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RESUMO

Pyrostegia venusta é uma planta nativa do Brasil com varias propriedades
benéficas, incluindo tratamento do vitiligo. No entanto, seus efeitos no processo
de melanogénese ou no vitiligo ainda nédo foram comprovados. Nesse estudo, o
objetivo foi investigar o efeito melanogénico do extrato hidroetandlico proveniente
das folhas da P. venusta (EHPV) e seu possivel mecanismo de acao nas células
da linhagem B16F10. Além disso, seus efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e
hiperpigmentante em modelos animais usados para a pesquisa do vitiligo, atraves
da aplicacdo de oleo de créton (OC) e monobenzona. O EHPV foi testado em
diferentes concentracbes com o intuito de avaliar o conteddo de melanina,
viabilidade celular através dos métodos do vermelho neutro e MTT, bem como
atividade da tirosinase in vitro. Os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes de
preparacdes farmacéuticas topicas e através da administracdo por via oral foram
analisados em animais Swiss, atraves do modelo de edema de orelha induzido
por OC, seguido da avaliacdo da espessura da orelha dos animais, atividades da
mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-b-D-glucosaminidase (NAG), infiltracao celular,
niveis de citocinas e espécies reativas de oxigénio (EROs). A alteracdo da
pigmentacdo de animais da linhagem C57BL/6, infiltracdo celular e niveis de
citocinas e EROs foram avaliadas no modelo de vitiligo induzido por
monobenzona. Resultados in vitro mostraram que EHPV aumenta a producéo de
melanina em resposta a varias concentracées (0,1; 0,3; 1 e 3 pg/ml). No entanto,
0 mecanismo através do qual ocorre o aumento de melanina ndo é dependente
da atividade da tirosinase in vitro. O modelo animal de edema induzido por 6leo
de croton mostrou que o EHPV, quando administrado por via oral (300 mg/kg),
reduz atividade da NAG. Além disso, reduziu o numero de células infiltradas
quando comparada com o grupo controle, bem como diminuiu niveis das citocinas
interleucina-1B (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a).
O tratamento topico do EHPV (10%) n&o alterou esses parametros citados; no
entanto, diminui infiltracdo celular e niveis de EROs. Ambas as preparacfes
aumentaram os niveis de melanina epidermal e pigmentacdo dermal; além de
reduzirem niveis de citocinas e EROs. No entanto, somente o EHPV tdpico
alterou a marcacdo especifica para melanina. Concluindo, o EHPV estimula a
melanogénese celular em baixas concentracfes em células B16F10. Além disso,
pela primeira vez foram demonstrados efeitos anti-inflamatorios e
hiperpigmentantes, confirmando diferentes efeitos topico e sistémico através dos
modelos animais. Assim, esses resultados in vivo e in vitro evidenciam o uso da
P. venusta no vitiligo.

Palavras-chave: Pyrostegia venusta; melanogénese; vitiligo; monobenzona; 6leo
de croton; B16F10.



ABSTRACT

Pyrostegia venusta is a native Brazilian plant that has a variety of beneficial
properties, including treatment of vitiligo. In this study we aim to investigate the
melanogenic effect and the mechanism of the P. venusta leaves (EHPV) extract in
B16F10 cells, as well as the its antiinflammatory, antioxidant and hyperpigmentant
activities in animal models of vitiligo induced by croton oil and monobenzone. The
EHPV was tested at different concentrations in the trials of melanin content, cell
viability by the neutral red and MTT assays, and cellular tyrosinase activity in order
to examine the effects on melanogenesis in murine B16F10 murine cells. The
antiinflamatory and antioxidant effects of topical and oral administration of EHPV
were evaluated in Swiss mice on oedema model induced by croton oil. It was then
assessed the myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-b-D-glucosaminidase (NAG)
activities, cell infiltration, cytokine and reactive species oxygen (ROS) levels. The
involvement on mice pigmentation, cell infiltration and cytokine levels were
evaluated on vitiligo model induced by monobenzone. In vitro studies showed that
EHPV increased melanin content in response to several concentrations (0.1; 0.3; 1
and 3 pg/ml). However, the mechanism by which this increase occurred is not
dependent on the activity of tyrosinase. In vivo assessment, on mouse ear
oedema induced on Swiss mice, EHPV when given orally (300 mg/kg) significantly
reduced NAG activity. The same way, cell infiltration was low when compared to
control group, as well as interleukin-18 (IL-1B), interleukin-6 (IL-6) and tumor
necrosis factor-a (TNF-a) levels. Topical treatment with EHPV (10%) did not
caused alterations on NAG activity and cytokines content, but diminished cell
infiltration and ROS levels. Both preparations enhanced epidermal melanin level
and dermal pigmentation, while they diminished the amount of inflammatory
cytokines and cell infiltration. However, only the topic EHPV changed the melanin
specifically labeled. In conclusion, the EHPV stimulates cell melanogenesis in
B16F10 cells at low concentrations. Also, for the first time we have demonstrated
anti-inflammatory and hiperpigmentantes effects of P. venusta, indicating different
topical and systemic properties, in two models that mimic several features
encountered in vitiligo. Thus, these results support the use of P. venusta in vitiligo.

Key-words: Pyrostegia venusta; melanogenesis; vitiligo; monobenzone; croton
oil; B16F10.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 A pele e o processo de melanogénese

A pele é o manto de revestimento do organismo, indispensavel a vida e
qgue isola os componentes organicos do meio exterior. Constitui-se em uma
complexa estrutura de tecidos de varias naturezas, dispostos e inter-
relacionados de modo a adequar-se, de maneira harmonica, ao desempenho
de suas funcgbes. Por ser a primeira barreira em contato com o meio externo, €
constantemente sujeita a lesdes e invasdo de patdgenos que podem gerar
diversas doencgas inflamatorias. Desta forma, possui um papel importante na
manutencao e desenvolvimento da defesa (BOUWSTRA; PONEC, 2006).

A pele compbe-se, essencialmente, de trés camadas: uma camada
superior - a epiderme; uma camada intermediéria - a derme (ou corio); e uma
camada profunda - a hipoderme (ou tecido subcutaneo). A derme é a camada
gue compreende os foliculos capilares, nervos, glandulas sebaceas e glandulas
sudoriparas. Ja a epiderme é a camada mais externa e desempenha um
importante papel na resisténcia a agressdoes ambientais, tais como agentes
infecciosos, agentes quimicos e radiacao ultravioleta (UV) (D'ORAZIO et al.,
2013).

A epiderme é subdividida em quatro camadas (Figura 1), cada uma com
funcBes distintas. O estrato corneo é a camada mais externa e atua como uma
barreira contra a penetracdo de organismos externos e toxinas, bem como a
prevencdo contra a perda de agua. No estrato granuloso, inicia-se 0 processo
de cornificacdo, onde as células sofrem apoptose, diferenciando-se em
cornedcitos No estrato espinhoso, 0s queratindcitos presentes sédo
responsaveis pela producao dos filamentos de queratina, e, por fim, a camada
ou estrato basal, que é a camada mais profunda e responsavel pela
pigmentacado, proliferacdo celular e renovacdo cutanea (BOUWSTRA et al.,
2003). Aproximadamente 80-85% da epiderme é constituida de queratindcitos,
10-13% de melandcitos, 4% de células de Langerhans e 1% de células de
Merckel, as quais atuam nas respostas de defesa (PROST-SQUARCIONI,
2006; TAY et al., 2014).
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Camanda Coérnea

Estrato Granuloso

Estrato Espinhoso

Camada Basal

Queratinécitos

Melanécito

Figura 1: Camadas da epiderme.

Fonte: Adaptado de (KERN et al., 2011).

A interacdo coordenada entre os diferentes tipos celulares presentes nas
camadas da pele permite que este 6rgdo responda pronta e efetivamente frente
a uma variedade de estimulos nocivos que ocorrem na interface do organismo
com o0 meio externo, como a acdo de toxinas, organismos patogénicos,
radiacdo UV e extremos de temperatura. Dessa forma, h4d a manutencao da
homeostasia cutdnea. E nesse contexto, a pele demonstra ser muito mais do
gue simplesmente uma barreira fisica passiva entre o0 meio externo e interno,
mas sim, indubitavelmente, também uma extensdo do sistema imunolégico
(WILLIAMS; KUPPER, 1996; TAY et al., 2014).

Para uma barreira fisica altamente eficaz, os queratindcitos acumulam
pigmentos de melanina a medida que amadurecem, porém a sintese de
melanina ndo ocorre nessas células e sim, nos melandécitos. Esses séo células
dendriticas derivadas da crista neural que possuem estruturas complexas
compostas principalmente de proteinas e diversos sistemas de oxidase (ROY,
2007). Os melandcitos podem ser encontrados tanto na derme como na
epiderme, sendo que melandcitos epidérmicos sdo geralmente encontrados na
camada basal e também encontrados em foliculos pilosos (D'ORAZIO et al.,
2013). Sua maior funcdo € a sintese de melanina, um heteropolimero
pigmentado sintetizado em organelas denominadas melanossomos (PARK et
al., 2009).
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A melanina € constituida por subunidades de diferentes espécies de
pigmentos formados pela oxidagéo e ciclizagdo do aminoacido tirosina (Figura
2). A melanina existe em duas formas quimicas principais: (1) eumelanina, um
pigmento escuro expresso abundantemente na pele de individuos fortemente
pigmentados, e (2) a feomelanina, um pigmento sulfatado de cor clara
resultante da incorporacao de cisteinas em precursores de melanina. Os niveis
feomelanina sdo semelhantes entre individuos de pele escura e de pele clara, e
a eumelanina é que apresenta variacdo entre os individuos, sendo
determinante na tez da pele, sensibilidade a radiacdo UV e o risco de cancer
de pele (D'ORAZIO et al., 2013).

COOH c00|-| orj/\(coori e HO COOH
NH, —bHo N"'? - 0 N gy I_j) NH,

Tirosina Tirosinase DOPA Tirosinase = DOPAquinona HN
* COOH
CisteinilDOPA
Oj <+ ommo” <= 1o Q‘_’I‘COOH *
HO COOH
DHI DOPAcromo LeucoDOPAcromo NH,

\ s
1,4-benzotiazinil-
Dﬁ - - D—,L
HO COOH

Inclo]-5,6-qumona DHICA Inan-S,B-qumnna *
acido carboxilico
\ Eumelanina , Feomelanina
(marrom/preto) (vermelho/amarelo)

Figura 2: Vias de sintese da melanina.

Fonte: Adaptado de (D'ORAZIO et al., 2013).

Os pigmentos produzidos pelos melandcitos séo transferidos para os
queratinécitos adjacentes dentro dos melanossomos através das extensdes
dendriticas (Figura 3). Cada melandécito pode estar em contato intimo com até
trinta e seis queratindcitos vizinhos, formando a unidade melano-epidérmica.
Dentro dos queratinécitos, a melanina é preferencialmente localizada logo

acima do nuacleo, formando uma barreira protetora conhecida como capsula
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supranuclear, orientada de tal forma a proteger o DNA nuclear da radiacdo UV
(PLONKA et al., 2009; FELLER et al., 2014).

QUERATINOCITOS

Transferéncia do
melanossomo
Melanina

{}

Feomelanina Eumelanina

Dopaquinona
MELANOCITO %

DOPA

OSINASE —— {}
Tirosina

Figura 3: Transferéncia de melanina dos melandécitos para os queratinécitos.

Fonte: Adaptado de (KERN et al., 2011).

Além dessa importante funcdo, a melanina pode ter muitas outras acées
fisiologicas importantes: regulacdo da homeostase epidérmica, eliminacédo de
radicais livres para proteger contra danos oxidativos, e, possivelmente,
atividade antimicrobiana (D'ORAZIO et al., 2013; FELLER et al., 2014).

Na epiderme, a sintese e distribuicdo da melanina envolvem varios
passos: transcricdo de proteinas melanogénicas, biogénese de melanossomo,
triagem de proteinas melanogénicas dentro dos melanossomos, transporte de
melanossomos para os dendritos de melandcitos e, finalmente, transferéncia
para 0s gqueratinécitos. Estes eventos sdo regulados por uma variedade de
fatores paracrinos e autocrinos em resposta a estimulos endbégenos e
exogenos, principalmente radiacdo UV (PARK et al., 2009).

Os melanossomos possuem todas as proteinas e enzimas necessarias
para a biossintese da melanina, manutencao da estrutura do melanosomo, e a

maturacdo dos melanossomos em uma série de estagios, 0os quais podem ser
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desprovidos de melanina (estagio 1) até organelas listradas repletas de
melanina (estagio 1V) (MIOT et al., 2009).

O comportamento do melandécito na pele é largamente influenciado por
sinais positivos e negativos dos queratindcitos vizinhos e, em um grau menor,
pelos fibroblastos da derme, bem como por sinais autocrinos e fatores
ambientais, como a radiacdo UV (PARK et al., 2009). Inumeros fatores
produzidos e liberados pelas células da pele podem estar envolvidos na
regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo de melandcitos da epiderme de
mamiferos, bem como na regulacdo da producao de melanina (HIROBE, 2005).

Dentre as proteinas essenciais para a producdo de melanina, a que
merece mais destaque € a tirosinase, uma glicoproteina localizada na
membrana do melanossomo. Possui um dominio interno melanossomal que
contém uma regido catalitica (aproximadamente 90% da enzima), seguido por
um pequeno dominio transmembrana e um citoplasmatico de
aproximadamente 30 aminoacidos. Residuos de histidina presentes na porcao
catalitica da tirosinase se ligam a ions cobre que sdo necesséarios para a
atividade da tirosinase. A proteina quinase C- B (PKC-f) fosforila dois residuos
de serina no dominio citoplasmatico, uma modificagdo necesséaria para a
ativacdo da tirosinase (PARK et al., 2004; PARK et al., 2009). Quando ativada,
catalisa 0 passo inicial e limitante da sintese de melanina, a hidroxilacdo de L-
tirosina em L-DOPA, e posteriormente oxida L-DOPA em DOPA-quinona
(CHAWLA et al., 2008).

Além disso, proteina 1 relacionada a tirosinase (TRP-1) e proteina 2
relacionada a tirosinase (TRP-2) sdo estruturalmente relacionadas a tirosinase,
residem no interior dos melanossomas e, como a tirosinase, alcancam a
membrana melanossomal. Suas fun¢bes ainda ndo estdo bem esclarecidas,
mas, como TRP-1 forma um complexo com a tirosinase, é possivel que
desempenhe um papel na ativacdo e/ou estabilizagdo da tirosinase. Também
tem uma fungéo na biogénese do melanossomo, uma vez que a supressao da
expressdo de TRP-1 é associada com estruturas de melanossomo anormais.
TRP-2 complexa-se com tirosinase e também com TRP-1. Atua em um dos
estagios mais tardios de conversdes na biosintese de melanina (PARK et al.,
2009).
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O fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF) é um fator de
transcricdo que regula a transcricdo de tirosinase, TRP-1, TRP-2 e PKC-B.
Possui um papel central na sintese de melanina, bem como na biogénese e
transporte de melanossomos (PARK et al., 2009). MITF pode ser regulado
por fatores ambientais, como radiacdo UV, por fatores derivados de
queratinécitos, fibroblastos e outras células. Controla a diferenciacéo,
dendricidade, a proliferacdo e apoptose através de varias vias e mecanismos.
As trés enzimas melanogénicas (tirosinase, TRP-1 e TRP-2) desempenham um
papel chave na melanogénese e sdo alvos transcricionais de MITF, como
muitas outras proteinas especificas do melanécito (LEVY et al., 2006;
D'ORAZIO et al., 2013).

1.2 Distarbios de pigmentacéo

Mudangas anormais da coloracdo da pele sdo observadas em um
grande numero de doencas, cada qual com seu mecanismo. Qualquer
mudanc¢a dos componentes que contribuem ou regulam uma coloracdo normal
resulta no excesso ou escassez de produgdo de melanina pela pele
(DESSINIOTI et al., 2009).

AlteracGes na producdo de melanina final sédo largamente divididas em
hipermelandticas (excesso de melanina com populacdo de melanécitos normal)
e hipermelanocitica (melanina normal, com proliferacdo aumentada de
melandcitos), bem como hipomelanética / amelandtica e hipomelanocitica /
amelanocitica (DESSINIOTI et al.,, 2009). Estas estdo relacionadas com
doencas genéticas ou adquiridas, manifestadas localmente ou de forma difusa
(FISTAROL; ITIN, 2010).

Estas alteracdes da pigmentacdo podem ser resultado de anormalidades
na migracdo dos melandcitos da crista neural para a pele durante a
embriogénese. Além disso, também podem ser decorrentes de um prejuizo na
transferéncia de melanossomos para queratindcitos vizinhos, alteragdes na
sintese de melanina e degradacao ou eliminacdo defeituosas de melanina. A
destruicdo dos melandcitos mediada pelo sistema imunolégico ou toxinas

também podem resultar em doengas de pigmentacdo (FISTAROL; ITIN, 2010).
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Mais de cem genes estdo envolvidos no processo de melanogénese,
codificando importantes proteinas estruturais, enziméticas e regulatorias.
Alteracdes na transcricdo, translacdo, processo ou trafego intracelular de
alguns destes genes/proteinas podem afetar a sintese de melanina. Além
disso, a transferéncia de melanossomos dos melandcitos para 0s
queratinécitos e sua quebra nos queratinGcitos sdo processos que
desempenham papéis importantes na regulacdo da pigmentacdo na pele e
cabelo (DESSINIOTI et al., 2009).

Dentre as doencas que geram despigmentacdo de pele, podemos
destacar: hipomelanose pdés-inflamatdéria, pitiriase alba, piebaldismo e, a mais
comum, vitiligo (NICOLAIDOU; KATSAMBAS, 2014).

1.3 Vitiligo

1.3.1 Definicéo

Vitiligo € uma doenca adquirida, de cunho crénico e sistémico, com um
curso clinico imprevisivel. E principalmente cacterizado pelo aparecimento de
maculas acrémicas ou hipocrébmicas na pele e membranas mucosas, devido ao
desaparecimento de melandcitos na area afetada. Sua repigmentacdo é
incomum. As lesBes variam no formato e tamanho, mas podem surgir em
qualquer area da pele (TARLE et al., 2014).

As lesbes dos pacientes apresentam prurido, tém maior propenséo a
gueimaduras solares e o surgimento do fenbmeno de Koéebner € comum
(ALIKHAN et al., 2011). Esse fenbmeno nada mais é do que o aparecimento
das lesGes apdés um trauma agudo ou crdnico. Foi mostrado, em um estudo
com caucasianos, estar presente em até 31% dos pacientes com vitiligo
comum (NJOO et al., 1999). Os pacientes possuem um conhecimento pobre a
respeito da sua situacdo: muitos deles acreditam que sua doenca € causada
por baixa assisténcia médica, comportamento pessoal, alimentacdo e até

mesmo por causa da poluicdo (FIROOZ et al., 2004).

1.3.2 Dados epidemiolégicos e etiologia
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Acredita-se que o vitiligo acometa até 2% da populacdo mundial, com
distribuicdo igual entre os géneros e atingindo todas as idades (KRUGER;
SCHALLREUTER, 2012). A idade média do inicio da doenca varia dependendo
da regido geogréfica (MAJUMDER et al., 1993); no Brasil, a média é de 24
anos (TARLE et al., 2014).

Ainda ndo estd claro o que causa a perda de melanécitos e seu
subsequente desaparecimento na pele afetada (ALIKHAN et al., 2011), mas
definitivamente o componente genético ndo pode ser descartado na etiologia
da doenca (TARLE et al., 2014) visto que ha envolvimento de fatores genéticos
na susceptibilidade do vitiligo, demonstrado em estudos com pacientes da
mesma familia. Assim, o vitiligo segrega um padrdo complexo de heranca
multifatorial e poligénico (MAJUMDER et al., 1993).

Estudos genéticos epidemiolégicos tém demonstrado que o vitiligo pode
ser uma doenca genética complexa. Isso pode ser afirmado através de
trabalhos que mostraram que h& variacdo na severidade de sintomas e idade
de inicio, o que dificulta a definicdo de um fendtipo adequado e da selecdo da
populacdo amostral; no entanto, a idade de inicio precoce esta associada a
ocorréncia do vitiligo generalizado familiar (ALKHATEEB et al.,, 2003;
LABERGE et al., 2005) e com casos mais severos da doenca (ALKHATEEB et
al., 2003).

1.3.3 Classificacao

O vitiligo pode ser dividido conforme suas manifestacdes clinicas (Fig. 4)
em: vitiligo ndo-segmentar, segmentar e indeterminado (EZZEDINE et al.,
2012).

e Vitiligo ndo-segmentar (VNS): € o tipo mais comum, com inicio gradual,
maculas despigmentadas evoluindo quase sempre para manchas bem
demarcadas, com suas bordas convexas ou recortadas. Sua distribuicdo
€, geralmente, simétrica com alguns locais de predilecdo (GLASSMAN,
2011).

a) acrofacial: pode afetar face, cabeca, méos e pés. Preferencialmente

envolve a regido perioral e extremidade dos dedos.
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b) mucosa: regides de mucosa oral e genital sdo atingidas. Areas da
mucosa também podem ser afetadas em pacientes com as formas
acrofacial, comum ou universal. Quando somente uma area da mucosa
€ atingida, classifica-se como indeterminado.

c) generalizada/comum: as maculas sdo, com frequéncia, simétricas;
pode afetar qualquer parte do tegumento, principalmente méos, dedos,
face e areas expostas a trauma.

d) universal: é a forma que afeta a maior extensao do tegumento (80 a
90% da superficie corporal). A forma generalizada/comum normalmente
precede a universal.

e) Mista: quando ocorre 0 aparecimento concomitante da forma
segmentada e ndo-segmentada. Normalmente, a forma segmentada
precede a ndo-segmentada.

f) formas raras: vitiligo punctata, minor e folicular. Também sé&o
considerados inclassificaveis (FARIA et al., 2014; TARLE et al., 2014).
Vitiligo segmentar (VS): inicio geralmente precoce, evolucdo unilateral,
com distribuicdo de dermatoma, sugerindo envolvimento neural ou uma
forma de mosaicismo genético. Tende a ser estavel apo6s o
desenvolvimento total. A area de despigmentacdo pode, em alguns
casos, ndo ser bem delimitada (HANN; LEE, 1996; GLASSMAN, 2011).
Pode afetar um, dois ou multiplos segmentos. A forma unisegmentar é a
mais comum e consiste de uma ou mais maculas em um lado do corpo,
normalmente respeitando a linha média corporal e também ha
envolvimento dos pelos/cabelos corporais (leucotriquia), além de inicio
rapido. Com menos frequéncia pode afetar dois ou mais segmentos.
Pode até mesmo ter distribuicdo segmentar bilateral, iniciando de forma
simultanea ou ndo.

Formas sem classificagao ou indeterminadas

a) focal: macula branca isolada sem distribuicdo segmentar; podendo ou
nao evoluir para formas segmentares ou ndo segmentares.

b) Mucosa: quando somente uma mucosa é afetada.
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Figura 4: Tipos de vitiligo: Nao-segmentar (esq.) e segmentar (dir.).

(EZZEDINE et al., 2012).

1.3.4 Patogénese

Apesar do progresso principalmente nas areas de genética e biologia
molecular, ainda ndo existe uma hipétese universalmente aceita. A mais aceita
atualmente é a hip6tese autoimune (SCHALLREUTER; BAHADORAN; et al.,
2008; SANDOVAL-CRUZ et al., 2011); no entanto, outras sdo propostas como:
defeito na adesdo epidermal, alteracdes bioquimicas e neurais, estresse
oxidativo, entre outras. As teorias dominantes descrevem 0 processo imune
ocorrendo em um organismo geneticamente susceptivel e desencadeado por
uma série de fatores do organismo e do ambiente (MILLINGTON; LEVELL,
2007). Parece que o vitiligo representa uma sindrome ao invés de uma doenca,
com diferentes, mas ndo mutualmente exclusivas, vias que levariam a falha ou
desaparecimento dos melandcitos (GLASSMAN, 2011).

Os genes parecem desempenhar um papel em todos os aspectos da
patogénese do vitiligo. Existe um histérico familiar positivo em cerca de 20%
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dos casos. Envolve interacdo entre multiplos genes com fatores ndo-genéticos,
do ambiente e do préprio organismo (GLASSMAN, 2011).
e HipdGtese autoimune:

A percepcao que a autoimunidade estava envolvida em pacientes com
vitiligo surgiu quando se percebeu que havia uma frequente co-ocorréncia de
doencas autoimunes nos pacientes e seus familiares, além de respostas
favoraveis apds terapia com imunossupressores (CLAYTON, 1977,
SCHALLREUTER; LEMKE; et al., 1994; KIM et al., 1999; RADAKOVIC-FIJAN
et al., 2001; TARLE et al., 2014). Algumas evidéncias confirmam e elegem
como principal hipétese aquela envolvida diretamente com o sistema imune,
entre elas: (i) vitligo é acompanhado das imunidades humoral e celular
anormais; (ii) altos niveis de auto-anticorpos circulantes encontrados em 5-10%
dos pacientes, com predominéncia da classe da imunoglobulina G (IgG) e
anticorpos anti-TRP-1 e anti-TRP-2 (KEMP et al., 1997; KEMP et al., 1998;
2001; KEMP et al., 2002; LE POOLE; LUITEN, 2008; SCHALLREUTER;
BAHADORAN; et al., 2008); (iii) presenca de linfocitos CD4" e CD8" na juncdo
dermo-epidérmica na regido peri-lesionada (STEITZ et al., 2005; OYARBIDE-
VALENCIA et al., 2006); (iv) infiltrac&o de células T CLA" na pele peri-lesionada
(ativacdo por células dendriticas) (VAN DEN WIINGAARD et al., 2000; LE
POOLE et al., 2004); (v) linfécitos T citotoxicos especificos a melandécitos estdo
associados com a atividade da doenca (LANG et al., 2001); (vi) baixos niveis
da quimiocina CCL22, a qual aumenta a migracdo de Treg para o local
injuriado (nUmero insuficiente para sumprimir a resposta citotoxica na pele de
individuos afetados) (KLARQUIST et al., 2010); (vii) diminuicdo de células T
natural killer (NK) no sangue periférico (células regulatérias, responsivas pela
resposta imune do tipo T helper 1 (Thl) /T helper 2 (Th2) que sdo diminuidas
em outras doencas autoimunes, sugerindo um efeito protetor da sua parte)
(ZHOU et al., 2012).

e Defeito na adesao epidermal/melanocitorragia:

Acredita-se que defeitos na adesdo estdo envolvidos no
desaparecimento de melanécitos nas lesdes de pacientes com vitiligo. O sinal
clinico que reforca essa teoria € a ocorréncia do fendémeno Kéebner (NJOO et
al., 1999). Estudos relacionados com essa teoria mostraram que: i) a proteina

tenascina (relacionada com a adesao de melandcitos) esta super-expressa em
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pele lesionada quando comparada a pele saudavel de pacientes (LIGHTNER;
ERICKSON, 1990; LE POOLE et al., 1997); ii) pacientes com vitiligo
generalizado apresentam desaderéncia do melandcito apos friccao da pele ndo
afetada (GAUTHIER; CARIO-ANDRE; et al., 2003). Essa observacao leva a
hipétese de que o vitiligo ndo-segmentar é uma doenca melanocitorragica com
a perda aguda de melandcitos (inicio subito), com resposta alterada dos
melandcitos a friccdo e outros tipos de estresse, os quais podem induzir
desaderéncia celular e perda transepidermal.

Muitos autores adeptos a essa teoria especulam que fendmenos
autoimunes podem ser engatilhados pela liberacdo de antigenos e
reconhecimento dos melandécitos afetados pos células dendriticas ou células T
de memdéria durante a migracdo transepidermal, exacerbando, assim, a
desaderéncia e perda de mais melanécitos (GAUTHIER; CARIO ANDRE; et al.,
2003; TARLE et al., 2014).

e Hipotese bioquimica:

Essa hipotese se baseia no fato de que o vitiligo pode ser causa de uma
disfuncdo na via metabdlica, ndo necessariamente relacionada com os
melandcitos, podendo levar a producdo de metabdlitos toxicos como
catecolaminas, quinonas e espécies reativas de oxigénio (EROs) (DELL'ANNA;
PICARDO, 2006; SCHALLREUTER; BAHADORAN,; et al., 2008).

e Hipotese neural:

A hipétese neural propde que niveis elevados de alguns
neurotransmissores e enzimas de degradacdo de catecolaminas danificam
melandcitos. Os terminais ax6nicos e melandcitos epidermais fazem contato
via sinapse quimica na pele humana, levando ao aumento da liberacdo de
catecolaminas provenientes dos nervos autbnomos no microambiente dos
melandcitos em areas vitiliginosas. Ainda, sabe-se que norepinefrina possui
efeitos toxicos diretos e indiretos nos melandcitos. Os efeitos diretos podem se
resumir em inibicdo enzimatica, desbalanco da recaptacdo de calcio
mitocondrial, formacdo de produtos citotdxicos, como EROSs; ja os indiretos
sdo: vasoconstricdo, com consequente formacdo de EROs e hipdxia; aumento
da atividade de monoamino oxidase (MAO), a qual favorece a formacao de
peroxido de hidrogénio (H2.0,) (NAMAZI, 2005).
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A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima importante na promoc¢ao e
manutencdo do estresse oxidativo, sendo encontrados niveis muitos baixos nas
lesBes durante a despigmentacdo. Seus niveis retornam aos basais quando a
pele danificada inicia a repigmentagéo (PICARDO et al., 1994). Niveis de seus
metabdlitos sdo encontrados na urina de pacientes durante a fase ativa da
doenca (MORRONE et al., 1992; CUCCHI et al., 2003).

e Hipotese relacionada com estresse oxidativo:

O envolvimento do estresse oxidativo danificando os melandcitos é
sugerido em varios estudos, 0s quais evidenciam um desbalango entre
sistemas oxidantes/antioxidantes na epiderme de pacientes com vitiligo. Dentre
as evidéncias, podemos citar: i) aumento da sensibilidade de uma cultura de
melandcitos ao estresse oxidativo (JIMBOW et al., 2001); ii) acumulo de
concentracdo de peroxido de hidrogénio na epiderme de pacientes com vitiligo
(SCHALLREUTER et al., 1999); iii) aumento de monoaminoxidase-A (MAO-A)
e da atividade de NADPH-oxidase, sendo capazes de aumentar peroxido de
hidrogénio na epiderme (SCHALLREUTER; WOOD; PITTELKOW,; et al., 1994;
SCHALLREUTER et al., 1996; SCHALLREUTER et al., 1999; HASSE et al.,
2004). O aumento da producéo de tetrahidrobiopterina (6-BH,) na epiderme de
pacientes causa a inibicdo da enzima fenilalanina hidroxilase, responsavel pela
producdo de L-tirosina a partir da L-fenilalanina, levando a diminuicdo de
tirosina e, consequentemente, em alteracdo na sintese de melanina
(SCHALLREUTER; WOOD; ZIEGLER,; et al., 1994).

Pacientes com vitiligo possuem baixos niveis ou baixa atividade de
antioxidantes enzimaticos e nado-enzimaticos, como catalase, glutationa
peroxidase e vitamina E, possivelmente aumentando a toxicidade de H,O;
(MARESCA et al.,, 1997; PASSI et al.,, 1998; SRAVANI et al., 2009). Além
disso, ocorre suspensédo do processo de despigmentacdo e recuperacdo da cor
da pele quando ha remoc¢édo de H,0O, pela radiacdo UVB de baixo espectro
(NB-UVB) ativando pseudocatalase (SCHALLREUTER et al., 1999; TARLE et
al., 2014).

Assim, o vitiligo representa um padrédo de reagbes complexas ou uma
sindrome, envolvendo mudltiplos fatores etioldégicos, muitos deles atuando

sinergicamente. Certamente a teoria genética, baseada na expressao de genes
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que controlam todas outras hipéteses, também deve ser levada em
consideracédo (SCHALLREUTER; BAHADORAN,; et al., 2008).

Queratinéclto
IL-6
Estresse oxidativo
SCF
' IL-1B
Célula dondrftlca IFN-y \
A\ l IL-10 TNF-a
GF-B1 _4 \ IL- 8
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I Componente genético
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I Modulagdo da apresentagdo de antigenos 1

Figura 5: Interacdo entre as principais hipoteses da patogénese do Vvitiligo:
Interac@o entre componentes do sistema imune/inflamatério e estresse oxidativo.

Fonte: Adaptado de (PASSERON; ORTONNE, 2012)

1.3.5 Diagnéstico

O diagnéstico é clinico, mas ocasionalmente bi6psias da pele séo
necessarias para a confirmacdo. Quando as lesGes se encontram na fase
inicial ou quando ndo ha o diagnéstico, as seccbes de bidpsias de pacientes
podem ser coradas com hematoxilina-eosina, Fontana-Masson e/ou sujeitas a
marcacao para DOPA a fim de alcancar o diagndstico conclusivo (KUMAR et
al., 2011). Exame das areas afetadas com luz de Wood pode auxiliar para
distinguir o vitiligo ativo de outras doencas caracterizadas por varios graus de
hipopigmentacdo (KOPERA, 1997; ALIKHAN et al., 2011).
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1.3.6 Tratamentos

O principal objetivo das terapias atuais é estabilizar a despigmentacéo
ou restabelecer a repigmentacdo das lesdes de pacientes com vitiligo. Os
corticoides topicos, inibidores de calcineurina, fototerapia e fotoquimioterapia
representam as opg¢des terapéuticas de primeira linha, devido a sua eficacia e
seguranca. Ja os analogos da vitamina D, corticoides orais e procedimentos
cirdrgicos sédo considerados terapias de segunda linha. Outras terapias como
0s antioxidantes podem ser usadas com outras opc¢des terapéuticas, enquanto
gue os agentes despigmentantes devem ser usados somente em casos de
vitiligo extensivo (COLUCCI et al., 2012).

Os corticoides topicos de poténcia moderada sdo usados especialmente
em criancas ou para a doenca localizada (FERENCE; LAST, 2009). Seus
efeitos sdo mediados via receptor de glicocorticoide (GR), gerando efeitos anti-
inflamatdrios/imunossupressores, metabdlicos e toxicos. Promovem mudancas
na circulacdo/migracdo de leucécitos e alteracbes em funcbes especificas
celulares, como inibicdo da sintese de citocinas e funcdo de mondcitos. Ja os
efeitos metabdlicos e tdéxicos sdo normalmente indesejados (SCHACKE et al.,
2002). Pacientes com vitiligo requerem periodos prolongados de uso,
normalmente por periodos mais longos daqueles recomendados para
dermatoses de cunho inflamatério. Isso resulta no surgimento de efeitos
colaterais, limitando a terapia. Dentre eles, pode-se citar: atrofia cutanea,
hipertricose, hipopigmentacao perilesional, etc. (GARG et al., 2010).

Os inibidores de calcineurina de uso topico (tacrolimo e pimecrolimo) sdo
bastante utilizados na dermatologia. Seu mecanismo de acdo se baseia na
supressao da sintese de citocinas pro-inflamatérias. Isso ocorre no citoplasma
das células-alvo, onde os inibidores de calcineurina se ligam a proteina
intracelular macrofilina-12 (FKBP), sumprimindo a atividade de calcineurina
(dependente de célcio e calmodulina). Seus efeitos anti-inflamatoérios sdo
devido a atividade T helper, afetando a sintese e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias. O bloqueio da transcricdo de citocinas leva a diminuicdo da
expressdo de citocinas dependentes de Thl e Th2, entre elas, IL-2, 3, 4 e 5,
IFN-y e TNF-q; entre outros efeitos (NGHIEM et al., 2002; GISONDI et al.,
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2005; GUTFREUND et al., 2013). Sua atividade anti-inflamatéria pode ser
comparada a um corticoide de poténcia média.

A fototerapia € uma das formas mais antigas de se tratar pacientes com
vitiligo e continua sendo o alicerce da terapia. A fotoquimioterapia com
psoraleno tépico associado a radiacdo UVA (PUVA) € usada em pessoas com
qualquer extensdo de lesdes. Os principais efeitos colaterais relatados sé&o
gueimadura severa, formagcdo de bolhas e repigmentagédo bastante escura,
esta devido a descontrolada foto reacédo do psoraleno com radiacdo UVA na
epiderme. Nos dias atuais, NB-UVB (311 nm) tem sido a fototerapia mais
usada (ABDULLA; DESGROSEILLIERS, 2008; PERCIVALLE et al., 2008).

Calcipotriol e tacalcitol sdo analogos da vitamina D, responsaveis pela
modulacdo do calcio. Melandcitos e queratindcitos provenientes da pele de
pacientes com vitiligo possuem defeitos no transporte do calcio (RODRIGUEZ-
MARTIN et al.,, 2009). Vitamina D3 parece ativar a sintese de melanina
(BIRLEA et al., 2009). Os estudos ainda sédo contraditorios, tanto quando usada
como monoterapia, quanto quando associada com as fototerapias PUVA ou
NB-UVB. O calcipotriol pode causar irritacdo na regido lesionada e
hipercalcemia se aplicada em quantidades maiores que as indicadas (GARG et
al., 2010).

Suplementacédo com antioxidantes tem se mostrado util no tratamento do
vitiligo. Pseudocatalase topica € um complexo aplicado em toda a pele seguida
da aplicacdo de baixas doses de UVB, funcionando como catalisador da reacao
de oxidacdo do H»O, em O, e H;O; mimetizando a catalase natural
(SCHALLREUTER; KRUGER,; et al., 2008; ELGOWEINI; NOUR EL DIN, 2009)
Catalase de origem vegetal e vitamina E oral também estdo sendo utilizadas,
sozinhas ou em combinac¢do com radiagdo UV (GLASSMAN, 2011).

As intervencles cirlrgicas sdo indicadas para pacientes com vitiligo
estavel ndo responsivo aos tratamentos convencionais. Esses procedimentos
incluem técnicas de enxerto de células e tecidos. O objetivo das técnicas
cirirgicas € introduzir melandcitos nas regides desprovidas de melandcitos,
com lesbGes despigmentadas. Esse tratamento esta entre os mais eficazes, mas
€ limitado devido a sua natureza invasiva, bem como por causa da
necessidade de especialistas. A estabilidade da doenca deve ser considerada,
além do tipo de vitiligo e o tamanho das les6es (MULEKAR; ISEDEH, 2013).
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Similar as intervencgdes cirdrgicas, a despigmentacdo deve ser
considerada quando o vitiligo se torna resistente aos outros tratamentos. Além
disso, é utilizada quando a extensdo da despigmentacdo atinge grande parte
do corpo. O potencial citotéxico dos agentes de primeira linha deve ser
considerado. O agente despigmentante ideal deve ser potente, rapido e com
efeito seletivo em melandcitos, levando a remocao permanente do pigmento,
com o minimo de efeitos colaterais. Os agentes despigmentantes mais

utilizados séo os fendis, laser e crioterapia (GUPTA et al., 2012).

1.3.7 Modelos de estudo na pesquisa pré-clinica do vitiligo

Somente uma abordagem multidisciplinar pode revelar a complexidade
do vitiigo e sua farmacoterapia. A pesquisa atual engloba métodos
imunoldgicos, histolégicos e moleculares. As estratégias variam desde a
andlise da pele total até niveis celulares e moleculares, focando,
principalmente, na descricdo de alteracbes cutaneas (infiltrado de células
envolvidas no sistema imune/inflamatério e caracteristicas dos melandcitos
remanescentes) (DELL'ANNA et al., 2012).

Existem inimeras opc¢des metodoldgicas que sdo facilmente disponiveis
e apropriadas para diferentes tipos de amostras. E possivel obter informacées
a partir de (i) técnicas histoldgicas, imunofluorescentes e moleculares; (ii)
testes funcionais através de cultivo em monocamada (melandcitos,
queratinécitos e fibroblastos, puros ou misturados), direcionando a elucidacdo
de caracteristicas marcantes da patogénese; (iii) modelos de pele
tridimensionais capazes de reproduzir a rede in vivo; (iv) ensaios bioquimicos
(atividades enziméticas, liberacdo de mediadores); (v) caracteristicas
funcionais de outros sistemas celulares (células do sangue periférico) avaliando
defeitos ndo relacionados com melanogénese; (vi) simulacdo através de
modelos computadorizados nos quais caracteristicas funcionais e estruturais
podem ser reproduzidas para definir a sequéncia de eventos que levariam ao
defeito funcional (DELL'ANNA et al., 2012).

Uma das vantagens da utilizacdo de metodologias in vitro € analisar
mudanc¢as no microambiente, nos substratos e possiveis interacdes. Cultura de

melandcitos e queratinécitos sdo usados como co-cultura, visto que o0s
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queratindcitos também secretam muitos componentes que influenciam os
melandcitos. Muitos modelos de pele equivalente tém sido usados
principalmente na avaliacdo de compostos com potencial eficicia na regulacao
da pigmentacédo (KUMAR et al., 2012).

No entanto, antes da verificacdo diretamente em humanos, provas de
estudos e conceitos em modelo animal relevante sdo necessarios.

Ha alguns modelos animais que permitem o estudo tanto da patogénese
do vitiligo quanto de novos agentes para 0 seu tratamento. Entre eles,
podemos destacar. Modelo de galinha Smyth (estudos sobre o inicio e a
progressdo do vitiligo) (WANG; ERF, 2003); modelo de camundongos
transgénicos para o receptor de células T (TCR) (respostas imunes efetoras)
(MURANSKI et al., 2008) e linhagem de camundongos FH (expressando
células T CD8" reativos para tirosinase) (GREGG et al., 2010). Harris e cols.
(2012) descreveram um novo modelo animal para o vitiligo, no qual os
melandcitos sdo retidos nas areas interfoliculares pelo aumento da expressao
de uma forma mutante de ligante Kit (KITL ou SCF), e a perda de melandcitos
é desencadeada pelo transplante de células T CD8" tendo como alvo os
melandcitos. Assim, o modelo de Harris recapitula a destruicdo autoimune dos
melandcitos epidermais (HARRIS et al., 2012).

Existem modelos usando a vacinagcdo como estratégia, como, por
exemplo, o modelo proposto por Denman e cols. (2008), no qual a TRP-2
humana e HSP-70 (derivada de humanos e camundongos) foram clonadas
dentro de um vetor, desenvolvendo um modelo funcional de vitiligo autoimune.
Esse modelo tem como objetivo avaliar a precipitacdo e expanséo do vitiligo
autoimune progressivo (DENMAN et al., 2008).

Devido a transferéncia dos embrides, rapido desenvolvimento externo e
facilidade de realizar andalises genéticas, o zebrafish tem sido um bom modelo
de vertebrado para estudar o desenvolvimento dos melandécitos (KELSH et al.,
1996), mesmo com as pequenas varia¢cdes no desenvolvimento dessas células
entre mamiferos e peixes (CHEN et al., 2012).

Outro modelo que pode ser utilizado € o modelo do 6leo de croton, um
agente flogistico que contém ésteres de forbol, principalmente o 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).