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Resumo

Fundamentos: No melasma, além da hiperfuncdo melanocitica, evidenciam-se alteragdes na
derme superior e, fibroblastos exercem funcao central na sintese de colageno e na inducédo da
pigmentacao.

Objetivo: Explorar a morfologia, a taxa de crescimento e o perfil de expressao génica dos
fibroblastos da pele com melasma em comparacao com fibroblastos da pele sa adjacente.
Métodos: Dez mulheres com melasma facial foram biopsiadas (lesdo e pele sa adjacente), e
os fragmentos foram processados para cultura de fibroblastos. Amostras de cinco participan-
tes foram semeadas para avaliacdo das curvas de crescimento (dias 2, 5 e 8) e senescéncia
(SA-B-gal). Amostras das demais participantes foram submetidas a real-time PCR para avaliar
comparativamente a expressao de 39 genes.

Resultados: Fibroblastos das culturas da pele com melasma eram morfologicamente menos
fusiformes e tinham uma proporcao média 34% (95% IC 4-63%) maior de células marcadas com
SA-B-gal do que os fibroblastos da pele adjacente. A taxa de crescimento celular foi menor
para as amostras de melasma apos oito dias (p < 0,01). Os genes WNT3A, EDN3, ESR2, PTG2,
MMP1 e SOD2 estavam sobreregulados; ja COL4A1, CSF2, DKK3, COL7A1, TIMP4, CCL2 e CDH11
estavam subregulados nos fibroblastos da pele com melasma em comparacao com os da pele sa
adjacente.

Limitacbes do estudo: Pequeno tamanho amostral; auséncia de ensaios funcionais.

* Como citar este artigo: Espdsito ACC, Brianezi G, Miot LDB, Miot HA. Fibroblast morphology, growth rate and gene expression in facial
melasma. An Bras Dermatol. 2022;97:575-82.
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Conclusées: Fibroblastos da pele com melasma revelaram menor taxa de crescimento, morfo-
logia menos fusiforme e maior acimulo de SA-B-gal do que os da pele fotoexposta adjacente.
Além disso, seu perfil de expressao génica compreendeu fatores que podem contribuir para
dano a derme superior e melanogénese sustentada.

© 2022 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Melasma é discromia adquirida e de elevada prevaléncia,
que decorre de aumento na atividade da unidade epidermo-
-melanica.” As lesbes acometem areas fotoexpostas (por
exemplo, a face), principalmente em mulheres durante o
menacme. Sua patogénese ainda ndo é totalmente com-
preendida; o papel das alteracoes da zona da membrana
basal, danos a derme superior e atividade dos fibroblastos
no desenvolvimento da doenca sdao questées de pesquisas
recentes.’™

Em comparacao com a pele sa adjacente (fotoexposta),
a pele com melasma apresenta aumento na quantidade de
melanina epidérmica, melanossomas mais maduros, melano-
citos hipertrofiados e elastose solar proeminente. Também
ha um aumento no nimero de vasos e de mastocitos, bem
como expressao aumentada de mediadores inflamatorios,
como iNOS, NF-KB, endotelina, e fatores de crescimento,
como VEGF, fator de crescimento derivado de hepatdcitos,
de stem cell, de fibroblastos e de nervos.® Melandcitos em
péndulo - melandcitos da camada basal que se projetam em
direcdo a derme superior - e alteracées na membrana basal
também foram descritos no melasma.? Ha diminuicdo do
colageno tipo | associada a aumento na atividade de metalo-
proteinases (MMP 1, 2, 3 e 9).” Alguns genes relacionados ao
metabolismo lipidico estao regulados negativamente na pele
do melasma e a funcéo da barreira cutanea é prejudicada.®

A exposicao solar é o principal fator de risco para o desen-
volvimento do melasma. A fotoexposicao cronica, além da
melanogénese, induz estresse oxidativo, o que promove
senescéncia celular.” Além do fotoenvelhecimento e do
envelhecimento intrinseco, o melasma apresenta um feno-
tipo senescente mais proeminente na pele acometida. A
senescéncia celular precoce induzida pela radiacao ultra-
violeta (RUV) promove alteracdes funcionais que podem
deflagrar e perpetuar a melanogénese.’ '

Os fibroblastos tém um papel central na pigmentacao, e
sua transicao para perfil senescente promove modificacao
de suas atividades autdcrina e paracrina.’® Na pele com
melasma, os fibroblastos liberam mais fator derivado de
stem cell e seu receptor epidérmico c-kit."" Fibroblas-
tos senescentes podem expressar fatores inflamatorios e
melanogénicos, o que pode levar ao desenvolvimento do
melasma.’

O fenotipo senescente foi identificado nos fibroblastos
com melasma de maneira mais intensa que na pele adja-
cente fotoexposta a partir da imunoexpressao de p16'NK4 o
que pode justificar o estimulo para a pigmentacao cutanea
sustentada.” '’ Porém, até o momento, nado foi explorado
o potencial de replicacao celular, ou caracterizado o perfil
de expressao génica desses fibroblastos dérmicos, no que se
refere a fatores de crescimento e reparo tecidual, ativacao

da via de crescimento tecidual WNT/B-catenina (WNT), neo-
colagénese, sintese de metaloproteinases, receptores de
estrogénios e mecanismos antioxidantes. Tal caracterizacao
pode subsidiar modelos fisiopatologicos e estratégias de tra-
tamento.

Este estudo teve como objetivo explorar a morfologia, a
taxa de crescimento e o perfil de expressao génica de fibro-
blastos oriundos do melasma facial, em comparacao com a
pele adjacente fotoexposta.

Métodos

Este projeto foi aprovado pelo Conselho de Etica em
Pesquisa (Unesp, Botucatu-SP, n.° 0461-11) e todos os parti-
cipantes consentiram em participar.

Dez mulheres adultas com melasma facial foram biopsi-
adas (punch 2 mm, utilizando técnica estéril) na pele com
melasma da regiao malar e na pele fotoexposta adjacente
clinicamente normal (< 2 cm de distancia), lateralmente.
As participantes estavam sem tratamento para a dermatose
por pelo menos 30 dias, exceto pelo uso de protetor solar.

Os fragmentos de pele foram seccionados e colocados
em cultura de fibroblastos, mantidos em meio 106 (Gibco™)
contendo fatores de crescimento (LSGS Kit, Gibco™). Os
fibroblastos foram semeados (em triplicada) a uma densi-
dade de 5x10° em placa de cultura celular de 12 pocos.

Fibroblastos cultivados, de pele sa e lesada, de cinco
participantes foram semeados a uma densidade de 1 x 10*
em placa de cultura celular de seis pocos, € o nimero de
células por cm? foi avaliado apds 2, 5 e 8 dias, a partir da
avaliacao de 30 campos, e comparados (entre as topografias)
por modelo linear generalizado de efeitos mistos. A nhorma-
lidade das amostras foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.

Posteriormente, a senescéncia celular foi avaliada por
meio de senescence B-galactosidase (SA-B-gal) staining kit
(Cell Signaling Technology®), seguindo as instrucées do fabri-
cante. Apds 24 horas do plaqueamento das células, foi
removido o meio de cultura, seguiu-se com lavagem com
PBS e adicdo de solucao de fixacdo por 15 minutos a tem-
peratura ambiente. Entado, realizou-se lavagem com PBS
por duas vezes e incubacao overnight com solucao de B-
-galactosidase (Cell Signaling Technology®), a 37°C. Apos
remocao da solucao, foi adicionado glicerina 70%.

Foram contadas 300 células por amostra. A morfologia
dos fibroblastos em cultura e o percentual de células mar-
cadas com SA-B-gal citoplasmatico foram comparados entre
as topografias (melasma e pele sa adjacente).

Fibroblastos da cultura celular primaria das outras
cinco participantes foram submetidos a real-time PCR array
(placa de 96 pocos, Custom RT? Profiler PCR Arrays, Qiagen)
para avaliar a expressao de 39 genes associados a fatores
de crescimento e reparo tecidual, ativacao da via WNT,
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Tabela 1 Lista dos 39 genes explorados no estudo, e sua funcao principal na pele

Gene Nome Funcéo principal (cutanea)

CcCL2 Quimiocina ligante C-C tipo 2 Quimiocina envolvida no processo de reparo tecidual
CDH11 Caderina 11 Relacionada a adesao celular e reparo epitelial
CDKN2A Inibidora de quinase dependente de ciclina 2a Resposta celular ao estimulo inflamatério e neoplasico
COL4A1 Colageno tipo IV Componente da membrana basal

COL7A1 Colageno tipo VIl Componente das fibrilas de ancoragem

CSF2 Fator estimulador de colonias tipo 2 Envolvida no processo de reparo do epitélio

DKK1 Proteina relacionada ao Dickkopf 1 Inibidor da via de crescimento celular Wnt/B-catenina
DKK3 Proteina relacionada ao Dickkopf 3 Inibidor da via de crescimento celular Wnt/B-catenina
EDN1 Endotelina tipo 1 Induz melanogénese e proliferacao vascular

EDN3 Endotelina tipo 3 Induz melanogénese e proliferacado vascular

ESR1 Receptor de estrogénio tipo 1 («) Receptor de estrogénio ligado a via canonica

ESR2 Receptor de estrogénio tipo 2 (B) Receptor de estrogénio ligado ao reparo tecidual
FGF2 Fator de crescimento de fibroblastos tipo 2 Reparo do dano tecidual, mitético para fibroblastos
GLB1 Beta-galactosidase tipo 1 Gene constitucional. Controle do experimento

HGF Fator de crescimento hepatico Reparo do dano tecidual

IL1A Interleucina 1a Resposta inflamatoria primaria da pele

IL1B Interleucina 1b Resposta inflamatoria primaria da pele

IL6 Interleucina 6 Resposta inflamatoria primaria da pele

MAPK14 Proteina-quinase ativada por mitogeno 14 Resposta celular ao estimulo inflamatério

MIF Fator de inibicao da migracao de macroéfago Resposta inflamatoria primaria da pele

MMP1 Metaloproteinase tipo 1 Degradacao dos colagenos tipo I, Il e Il

MMP2 Metaloproteinase tipo 2 Degradacao do colageno tipo IV

MMP7 Metaloproteinase tipo 7 Degradacao da matriz extracelular

MMP9 Metaloproteinase tipo 9 Degradacao da matriz extracelular e angiogénese
NGR1 Neuroregulina tipo 1 Regula o crescimento melanocitico e cor da pele

OXR1 Proteina de resisténcia oxidativa tipo 1 Resposta celular ao estresse oxidativo

OXSR1 Proteina de estresse oxidativo tipo 1 Resposta celular ao estresse oxidativo

PTGS2 Ciclo-oxigenase tipo 2 Sintese de prostaglandina E2

SOD1 Superoxido dismutase tipo 1 Protege a célula das espécies ativas de oxigénio

SOD2 Superoxido dismutase tipo 2 Induzida em resposta ao estresse oxidativo mitocondrial
TIMP1 Inibidor da metaloproteinase tipo 1 Inibidor da degradacéo dos colagenos I, 1l e lll

TIMP2 Inibidor da metaloproteinase tipo 2 Inibidor da degradacao do colageno IV

TIMP3 Inibidor da metaloproteinase tipo 3 Inibidor da degradacéo do colageno e matriz extracelular
TIMP4 Inibidor da metaloproteinase tipo 4 Inibidor da degradacao da matriz extracelular

TP53 Proteina p53 Marcador de fotoagressao UVB, antiangiogénico

VEGFA Fator de crescimento endotelial tipo A Promotor da angiogénese

WIF1 Fator inibidor WNT tipo 1 Inibe a via de crescimento celular Wnt / B-catenina
WNT3A Membro 3A da familia WNT Ativador da via candnica Wnt / -catenina

WNT5A Membro 5A da familia WNT Ativador da via ndo-can6nica Wnt

neocolagénese, sintese de metaloproteinases, receptores de
estrogénios e mecanismos antioxidantes. (tabela 1). O RNA
total foi obtido com RNase mini kit (Qiagen), e a transcricao
reversa do RNA foi realizada utilizando RT? First Strand Kit
for RT-PCR (Qiagen), seguindo as instrucdes do fabricante.

0 tamanho do efeito para a expressao génica (2-22%) foi
estimado pelo fold change (melasma/pele adjacente) para
cada participante.’” Os fold changes foram representadas
por sua média e 95% IC, estimados por 10.000 reamostragens
com correcéo acelerada de viés (accelerated bias correction
- BCa).

Resultados

Os principais dados clinicos e demograficos dos pacientes
estudados estao dispostos na tabela 2.

Em todas as amostras, as culturas de fibroblastos da pele
do melasma foram de menor densidade celular, e morfologi-
camente menos alongados, mais largos, menos fusiformes,
além de apresentar mais células marcadas com SA-jB-gal
(superioridade média de 34%; 95% IC 4-63%; p < 0,05) do
que as culturas oriundas da pele adjacente (figs. 1 e 2).
Além disso, a taxa de crescimento celular foi menor para
as amostras de melasma apos oito dias em cultura (p < 0,01)
(fig. 3).

Foram identificadas alteraces na expressao génica dos
fibroblastos isoladas da pele com melasma em comparacao
com aqueles isoladas da pele sa adjacente. Os genes WNT3A,
EDN3, ESR2, PTG2, MMP1 e SOD2 estavam regulados positi-
vamente (up-regulated); ja os genes COL4A1, CSF2, DKK3,
COL7A1, TIMP4, CCL2 e CDH11 estavam regulados negativa-
mente (down-regulated) (fig. 4).
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Tabela 2  Principais caracteristicas das dez pacientes com melasma facial submetidas a bidpsia da face na regido com melasma
malar e pele facial fotoexposta adjacente, cujas amostras foram utilizadas para curva de crescimento, morfologia e marcacao

SA-B-gal, ou teste de expressdo génica

Curva de crescimento, morfologia e marcacao SA-B3-gal

Caso Idade Fototipo Tempo de melasma (anos) Historia familiar de melasma mMASI
1 46 1\ 10 Sim 9,5
2 46 1\ 13 Sim 8,2
3 35 1l 2 Sim 6,6
4 41 1\ 11 Nao 11,5
5 38 1\ 10 Nao 12,4
Teste de expressao génica

6 41 1\ 23 Nao 9,9
7 38 1\ 17 Sim 19,2
8 41 11 16 Sim 9,5
9 47 1l 28 Sim 7,6
10 44 1\ 5 Nao 10,1

Mmasi, indice de gravidade do melasma (modificado).

Figura 1  Microscopia de contraste de fase exibindo fibroblas-
tos da pele com melasma facial (A) e da pele sa adjacente (B)
em cultura celular (SA-B-gal, 400x), evidenciando menor den-
sidade celular e morfologia menos alongada (fusiforme), mais
larga, no melasma.

Figura 2 Em ampliacdo da Figura 1A (1000x): morfologia
senescente dos fibroblastos da pele com melasma, evidenci-
ando maior proporcao de corpos justanucleares (seta preta),
estruturas citoplasmaticas (SA-B-gal +) granulares frequentes
(seta branca), goticulas de lipideos (cabeca de seta branca), e
nucléolos segmentados (cabeca de seta preta).

Discussao

A melanogénese é processo complexo mediado por esti-
mulos paracrinos, autdcrinos e ambientais.* As alteracées
fenotipicas evidenciadas na pele com melasma nao decor-
rem primariamente ou unicamente de alteracao epidérmica,
uma vez que diversas alteracoes dérmicas sao evidentes na
pele acometida em comparacao com a pele fotoexposta sa
adjacente.’

O fibroblasto é o tipo celular mais comum na derme e,
em virtude de sua grande longevidade, acumula danos em
seu maquinario celular, que podem resultar em alteracoes
funcionais e morfoldgicas.’® O envelhecimento intrinseco
e o fotoenvelhecimento estdo associados a diminuicdo no
nimero e na taxa de proliferacdo de fibroblastos; neste
contexto, a comparacao do perfil génico de fibroblastos
oriundos da pele com melasma com o de area fotoexposta
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Figura 3  Curvas de crescimento dos fibroblastos (contagem
de células por cm?) para cinco pacientes: pele sa e com melasma
facial. Barra linha horizontal representa a média de cada amos-
tra. Dados comparados longitudinalmente por modelo linear
generalizado de efeitos mistos.

adjacente sa reforca que as alteragcdes génicas sao indepen-
dentes da idade e da fotoexposicao.* '

Considerando a importancia dos fibroblastos dérmicos
na regulacdo da pigmentacao, as modificacoes de suas
atividades autocrinas e paracrinas podem influenciar as
desordens pigmentares.'? Neste estudo, identificamos perda
da morfologia fusiforme, maior quantidade de SA-B-gal cito-
plasmatico e menor taxa de crescimento nos fibroblastos da
pele com melasma. Essas alteracdes morfoldgicas e metabo-
licas endossam um fenoétipo senescente nos fibroblastos da
pele com melasma.

A senescéncia é fator central nos mecanismos de
envelhecimento, e o fenotipo secretor associado a senes-
céncia (senescence-associated secretory phenotype - SASP)
€ conhecido por ser o principal desencadeante dos feno-
tipos relacionados a idade, como rugas e pigmentacio.'
Deve-se ressaltar que ha evidéncias sobre diferencas feno-
tipicas relacionadas a etnia e suscetibilidade a senescéncia
de fibroblastos."”

Fibroblastos senescentes secretam citocinas inflamato-
rias e stem cell factor, que promovem a degradacao do
colageno por meio da ativacdo de MMPs, e tém potencial
mitdtico reduzido. Ha aumento da degradacdo do estroma
e comprometimento no reparo tecidual, conforme eviden-
ciado na derme do melasma. Portanto, uma estrutura em
mosaico de suscetibilidade tecidual a senescéncia pode ser
teorizada para o desenvolvimento do melasma em uma pele
sob estimulos ambientais, como radiacao UV, e hormonios
sexuais.'®

Houve aumento da expressdao génica de MMP1 e
diminuicdo da expressdao dos colagenos IV, VII (COL4AT1,
COL7A1) e TIMP4 nos fibroblastos isolados da pele com
melasma. Durante o processo de senescéncia, ha aumento
progressivo da producao de metaloproteinase e diminuicao
do processo de reparo.’” Além disso, nos fibroblastos
dérmicos, o a-MSH promove upregulation da colagenase
intersticial e atenua a sintese de colageno induzida por
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Figura 4 Fold change (Log; média e 95% IC) da expressao
génica entre a pele com melasma e a pele sa adjacente avaliada
por real-time PCR array (n = 5).

TGFB1. Ja os danos a derme superior e a zona da membrana
basal facilitam o transito de fatores melanogénicos para a
camada basal. Neste estudo, apesar de uma implicacao mar-
ginal, MMP9 demonstrou uma alta fold change (> 2), o que,
em associacao com a expressao mais baixa de TIMP1 e 4,
sugere participacao dos fibroblastos da pele com melasma
no reparo deficiente da derme superior e angiogénese.

O papel dos hormodnios sexuais na expressdo cuta-
nea do receptor de estrogeno B no melasma estd bem
estabelecido.” Em geral, o ESR2 é expresso durante o
processo de reparo.”’ A derme superior e a membrana
basal estao muito danificadas na pele com melasma, em
comparacao com a pele fotoexposta adjacente sa e a pele
fotoprotegida.”'* Além disso, o estrogeno, a-MSH e HGF
estimulam a melanogénese pela ligacao direta ao receptor
do melandcito e também sao liberados durante o processo de
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cicatrizacao de feridas.?"?? Esses achados indicam que o pro-
cesso cromico e malsucedido de reparo da derme superior
pode induzir melanogénese no melasma.

Alguns genes relacionados a via Wnt/B-catenina apre-
sentaram comportamento distinto nos fibroblastos de pele
com melasma em relacao a pele adjacente fotoexposta; o
WNT3A estava superexpresso. WNT3A desempenha um papel
importante no controle da proliferacao e diferenciacao de
precursores de melanocitos e angiogénese. Em melandcitos
maduros, o WNT3A aumenta a quantidade de melanina e a
atividade da tirosinase.”® A via Wnt esta envolvida na fisio-
patologia do melasma, e a diminuicao da expressao do fator
epidérmica de WNT1.” Além disso, WNT3A é importante
para o processo de reparo tecidual, podendo ser ativado em
decorréncia dos danos a derme superior.?

EDN3 ¢é peptideo de 21 aminoacidos e ativa preferenci-
almente EDNRB.? A sinalizacdo de EDN3 é importante no
desenvolvimento normal dos melandcitos da epiderme e da
coroide, atuando durante a proliferacao, diferenciacao e
sobrevivéncia celular.?® Queratindcitos expostos ao ultra-
violeta B aumentam a producdo e a secrecao de EDN,
fazendo com que os melandcitos adjacentes ativem a cas-
cata melanogénica. Além disso, melandcitos expostos a essa
mesma radiacdo tém aumento na expressao de c-KIT e
EDNRB.?® EDN3 também participa da quimiotaxia de fibro-
blastos, independentemente de prolongar a sobrevivéncia e
diferenciacao celular.?’

Fibroblastos senescentes estdao associados a deficién-
cia nas respostas imunolodgicas e na supressao tumoral
da pele, mas o SASP pode variar entre os tecidos e
tipos de estimulo.”® O CSF participa do crescimento, da
diferenciacdo e da sobrevivéncia dos melanodcitos, bem
como do recrutamento de células-tronco. Queratindcitos
expostos a RUV do tipo A in vitro apresentam um nivel
mais elevado de CSF.?° Além disso, a IL-1 produzida por
queratinocitos induz fibroblastos a sintetizar CSF, o que pro-
move a proliferacao e a diferenciacdo de queratinocitos.
Uma diminuicao de CSF nos fibroblastos senescentes pode
configurar reducao nos estimulos aos queratindcitos, o que
dificulta o reparo ao tecido danificado.*°

CCL2 é quimiocina que atua como regulador critico
no recrutamento de macrofagos e células-tronco durante
a cicatrizacdo de feridas, no cancer e em infeccdes.”
Apds a estimulacao celular com lipopolissacarideo, ha uma
down-regulation constitucional de CCL2 nos melandcitos de
individuos melanodérmicos em comparacao com os melano-
citos de individuos de fototipo baixo.*? O perfil de expressao
de CCL2 nos fibroblastos pode induzir o fenotipo focal mais
escuro do melasma.

As proteinas da familia das caderinas desempenham
papel importante na regulacdo da adesao intercelular e
na sintese da matriz extracelular, além de contribuirem
para a sinalizacao de eventos que controlam a homeostase
celular.** Nos fibroblastos da pele, CDH11 regula a sintese de
colageno e elastina, e sua down-regulation pode influenciar
uma diminuicdo no reparo da derme na pele com melasma.**

A superdxido dismutase (SOD) é parte do sistema anti-
oxidante enzimatico e é a principal enzima responsavel
pela depuracao dos radicais livres de oxigénio, por meio da

conversao de anions superoxido em peroxido de hidrogénio
e oxigénio.* A SOD é um complexo de enzimas intracelula-
res, e o nivel sérico de SOD é maior entre os pacientes com
melasma quando comparados aos controles, o que indica
aumento do estado oxidativo sistémico e reforca o uso de
antioxidantes no tratamento do melasma.*® SOD2 é uma
enzima mitocondrial tetramérica que contém manganés e
é direcionada ao espaco intermembrana mitocondrial. O
aumento de SOD2 identificado nos fibroblastos é induzido
por ambiente de estresse oxidativo e pode ser resultado de
multiplas citocinas inflamatorias; além disso, € um fenotipo
caracteristico em fibroblastos senescentes.*>3”

A célula cutanea que mais contém PTGS é o fibroblasto.
Essa enzima participa da sintese de prostaglandina E2 (PGE2)
a partir do acido araquidonico, e a PGE2 inibe in vitro a
producdo de colageno pelos fibroblastos.®® A inducdo de
PTGS é notavel em células senescentes, que aumentam a
liberacdo de PGE2, levando a reducdo na sintese de cola-
geno tipo |, vasodilatacdo e quimiotaxia.*® Além disso, o
PGE2 pode induzir diretamente a melanogénese e aumento
de dendritos nos melandcitos ap6s irradiacao com UV.>*40 0
fendtipo pro-inflamatorio dos fibroblastos no melasma pode
induzir dano a derme superior e uma melanogénese susten-
tada.

Este estudo tem limitacoes relacionadas ao pequeno
tamanho amostral e a falta de ensaios protedmicos ou funci-
onais para confirmar os achados. No entanto, os resultados
foram consistentes e permitiram explorar, de modo prelimi-
nar, a hipotese sobre o papel dos fibroblastos na patogénese
do melasma, prospectando novas investigacoes ligadas a
patogénese e estratégias terapéuticas do melasma. A amos-
tra de pacientes submetida ao ensaio de senescéncia e
de proliferacao foi diferente da submetida a comparacao
da expressao génica, apesar de os resultados serem para-
lelos. Finalmente, a investigacao de fibroblastos oriundos
de controles sem melasma, pareados por idade, padrao de
fotoexposicao, fotoenvelhecimento e fototipo, poderia tam-
bém elucidar a respeito da suscetibilidade individual dos
fibroblastos de portadoras de melasma a senescéncia.

Novos estudos devem investigar os fatores regulatorios
dessas vias e a rede de citocinas entre queratindcitos,
melanocitos, nervos, endotélio e fibroblastos no melasma,
preferencialmente por meio de estudos com culturas
teciduais, para experimentos genémicos, protedmicos e fun-
cionais.

Conclusées

Os fibroblastos da pele com melasma apresentaram menor
taxa de crescimento, morfologia menos fusiforme e maior
acimulo de SA-B-gal do que os da pele fotoexposta sa
adjacente. Além disso, seu perfil de expressao génica com-
preendeu fatores pro-inflamatorios, pro-melanogénicos e
relacionados ao déficit de reparo tecidual, o que pode indu-
zir dano a derme superior e sustentar o fenétipo pigmentar
focal no melasma.
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