécitos maiores, intensamente marcados e com
maior nimero de dendritos na pele com melasma.

Sanchez e colaboradores' sugerem que as alte-
ragoes morfologicas do melasma parecem estar rela-
cionadas a aumento do namero e atividade dos mela-
ndcitos, e que essas células estariam funcionalmente
alteradas, bem como que a luz solar seja um dos
maiores fatores que seletivamente influenciam esse
aumento funcional dos melandcitos.

A observacao ultra-estrutural, através da
microscopia eletronica de transmissao, revelou maior
atividade melanogénica na pele lesada em compara-
ciao com a pele sa, evidenciando ceratinécitos reple-
tos de melanossomas maduros e melandcitos com
mais organelas e dendritos, o que sugere intensa ati-
vidade metabdlica desses melandcitos.

Sendo assim, parece que as alteracbes morfolo-
gicas do melasma, que é desordem pigmentar persis-
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tente, estao relacionadas a aumento da atividade dos
melanécitos e nao ao aumento significativo de seu
numero, induzidas por fatores diversos. Destaque-se
o acometimento familiar em todos os pacientes, forta-
lecendo o argumento da predisposicao genética.

Por outro lado, a localizagao preferencial em
areas fotoexpostas e o aumento da elastose dérmica
indicam que a exposicio a radiacao ultravioleta pode
ser o principal envolvido e talvez até o fator desenca-
deante e mantenedor do quadro clinico.

Outros estudos comparativos devem ser condu-
zidos a fim de elucidar qual o caminho sinalizador que

proporciona todas essas alteragoes estruturais e fun-
cionais nos melandcitos, tendo como conseqiiéncia a
ocorréncia de lesdes de forma tao peculiar, em locais
submetidos a estimulos semelhantes de radiagao solar.

CONCLUSOES

A avaliacio dos melandcitos em lesodes de
melasma demonstrou maior atividade melanogénica
na epiderme acometida pela doenca em comparagio
com a area sa adjacente, evidenciando distirbio fun-
cional local da unidade epidérmico-melinica. a
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