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1. INTRODUGAO

1.1) Pele, melanécitos e melanogénese

1.1.1) Pele

Epitélios sdo tecidos formados por células normalmente poliédricas,
justapostas e muito coesas, apresentando pouca substancia intercelular.
Comunicam-se com o tecido conjuntivo geraimente através de uma lamina
basal composta por proteinas e glicoproteinas (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1974). BIBLIOTECA 08 rommias oot 5| UFR

A pele constitui-se num epitélio do tipo estratificado pavimentoso com
funcdo de revestimento da superficie externa do corpo. Divide-se numa porgéo
epitelial de origem ectodérmica, a epiderme e, numa porgdo conjuntiva de
origem mesodérmica, a derme. Servindo de suporte a derme com mesma
origem e morfologia, existe a hipoderme que, contudo, ndo faz parte da pele
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1974).

A epiderme diferencia-se no segundo més de gestagcdo embrionaria,
chegando, ao fim do quarto més, a sua formagéo definitiva, que inclui quatro
camadas, da derme até a superficie (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1974):

- camada basal ou germinativa: células com intensa atividade mitbtica,
responsaveis pela constante renovagao da epiderme;

- camada espinhosa:. células com desmossomos que desempenham papel
importante na coesdo caracteristica da epiderme. Denomina-se epitélio
malpighiano ou camada de Malpighi, o conjunto, camada basal e camada
espinhosa;

- camada granulosa: células com granulos de queratohialina em seu
citoplasma, talvez associados ao processo de queratinizagao.

- camada lucida: delgada camada de células anucleadas.



- camada cornea: de espessura variavel, constitui-se por células achatadas,
mortas e anucleadas, cujo citoplasma contém queratina. E responsavel pela
relativa impermeabilidade da pele.

Abaixo da epiderme encontra-se a derme, formada por tecido conjuntivo,
com fibroblastos, colageno e elastina, que diferencia-se no decorrer do terceiro
e quarto més de gestacdo. Alcanga a espessura maxima de 3 mm e apresenta,
ainda, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e estruturas derivadas da
epiderme como pélos, glandulas sebaceas, sudoriparas e unhas. E composta
por duas camadas: reticular (tecido conjuntivo denso) e papilar (tecido
conjuntivo frouxo, com papilas que se projetam na epiderme; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1974).

1.1.2) Melandcitos e melanogénese

A partir do terceiro més de desenvolvimento embrionario, a epiderme é
invadida por melandcitos, células que provém da crista neural / melanoblastos.
Os melandcitos encontram-se geralmente entre a camada basal da epiderme e
a lamina basal. Apresentam citoplasma globoso e prolongamentos que se
dirigem a superficie da epiderme, passando entre e dentro das células
(queratindcitos; THODY & SHUSTER, 1989) das camadas basal e espinhosa.
De modo geral, encontram-se melandécitos na camada basal da epiderme, no
bulbo dos foliculos pilosos, na céclea (BENNETT, 1993), na cordide, na iris, no
corpo papilar e nas leptomeninges (POPOWSKI, 1997).

Entre as células epiteliais, mais frequentemente na camada espinhosa,
encontram-se, também, células ramificadas denominadas células de
Langerhans, cuja fungdo é controvertida. Alguns autores admitem que sejam
melandcitos que perderam a capacidade de sintetizar melanina (THODY &
SHUSTER, 1989), outros acreditam que sejam células distintas, devido as
diferencas observadas ao microscépio eletronico (DEMIS, 1978).

Os melandcitos em geral produzem melanina que pode ser do tipo
eumelanina, feomelanina e tricocromo. A eumelanina, tipo mais comum na pele
humana, é um dos fatores que determinam a sua coloragéo. Pode ser preta ou



marrom e constitui-se num polimero regular formado por repetidas
condensagdes oxidativas de indol-5,6-quinona (THODY & SHUSTER, 1989).

A sintese de melanina ou melanogénese ocorre no interior dos
melandcitos, a partir de tirosina e depende inicialmente da agcdo da enzima
tirosinase (isoformas T1, T2 e T3; BENETT, 1993). A tirosina é sintetizada em
nivel de reticulo endoplasmatico granular e & acumulada em vesiculas
formadas no aparelho de Golgi, os melanossomos (POPOWSKI, 1997). Os
primeiros passos biossintéticos da melanogénese s&o a hidroxilagdo da tirosina
a 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA) e a oxidagdo da DOPA a dopaquinona.
Ambas as etapas s&o catalisadas pela tirosinase. Uma vez formada a
dopaquinona, seguem-se uma série de reacdes complexas envolvendo
ciclizagcbes e polimerizagbes oxidativas que resultam na eumelanina e
envolvem outras enzimas. Estas e a tirosinase parecem localizar-se na face
interna da membrana do melanossomo (THODY & SHUSTER, 1989).

O acumulo de melanina nos melanossomos torna-os maduros. Uma vez
repleto de melanina, os melanossomos perdem sua atividade tirosinasica e
recebem o nome de granuio de melanina. Estes, depois de formados, migram
pelos prolongamentos dos melanécitos e sdo transferidos para o interior de
células epiteliais circundantes, os queratinécitos (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1974; THODY & SHUSTER, 1989). O conjunto de células epidérmicas
associadas a um melandécito constitui-se numa unidade funcional de
pigmentacdo (HADLEY, 1988).

A pigmentacado dos pélos é devida a presenca de melanécitos entre a
papila dérmica e o epitélio da raiz, os quais fornecem melanina as células da
raiz e do cortex do pélo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1974).

Os melanécitos costumam ser evidenciados histoquimicamente,
incubando-se fragmentos de epiderme com a DOPA, o que resulta na formacao
de depositos pretos no interior dessas células. Tal processo € conhecido como
reagdo DOPA-positiva. O numero de melandcitos na pele é relativamente
semelhante nas diferentes ragcas humanas, que diferem principalmente devido
a maior ou menor producdo de melanina. Esta, que costuma ser intensificada
pela exposigdo da pele a luz solar, é reduzida quando da auséncia de atividade
tirosinasica no melandcito, o que resulta nos casos de albinismo (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 1974).



A quantidade de melanina produzida pela pele esta principaimente sob
controle do Horménio Estimulante de Melandcitos - alfa (a-MSH), que estimula
ndo sO a melanogénese, como também a proliferacdo dos melandcitos
(HADLEY, 1988). No homem, que n&o possui Pars Intermedia da Hipdfise (sitio
de produgéo de a-MSH nos vertebrados), 0 «-MSH é produzido localmente na
pele, pelas células de Langerhans, queratindcitos e pelos proprios melanécitos.
Esse hormonio 'é um tridecapeptideo linear, cujo sitio ativo compreende a
sequéncia de aminoacidos 6 a 9 (-His, -Phe, -Arg, -Trp; HADLEY, 1988) e faz
parte da porgdo inicial da molécula do Horménio Adrenocorticotréfico (ACTH -
39 aminoéacidos), ambos derivados da mesma molécula precursora, a Pré-
opiomelanocortina (POMC). Assim, nos casos de hipoadrenalismo associados
a altos niveis de ACTH no plasma (por auséncia de retro-alimentagao
negativa), € comum haver hiperpigmentacdo da pele (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1974).

A acdo de «-MSH nos melandcitos requer a presenga de ions calcio e
ocorre via receptores de membrana plasmatica altamente seletivos e
pertencentes a familia dos receptores-ligados-a-proteina G. A ativagdo desses
receptores desencadeia aumento dos niveis intracelulares de AMPciclico, que
ativa a tirosinase pré-existente, possivelmente através da inativacdo de um
inibidor de tirosinase ou estimula a sintese de mais tirosinase. Atuaimente,
propde-se também uma acédo pods-tirosinase para esse hormodnio, além do ja
citado efeito sobre a proliferagdo dos melandcitos (THODY & SHUSTER,
1989).

Tem-se ainda que fatores adicionais podem interferir na regulagéo da
melanogénese e/ou na proliferacdo de melandcitos, como por exemplo:
melatonina, fatores de crescimento, metabdlitos de Vitamina D, retindides,
radiagdo ultravioleta, analogos de diacilglicerol, antagonistas de calmodulina,

acidos graxos de cadeia longa e outros (MACNEIL et al., 1992).



1.2) Disturbios de pigmentagao

Dentre as inumeras doencas que afetam a pele estdo as desordens de
pigmentagdo. Estas, por sua vez, podem estar relacionadas a um aumento
(hiperpigmentagdo) ou a uma redugdo (hipopigmentacdo) da quantidade de
melanina na pele. Disturbios de hiperpigmentacao incluem os nevos (manchas
ou placas castanhas, castanho-escura ou azuladas, geralmente benignos) e o
melanoma maligno, além de outros (LAWLEY & YANCEY, 1995).

De maneira geral, classificam-se os disturbios de hipopigmentagdo em
difusos ou localizados. O exemplo mais comum de hipopigmentacéo difusa é o
albinismo oculocutaneo (AOC) que é resultante de uma depressdo em maior ou
menor grau na atividade da tirosinase. O resultado € uma reducdo na
pigmentacdo do corpo como um todo, cujo grau € funcdo da origem racial do
individuo. A auséncia de pigmentagao acarreta disturbios oculares, geralmente
associados ao AQC, tais como, reduzida acuidade visual, fotofobia, etc. Outras
causas mais raras da hipopigmentac¢do difusa s&o o vitiligo generalizado (vide
item 1.2.2) e a fenilcetonuria. No vitiligo generalizado ndo ha melanécitos na
pele afetada, ao passo que no AOC eles estdo presentes, mas com atividade
reduzida (LAWLEY & YANCEY, 1995).

No que se refere aos disturbios de hipopigmentagao localizados, os tipos
mais comuns sao: vitiligo, leucodermia quimica (manchas despigmentadas
originadas por produtos quimicos), piebaldismo (um tipo de albinismo parcial),
nevo acromico (hipomelanose circunscrita e estavel presente desde o
nascimento), micoses e hipomelanose poés-inflamatéria (LAWLEY & YANCEY,
1995).

Dentre tais disturbios, é de relativa importancia o nevo acrémico,
definido como a seguir: uma mancha hipopigmentada, embora ndo totalmente
despigmentada, congénita, e estavel em tamanho e distribuicdo ao longo da
vida do individuo. Os pélos proximos podem também ser hipopigmentados.
Apesar de presente desde o nascimento, a area hipopigmentada pode n&o ser
notada nos primeiros meses de vida, mas torna-se nitida sob o exame da
lampada de Wood. Sdo consideradas basicamente trés formas (isolada,

segmentar, sistémica) de nevo acrébmico em fungdo da localizagdo das lesdes



na superficie corporal. Ambos os sexos sdo igualmente afetados e ndo ha
nenhum padrdo hereditario descrito para o nevo acromico, sugerindo a
possibilidade de que tais lesbes resultem de um defeito esporadico no
desenvolvimento embrionario. O numero de melandcitos nas manchas
acromicas pode ser normal ou reduzido. Os melanossomos sdo normais em
tamanho, forma e conteudo de melanina, mas parecem estar presentes em
numero reduzido e agregados dentro de vacuolos nos melandcitos, onde
podem ser degradados (PINTO & BOLOGNA, 1991).

Nas varias hipomelanoses, as areas de comprometimento da pele
apresentam-se como manchas, com diminui¢do ou auséncia de pigmentacao
nao havendo, normalmente, alteragdes secundarias como escamas ou crostas.
E frequente a ocorréncia de distdrbios auto-imunolégicos sistémicos ou ndo
associados a esses casos de hipopigmentagdo, especialmente o vitiligo.
Fatores como o local e época de origem, o tamanho, a evolugéo e os tipos de
doengas associadas a essas hipopigmentacdes é que permitem o diagndstico
diferenciado de um tipo em relagédo ao outro (LAWLEY & YANCEY, 1995).

1.2.1) Vitiligo

1.2.1.1) Caracteristicas gerais

O termo vitiligo é possivelmente derivado da palavra latina vitium
(mancha; FITZPATRICK et al., 1991). O vitiligo € uma anomalia pigmentar ou
leucodermia adquirida, caracterizada por manchas despigmentadas ou
acrdmicas na pele, circundadas por uma regido normal ou hiperpigmentada
(DOMONKOS et al., 1982; SAMPAIO et al., 1989). As regibes despigmentadas,
que variam em tamanho, de poucos milimetros até muitos centimetros, sempre
com bordas bastante distintas (GRIMES, 1990), sdo normais na maioria dos
outros aspectos (DOMONKOS et al.,, 1982).0 tratamento histolégico com
hematoxilina e eosina revela uma auséncia de melandcitos, sendo a dopa
reagdo para os mesmos negativa na regido despigmentada (FITZPATRICK et
al., 1991). Ocasionalmente, podem ser identificados linfécitos e queratinécitos

proximos as margens das manchas despigmentadas e a analise pela



microscopia eletronica revela dois tipos de células dendriticas nas manchas:
células de Langerhans e indeterminadas (FITZPATRICK et al., 1991).

O vitiligo afeta cerca de 1 a 2 % da populagdo mundial, de qualquer
raca, sexo e idade (FITZPATRICK et al, 1991; SAMPAIO et al., 1989).
Contudo a incidéncia da doenga pode variar desde 0.14 a 8.8 % em algumas
populagdes (FITZPATRICK et al., 1991); costuma ser maior nos trépicos do
que nas regides frias, em pessoas de pele escura do que de pele clara e em
mulheres do que em homens (DOMONKQOS et al., 1982), excegédo feita, neste
ultimo caso, ao vitiligo segmentar (vide abaixo; GRIMES, 1990). A incidéncia
familiar do vitiligo, geralmente esta em torno de 30% (DOMONKOS et al., 1982;
GRIMES, 1990; SAMPAIO et al.,, 1989), evidenciando um fator genético,
transmitido como caracteristica autossdmica dominante com expressividade
variavel (DOMONKOS et al., 1982). Uma outra hipdtese sugere a interagédo de
alelos recessivos em loci autossdbmicos ndo ligados, interagindo
epistaticamente (NATH et al., 1994).

As causas imediatas do vitiligo s&o ainda controvertidas, mas a doenca
frequentemente instala-se apds trauma emocional (por exemplo, perda de
emprego, morte na familia, etc) ou pode ocorrer como resultado de alguma
injuria local na pele, o chamado fendmeno de Koebner (DOMONKOS et al.,
1982; FITZPATRICK et al.,, 1991). Apds o surgimento da doenga, o quadro
pode permanecer estaciondrio por anos, regredir ou evoluir até uma situagao
generalizada (SAMPAIQ et al., 1989). Pacientes com vitiligo muitas vezes s&o
ativos e tensos, alguns até agressivos e, normalmente, enfrentam problemas
de adaptacdo social, seja em funcdo de sua personalidade e/ou da aberragcéo
estética causada pela doenga (DEMIS, 1978).

Ha uma certa tendéncia para a distribuicdo bilateral e simétrica das
manchas despigmentadas (Fig. 1, DEMIS, 1978; SAMPAIO et al., 1989) e
predilecdo por areas como periorbital, pescogo, axilas, punhos, dorso das
méos, faces antero-laterais das pemas e genitalia. No couro cabeludo, pode
haver despigmentacéo dos cabelos (SAMPAIO et al., 1989) e a leucotriquia ou
despigmentagao dos pélos do corpo também é comum nas manchas de vitiligo.
Raramente verifica-se inflamagdo e prurido nas bordas das manchas
despigmentadas, o que caracteriza o chamado vitiligo inflamatério
(FITZPATRICK et al., 1991).



1.2.1.2) Classificacdo ou tipos de vitiligo

O vitiligo & subclassificado em diferentes tipos baseado na extenséo e
na distribuicdo das lesbes na pele. Contudo tal classificacdo é ligeiramente
diferente para os varios autores conforme descrito a seguir. De forma geral,
assim como FITZPATRICK e col. (1991) o fizeram, o vitiligo é classificado em:

- localizado focal: uma ou mais manchas em area unica, n&o segmentar;

- localizado segmentar. uma ou mais manchas com distribuicdo em
dermatomos (unidades de inervagdo de pele);

- generalizado acrofacial. manchas nas extremidades e faces;

- generalizado vulgar. manchas distribuidas simetricamente (forma mais
classica; Fig. 1) ou assimetricamente;

- generalizado universal. todo o corpo ou quase todo comprometido (Fig. 2);

- misturado: associagdo dos tipos segmentar ao vulgar (Fig. 3) ou ao acrofacial.

Contudo, GRIMES (1990) iguala os tipos generalizado e vulgar e separa
o localizado do segmentar, adotando a seguinte classificagcdo:

- vitiligo vulgar. manchas simétricas com distribuic&o ao acaso;
- vitiligo acrofacial: idem a classificagdo anterior;

- vitiligo localizado: idem ao tipo localizado focal descrito acima;
- vitiligo segmentar. idem a classificagdo anterior.

Por sua vez, DOMONKOS e col. (1982) adotam uma classificagdo
semelhante a primeira descrita quanto ao vitiligo localizado, embora separem o
vitiligo generalizado do universal e incluam uma quarta classe, a do vitiligo
perinévico ou associado ao nevo com halo.

PRIETO (1961) sugere, ainda, uma variedade reticular para o vitiligo, na
qual persistem pequenas ilhotas pigmentadas nas manchas acrdmicas.

Quanto a evolugéo da doenga, o vitiligo pode ainda ser classificado em
ativo (em progressao) ou estacionario (tamanho e distribuicdo das manchas
inalterados por um longo tempo; SCHWARTZMANN-SOLON et al., 1994).



1.2.1.3) Hipoteses etioldgicas e disturbios associados ao vitiligo

As causas do vitiligo sdo motivo de muita controvérsia. Basicamente,
associadas a predisposicao genética ja citada, trés hipéteses, ndo mutuamente
exclusivas sdo propostas: neurogénica, autodestrutiva e imunolégica (SOUZA
FILHO, 1991).

A hipbtese neurogénica associa o surgimento do vitiligo & elaboragao,
pelas células nervosas, de algum mediador quimico despigmentante efou a
alguma anormalidade na fungdo neurotransmissora, que desencadeie a
destruicdo dos melandcitos da pele. Tal hipétese apdia-se nos seguintes fatos
(SOUZA FILHO, 1991):

- as células pigmentares e as nervosas tém a mesma origem, na crista neural
embrionaria, e exibem uma razoavel afinidade bioquimica. Por exemplo, ambas
utiizam a tirosina como substrato biossintético, seja na melanogénese
(melandcitos), seja na sintese de catecolaminas (neurdnios);

- os locais onde o vitiligo se apresenta podem estar confinados a regides
cutaneas providas por um segmento nervoso, como por exemplo, no vitiligo
segmentar;

- 0 vitiligo costuma surgir apds determinados traumas emocionais que afetam
regiées do Sistema Nervoso Central;

- as areas despigmentadas podem apresentar maior temperatura, sudorese e
tempo de sangramento, em relagdo a pele normal adjacente. Isto sugere um
aumento local de atividade adrenérgica ou colinérgica, talvez relacionado a
disfungdes do Sistema Nervoso Autdnomo;

- algumas areas de vitiligo podem estar associadas a lesGes degenerativas e
regenerativas de axonios e células de Schwann;,

- a atividade da enzima catecol-orto-metiltransferase (COMT) costuma estar
aumentada na pele com vitiligo. Tal aumento, que esta associado a uma maior
secrecao de catecolaminas na pele, ao mesmo tempo impede a incorporagéo
de um precursor da melanina. Isto resulta em diminuicdo do processo de
melanogénese (LEPOOLE et al., 1994),
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- no nevo acrdémico, a pele exibe resposta vascular aumentada a catecolaminas
e no vitiligo segmentar também ha aumento no metabolismo de catecolaminas
processado pelas terminag¢des sinapticas (BOSE, 1994);
- em areas marginais as leses de vitiligo pode haver aumento de reatividade
ao Neuropeptideo Y (NPY) e ao Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP; ALABADIE __
etal., 1994). BIBLIOTEGA B G288 B10L O0ICAS | UFPR
Na hipotese autodestrutiva, sugere-se a destruicdo dos melandcitos por
compostos intermediarios ao processo de melanogénese. A DOPA a
dopaquinona e outras substancias intermediarias deste processo, todas
derivadas de fendis ou catecdis, sdo seletivamente téxicas (agéo
melanocitolitica ou de disturbio na eliminagdo dos melanossomos) aos
melandcitos se acumuladas e podem competir com a tirosina na ligagdo com a
tirosinase. Além disso, pode ocorrer: (1) a formagao, por oxidagdo parcial dos
radicais fendlicos, de uma semiquinona doadora de elétrons com agéo
melanocitotoxica; (2) a exaustdo dos melandcitos, apds proliferacdo inicial,
através de aumento na oxidagdo de &cido araquiddnico a leucotrienos; (3) a
auséncia de um gene responsavel pela sintese de uma enzima que remove
metabdlitos inibitdérios da melanogénese, o que leva a acromia. Outros
subsideos para a hipétese autodestrutiva sdo (SOUZA FILHO, 1991):
- 0 estimulo excessivo para a sintese de melanina pode aumentar o risco de
leucodermia. E o que ocorre, por exemplo, no vitiligo desencadeado pelo sol;
- had uma alta ocorréncia de vitiligo em pessoas e regides da pele muito
pigmentadas. E possivel que nestas areas ocorra maior formagéo de radicais
livres difusiveis e toxicos aos melandcitos;
-na doén(;a de Addison (hipoadrenalismo), a hiperpigmentagao pode se seguir
ao vitiligo;
- em relagdo a pele humana normal, os queratinécitos da pele portadora de
vitiligo contém menor quantidade de tioredoxina redutase, enzima que reduz
radicais livres na membrana plasmatica;
- 0 mecanismo de hipopigmentagdo pos-inflamatéria (hipomelanose) pode ser
devido a deficiéncia de agentes anti-oxidantes, especialmente a catalase;
- a acromia geneticamente programada encontrada na linhagem amelanética
de Gallus domesticus (‘DAM-delayed amelanotic chicken”) ocorre por
destruicdo de melandcitos, embora envolva também alteragdes imunolégicas.
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Relacionado ainda aos efeitos toxicos que o acumulo de compostos
fendlicos tém sobre o processo de melanogénese, estido os casos de
leucodermia ocupacional ou quimica. Nestes, a formacdo de manchas
acrdmicas € devida a ingestao ou inalagéo dos citados compostos, contidos em
borrachas, resinas, plasticos, Oleos industriais e materiais utilizados por
cortidores de couro. Também ai, parece haver uma susceptibilidade hereditaria
aos fendis (SOUZA FILHO, 1991).

Curiosamente, entretanto, PICARDO e col. (1994) verificaram que a
lesdo melanocitica no vitiligo ndo esta associada a um estresse oxidativo geral,
visto que nado ha alteragdo significativa nos niveis plasmaticos de vitamina E,
glutationa peroxidase, superéxido desmutase, dentre outros, nos pacientes
com vitiligo em relag&o a individuos saudaveis.

Na hipotese imunolégica, por sua vez, sugere-se que uma alteragdo na
homeostase imunolégica possa causar disfungdo ou destruicdo dos
melanécitos. Tal idéia apodia-se fortemente em evidéncias clinicas, devido as
inumeras doengas geralmente associadas ao vitiligo. Dentre as evidéncias para
a hipdtese imunolégica estdo as seguintes (FITZPATRICK et al., 1991;
GRIMES, 1990; SOUZA FILHO, 1991):

- pacientes com melanoma podem desenvolver vitiligo; tais pacientes e
portadores de vitiligo sem melanoma podem apresentar nevos com halo
(manchas pigmentadas centrais com halos periféricos de pele despigmentada e
as vezes eritematosa; KWAN & MIHM, 1983). Em ambos os casos, ocorre
destruicdo dos melandcitos normais e neoplasicos (MERIMSKY et al., 1994). A
propria presenca do halo acrémico perinévico parece ser o inicio da destruigio
do nevo, possivelmente, associada a anticorpos formados contra estruturas
necessarias a pigmentagdo. O melanoma maligno € uma das mais importantes
doengas associadas ao vitiligo: este ocorre em 20% dos pacientes com
melanoma.

- ha varios distarbios imunolégicos comumente associados ao vitiligo:
patologias da glandula Tiredide (hiper- e hipotireoidismo, doenca de Graves,
tireoidite de Hashimoto - ocorrem em até 30% dos pacientes com vitiligo);
doenca de Addison (hipoadrenalismo); diabete mellitus (ocorre em 1 a 7,1%
dos pacientes com vitiligo); doencas cutaneas (candidiase

mucocutanea/micose, alopecia areata/calvicie - 16% dos pacientes com vitiligo;
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lupo eritematoso), anemia perniciosa (fun¢do reduzida de medula Ossea),
artrite reumatoide, miastenia grave, sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), sindromes poliglandulares auto-imunolégicas, sindrome de Vogt
Koyanagi-Harada (alteragdes oculares e sistémicas). Normalmente, também
estdo aumentados os niveis de anticorpos 6rgdo-especificos (principalmente
contra tiredide) e antimelanociticos;

- € comum a presenga ocasional de infiltrado linfocitico dérmico nas bordas das
areas acromicas;

- o tratamento de disfun¢do hepatica fulminante associada a doenga de Wilson
com substancias imunosupressoras, pode aumentar severamente quadros
prévios de vitiligo (SALLIE et al., 1994).

Favorecendo a hipétese imunolégica, estudos realizados com linhagens
modelos para vitiligo (camundongo Vit/Vit) evidenciam, de fato, aberragées de
respostas imunolégicas, além de defeitos intrinsecos aos melandcitos.
Contudo, atualmente tem sido proposta, ao invés de uma causa unica, uma
etiologia complexa para o vitiligo, resultante da interagdo de fatores genéticos,
neurais, imunoldgicos e mecanismos ainda desconhecidos (GRIMES, 1990).
Isto realmente parece estar de acordo com a variabilidade de resultados dos

tratamentos utilizados.

1.2.1.4) Tratamentos utilizados

Vérios métodos tém sido empregados na tentativa de curar o vitiligo,
como por exemplo, os tratamentos: com psoralenos associados a radiagao
ultravioleta tipo A (PUVA), corticosterdides, inibidores de prostagladinas,
fenilalanina, 5-fluoracil, melagenina, mini-enxertos etc. Infelizmente, nenhum
deles tém se mostrado 100% efetivos em todos os pacientes
(SCHWARTZMANN-SOLON et al., 1997).

Alguns resultados favoraveis sdo obtidos pelo uso tépico de derivados
furocumarinicos, como o bergapteno encontrado na bergamota. Tal aplicagao
deve ser seguida de exposicdo ao sol ou a luz ultravioleta, em doses
crescentes (SAMPAIO et al., 1989).
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A partir da raiz de Brosimum guadchaudii, planta comum no Brasil
Central, conhecida como “mamica de cadela’, é extraido o Viticromim,
encontrado em pomada ou solugdo a 20% ou, ainda, em comprimidos. O uso
topico sempre inclui exposi¢do a luz solar, que ndo deve ser muito prolongada
e pode estar associada a protecdo da periferia das lesdes com cremes
antiactinicos, a fim de evitar hiperpigmentagdo ou queimadura nessas regides
(SAMPAIOQ et al., 1989).

Também pode ser adotada a camuflagem das manchas acromicas com
cosméticos, embora isso esteja restrito em pacientes com pequeno
comprometimento da pele (GRIMES, 1990).

Um tratamento que costuma ter sucesso na repigmentagdo de alguns
tipos de vitiligo baseia-se na técnica dos micro-enxertos. Assim, pequenas
areas de pele, de cerca de 1,5 mm de diametro, sdo extraidas de regides
pigmentadas da pele do paciente, comumente a regido retroauricular e
enxertadas em manchas acrémicas, das quais retirou-se previamente uma area
equivalente de pele. A recuperacdo das regides enxertadas costuma ocorrer
em poucos meses e a repigmentacao é bastante eficiente, mas principalmente
nos casos de vitiligo segmentar estavel (GRIMES, 1990, SCHWARTZMANN-
SOLON et al., 1994).

Recentemente, SCHWARTZMANN-SOLON e col. (1997) tentaram
associar a técnica dos micro-enxertos a aplicacéo tépica de [Nle*, D-Phe’]-a-
MSH, um agonista mais potente que o hormdnio «-MSH em melanécitos de
mamiferos e, ainda, resistente a inativagdo por enzimas plasmaticas e incapaz
de desencadear qualquer tipo de efeito téxico em camundongos. Contudo,
embora tenha sido confirmada a absorgcéo do analogo pela pele dos pacientes,
o resultado em termos de repigmentacdo foi muito reduzido e n&o superou
aquele trazido exclusivamente pelos micro-enxertos (SCHWARTZMANN-
SOLON et al., 1994).

Atualmente, um dos tratamentos para vitiligo mais utilizados € o método
PUVA. Inicialmente, era comum a aplicagdo tépica de uma solugdo ou a
ingestdo de comprimidos a base de psoralenos naturais, extraidos da espécie
Ammi majus. Contudo, no método PUVA, os psoralenos empregados podem
ser sintéticos, como o trimetilpsoraleno, e ha a exposicdo do paciente a pelo
menos duas horas de radiacdo ultravioleta tipo A, o que parece levar a
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hipertrofia e proliferagédo dos melandcitos da borda das lesdes. O psoraleno
mais empregado no método PUVA & o 8-metoxipsoraleno (8-MOP) e os
resultados, embora favoraveis em alguns casos, podem ocasionar efeitos
colaterais como o aparecimento de catarata e o envelhecimento da cutis. Em
criangas, o método PUVA né&o é recomendado, pelo menos até que a regido
anterior do olho esteja suficientemente madura para proteger a retina
(FITZPATRICK et al., 1991; SAMPAIO et al., 1989). A aplicagdo tdpica de
esterdides costuma substituir o método PUVA em criangas (GRIMES, 1990) e é
efetiva em alguns casos, embora exija cuidados quanto as consequéncias
sobre os niveis hormonais do paciente.

Efeitos colaterais advindos dos tratamentos para vitiligo ndo sao
exclusivos do método PUVA e podem incluir nauseas, vomito, prurido, edema,
hiperpigmentacdo difusa, cancer de pele, envelhecimento precoce, entre
outros. Salienta-se entdo, que antes e durante qualquer terapia, os pacientes
devem ter sido submetidos ndo sé a avaliagdo clinica e histoldgica das lesées,
mas também a exames de rotina que caracterizem as disfun¢gdes organicas
associadas ao vitiligo ou as suas formas de tratamentos, especialmente, a
fotoquimioterapia. Neste contexto, tais exames devem ser repetidos
semestralmente nos pacientes sob tratamento (GRIMES, 1990).

Em formas de vitiligo com lesGes muito extensas e disseminadas,
resistentes a terapia, pode-se tentar a despigmentacdo total com o uso de
descorantes como o monobenzil éter de hidroquinona que destréi os
melandcitos irreversivelmente, mas também pode causar efeitos colaterais,
principalmente, dermatites (GRIMES, 1990; SAMPAIO et al., 1989).

Finalmente, sendo o vitiligo uma doenga de etiologia que inclui fatores
genéticos, neurais, imunoldgicos e ambientais, faz sentido que praticamente
todos os métodos terapéuticos adotados apresentem respostas tdo variaveis
por parte dos pacientes (SCHWARTZMANN-SOLON et al., 1997). Assim, isso
nao s6 mantém aberto o campo de pesquisa sobre o vitiligo, como refor¢a a
necessidade de investigacdes cientificas relativas a outras possiveis formas de

tratamento da doenca.
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1.3) Dichorisandra thyrsiflora

1.3.1) Classificacdo Taxondmica

Divis&o: Angiosperma

Classe: Monocotiledénea

Subclasse: Commelinidae

Ordem: Commelinales

Familia: Commelinaceae

Género: Dichorisandra

Espécie: Dichorisandra thyrsiflora (Fig. 4, FOCKO & SCHWANTES,
1986)

Lima, R.X., 402° coletor de D thyrsiflora, planta n°® 27172, catalogada no
Herbario UPCB, em 1995, relata na ficha de identificagdo que trata-se de uma
planta herbacea que vive tipicamente em banhados, apresentando folhas
oblongo-lanceoladas e paniculas de 12 cm com flores azuis de base branca.
Esta espécie recebe os nomes populares de cana-ponga e cana-do-brejo no
municipio de Paranagua-PR. Em Salvador-BA corresponde a cana-de-macaco
e marianinha (CORREA,1984).

1.3.2) Usos terapéuticos / justificativa do trabalho

Segundo Lima, R.X. a seiva de D. thyrsiflora € utilizada na medicina
popular para micose da pele, causando ardor.

A todas as Dichorisandra sado atribuidas virtudes medicinais, sendo
consideradas Uteis no tratamento das hidropsias e anginas e empregadas
como emoliente, diuréticas e anti reuméaticas (CORREA, 1984).

A partir do conhecimento popular de pescadores e indios Guaranis da
Ilha de Cotinga, Paranagua, PR, um enfermeiro da Fundagéo Nacional do indio
(FUNAI - regional de Curitiba) soube da possibilidade de utilizar o sumo do

caule da espécie Dichorisandra thyrsiflora, existente na ilha, no tratamento de
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manchas acrdmicas na pele humana. Um exemplo de relato de casos tratados
com esse sumo esta descrito a seguir.

Um individuo A, 50 anos, possuia manchas acrémicas em seu corpo
(bragos, especialmente) e utilizou o sumo do caule de D. thyrsiflora, aplicado
topica- (Fig. 5) e regularmente sobre as manchas, por cerca de 4 a 6 meses.

Um individuo B (pai do individuo A), em época diferente, com 65 anos,
também desenvolveu manchas acrémicas na pele (pernas, especialmente), as
quais foram tratadas com um macerado de D. thyrsiflora (em etanol, para
possibilitar o transporte a outro local). Neste caso, a aplicagdo mais uma vez foi
tépica, regular e durante periodo semelhante. E importante acrescentar que,
atualmente, com 75 anos, este individuo B apresenta diabete mellitus.

Em ambos os casos, a aplicacdo do sumo do caule na pele, ou do
macerado com etanol causou uma repigmentacdo quase total das manchas
acrdbmicas do individuo A (com diametro menor que 1 cm), ou uma diminuigcdo
da extensdo das lesbes, durante o periodo de uso, no caso de seu pai. Para o
individuo A, apés 1 ano, a repigmentag¢ao foi mantida, mesmo com a supressao
total da aplicacdo do sumo de D. thyrsiflora. Contudo esta aplicagdo tinha o
inconveniente de desencadear uma sensagdo de ardor ou queimagéo.

A filha do individuo A, atualmente com 15 anos também apresenta,
desde os 5 anos, uma lesdo acrOmica nas costas, com diametro de
aproximadamente 10 cm. Esta lesdo foi diagnosticada clinicamente como
vitiligo, indicando ser este também o diagndstico das manchas acromicas dos
individuos A e B. A provavel hereditariedade das manchas acromicas citadas
aliada ao diagnéstico clinico de vitiligo, sugere a possibilidade de estarmos
diante de um vegetal com possivel potencial terapéutico para tratamento de
vitiligo. Desse breve relato, tem-se a nogdo da importancia de alguns testes
cientificos que precisem os efeitos e o potencial terapéutico de D. thyrsiflora na
pele humana.

O presente trabalho visa embasar portanto, um possivel futuro uso
terapéutico desse vegetal sobre desordens de pigmentagdo humana, como por
exemplo, o vitiligo. Pretende-se, secundariamente, de um ponto de vista social,
incentivar o resgate da cultura indigena nacional, uma vez que a informacéo
desse vegetal no tratamento de manchas acrdmicas na pele, € proveniente de

uma comunidade indigena.
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*FIGURAS

Fig. 1 — Vitiligo vulgar
Com evidente
distribuicdo

simétrica
[DOMONKOS et al.,
1982 — p.1057].

Fig. 2 - Vitiligo universal em mulher
Negra com pigmentagao residual
na area da face [DEMIS,

1978 — p.11-33/8].

Fig. 3 — Vitiligo misturado: segmentar
(manchas acrbmicas na por¢ao
esquerda do abddmem) associado

ao vulgar (outras manchas acrémicas)
[DEMIS, 1978 — p.11-33/5].
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Fig. 4 - Exemplar de Dichorisandra thyrsiflora Mik (Commelinaceae). A

inflorescéncia & de coloragao azulada o que ndo se percebe nesta foto.

Fig. 4 - Exemplar de Dichorisandra thyrsiflora Mik (Commelinaceae — 1,50 m).



Fig. 5 - Forma de aplicagdo do sumo do caule de Dichorisandra thyrsiflora

sobre as manchas acromicas presentes na pele do individuo A.
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2. OBJETIVOS

2.1) Objetivo geral:

Determinar os efeitos de extratos hidroalcodlicos de

Dichorisandra thyrsiflora sobre células pigmentares de anfibios e mamiferos.

2.2) Objetivos especificos:

2.2.1) Determinar o efeito de extratos hidroalcodlicos de
Dichorisandra thyrsiflora sobre o escurecimento / migragédo pigmentar

(dispersao) de melanossomos em melanoforos de peles de Bufo ictericus.

2.2.2) Determinar o efeito de extratos hidroalcodlicos de
Dichorisandra thyrsiflora sobre a proliferagdo e a melanogénese em
melanoma amelanético metastatico humano C32TG, bem como testar a

ocorréncia de efeitos citotoxicos desses extratos sobre estas células.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1) Coleta do vegetal e preparacdo do extrato hidroalcodlico e derivados:

Exemplares de Dichorisandra thyrsiflora (Commelinaceae) foram
previamente coletados na Ilha de Cotinga, Paranagua, PR, acondicionados
em sacos plasticos e trazidos para Curitiba no mesmo dia da coleta.

A seguir procedeu-se a identificagdo taxondmica e confecgdo de
pequena amostra inicial de extrato bruto hidroalcodlico, realizada no
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana.

A preparagdo do extrato ocorreu, de forma geral, conforme descrito a
seguir. Exemplares de D. thyrsiflora foram dessecados em estufa ventilada,
resultando em 121,31g de peso seco do vegetal. A seguir, esse material foi
submetido a extragdo bruta em etanol 70% por percolagéo, resultando em
extrato que foi transportado (acondicionado em isopor com gelo) até S&o
Paulo. Tal extrato foi submetido a liofilizagdo, bomba a vacuo (0,5 mmHg) e
concentrado finalmente em evaporador rotatério (40°C), resultando em
11,11g (aproximadamente 10% do peso seco inicial) de extrato seco. A partir
desse extrato seco foi preparada uma solug&o estoque (100mg/ml de etanol),
utilizada para confeccdo de trés concentragées (10 pg/ml, 100ug/ml,
1000ug/ml) de extrato, as quais foram administradas nos seguintes modelos
experimentais: bioensaios in vitro de peles isoladas de anfibios (vide item
3.2) e melanoma amelanético metastatico humano C32TG em cultura (vide
item 3.3). O extrato efou as solugdes foram sempre acondicionados sob

refrigeragao.
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3.2) Bioensaios in vitro: preparacdes de peles isoladas de Bufo ictericus
(CASTRUCCI et al., 1984; FERRONI & CASTRUCCI, 1987)

Exemplares machos de B. ictericus foram espinhalados e suas peles
excisadas, sendo utilizadas as regibes.dorsal, das patas dianteiras e
traseiras dos animais. Imediatamente, essas peles foram lavadas em solugdo
fisiologica (em mM: NaCl 111,2;, KCI 1,9; CaCl, 1,1; Na,HPO,4 6,5; KH,PO,4
1,5, pH=7,4) e cortadas em pedagos de aproximadamente 2,5 por 2,5 cm.
Esses fragmentos permaneceram em solucdo fisiologica a 23°C (+ 1,0)
durante 60 a 120 minutos, para propiciar o equilibrio das peles com o meio e
para que os melanoforos atingissem o estado ndo estimulado de maxima
agregacédo pigmentar (clareamento) (SHERBROOKE et al., 1988). As peles
foram entdo montadas entre dois anéis de PVC, que foram colocados em
béqueres de 25 ml contendo 10 ml de solugdo fisiolégica, aos quais foram
aplicadas, separadamente, as trés citadas concentragdes finais de extrato .
Foram efetuados também controles correspondentes ao eluente (etanol 1%)
presente nessas trés solugbes e um controle positivo com a-MSH (2,5 x
10'™M - ECso;, FERRONI & CASTRUCCI, 1987) para confirmar a
responsividade das peles.

Um reflectdmetro Photovolt foi usado para medir a reflectancia
(indicativo de coloragao) inicial de cada pele cuja face externa ficava voltada
para o fotodetector desse aparelho. Ja se sabe que: (1) a adicdo de o-MSH
ao banho, por 60 minutos, resulta em escurecimento (dispersdo de
melanossomos) dose-dependente das mesmas, o que leva a uma diminuigao
dos valores de reflectancia em relagdo aos valores basais iniciais; (2) a
remocdo do hormdnio peptidico por lavagens sucessivas das preparacdes
retorna as leituras aos valores iniciais de reflectancia. As alteragdes de
reflectancia das peles foram calculadas em relacdo aos valores basais
iniciais e expressas em porcentagem. O numero amostral corresponde ao
numero de anéis de pele, provenientes de trés animais diferentes. Os
experimentos com pele isolada de B. ictericus foram realizados no
Laboratério de Fisiologia da Célula Pigmentar, no Departamento de

Fisiologia do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo. Os
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exemplares de anfibios foram mantidos em terrarios durante os sete dias que
antecederem o0s experimentos, submetidos a fotoperiodo CE 12:12,

temperatura de 23°C (+ 1,0) e alimentados com insetos.

3.3) Obtencdo e manutencéo das linhagens de células em cultura

As células de melanoma amelandtico metastatico humano, linhagem
C32TG, foram adquiridas da Americam Type Collection - ATCC pelo
Laboratério de Fisiologia da Célula Pigmentar (Departamento de Fisiologia,
IB-USP). A linhagem foi originalmente estabelecida por Chen e Shaw a partir
de uma bidpsia de melanoma metastatico de ileo, obtida de um individuo
branco do sexo masculino com 53 anos de idade, no ano de 1973. Essas
células parecem apresentar baixo indice de melanogénese e ndo respondem
a estimulos de a- MSH (PEREIRA, 1997).

A manutencdo da linhagem C32TG ocorreu por acondicionamento a
37°C em frascos de cultura de 25cm? contendo meio RPMI (GIBCO Medium
1640) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), na auséncia de

antibiéticos. A troca do meio foi feita a cada 1-2 dias.

3.3.1) Parametros analisados

Foram analisados os parametros proliferagdo celular, melanogénese
(refletida pela atividade tirosinasica) e citotoxicidade em células tratadas com
extrato de D. thyrsiflora, nas trés concentragdes citadas anteriormente. Tais
concentragdes e meios com o eluente dos extratos (etanol 1%), foram
aplicados nos frascos de cultura . Quando da troca do meio a cada 1 - 2 dias,
o extrato/alcool foram juntamente renovados nos frascos experimentais. Os
ensaios foram realizados por 72 horas (tempo de exposicdo ao extrato e/ou
eluente), e o nUmero amostral corresponde ao numero de frascos utilizados

em cada condi¢ao, no total dos ensaios.
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3.3.1.1) Proliferagao celular

Para determinacdo da proliferagdo celular, as células foram
destacadas dos frascos de cultura no término de cada experimento com
solucdo de Tyrode / EDTA e a seguir contadas em camara de Neubauer, com
0 auxilio de um microscépio. Os valores médios foram expressos como a

média (10° células) + erro padrao.

3.3.1.2) Atividade tirosinasica (medida indireta)

Este método é baseado em Pomerantz (1966), com modificacdo
(MENGEAUD & ORTONNE, 1994) e fundamenta-se na determinagéo de H,0O
tritiada produzida pela hidroxilagdo enzimatica de [3,5-3H]-tirosina, catalisada
pela tirosinase.

As células receberam meio com 1 uCi/ml de tirosina tritiada, 24horas
antes do término de cada experimento. Ao final destes, 0 meio de cada
frasco foi recolhido e originou duas amostras (20 pl de meio), a cada uma
das quais (com 3x10° células), foram acrescentados 980ul de solugdo 20%
de carvéao ativo em &cido tricloroacético 10%. A mistura foi agitada, incubada
por 20 minutos a 9°C e centrifugada a 7.000 rpm por 20 minutos. Aliquotas
de 500 pul de cada sobrenadante foram recolhidas em frascos de vidro
contendo 5 ml de liquido de cintilagdo. As amostras foram levadas a um
contador de cintilicdo LKB, modelo Rackbeta e os dados obtidos foram
convertidos em média de contagens de cintilacdo por minuto por 10° células

(cpm / 10° células).

3.3.1.3) Citotoxicidade

Este teste foi realizado para a determinagdo de uma possivel agio
téxica do extrato de D. thyrsiflora sobre células de melanoma C32TG.

Apé6s 72 horas de tratamento as células aderidas foram destacadas
dos frascos de cultura e as suspensdes (meio de cultura) com eventuais
células receberam o corante vital “Tryplan Blue®’, a uma concentragdo de
0,05%, para diferenciar células vivas de células mortas (absorvem e mantém

o corante e geralmente desprendem-se da parede do frasco). Em seguida as
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células foram contadas num procedimento semelhante ao da contagem
realizada para determinar a proliferagdo celular. Os valores do nimero de
células vivas e mortas foram expressos como a média (10° células) + erro
padréo.

Neste experimento a concentragdo do extrato ministrado nas células
foi a mais elevada (1000ug/ml) dentre as trés concentragbes citadas
anteriormente, pois o0s resultados anteriores evidenciaram efeitos

significativos apenas para esta concentragdo.

3.4) Analise estatistica BISLIOTECA be BIENCIAS BIOLAGICAS | UspE

Os dados dos ensaios de atividade biologica referentes a proliferagao
e atividade tirosinasica de células de melanoma amelanético metastatico
humano C32TG foram tratados por analise de variancia, ANOVA, seguida de
teste de Student Newman Keuls (SNK) e as diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas para p < 0,05. O tratamento dos resultados
referentes as peles isoladas de anfibios e ao teste de citotoxicidade do
extrato em melanoma C32TG foi feito utilizando-se o teste t de Student,

considerando-se o mesmo nivel de significancia (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1) Peles isoladas de Bufo ictericus

O extrato de D. thyrsiflora na concentracdo de 1000ug/ml desencadeou
escurecimento significativo (p < 0,05) (dispersdo de melanossomos) de peles
isoladas de B. ictericus (Fig. 6). Seu efeito, entretanto, foi menor do que aquele
desencadeado por a-MSH 2,5 x 10 M (ECso - FERRONI & CASTRUCCI,
1987), um efetivo agente escurecedor de peles de anfibios. As concentragdes
menores do extrato (100ug/ml e 10ug/ml) e o eluente (alcool 10%) nao

desencadearam efeitos significativos nessa preparacao (Fig. 6).

4.2) Células da linhagem de melanoma amelanético metastatico humano
C32TG

4.2.1) Sobre a proliferagao celular

O extrato de D. thyrsiflora na concentragdo de 1000ug/ml reduziu
significativamente (p < 0,05) a proliferacdo de células da linhagem de
melanoma amelanético metastatico humano C32TG (Fig. 7). Contudo nem as
concentragbes menores desse extrato (100ug/ml e 10ug/ml) nem a presenca
de alcool (1%) foram capazes de alterar significativamente a proliferagdo desta

linhagem celular em cultura (Fig. 7).

4.2.2) Sobre a atividade tirosinasica

O extrato de D. thyrsiflora na concentragdo de 1000ug/ml aumentou
significativamente (p < 0,05) a atividade tirosinasica em linhagem de melanoma
amelandtico metastatico humano C32TG (Fig. 8). Contudo nem as
concentragdes menores desse extrato (100ug/ml e 10ug/ml) nem a presenca
de alcool (1%) foram capazes de alterar significativamente a atividade
tirosinasica desta linhagem celular em cultura (Fig. 8).
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4.2.3) Sobre a citotoxicidade

O extrato de D. thyrsiflora apresentou atividade citostatica em células de
melanoma amelandtico metastatico humano C32TG (Fig. 9), pois na
concentragao de 1000ug/ml esse extrato reduziu significativamente (p < 0,05) o
numero de células vivas dessa linhagem nos frascos de cultura. O efeito do
extrato ndo pode ser considerado citotdxico pois, nessa mesma concentragéo,
ndo houve alteragdo do numero de células mortas presentes nos mesmos
frascos experimentais (Fig. 9). Assim sugere-se que a redugdo do numero de
células vivas desencadeada pelo extrato deve relacionar-se a um efeito
inibitério sobre a proliferagcdo celular, conforme verificado em resultado citado
anteriormente. Ressaltamos que este €& um resultado preliminar por

impossibilidade de ampliarmos adequadamente a amostragem.
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5. DISCUSSAO

O extrato de D. thyrsifora em alta concentracdo desencadeou
escurecimento significativo em peles isoladas de B. ictericus (Fig. 6), assim
como aumento da atividade tirosinasica em células de melanoma amelandtico
metastatico humano C32TG em cultura (Fig. 8). Tais efeitos nos dois modelos
experimentais correspondem aos mesmos efeitos do hormonio a-MSH e
podem relacionar-se a ativagdo de uma unica via de transdugdo de sinal
biolégico desse hormodnio. Esta envolve aumento nos niveis intracelulares de
AMPciclico, levando & dispersdo pigmentar (melanossomos em melandéforos)
ou escurecimento em peles de anfibios e a ativacdo da melanogénese (via
aumento de atividade tirosinasica) em melandcitos de melanoma de mamiferos
(HADLEY, 1988: THODY & SHUSTER, 1989).

Portanto verifica-se que tanto num modelo (peles isoladas de B.
ictericus) de sensibilidade relativamente menor aos efeitos bioldgicos, mas
também aos possiveis efeitos deletérios do extrato bruto, quanto num outro
modelo com maior sensibilidade para ambos os tipos de agées do extrato, este
agiu de maneira provavelmente semelhante: escurecimento / aumento da
atividade tirosinasica (melanogénese). E importante considerar ainda que
mesmo no modelo de células em cultura, onde a probabilidade de um efeito
citotoxico do extrato deve ser maior, nossos resultados, mesmo que
preliminares, sugerem auséncia deste tipo de efeito, confirmando, apenas, o
efeito inibitério sobre a proliferacdo celular (descrito abaixo). Isto porque o
extrato é capaz de reduzir o numero de células vivas presentes no meio de
cultura, mas nao de aumentar o numero de células mortas ai presentes (Fig.9).

O extrato de D. thyrsiflora (1000 pug/ml) inibiu a proliferagéo de células
em melanoma C32TG em cultura (Fig. 7). Discute-se a seguir este resultado e
aquele sobre a atividade tirosinasica nessas células (Fig. 8), sob a perspectiva
de um futuro emprego terapéutico do extrato de D. thyrsiflora sobre disturbios

humanos de hipopigmentacéo.
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Se o extrato de D. thyrsiflora realmente tem a capacidade de
repigmentar manchas acrémicas na pele humana (conforme descrito no
exemplo do item 1.3.2 da Introduc&o), poder-se-ia supor que ele causaria tanto
um aumento de atividade tirosinasica como um aumento de proliferacdo de
células do melanoma C32TG em cultura. Contudo, verificamos uma inibicéo
desta proliferagéo, conforme j& descrito. Poder-se-ia pensar, entéo, que isso
se deva a um efeito do citado extrato sobre estagios mais diferenciados dos
melandcitos, gerando nestes um aumento de atividade tirosindsica e do
conteudo de melanina, mas nédo da proliferagdo, pois este seria mais provavel
em melandcitos ainda em menor grau de diferenciagdo. A associacdo do
aumento de atividade tirosinasica ao conteudo de melanina foi sugerida pelo
fato da tirosinase catalisar os primeiros passos da melanogénese nos
melandcitos (BENNETT, 1993).

Por outro lado: se, de fato, o sumo do caule de D. thyrsiflora é capaz de
repigmentar manchas acrémicas, segundo os resultados obtidos isto somente
poderia estar relacionado ao efeito do extrato de aumentar a atividade
tirosinasica em células de melanoma C32TG em cultura. Porém, devido a
auséncia de melandcitos nas manchas acromicas dos portadores de vitiligo
(reagdo dopa-negativa, FITZPATRICK et al, 1991) seria interessante
investigar futuramente um possivel efeito estimulatério do extrato sobre a
migracdo de melandécitos dos foliculos pilosos para as areas acromicas,
ressaltando que este tipo de efeito, por sua vez, seria mais tipico sobre
melandcitos indiferenciados, diferentemente do que foi discutido no paragrafo
anterior. Embora escassos, ja existem experimentos envolvendo a migracéo
melanocitaria em cultura organotipica (LEPOOLE et al., 1994).

Refor¢gando a importancia da continuidade desses estudos tem-se que
outras substancias de origem vegetal, como por exemplo alguns psoralenos,
costumam ser utilizadas no tratamento de disturbios de hipopigmentagéo,
principalmente o vitiligo, embora associadas geralmente a exposi¢éo da pele a
radiacdo ultravioleta (método da PUVA terapia; FITZPATRICK et al., 1991;
SAMPAIO et al., 1989). Curiosamente, o 8-metoxipsoraleno (8-MOP)
apresenta efeitos muito semelhantes ao que obtivemos com o extrato de D.

thyrsiflora na mesma linhagem de células que utilizamos (melanoma C32TG):
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causa redugéo da proliferagdo celular e aumento da atividade tirosinasica (Ana
Maria de Lauro Castrucci, comunicacdo pessoal). Isto sugeriria que os efeitos
que obtivemos com o extrato poderiam ser devidos & presenga de psoralenos
nesta espécie vegetal. A literatura cientifica consultada n&o apresentou
registros de psoralenos nesta espécie.

Sugerimos que um ou mais compostos quimicos presentes na espécie
vegetal D. thyrsiflora podem vir a apresentar um potencial terapéutico
relevante sobre disturbios de hipopigmentagéo, como talvez o préprio vitiligo,
desde que aplicados em concentragcdes razoaveis, pois os efeitos que
obtivemos ficaram restritos @ maior concentragdo de extrato testada. Dentre
esses efeitos, seria bastante relevante nesse contexto 0 aumento da atividade
tirosinasica verificado, o qual estaria mais diretamente relacionado a uma
possivel repigmentacdo cutanea. Também seria interessante considerar a
auséncia de um efeito citotdxico do citado extrato sobre as células pigmentares
em cultura.

Acrescentamos, contudo, que efetivas conclusées sé poderdo ser
obtidas a partir de fracionamentos do extrato bruto de D. thyrsiflora e
purificacdo das substancias quimicas presentes no mesmo, as quais seriam
testadas da mesma forma que o extrato hidroalcodlico original, com testes
mais amplos sobre possiveis efeitos citotoxicos ou ainda em algum modelo
experimental em que pudesse ser investigada uma influéncia das mesmas
sobre a migracdo de melandcitos de areas cutaneas saudaveis para aquelas

que exibem manchas hipopigmentadas.
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