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RESUMO

Introducdo: O melasma facial (MF), principal distarbio de
pigmentacdo em mulheres (90% dos casos), tem etiologia parcialmente
conhecida. O Acido tranexamico (ATX) trata o MF inibindo a converséo da
plasmina em plasminogénio e ativando a autofagia. Estudos in vitro indicam
gue a fotobiomodulacdo (FBM) ambar também ativa a autofagia. Objetivo:
Avaliar o efeito da FBM ambar no MF, em comparacdo com ATX. Material e
Método: Este estudo controlado, randomizado e duplo-cego teve pacientes
divididos em 2 grupos: FBM com Led ambar + cosmético placebo (Grupo 1)
e FBM sham + cosmético acido tranexamico 5% (Grupo 2). Foram incluidas
mulheres com idades entre 35 a 50 anos, fototipos Il a IV e que apresentavam
MF. Foram excluidas participantes que faziam uso de contraceptivos, DIU,
reposicdo hormonal, doencas autoimunes, medicamentos fotossensiveis e
tratamentos faciais recentes. Os participantes receberam os tratamentos
semanalmente, por 12 semanas e também fizeram o uso domiciliar do
produto durante este periodo. Todos os participantes utilizaram protetor solar
fornecido pelo pesquisador, durante todo o estudo. Resultados: 21 mulheres
com idade entre 39 e 49 anos foram incluidas, sendo 10 no grupo FBM e 11
no grupo ATX. N&o foram encontradas diferengas significantes na anélise
intragrupo no parametro MASI ao longo do tempo para ambos tratamentos
ATX(13,8+2,8;11,7+2,1;11,8+2,2) e FBM (16,4 £3,0; 16,8 +2,2; 16,2 +2,0),
bem como nao foram encontradas diferencas significantes entre os grupos
em todos os periodos investigados. A Avaliacdo Global da Face revelou
melhorias no MF em ambos os grupos, com uma pontuacdo mediana de 4
[4-5] para PBM e 4 [3-4] para TXA. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os dois tratamentos. Uma pontuacao de 4 representa uma
ligeira melhoria, aproximadamente 25%, com evidéncia notavel de
hiperpigmentacdo remanescente. Na avaliagcdo objetiva da intensidade da
pigmentacdo néo foram observadas diferencas significantes no grupo FBM
na comparacao intragrupo ao longo do tempo de tratamento (623.658 *
12.397; 632.800 + 10.397; e 642.424 + 12.134 para PBM. Por outro lado, no
grupo ATX foi observado aumento na intensidade de pigmentacdo do
baseline em relacdo a sexta semana de tratamento (600.325 + 1.820;
641.088 + 9.914; e 635.308 + 11.569 para TXA). Na comparacao entre
grupos, ndo foram encontradas diferencas em nenhum dos tempos
avaliados. Foi observada melhora na qualidade de vida dos participantes,
conforme indicado por reducdo nas pontuac¢des do questionario MelaQoL
(47,9 £15,6; 37,0 £17,0; e 19,3 £ 11,5 para PBM; 46,6 £ 12,9; 38,1 +9,7; e
26,8 + 13,6 para TXA no inicio do estudo, na sexta semana e apoés a
conclusdo do tratamento, respectivamente). Esta reducgéo foi significativa
apos a sexta semana de tratamento em ambos 0s grupos, embora néo tenha
sido observada diferenca na qualidade de vida entre os dois grupos. De
maneira geral foram encontrados somente efeitos adversos leves e
transitorios como eritema, rubor. Concluséo: Neste estudo piloto ndo foram
encontrados efeitos de melhora no MF ao longo do tratamento e follow up
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com base no indice MASI em nenhum dos tratamentos bem como néo foram
encontradas diferencas entre os tratamentos.

) Palavras chaves: Melasma, Fotobiomodulacdo, Acido Tranexamico, Led
Ambar, LLLT
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ABSTRACT

Introduction: Facial Melasma (FM), the main pigmentation disorder in
women (90% of cases), has a partially known etiology. Tranexamic acid (ATX) treats
FM by inhibiting the conversion of plasmin to plasminogen and activating autophagy.
In vitro studies indicate that amber photobiomodulation (FBM) also activates
autophagy. Objective: To evaluate the effect of amber FBM on FM, compared with
ATX. Material and Method: This controlled, randomized, double-blind study had
patients divided into 2 groups: FBM with amber LED + placebo cosmetic (Group 1)
and sham FBM + 5% tranexamic acid cosmetic (Group 2). Women aged between
35 and 50 years, phototypes Il to IV and who had FM were included. Participants
who were using contraceptives, IUDs, hormone replacement therapy, autoimmune
diseases, photosensitive medications and recent facial treatments were excluded.
Participants received treatments weekly for 12 weeks and also used the product at
home during this period. All participants used sunscreen provided by the researcher
throughout the study. Results: 21 women aged between 39 and 49 years were
included, 10 in the FBM group and 11 in the ATX group. No significant differences
were found in the intragroup analysis in the MASI parameter over time for both ATX
(13.8 £2.8; 11.7 £2.1; 11.8 +2.2) and FBM (16.4 +3.0; 16.8 +2.2; 16.2 £2.0), as well
as no significant differences were found between the groups in all periods
investigated. The Global Face Assessment revealed improvements in FM in both
groups, with a median score of 4 [4-5] for PBM and 4 [3-4] for TXA. No significant
differences were observed between the two treatments. A score of 4 represents a
slight improvement, approximately 25%, with notable evidence of remaining
hyperpigmentation. In the objective assessment of pigmentation intensity, no
significant differences were observed in the FBM group in the intragroup comparison
over the treatment time (623,658 + 12,397; 632,800 £+ 10,397; and 642,424 + 12,134
for PBM. On the other hand, an increase was observed in the ATX group in the
intensity of pigmentation at baseline in relation to the sixth week of treatment
(600,325 + 1,820; 641,088 + 9,914; and 635,308 + 11,569 for TXA). In the
comparison between groups, no differences were found at any of the times
evaluated. An improvement in quality was observed of participants' lives, as
indicated by reduction in MelaQoL questionnaire scores (47.9 + 15.6; 37.0 £ 17.0;
and 19.3 £ 11.5for PBM; 46.6 £ 12.9; 38.1 £ 9.7; and 26.8 + 13.6 for TXA at baseline,
in the sixth week and after completion of treatment, respectively). This reduction was
significant after the sixth week of treatment in both groups , although no difference
in quality of life was observed between the two groups. In general, only mild and
transient adverse effects were found, such as erythema, flushing. Conclusion: In this
pilot study, no improvement effects were found in FM throughout the treatment and
follow-up based on the MASI index in any of the treatments, nor were any differences
found between treatments.

Keywords: Melasma, Photobiomodulation, Tranexamic Acid, Amber LED,
LLLT
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1 CONTEXTUALIZACAO

A busca por tratamentos estéticos tem apresentado um aumento acentuado
ano apos ano, relacionado aos desejos de bem-estar e melhora da autoestima de
cada individuo. Os procedimentos estéticos ndo invasivos faciais sdo cada vez mais
procurados com aumento de 154% no mercado americano, 0 maior entre o setor
estético.! Dentre eles, existem varias opcdes de tratamentos como peelings
quimicos, dermoabrasao, fototerapias, toxina botulinica, preenchimentos faciais,
entre outros.

Soma-se a isso que durante a pandemia do coronavirus, houve uma
mudanca drastica nas formas de interacdo interpessoal, com um aumento da
utilizacdo de videoconferéncias e redes sociais, impostas pelo distanciamento
social, seja para a comunicacdo no trabalho, quanto na vida pessoal. Com a
constante visualizacdo da propria imagem, houve a percepcdo negativa dos
individuos, despertando insatisfacdo com a aparéncia, e por consequéncia,
distlrbios de auto imagem e diminuicdo da qualidade de vida.?® Dados recentes
apontam que aproximadamente 70% dos individuos pesquisados alegaram
mudanca na percepc¢ao da auto imagem sendo que 74% das mulheres alegaram a
influéncia e a importancia da pele, levando a uma insatisfagdo associada a
aparéncia facial e dismorfia de imagem.? Foi apontada elevada prevaléncia de
efeitos psicoldgicos, com transtornos dismorficos entre mulheres com queixas
estéticas.® Nos paises desenvolvidos, um em quatro adultos sofre de ansiedade?,
diante disso, cerca de 73% da populacao também relata que, a depressao e a salude
mental exercem um impacto moderado ou grave em suas vidas, portanto, a
tendéncia de aumento para um tratamento do bem estar da mente e do corpo € uma
realidade®, sendo assim, todos os cuidados estéticos também sdo considerados
cuidados com a saude, consistindo em um assunto relevante para a atualidade po6s
pandémica onde se discute muito sobre saude mental.

A estética facial € um campo vasto que tem sido area de atuacdo de
profissionais de diferentes areas de formagéo, mas ainda ha muita deficiéncia em

evidéncias cientificas de qualidade. Quando se trata de compreender e tratar
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condicbes especificas, como o MF, os artigos cientificos desempenham um papel
fundamental na evolucéo de seu entendimento e conhecimento de ativos e técnicas
com eficacia e seguranca.b,’,®

Adicionalmente, observa-se hoje no mercado brasileiro a tendéncia no
lancamento de produtos e equipamentos para tratamentos estéticos que, muitas
vezes nao tem o devido embasamento cientifico de eficacia, ou a aplicacdo se
baseia em estudos in vitro ou em animais. Neste sentido, a realizacdo de ensaios
clinicos com adequado desenho metodoldgico para investigacéo de eficicia na area
da estética se faz necesséaria diante do contexto econémico e de saude que a area

representa na sociedade.

1.1 INTRODUCAO

Considerado os varios disturbios relacionados as manchas, os chamados
distirbios de pigmentacéo, o mais frequente é o MF.° Dados recentes apontam que
16% de distarbios de pele foram diagnosticados como Hipercromia/MF em uma
instituicAo publica de S&o Paulo (Brasil), ficando atrds somente do
fotoenvelhecimento com 26%.3

O MF é um disturbio de hiperpigmentacdo bastante prevalente no Brasil,
desta forma, novos ativos e equipamentos sdo lancados com a promessa de
tratamento eficaz, porém muitas vezes, sem estudos robustos para comprovar 0s
efeitos a médio e longo prazo.9,11,12,13

O termo MF utilizado até hoje, foi descrito na literatura pela primeira vez em
1966 pelo Dr. Sorrel S. Resnik, derivado do grego “melas”, que significa “preto”.
Este termo foi considerado o mais apropriado para essa afeccdo em relagcéo aos
termos anteriores, como melanoderma.!4

Essa desordem de hiperpigmentacéo, consiste por manchas hipercrémicas
amarronzadas, simétricas, adquiridas e presente principalmente na face, por ser
areas fotoexpostas e elas afetam principalmente mulheres na escala de fototipos
Fitzpatrick Ill-VI.10,15  Regides da face como a localizacdo centro facial sdo

consideradas as mais comuns com 90% dos casos relatados.
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O MF afeta 90% das mulheres em idade fértil, com idade em torno de 27 a
57 anos. Estudos epidemiolégicos estimam, que 9 a 50% da populacéo de risco sado
acometidos por essa afeccdo, com prevaléncia nas pessoas com tipo de pele mais
escuras que, além da propensao genética, sdo etnias que habitam regides com
maior exposicdo aos raios UVA/UVB.® Desta forma, a maior prevaléncia do MF esta
entre as pessoas que vivem em areas intertropicais onde ha mais exposicao aos
raios ultravioleta, sendo comuns entre hispanicos-americanos e brasileiros.
Individuos do leste asiatico, indianos, do oriente médio e africanos do mediterraneo
também séo afetados.’

Os fatores de exacerbacao do MF tem sido relacionado com causas diversas:
20% das pacientes associam a gravidez, 30% com o uso de anticoncepcional e 80%
a exposicdo solar.1618 Nos dltimos anos, estudos demonstraram que, o calor e a luz
visivel também podem induzir o aumento da hiperpigmentacdo.1® A exposicéo solar,
resposta inflamatéria, fatores genéticos, uso de anticoncepcionais hormonais,
gestacéo e distlrbios da tireoide, além de estresse, também séo considerados. 10:29-
22

Estudos apontam que a genética pode desempenhar um papel importante na
fisiopatologia do MF. Até o momento ja foram relatados ao menos 125 genes
associados com a pigmentacéo e podem influenciar o tom da pele.?® O gene MC1R,
por exemplo, regula o bronzeamento, sensibilidade a exposicdo solar, controla a
producado de melanina e esta localizado no cromossomo 16, logo, rege a cor da pele
e do cabelo, além de aumentar o risco de melanoma.?*

Além disso, dados demonstraram que o MF causa um impacto negativo na
vida dos portadores, pois lhes acarreta um impacto psicolégico na autoimagem,
levando a piora na qualidade de vida. ?°?°> De acordo com a OMS (1946), “salde é
um estado de completo bem estar fisico, mental e social e ndo apenas a auséncia
de doencas ou enfermidades”. 16 Desta forma, a percepcéo positiva da autoimagem,
saude mental e qualidade de vida sdo essenciais para saude da populacao.

Estudos confirmam que, piora da qualidade de vida quanto ansiedade séo
prevalentes na populacdo que possui MF, por se apresentar em areas visiveis,

ocasionando um forte impacto emocional.181%26 Dados relacionados a satide mental
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confirmam que, essa afeccdo tem efeitos psicossociais, havendo sofrimento
emocional nos individuos acometidos por essa condi¢do.?’ Por exemplo, dos
pacientes da regido mediterranea portadores de MF 58% apresentam ansiedade
significante comparada a pacientes que ndo possuem a afeccéo.2®

A influéncia da beleza facial impacta na percepcdo dos individuos,
identificando uma pessoa bonita como mais inteligente e sociavel. 2 A beleza facial
tem sido associada as peles uniformes e sem manchas, tanto para homens quanto
para mulheres. Neste sentido, a pele com manchas, por se apresentar também em
areas expostas, pode causar um impacto negativo na vida dos individuos a partir do
grande impacto emocional.l” Como resultado observa-se privacdo de convivio
social, tristeza com sua auto imagem e inclusive relatos de depresséo.1929:30

Ainda ndo h& uma terapia ou protocolo de tratamento descrito cuja eficacia
possa ser considerada universal, principalmente devido a complexidade da

fisiopatologia.

1.2 MELASMA

O MF é considerado uma disfuncéo crénica. Mesmo que a sua etiopatologia
ainda seja considerada indefinida, o MF é considerado como adquirido. As
caracteristicas clinicas da pele com MF, além das manchas hiperpigmentadas
acastanhadas distintas, incluem eritemas com telangiectasias significativo da
vascularizacdo da derme em comparacao com pele sem manchas (Figura 1). Essas
telangiectasias na face, sdo pequenos vasos dilatados e sdo visualizados na

superficie da pele. 203132
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¥

Figura 1:Caracteristicas da pele com Melasma, com detec¢do de aumento vascular
subsuperficial (seta). Fonte: Masub (2020)%

O MF normalmente é avaliado clinicamente, mas a utilizacdo de ferramentas
tais como a luz de wood ou dermatoscopia auxiliam bastante. O dermatoscopio por
sua vez, € uma ferramenta que ajuda a avaliar o MF pela sua profundidade, além
de, avaliar a presenca de telangiectasias no local (Figura 2). Com esse
equipamento, o MF do tipo epidérmico, observa-se uma rede regular acastanhada
e enquanto no tipo dérmico, observa-se caracteristicas de pigmentacdo cinza a

azulada com perda de regularidade na rede pigmentar. 34
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Figura 2: Regido com Melasma e aumento vascular, observado pelo dermatoscépio.
Fonte: Hammerschmidt (2012)*

7z

Para entendimento dos fatores relacionados ao MF, é importante

compreender a estrutura da pele e um conjunto de sinalizacdes.

1.2.1 Estrutura da Pele

A pele é composta de dois tipos de tecido, a epiderme e a derme. Na
epiderme, de fora para dentro, encontramos as camadas cérnea, lucida, granulosa,
espinhosa e basal (Figura 3). Na camada basal, encontram-se principalmente os
queratindcitos, células de Merkel (células responsaveis pela transmissdo da
sensagdo nervosa) e melandcitos. Na camada espinhosa encontra-se células
derivadas da medula 6éssea que fazem parte do sistema imunolégico, chamadas de
células de Langherans e sédo células que desempenham o papel em reacdes
imunoldgicas, como dermatite de contato. Na camada cérnea ou estrato corneo é
constituido por queratindcitos mortos e também, encontram-se células chamadas
cornedcitos. Os cornedcitos consistem de proteinas com fun¢des como barreira de

permeabilidade.336
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Figura 3: Camadas da epiderme e os diferentes tipos celulares. Fonte: Galache
(2024)%

A derme localiza-se abaixo da epiderme, considerada um tecido firme e
elastico. Oferece nutrientes a epiderme e acomoda anexos cutaneos, vasos
sanguineos, vasos linfaticos, além de células de origem conjuntiva e sanguinea. O
principal tipo de células nessa camada s&o os fibroblastos, além da elastina. 3°36
Os dois tecidos sao separados por uma fina membrana.

Os melandcitos sdo células de defesa, encontrados na camada basal da
epiderme que possuem nha sua principal funcdo, proteger a pele contra efeitos
indesejados da luz solar, agentes inflamatorios e drogas muitas vezes nocivas para
a pele, por meio da producdo de melanina. 34 A melanina é um pigmento
enddgeno responsavel pela absor¢éo da radiacdo UV (UVA e UVB) que incide sobre
a pele, além de capacidade antioxidante.*! A producéo excessiva de melanina pode
levar a hiperpigmentacdo da pele, ocorrendo as chamadas desordens de
pigmentacdo.°

A capacidade dos individuos de produzir os diferentes tipos de melanina é
determinada geneticamente. Em 1975, Fitzpatrick desenvolveu uma escala para
avaliacdo dos diferentes tipos de pele baseada em sua resposta a exposi¢ao solar
(Quadro 1). E uma das escalas mais utilizadas na area da satde estética, sendo o

método mais amplamente aceito de fototipos de pele. 154243
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Tipo de pele Cor Reagdo ao sol
Tipo | IMuito branca ou sardenta Sempre se gueima
Tipo |l Branca Geralmente se queima
Tipo lll Branca a moreno claro Algumas vezes se gueima
Tipo IV IMorena Raramente se queima
TipoV IMoreno escura Muito raramente se queima
Tipo Wl Neqgra MNunca se queima

Quadro 1: Escala de fototipos de Fitzpatrick. Fonte: adaptada Gupta *®

Pode-se classificar o MF em epidérmico, caracterizado por deposicao do
pigmento na epiderme e também em MF dérmico onde o depésito estd na derme
superficial e média.** Para determinar a profundidade da pigmentacdo cutanea,
avalia-se o paciente com luz de Wood, um dispositivo que contém luz ultravioleta A.

Esta ferramenta € imprescindivel para distinguir entres pigmentos
depositados em camadas dérmicas (menor contraste), epidérmicas (aumento de
contraste) ou mistas (areas com aumento de contrastes e outras nédo) (Figura 4). O
método, é considerado o0 mais empregado para detectar a hiperpigmentacao e
outras afeccbes da pele, mas nao é util para peles de fototipos altos, vide que o

contraste entre a area pigmentada e ndo pigmentada é bastante sutil.4®

Figura 4: Avaliacéo da profundidade da pigmentagdo com luz de Wood. Fonte:
Handel (2014)’

O processo de pigmentagao da pele que ocorre nos melandécitos € conhecido
por melanogénese.

1.2.2 Melanogénese
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O processo bioquimico da formac&o de melanina € complexo, iniciado por
meio da acao bioquimica da enzima tirosinase sobre o aminoacido tirosina. Na
presenca de oxigénio molecular, a tirosinase oxida a tirosina em DOPA
(dioxifenilalanina) e esta, em dopaquinona (Figura 5). 46 Na presenca de cisteina os
processos bioquimicos subsequentes dardo origem a feomelanina (amarela-
vermelha), se ndo houver a presenca de cisteina, a melanina produzida sera a
eumelanina (marrom-preta).9,11,12

Dois outros membros da familia tirosinase também estdo envolvidos no
processo de melanogénese: TYRP 1 (tirosinase relacionada a proteina 1) e TYRP
2 (Dct — dopacromotautomerase) especificamente na producdo de eumelanina
(marrom-preta). Para a formagao de eumelanina, a TYRP1 e TYRP 2 atuam como
catalisadores de reacdes enzimaticas e sdo ajudadores da tirosinase para sintese

desse tipo de melanina (marrom — preta).*’
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Figura 5: Melanogénese e transferéncia de melanossomas aos queratinocitos. Fonte:
Chemyunion.

Varios fatores podem induzir a melanogénese, entre eles a a¢do dos raios
ultravioleta que aumentam fatores que levam a producdo de eumelanina. A
exposicado ultravioleta ocasiona a ativacdo do plasminogénio nos queratindcitos que
resulta no aumento do hormonio que induz os melandcitos (aMSH). A plasmina é
precursor na liberacdo de fator de crescimento de fibroblastos (FBS), que também
€ um fator de crescimento dos melandcitos, sendo assim, esses processos levam

ao aumento da quantidade de melanina na pele.*84°
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Outras vias também sao relatadas na literatura (Figura 6), dos quais, apos
uma exposicao dos raios UV, hé a produgdo de horménio estimulador do a -MSH,
produzido pelo queratindcito, ligando-se ao receptor de melanocortina-1 (MC1R) na
parede dos melandcitos (Figura 6). Ademais, enzimas TYR, TRP-1 e TRP-2 séo
estimulados pelo fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF) e séo
transferidas para os melanossomas, no qual, ocorrem a produgédo de melanina. °°

A endotelina-1 (EDN-1), por sua vez, possui a produ¢do aumentada devido
a exposicao de raios UV em decorréncia do aumento de TYR e TRP-1. Além disso,
o fator de células tronco (SCF), que € um ligante do receptor tirosina quinase c-Kkit,
ativa também a melanogénese pela MITF, por consequéncia, é secretado pelos FBS

e gqueratindcitos.>°
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Figura 6: Diferentes vias da inducédo do Melasma. Fonte: Galache (2023)%

Além disso, a luz ultravioleta também provoca aumento de radicais livres.1©
Os radicais livres, promovem reacdes biolégicas nocivas ao organismo, causando
danos em moléculas, sendo 0os mais graves aqueles causados ao DNA e RNA
(acido ribonucleico). Esse estresse oxidativo causado pelos radicais livres, podem
ser gerados ndo somente pelos raios ultravioleta, mas por outras causas
relacionadas com meio ambiente ou do proprio organismo. Sabe-se que acdo

oxidante ao DNA é responsavel por mutacéo levando a oncogénese.5!5?
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Além disso, fatores inflamatorios sdo relacionados como indutores da
melanogénese pelo aumento da histamina, no qual € liberado pelos mastécitos
localizados na derme, mas ainda seu mecanismo € incerto, no entanto, indicam
também a relagéo ao fotoenvelhecimento induzidos pelos raios UV. Estudo in vitro
demonstrou que, com a inibicdo da histamina, houve a reducdo da melanogénese
por um mecanismo fora da atividade da tirosinase que nao foi reduzida em
camundongos. 5355

Novos estudos apontam também, para acdo nociva da luz azul visivel de
equipamentos eletrénicos com impacto na pele, como producédo de radical livre e
com alteracOes de pigmentacao. A luz azul de alta intensidade pode penetrar mais
profundamente que os raios UVA/UVB e como consequéncia danificar o DNA das

células, ocasionando um envelhecimento prematuro. 56

1.2.3 Outros fatores relacionados ao melasma

Os VEGFRs (receptores de fator de crescimento endotelial vascular) nas
células endoteliais e angiogénese, atuam como fatores essenciais nessa afecg¢éo.?
Achados histologicos, demonstraram aumento anormal do VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) e um aumento da vascularizagdo no MF com uma
interacao significativa para o desenvolvimento e influéncia nos melandécitos.>’

O fotoenvelhecimento também é relacionado ao MF, enquanto que, achados
histopatolégicos indicaram aumento da vascularizacdo e mastécitos no local da
afeccdo, além de, rompimento da lamina basal e elastose solar.'* Sendo assim,
pesquisas mais recentes apontam que, nao é somente o melandcito reativo o Unico
responsavel pelo MF, mas também, vascularizacdo aumentada, mastocitos
ativados e fibroblastos (FBS) senescentes.%®

Os FBS, devido a radiagdo ultra violeta, secretam citocina pro-inflamatoria,
fatores angiogénicos e fatores metaloproteinases de matriz (MMPs). Além disso, 0s
FBS presentes no MF, apresentam uma taxa de crescimento menor em comparagao
aos locais onde ndo possuem a afeccdo. Sendo assim, o acumulo de FBS induzidos

pelos raios ultra violetas, possuem um papel importante na fisiopatologia do MF.58:59
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Os FBS sédo considerados uma das principais células da derme e
desempenham o papel fundamental na producéo das fibras colagenas, elastina e
outras proteinas da matriz extracelular. O seu envelhecimento é influenciado por
fatores como estresse oxidativo e raios ultravioletas, ocasionando também, um

comprometimento em outras células.®®

1.3 TRATAMENTO DO MELASMA

O tratamento de desordens pigmentacao pode ser desafiador, longo e muitas
vezes ndo bem sucedidos.3"4861 Atualmente, o uso de diferentes modalidades
terapéuticas, como agentes de fotoprotecéo, clareadores de pele tépicos ou orais,
peeling quimico, técnicas como o microagulhamento e lasers, além de
medicamentos como corticoides. 62767

O protetor solar diario é a base de todos os tratamentos para MF como
medida preventiva, devido a exposi¢cdo de raios UV causar estresse oxidativo,
inflamacéo, além de ativar diversas sinalizacdes para hiperpigmentacdo como
mencionado anteriormente. O uso de fotoprotetores de amplo espectro é
fundamental, isto é, atuando tanto na protecéo da radiacdo UVA quanto UVB, além
de combinar com outras terapéuticas. 68.6°

Os despigmentantes por sua vez, séao utilizados com o objetivo de clarear a
pigmentacdo da pele, agem inibindo a produgéo de melanina, por diferentes vias.
Existem diferentes ativos disponiveis que podem ser aplicados de forma topica,
injetavel e alguns também via oral. Estudos demonstram que o melasma epidérmico
representa 70% dos casos encontrados e respondem bem aos tratamentos com
despigmentadores.*®

Uma revisdo sistematica e meta-analise de Chang (2023)7°, demonstrou que
diferentes agentes tépicos despigmentantes reduzem a gravidade do MF em
aproximadamente 1,5 pontos na escala MASI (indice de area e severidade do
melasma) e identificou uma maior incidéncia de irritacdo na pele com a utilizacao
de hidroquinona (HQ) e cisteamina.

A HQ é um dos ativos despigmentadores mais utilizados e estudados para o

tratamento de MF. Apesar de ser considerado um padrao ouro para o tratamento de
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MF, é toxico para os melandcitos se usado em periodos maiores que 3 meses,
podendo ocorrer despigmentacdo por “confete” e ocronose (hiperpigmentacao
azulada).”*"2 Entretanto, a HQ néo é aprovada pelo Food and Drug Administration
(FDA), agéncia regulatdria americana, para uso cosmético devido ao seu perfil de
seguranca desconhecido e é proibido na UE, Australia e Japdo. "2

Diante destas desvantagens da HQ, outros ativos também estdo sendo muito
estudados. Atefi e colaboradores #8 compararam o uso de HQ 2% ao &cido
tranexamico (ATX) tépico a 5%, em 60 mulheres durante 12 semanas. Os
resultados mostraram que houve reducao do MASI de 4,8 para 2,3, sem diferencas
estatisticas entre os tratamentos. Desta forma, o uso topico do ATX apresentou
eficacia similar & HQ pela diminui¢cdo da quantidade de melanina sendo interessante
por apresentar menos efeitos colaterais que a HQ.

1.3.1 Acido Tranexamico (ATX)

O ATX teve seu uso relatado pela primeira vez em 1979, quando foi usado
para tratamento de paciente com urticaria.”® E um derivado sintético do aminoacido
lisina e atua como inibidor da plasmina, sendo eficaz como tratamento de asma por
essa atividade, além de ser considerado um medicamento hemostatico. 67:70.74

O ATX inibe a conversédo de plasminogénio em plasmina, que também € um
fator de crescimento do fibroblasto, desse modo, possui um efeito clareador da pele
pela prevencéo da estimulacdo da melanogénese induzida pelos raios UV. 7074 A
inibicdo da plasmina, resulta na diminuicdo de acido araquiddnico e
prostaglandinas, que por sua vez, sdo mediadores inflamatorios e estimuladores de
melandcito.” Em paralelo, o ATX reduz o fator de crescimento endotélio vascular
(VEGF) e a angiogénese, sendo assim, atuando por esta via também no tratamento
do MF.

O ATX, além de inibir a plasmina e suprimir a angiogénese por meio da
inibicdo de VEGFR 22,76 também reduz a neovascularizacdo ocasionadas pelo fator
de crescimento dos fibroblastos (FGF)*8, sendo assim, previne e diminui a
capacidade da atividade dos melandécitos na melogénese. Também é utilizado como

blogueador da interacdo do melandcito com o queratindcito, com a ativacdo da
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autofagia e a inibicdo da sintese de melanina.”” Adicionalmente, achados
histoldgicos, corroboraram que o ATX diminui 0 nimero de mastocitos na derme,
diminuicdo da vascularizacéo, além da diminuicdo da pigmentagdo epidérmica. @ A
administracéo do ATX pode ser por via oral, topica, intravenosa e intradérmica, no
entanto, todas as vias possuem suas proprias limitacoes.

A utilizacdo via oral é debatida vide que existem dados que mostram melhora
do MF em 50% dos pacientes que tomaram TXA versus apenas 5,9% no grupo
placebo’®, porém devido ao seu efeito anti fibrinogénio esta associado a riscos de
acidente vascular cerebral.”48 O ATX por ser um pré-coagulante, pode apresentar
riscos de trombose venosas ou arteriais, no entanto, as doses para tratamento de
hemorragias sdo superiores quando comparadas as utilizadas no tratamento de
MF.7®

A via intradérmica envolve a aplicacao injetavel e por isso, possui menos
adesdo dos pacientes. Adiciona-se os efeitos adversos como hematomas e
hipopigmentacéo, porém sugere-se que ha boa acéo local sem efeito sistémico. 8
Ha relato de diminui¢cdo significativa do MF entre a 8° e 12° semana de tratamento
qguando investigado em estudo com 100 participantes.?

A utilizacao topica é mais segura, devido a auséncia de absorcao sistémica
e de efeitos colaterais, mas ha alguma demora de resultados em especial devido a
baixa permeabilidade relacionada a estrutura quimica molecular do ATX, além de
um custo maior e menor efetividade em casos mais graves de MF. 883 Diante disso,
novas formulacbes de ATX estdo sendo utilizadas, como por exemplo o0s
lipossomas, para um aumento de penetracdo além do estrato cérneo. 7074

Os lipossomas sao carregadores lipidico e agquoso, no qual, drogas podem
ser transportadas.’* A utilizacdo do ATX em formulacéo lipossomal € uma excelente
opcao pois aumenta a penetracdo na pele com uma liberacdo lenta e com efeito
hidratante, além de menor irritacdo cutanea.®* O ATX 5% lipossomal (formulado
pelo método de fuséo) foi comparado a HQ 4% em um desenho de face dividida em
100 mulheres. Foi obtida a mesma ac¢ao clareadora da HQ, com menores efeitos
colaterais.*® Banihashemi e colaboradores®, compararam o ATX lipossomal 5%

tépico a HQ 4% em 30 mulheres em um desenho de face dividida. Como resultado
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houve reducéo significante no escore MASI de 14,7 para 7, sendo que ndo houve
diferenca dos escores entre os dois despigmentantes, apesar da HQ apresentar
reacdo alérgica em alguns participantes.

Terapias combinadas com uso de ATX foram promissoras para clareamento
do MF a partir de 12 semanas, sendo néo significante com 4 ou 8 semanas.8:8’
Além disso, Yousefi e colaboradores 8 notaram que a partir de 3 meses com o
mesmo tratamento para MF ndo ha mudanca nos escores, concluindo que pode ser
necessario varias terapias alternadas, para um tempo mais prolongado de

tratamento.

1.3.2 Fotobiomodulacéao

A primeira utilizacdo da luz é relatada desde 1400 pelos hindus para
tratamento de vitiligo com exposicdo ao sol. Desde entdo, ha relatos na literatura
sobre tratamentos e praticas com uso da luz para diversas patologias.?? O médico
hangaro Endre Mester, em 1967, notou uma aceleragéo inesperada do crescimento
de pelos em estudo sobre cancer em ratos.*°

A fotobiomodulacdo (FBM), também conhecida por terapia com laser de
baixa intensidade (do inglés low level laser therapy, LLLT) ou fototerapia, consiste
em entregar radiacdo eletromagnética para camadas internas da pele. A FBM é
aplicada com fontes de luz de baixa poténcia e comprimentos de onda entre 600 e
1000 nm no espectro visivel e infravermelho. O mecanismo da FBM envolve a
captacao da energia luminosa as mitocéndrias levando a sintese de ATP (adenosina
trifosfato).?1%% A capacidade das mitocondrias de utilizar a luz pela FBM é
comparada ao transporte de prétons em plantas na fotossintese.%

Na FBM, o principio sera pelo comprimento de onda que agira no tecido pelo
transporte de energia, onde a absorcao do croméforo alvo, serd determinado pelo
comprimento ou sua profundidade.®® Os comprimentos de onda séo distintos dessas
luzes, entre elas o azul (400-470 nm), luz amarela (540 — 590 nm), infravermelho
(700-1200 nm).94.96.97
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Figura 7: Comprimento de onda e penetracdo no tecido. Fonte: Sorbellini (2018)%

Devido ao seu efeito no metabolismo celular, a FBM tem sido utilizada na
prevencao do envelhecimento, na flacidez tissular, diminuicdo de edemas, na
hipercromia e tratamentos de acne.®®% Dados revelaram uma eficacia da terapia
em pele fotoenvelhecida, ocorrendo uma estimulacéo de linfécitos e queratindcitos
e foi demonstrado um aumento de colageno e estimulacdo dos FBS, através da
funcédo mitocondrial, aumento de fluxo sanguineo e aumento de ATP. 94.96.97

A FBM com dispositivos com LED (Diodo Emissor de Luz), vem se tornando
uma aliada no tratamento do MF. As principais vantagens incluem o baixo custo,
com grande vantagem de nédo ser invasivo, ablativo e ndo causar danos teciduais,
com poucas contra indicacdes, entre elas, portadores de glaucoma, cataratas ou
cancer de pele. 92100101

Um estudo publicado em 2016 examinou se a FBM com LED de 660 nm afeta
a melanogénese induzida por a-MSH em melandcitos murinos (B16F10). Neste
mesmo estudo, também foi avaliado um modelo in vivo de hiperpigmentacéo
induzida por UVB usando camundongos sem pelos. Os resultados mostraram que
a FBM (660 nm, 7,8 mJ / cm?; 10 J/cm?) é capaz de inibir a atividade da tirosinase
induzida por a-MSH em células B16F10 e diminuir a expressao de MITF e tirosinase
no modelo in vivo, reduzindo a melanogénese e sugerindo que o FBM é uma
estratégia potencial de despigmentac&o.1°? Também existem relatos que a FBM nos
comprimentos de onda de 830 nm (20J/cm?) e 850 nm (1 J/cm?) reduziram
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significativamente a producao de melanina e expressao de tirosinase em cultura de
melandécitos humanos normais ou estimulados por forskolin. O estudo em questao
mostrou reducdo da melanina via reducdo do AMP-ciclico fosforilado (energia
celular — melandcito). Além disso, a FBM nesses comprimentos de onda reduziu a
melanogénese através da expresséo diminuida de tirosinase, TRP-1 e TRP-2.103

Trabalho de Mohamed'®4, mostrou que o tratamento para o MF utilizando a
luz ambar, pode contribuir para a manutencdo da melhora de um tratamento
combinado com despigmentador, além de outro trabalho que indicou o uso da FBM
para melhora do eritema pés procedimento ablativo com comprimento de onda de
Led 590 nm.°’ Estudos realizados in vitro sugerem que FBM no comprimento de
onda de 585 nm (5-20 J/cm?) inibe a melanogénese e promove a autofagia de
melandcitos, por meio da diminuicdo da atividade da tirosinase e a reducdo de
varias enzimas criticas durante a sintese de melanina, como TYR, TRP-1 e MITF,
além de inibir a maturacdo dos melanossomas.®*1% A FBM com ambar também
atua no controle da vascularizagdo dérmica alterada e pigmentacdo da melanina
epidérmica, mas ainda ndo esta bem claro se o efeito é direto dessa luz ou € um
efeito indireto na VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) epidérmico.1%
Entretanto, Turkemen 32, diz em seu trabalho, que os comprimentos de onda
amarelo (dmbar) s&o conhecidos por terem menor absorcédo de melanina e assim
permitem o tratamento de fototipos mais altos, mas € efetivo nas telangiectasias e
0 seu cromoforo é a oxiemoglobina intravascular.

Em paralelo no trabalho de Cho 77 em cultura in vitro, o ATX inibe a
melanogénese e induz a autofagia. Desta forma, apesar de sustentados somente
em estudos in vitro, sugere-se que o ATX e a FBM com luz @mbar atuem no MF por
vias similares. Paralelamente, em estudo piloto 1°7 a terapia com Led 590 nm para
tratamento de eritema local e na pigmentacéo e obteve um resultado de 23,33% de
melhora do eritema local e na pigmentacao durante 12 semanas de intervencéo e
um acompanhamento favoravel apés de 8 semanas de terapia sem recidiva.

Os estudos clinicos que avaliam a FBM em MF apresentam em sua maioria

alto risco de viés ou ndo apresentam delineamento adequado para mensurar 0s
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beneficios e eficacia dos tratamentos realizados, com isso, faz- se necessario mais
estudos cientificos robustos e bem estruturados nesta area.%

Desse modo, espera-se com esse trabalho, contribuir para um melhor
conhecimento da eficacia do tratamento com FBM pela luz &mbar em MF com
relacdo a tratamentos ja utilizados e reconhecidos, desenvolvendo novo protocolo
clinico de tratamento com menos efeitos colaterais, para um grupo maior de

pessoas e com custo mais acessivel.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da FBM com luz @mbar no tratamento de MF em comparacao

ao efeito do ATX topico lipossomal a 5%.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Registrar os efeitos adversos relatados durante os tratamentos de
FBM e ATX topico
° Avaliar a qualidade de vida utilizando o questionario de qualidade de

vida relacionado ao MF — MELASQoL
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3. METODOLOGIA

Este estudo controlado, randomizado, duplo-cego foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) sob o protocolo
de nimero 5.332.384 em 5 de abril de 2022 (ANEXO I). O estudo foi registrado no
Clinical Trials.gov (NCT05326997). O artigo de protocolo publicado, foi submetido
em 10/03/23 e aceito 11/07/23 na revista BMJ Open® (ANEXO G). Foi publicado
também, um artigo de revisdo e estado da arte, sobre a FBM e o MF, na revista
Photodermatol, Photoimmunol, Photomed®® (ANEXO H).

O protocolo de estudo foi escrito com base nas diretrizes SPIRIT (Standard
Protocol Items: Recommendations for Interventional Trials), enquanto, os resultados
do ensaio clinico foram descritos de acordo com diretrizes do CONSORT
STATEMENT (ANEXO F). O estudo foi realizado em conformidade com a
Declaracao de Helsinki (revisada em Fortaleza, 2013).

A divulgacao e inscricdo para participar da pesquisa foi realizada por meios
digitais, no site da Universidade Nove de Julho, e redes sociais como Instagram,
Facebook e WhatsApp. O periodo do estudo, desde a divulgacdo da pesquisa,
triagem dos pacientes, tratamento e coleta dos dados teve duracdo de 1 ano e 6
meses (18 meses), com inicio da divulgacdo em maio de 2022, com finalizacao de
todos os atendimentos e follow-up em outubro/2023. Os tratamentos foram
realizados em consultério particular, CNES 5194164, situado no endereco da
Avenida Goiés, 1800 sala 113, na cidade de Sao Caetano do Sul, Sdo Paulo, Brasil
e no Campus Vergueiro da Universidade Nove de Julho. Apés explicacdo verbal e
por escrito do estudo, os participantes que aceitaram participar, assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO C). Além da opcdo em
participar da pesquisa, 0 participante poderia escolher permitir o uso de sua imagem
e neste caso, também assinou o Termo de Autorizacédo de Imagem ou Som (ANEXO
E). Caso contrério, as fotos, videos ou audios ndo poderiam ser utilizadas(os) pelos

pesquisadores.
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3.1 DESCRICAO DA AMOSTRA

3.1.1 Critérios de incluséo

Foram selecionados participantes do género feminino, com idades entre 35
a 50 anos, fototipos Il a IV de acordo com a escala de Fitzpatrick, avaliados
clinicamente e que apresentavam MF.

Foram incluidos participantes saudaveis, sem comorbidades clinicas na pele
por auto relato e através da anamnese, como psoriase, vitiligo, rosacea e

dermatoses.

3.1.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos apés as respostas da triagem, participantes portadores de
doencas preexistentes, entre elas doencas autoimunes como Esclerose Mdltipla e
Lupus, doencas do sistema digestivo como doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa
idiopéatica, pois poderiam ocorrer disfungbes imunes intestinais, além de
manifestacbes e inflamacdes cutaneas.'%,1° Também foram excluidos
participantes que apresentavam alteracfes que interferissem na melanogénese,
como ovarios policisticos, participantes que utilizaram o medicamento intra oral
Isotretinoinal®,!! h4 menos de 6 meses, participantes que ja tiveram sequelas de
acidentes que interferisse no tratamento facial, participantes que estivessem em
tratamento (topico ou oral) para o MF ou qualquer outro tratamento estético na face
durante 3 meses anteriores, que estivessem utilizando acido retindico ou outro
derivado da vitamina A na face, que estivessem em tratamento topico ou oral com
farmacos fotossensibilizantes (resposta anormal do individuo expostos a um
determinado farmaco)!!?, que apresentavam patologias cutdneas na face ou
glaucoma, pacientes oncolégicos, gestantes, lactantes, participantes que
responderam que faziam uso de contraceptivos orais ou dispositivos intrauterinos
(DIU), com disturbios na tireoide ou mulheres que estivessem realizando reposicao
hormonal. Participantes com infec¢cdes bacterianas, virais ou fangicas, ou que

tinham tendéncia a formacéo de queloides.*'?
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3.2 CALCULO AMOSTRAL

Considerando que existem evidéncias que o ATX tdpico € eficaz no
tratamento de MF reduzindo 1,85 pontos na escala MASI (IC95% -2.56, -1.14)"3, o
calculo amostral para este estudo tem como base que a FBM néo seria inferior ao
efeito obtido por meio do grupo controle ativo (tratamento com ATX tépico).

Desta forma, uma vez que a variavel primaria do estudo é o indice MASI, o
limite de n&o inferioridade foi estabelecido como 0,3 pontos na escala MASI.
Considerou-se poder estatistico de 80% (1-B), o erro do tipo | unilateral*'# de 0,025
(a) e o desvio padrao de 0,36, que foi calculado com base no intervalo de confianca
95% dado na revisdo sistematica de Zhang e colaboradores.”

Utilizando a equacéo abaixo!4

(r+ 1D(Z1—g + Z1-4)* 0?
n=
r(dpnp)?

Onde r é a taxa de alocagao (=1); a € o erro tipo |, B € o erro tipo Il, e os
valores de Z sao tabelados, o € o desvio padrao e dni € o limite de ndo inferioridade.
Substituindo os valores na formula, foi determinado um tamanho amostral por grupo

de 23 participantes por grupo.

n = (1+1)(0,842+ 1,960)2 0,362

1(0,3)2 =23

Considerando a possibilidade de até 15% dos participantes abandonarem o

estudo, serdo necessarios 27 participantes por grupo, um total de 54 individuos.

3.3 COMPOSICAO DOS GRUPOS

Os participantes foram divididos em dois grupos, que receberam tratamento
durante 12 semanas:

- Grupo FBM: Os participantes receberam a intervengcéo com FBM, utilizando
equipamento (DMC E-Light ABR) portatil, contendo um cluster com 4 emissores de
LED a&mbar (Figura 8). Foi utilizado a luz &mbar com 20 J/cm? e também receberam
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um produto para uso topico domiciliar diario contendo somente a base cosmética
sem ativo.

- Grupo Controle: Os participantes receberam a intervencao simulada com
FBM, utilizando o mesmo equipamento (DMC E-Light ABR) e também receberam
um produto para uso tépico domiciliar contendo 5% de ATX.

Detalhes das intervencdes serdo descritos posteriormente neste documento.

Figura 8: Equipamento e-light (DMC) para aplicagdo de FBM. Fonte: Arquivo pessoal
da autora

3.4 RANDOMIZACAO

Para distribuir aleatoriamente os sujeitos nos dois grupos experimentais, foi
usado um programa gerador de sequéncia aleatoria (https://www.randomizer.org) e
selecionada a opcédo de randomizacao por 9 blocos de 6 participantes. Envelopes
opacos foram identificados com nimeros sequenciais e no seu interior foi inserida
uma folha contendo a informacao do grupo experimental correspondente conforme
a ordem gerada. Os envelopes foram selados e permaneceram lacrados em ordem
numérica em um lugar seguro até o momento do inicio da pesquisa. A geracao da
sequéncia e a preparacdo dos envelopes foram realizados por uma pessoa nao
envolvida no tratamento ou avaliagdo dos participantes. Estes envelopes foram

selados, guardados em seguranca com confidencialidade pelo mesmo pesquisador
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gue gerou a randomizacdo. O pesquisador responsavel pela aplicacdo da FBM
retirou e abriu um envelope (sem alterar a sequéncia numérica dos demais

envelopes) e realizou o procedimento indicado para cada participante.

3.5 CEGAMENTO

O pesquisador responsavel pela aplicacdo do tratamento e distribuicdo dos
cosmeéticos retirou e abriu o envelope que continha a informacdo do grupo
experimental no qual o participante foi inserido. Este Unico pesquisador executou a
aplicacéo da FBM e distribuiu o produto cosmético, mas néo realizou nenhum tipo
de avaliacdo dos participantes.

A coleta das medidas foi realizada por um outro membro da equipe. As
avaliacbes das fotos coletadas foram realizadas por dois examinadores
independentes, que nao tinham conhecimento do grupo no qual cada participante
estaria alocado. O pesquisador, que fez as avalia¢cdes, instruiu os participantes de
uso dos cosméticos e protetores solares.

Os participantes nao tiveram conhecimento se receberam ou ndo a FBM, pois
o responsavel pela aplicacao posicionou o equipamento nos locais de irradiacdo em
todos os participantes e s6 acionou a luz quando previsto no grupo experimental
especifico. No grupo controle o som caracteristico do aparelho foi acionado por meio
de gravacdo. Além disso, foi colocado uma faixa preta, como ja mencionado
anteriormente, acima dos Oculos de protecéo de todos os participantes a fim de ndo
visualizarem a luz irradiada na hora da aplicacdo de FBM.

A fim de obter a certeza do cegamento no final de todo o trabalho, foi feito
uma pergunta aos participantes, sobre qual dos grupos de tratamento eles foram
alocados, dessa forma, se houvesse menos de 50% de acerto, o cegamento foi

realizado com sucesso.

3.6 VARIAVEIS DO ESTUDO
As variaveis clinicas da pesquisa foram coletadas antes do inicio do
tratamento, na metade do tratamento (6 semanas), no final das sessbes (12

semanas), depois de 4 e 8 semanas apo0s o término das aplicacdes, para avaliar a
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remissao/recorréncia e estabilidade. Os questionarios foram preenchidos antes do

tratamento, na metade do tratamento e também ao final das sessoes.

Figura 9: Periodo das avaliagdes realizadas no decorrer do estudo. Fonte: Arquivo
pessoal da autora.

3.6.1 Triagem inicial

Foi realizado, a todos os participantes, uma triagem inicial, colhendo
informacgdes pertinentes a pesquisa sobre a escala Fitzpatrick, idade (em anos), uso
de contraceptivo, exposicdo ao sol, trabalho, sexo, filhos e doencas relacionadas.
Foram detalhadas informacgBes sobre a rotina e habitos do participante. Também
foram realizadas perguntas na Anamnese sobre o historico, saude geral dos
participantes, por serem atendidos em clinica particular e ser uma rotina dentro dos
atendimentos presenciais, além de, ser anexado ao prontuario dos participantes
(Apéndice 1).

Também foi fornecido aos participantes, toda semana, um formuléario a ser
preenchido com as atividades da mesma semana, com descri¢cdo sobre os habitos
diarios durante o estudo (Apéndice 3).

Foi realizado pelo mesmo pesquisador da triagem, um formulario a ser
preenchido, de forma subjetiva, sobre diagndstico complementar, com a intencao
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de auxiliar na coleta da corneomelametria e dos outros indices como MASI
(Apéndice 2). Foi realizado também, um checklist dos registros fotograficos,
preenchido pelo pesquisador responsavel pelos formularios e registros das fotos
(Apéndice 4). Apos a finalizacdo dos tratamentos, de forma subjetiva, foi realizado
por pesquisador independente, um diagnéstico final global da face, através de
registros de fotos realizados ap0s o tratamento, sem saber em qual grupo os
participantes foram alocados, para obter o cegamento da analise. (ANEXO D)
Esse pesquisador que fez a triagem, n&o fez a aplicagdo do tratamento de

FBM nos participantes do estudo.

3.6.2 indice MASI

A variavel priméria do estudo foi o indice de severidade do melasma, MASI
(Melasma Area and Severity Index), criado em 2011. Por meio deste indice &
possivel determinar a area acometida e a gravidade do MF, através de analise visual
do local acometido e atribuicdo de escores.5-117

Para isso, foi necessério dividir a face em quadrantes: Frontal (F), malar
direito (MR), malar esquerdo (ML), e mento (C) — Figura 4. Em cada uma destas
areas foram avaliados a area acometida (A), atribuindo escores de 0 a 6, sendo 0
para auséncia de acometimento, 1 até 10%; 2 entre 10 e 29%, 3 entre 30 e 49%, 4
entre 50 e 69%, 5 entre 70 e 89% e 6 entre 90 e 100% de acometimento; a
Homogeneidade da pigmentacao (H), e a intensidade da pigmentacao (D), ambos
atribuindo escores de 0 a 4, sendo 0 para ausente, 1 para leve, 2 para moderado, 3

para intenso e 4 para maximo (ANEXO B).!8
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Figura 10: Divisdo das areas anatdmicas para determinacdo do indice MASI. Fonte:
Pandya (2011)8

As analises do indice MASI foram realizadas no inicio do estudo, na 6°
semana, na 12° semana, na 16° semana e 20° semana. Para o cegamento da
pesquisa 2 avaliadores independentes avaliaram os registros fotogréficos e realizar
a pontuacédo do indice MASI iniciais e finais, sem saber qual grupo foram tratados
os participantes, conforme ja realizado anteriormente em outros estudos duplo-
cego, utilizando o mesmo indice.*®

Diante dos escores atribuidos, determina-se o indice MASI a partir da

equacao:

MASI= 0,3(DF+ HF)*F + 0,3(DMR + HMR)*MR + 0,3(DML + HML)*ML + 0,1(DC + HC)*C

O valor maximo do MASI é 48, e quanto maior o indice obtido maior a

gravidade do MF.

Calibracdo dos examinadores

A calibracdo dos examinadores independentes, foi realizada, com o auxilio
de um especialista na area, para analise de forma subjetiva do MF. Foi detalhado o
indice MASI, sua correta divisdo dos quadrantes na face, a area acometida, o grau
de severidade e a homogeneidade das manchas, com o uso de imagens de artigos

com tipos de MF. Foi utilizado imagens com a luz branca para as analises e as
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imagens com luz de Wood (azul) para detalhes e duvidas do acometimento no local
da afeccéo.

O treinamento constou de exercicios conjuntos entre os examinadores
independentes, realizados com auxilio de imagens de artigos publicados de
participantes com MF. Os dados foram discutidos entre estes pesquisadores com o
propésito de alcancar-se um nivel excelente de concordancia. Foram determinados
0S mesmos parametros para a analise, padronizado e pré delimitando os locais das
lesdes, antes das analises do indice MASI.

Por fim, os dados dos avaliadores independentes, passaram por analise
estatistica para verificar o grau de concordancia. Caso ndo houvesse a
concordancia entre os examinadores, havia a discussao para entrar em consenso.
Foi determinado que a mancha mais grave era a considerada para as analises, além
de ser utilizado a medida do consenso de 2 avaliadores, caso ndo houvesse

concordancia, o terceiro avaliador faria o desempate.

3.6.3 Registros fotograficos

Para o registro fotografico, também foi registrado no estudo de protocolo, a
utilizacdo da camera digital IPHONE 13 PROMAX, (APPLE, Califérnia-EUA),
acoplada ao equipamento Dermascan (Estek, Sdo Paulo) no qual, possui
iluminacdo com luz branca e ultravioleta, além de haver padronizacdo do
posicionamento do participante e foi realizado pelo mesmo pesquisador inicial da
triagem. Foram determinados os registros, nas posicdes frontal, de perfil direito e
esquerdo, além de posicdo com a cabeca levemente deslocada para tras, para
registro do mento. Posteriormente as imagens adquiridas foram analisadas
utilizando o software Image J (NIH, EUA), com a intencdo de serem quantificadas a
area e a intensidade da mancha como variaveis secundarias do estudo. O Image J
€ um software para analise de imagens e é utilizado para medir diferentes tipos de
imagens, desde estudos in vitro até clinicos.?°

Foi realizado registros fotograficos com a luz de Wood, no inicio, na 6°
semana e na 12° semana, para diagnosticar a profundidade das manchas. O exame

com luz de Wood consiste em diagnosticar a profundidade da pigmentacéo cutanea
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e é imprescindivel para distinguir entres pigmentos em camadas dérmicas (menor
contraste), epidérmicas (aumento de contraste) ou mistas (areas com aumento de
contrastes e outras ndo), sendo o meétodo mais empregado para detectar a
hiperpigmentacao e outras afec¢des da pele, mas néo € util para peles de fototipos
altos (IV e V) (Figura 8).%°

Para obtencdo das analises objetivas no programa Image J as imagens
frontais com luz de wood foram utilizadas. Para a realizagdo da analise da
intensidade das manchas, foi necessario transformar as fotos em preto e branco (“8-
bit”). Foi feita a calibragdo de escala, utilizando o suporte do dermascan da regido

de fronte, cuja largura foi medida com o auxilio de um paquimetro. (Figura 11)
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Figura 11: Medicdo do suporte do Dermascan, com utilizagc&o de paguimetro para
calibracdo do programa Image J. Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Em seguida foi determinada a area facial, dividindo em regido frontal, malar
direito e esquerdo, regiao supra labial e mento. Utilizamos a padronizacdo do MASI
para as fotos, dividindo a regido do mento em dois, devido a exclusdo dos labios
para essa analise. Logo que a marcacgédo da regido com o cursor era feita e solicitada
a mensuragao, abria uma tela de resultados, sendo utilizado o valor médio (“Mean”),
que € a intensidade da mancha na regiao que foi demarcada. Em todas as fotos
foram realizadas 3 analises e calculado o valor médio das 3 mensuragoes.

Os registros fotogréaficos para essa analise foram efetuados, no inicio do

estudo, na 6° semana e na 12° semana. Foram realizados registros fotograficos
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para utilizacdo do MASI, para o follow up, 30 dias e 60 dias apoés a finalizacdo dos
tratamentos para avaliacdo de estabilidade.

No final do estudo foi realizado o desfecho, final global da face, uma medida
subjetiva clinica com auxilio dos registros fotogréaficos, em relacdo da mudancga pela
gravidade do MF da pigmentacdo apOs o tratamento (ANEXO D), sendo
considerada uma ferramenta importante da avaliacdo da eficacia terapéutica,
realizado por pesquisador independente, sem saber qual dos grupos o participante
estava alocado.?*'?! Esse registro foi realizado no final do tratamento e coletado
utilizando fotos do inicio do tratamento e da 12°semana. Esse desfecho relevante
para um estudo sem a utilizacdo de equipamentos com softwares digitais, com uma
avaliacéo clinica real de melhora ou ndo no final do tratamento e considerado o

principal “endpoint” de eficicia para ensaios clinicos do MF.1??

Figura 12: Exame com luz branca e luz de Wood. Fonte: Arquivo pessoal da autora

3.6.4 Corneomelametria

O objetivo da analise do método por corneomelametria, seria sua utilizacao
para quantificar a melanina presente na epiderme, especificamente no extrato
corneo. Sendo assim, foi coletada uma amostra direto da pele do participante com
o cianoacrilato strippings (CSSS). Para fins de comparagéao foi escolhido, um local
pré estabelecido na regido centro malar, devido ao maior aparecimento da
afeccéo.3* Houve preferéncia pelo lado direito, mas caso ndo houvesse a afeccéo
aparente, era quantificado o lado esquerdo em seguida a regido frontal (testa) e por

fim, a regido do mento, sendo assim, escolhido a maior mancha de
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hiperpigmentacdo do local e utilizado para tal. A regido e a coleta, foram
determinadas pelo pesquisador e avaliador inicial e foi descrita no Apéndice 02.

No momento da coleta, foi realizada com o auxilio de lapis branco, uma
marcacao em formato eliptico na face do participante e feito um registro fotogréfico
do local determinado para coleta da corneomelametria. Em seguida, uma gota da
cola liquida de cianoacrilato!?® foi depositada em uma folha transparente de
polietileno-tereftalato (PET) na espessura de 175 uym e cortada em pedagos do
tamanho laminas de microscopia (1,5 X 6 cm). Este material foi pressionado
firmemente na area a ser analisada por 15 a 30s, adaptando-se as curvas da face.
Em seguida, esta folha foi removida devagar, gentiimente. Por fim, as amostras
foram coradas com Masson's método argentaffin 66124125 e submetida a anélise sob

0 microscoépio. (Figura 13)

Figura 13: A: Marcagéo com l4pis no local da coleta. B: Corneomelametria corada
com Fontana Manson. Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Para a coloracdo das laminas foi utilizado o Histokit de corante Fontana
Manson, coloracdo especial EasyPath Diagnésticos, com um protocolo da propria
empresa. Para isso, com uma cuba de coloracao para 30 laminas foi utilizada e 360
ml de agua destilada foi adicionado com 360 gotas do reagente A (prata), em
seguida as laminas foram colocadas em um berco para cuba de coloragéo,
acomodada dentro da cuba com o liquido e levada a estufa por 35’ em 62°.

Terminado o tempo, foi retirada a cuba e removida todas as laminas e
lavadas com agua destilada por aproximadamente 3 minutos. Em seguida, todas as
laminas foram colocadas sobre a bancada com uma protecédo de papel e utilizada
10 gotas em cada lamina pelo reagente B (Cloreto de ouro) e deixado por 15
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segundos e lavada logo em seguida com agua destilada. Logo apds, foi utilizado o
reagente C (Tiossulfato) 10 gotas da solucdo em cima do local determinado da
lamina e deixado agir por 3 minutos e lavado ap0s esse periodo com agua destilada.
Para finalizar, com as laminas também em cima da bancada, foi utilizado o reagente
D (Eosina) 10 gotas e deixado agir por 10 segundos e lavado com agua destilada.
Com a coloracao realizada, foi utilizado o microscopio Nikon eclipse E200 e
fotografado as laminas na objetiva de 10X.

A quantidade da melanina, foi registrada pela intensidade da coloragcéo da
carga de melanina dentro dos cornedcitos, que sdo encontrados na camada
superficial da epiderme, portanto, ndo foi possivel observar os melandcitos em todas
as camadas da epiderme e ou da derme.%®

As coletas da corneomelametria foram realizadas, no inicio do estudo, na 6°

semana e na 12° semana.

3.6.5 Efeitos adversos

A classificagdo dos efeitos adversos, foi realizada através do manual de
efeitos adversos em ensaios clinicos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA)1?6:127  sequindo as recomendacgbes de “The WHO Adverse Reactions
Terminology” (WHOART) e utilizado pela OMS (Organizacédo Mundial da Satde)*28.

Os efeitos adversos foram portanto, classificados em leve, quando os
participantes poderiam tolerar, sem interferéncias no seu dia a dia; moderado,
guando interferia no dia a dia dos participantes e grave (EAG), quando o efeito
adverso é clinicamente significante, incapacitante, gerasse invalidez, exigisse
internacao hospitalar, com efeito potencialmente fatal ou mesmo, que levasse a
Obito; efeito adverso grave do dispositivo (EAGD), quando o efeito adverso grave
foi ocasionada pelo dispositivo; efeito adverso inesperado grave do dispositivo
(EAIGD), quando o efeito grave do dispositivo néao foi identificado na verséo atual
do relatério da andlise de risco.?6

Foram coletadas no decorrer da pesquisa, a cada visita do participante
clinicamente e pelas informacdes fornecidas pelos proprios participantes. Foram

relacionadas a possiveis efeitos adversos dos tratamentos tais como dor, sensagéo
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de queimadura ou calor excessivo, alergia, coceira, desconforto, vermelhidao, entre

outros.

3.6.6 Questionario MELASQoL

As medidas de tratamento do MF ndo devem visar apenas provar pontuacdes
e indices, mas também melhorar a sensacdo de bem estar do paciente e sua
qualidade de vida.?’” Portanto, um questionario sobre o impacto psicossocial que o
MF acarreta, é realizado em ensaios clinicos como forma de padronizar a eficacia
terapéutica de varios tratamentos de MF.®

O questionario MELASQoL, (melasma Quality of Life Scale), validado por
Balkrishnan e colaboradores 1?° avalia o impacto do MF na qualidade de vida dos
acometidos pela afeccéo e foi aplicado com o intuito da avaliacdo sobre auto
imagem facial e seu grau de satisfacdo. Cestari e colaboradores!® validaram a
versao traduzida para o portugués falado no Brasil, seguindo as recomendacfes da
OMS, com dois tradutores independentes.'3°® MELASQoL tem pontuacéo total que
varia de 10 a 70, com a pontuacéo final pelas 10 respostas do questionario, sendo
1 (nem um pouco incomodado) a 7 (Incomodado todo o tempo), sendo que quanto
maior o escore, pior a qualidade de vida3' (ANEXO A).

O questionario MELASQoL, foi respondido no inicio do estudo, na 6° semana

e na 12° semana.

3.6.7 Mudancas ao protocolo registrado

No decorrer da pesquisa hotamos algumas dificuldades de execucéo que nos
levaram a considerar o estudo como um piloto que sera posteriormente adaptado
para o projeto de doutorado da candidata. Foi registrada uma amostra 54
participantes, no entanto, finalizamos o estudo com 21 participantes.

Para a analise do indice MASI mudamos a quantidade de avaliadores de 2
para 3, visto que, se 02 avaliadores concordassem no o valor do indice 0 mesmo
seria utilizado, caso houvesse discordancia, haveria um terceiro avaliador para

avaliar o item de discordancia.
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A camera utilizada para captacdo de fotos, também foi alterada para a
acoplada a um IPHONE 8 PLUS (APPLE, Califérnia-EUA). Durante a avaliacao
inicial com o equipamento IPHONE 13 PROMAX , notou-se que 0 mesmo tinha um
mecanismo automatico de melhora da imagem que resultava na manipulacao das
fotos do estudo, ocultando as manchas de MF.

Foram determinados para os registros fotograficos, as posi¢ées frontal, de
perfil direito e esquerdo, além de posi¢cdo com a cabeca levemente deslocada para
tr4s, para registro do mento, no entanto, ndo houve a necessidade dessa Ultima
posicéo, pois, na foto frontal, o mento ja € registrado, sendo assim, foram realizadas
as posicoes frontal, perfil direito e esquerdo.

A utilizacdo do software Image J (NIH, EUA), ndo permitiu a quantificacao da
area das manchas, pois, o programa nao reconhece as areas especificas do MF,
confundindo areas pigmentadas com sobrancelhas, labios, sendo assim, foi
determinado para analise somente a intensidade da mancha de toda a face, pela
andlise da foto frontal dividida em areas menores.

O desfecho de corneomelametria, foi adaptado para demonstracédo das
laminas coletadas com os pigmentos de melanina no extrato cérneo, ja que, artigos
publicados com a técnica, ndo permitem sua reproducéo para as analises pela falta
de dados. Outros artigos com o0 uso da corneomelametria e que descreviam a
técnica de andlise, foram realizados através de biopsias.

Acrescentamos no estudo a solicitacdo de devolucdo dos frascos dos
cosméticos entregues pelos participantes de forma a acompanhar o uso adequado
(em termos de quantidade) além de estabelecer uma maior adesao no decorrer da

pesquisa.

3.7 INTERVENCAO

Todos os participantes que se enquadraram nos critérios de elegibilidade,
receberam um preparo de pele com peeling enzimatico do laboratorio Vivence, com
a justificativa de homogeneidade na espessura da camada cOrnea entre 0s

participantes'®? e reducéo da reflexdo/espalhamento indesejado de foétons.>’
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Para isso, os participantes foram posicionados na cadeira odontolégica em
posicado de 45°. A regido a ser tratada foi higienizada com Agua Micelar Rennova®
Beauté para remocao de maquiagem/ protetor solar. Em seguida, foi utilizada uma
espuma de Limpeza Facial Rennova® Beauté e também removido com gaze e
algodao. Foram utilizadas as medidas estéticas para a sequéncia de aplicacdo do
peeling enzimatico, seguindo por ordem as regifes 01 a 06 (Figura 4). O peeling
enzimatico ficou agindo por no méximo de 10 a 15 minutos. Foi avaliado a presenga
de eritema e removido logo em seguida com soro fisioldgico, caso houvesse. Caso
nao ocorresse durante esse periodo, o peeling era removido com 10 a 15 minutos,

com soro fisioldgico e aplicado protetor solar 60 Rennova® Beauté tonalizante.

Figura 14: Medidas estéticas. Fonte: Arquivo pessoal da autora

Uma semana apoés a aplicacdo do peeling, foi realizada a avaliacdo preé-
tratamento e os participantes receberam a intervencédo referente ao seu grupo de

tratamento, segundo a alocacdo dada pela randomizacéo.

- Grupo FBM: tratamento cosmético placebo e FBM com luz ambar

A FBM foi aplicada com um cluster sem fio extra oral da marca DMC E- Light
ABR (Séo Paulo, Brasil) contendo 4 LEDs vermelhos e 4 LEDs azuis e 4 LEDs
ambars, sendo que, somente os LEDs ambar (590 nm £10nm) foram utilizados no
estudo. As aplicagBes foram feitas com a luz &mbar para realizacdo da pesquisa,

conforme parametros descritos na Tabela 1.
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Os participantes também foram posicionados na cadeira odontologica em
posicdo de 45°. A regido foi tratada da mesma maneira na aplicacao de peeling
enzimatico, com a higienizacdo da face com Agua Micelar Rennova® Beauté para
remoc¢do de maquiagem/ protetor solar. Logo apoés, foi utilizado uma espuma de
Limpeza Facial Rennova® Beauté e também removido com gaze e algoddo. Foram
utilizadas as mesmas medidas estéticas para a sequéncia de aplicacdo da FBM,

seguindo a ordem nas regides de 01 a 06 (Figura 14), em ambos 0S grupos.

Tabela 1: Dosimetria do Estudo.

Parametro LED ambar
Comprimento de onda central [nm] 590
Largura Espectral [nm] 10
Modo de Operacéo Continuo
Poténcia Radiante Média (um LED)

100
[mW]
Diametro do Feixe — Um LED [cm] 0,5
Densidade de Poténcia na abertura £10
[mMW/cm?]
Area feixe no tecido alvo — Um LED
2 1,96
[cm?]
Numero Total de LEDs 4
Area irradiada [cm?] 7,84
Irradiancia no alvo [mW/cm?] 51
Duracéo da Exposicao [s] 392s
Exposi¢do Radiante [J/cm?] 20
Densidade de energia na abertura
) 200
[J/lcm?]
Energia Radiante [J] 156,8
Técnica de Aplicacdo Contato
Numero e frequéncia das sessoes 1X/semana, 4 X més, 12 sessoes

* Aplicagdo naface, 1 cm de distancia. LED ambar

O responsavel na aplicacdo, colocou os O6culos de seguranca nos

participantes para aplicacdo de FBM. Acima dos olhos e por baixo dos 6culos, foi
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colocada uma gaze para biosseguranca e protecao pelo contato direto dos 6culos.
Para o total vedamento da area nas regifes dos olhos, foi colocado uma faixa preta
para que o0s participantes ndo percebessem quaisquer sinais luminosos referente
ao grupo alocado, também foi colocado um fone de ouvido com mdusica de
relaxamento. Ao final da sesséo foi realizada a aplicacao do filtro solar, FPS 60
Rennova® Beauté tonalizante.

Os participantes foram orientados verbalmente e por escrito sobre o uso do

cosmético em casa, bem como do filtro solar.

C

Figura 15: Aplicagao de FBM. (A) Equipamento E-light ABR, DMC (S&o Carlos, Séo
Paulo, Brasil). (B) Aplicac&o na face do participante, com protecédo nos olhos e fone
de ouvido. (C) Sequéncia de FBM. Fonte: Galache (2023)2

- Grupo controle: tratamento com despigmentante tranexamico lipossomal
5% Home Care e FBM sham.

Os participantes foram posicionados na cadeira odontolégica em posicao de
45°, aregido a ser tratada foi higienizada com Agua Micelar Rennova® Beauté para
remocao de maquiagem/ protetor solar. Em seguida, foi utilizado uma espuma de
Limpeza Facial Rennova® Beauté e também removido com gaze e algodao.

O responsavel na aplicacdo, colocou os 6culos de seguranca nos
participantes para aplicacdo de FBM, acima dos olhos e por baixo dos 6culos, foi
colocada uma gaze para biosseguranca e protecao pelo contato direto dos éculos.
Para o total vedamento da area nas regifes dos olhos, foi colocado uma faixa preta
para que os participantes nao percebessem a aplicagao de forma “sham”, também

foi colocado um fone de ouvido com musica de relaxamento.
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O responsavel pela aplicacdo da FBM, simulou as irradiacées posicionando
o dispositivo nos mesmos locais descritos para o grupo FBM, porém, o equipamento
foi mantido desligado. Para que os participantes néo identificassem o grupo ao qual
pertencia, o som de ativacdo dos aparelhos (bip) foi gravado e ligado na hora da
aplicacdo. Em seguida, como no grupo FBM, foi realizada a aplicacao do filtro solar,
FPS 60 Rennova® Beauté tonalizante. Os participantes foram orientados
verbalmente e por escrito sobre o uso do cosmético em casa, bem como do filtro
solar.

Foi entregue a todos os participantes, um frasco slim look de 05 g do produto
cosmeético para uso em casa (ATX ou placebo) e FPS 60 Rennova® Beauté
tonalizante. Para a aplicacdo, primeiramente, os participantes deveriam lavar a
regido tratada com agua corrente e sabonete neutro, secando com delicadeza, sem
esfregar. Todos os participantes foram orientados a utilizar o produto cosmético 2x
ao dia, em uma fina camada a noite e outra pela manha, apenas sobre as manchas
e massagea-las por 05 a 10 segundos. Para isso, foi necessario utilizar uma
quantidade padronizada para esse uso, com apenas 2 (dois) apertos no “pump”
desse frasco. Caso os participantes sentissem algum desconforto, deveriam entrar
em contato com o0s pesquisadores. Pela manhda o rosto deveria ser lavado
novamente com sabonete neutro, seguido da aplicacdo do cosmético e em seguida
a aplicacdo do filtro solar. Pela noite, a face também deveria ser lavada com
sabonete neutro e aplicado da mesma forma o cosmético. Foi indicado a reutilizar
o protetor solar 3x (trés vezes) ao dia.

A fim de estabelecer a adesdo durante a pesquisa, foi utilizado um
recordatorio contendo uma descri¢cdo dos habitos diarios durante o estudo, que os
participantes levaram a cada sessao (toda semana) para preencher e ser entregue
na consulta seguinte (APENDICE 3).

Todos os participantes do grupo tratamento com FBM, receberam 15 g do
ATX lipossomal 5%, para tratamento do MF ao final do estudo, sem custo, mesmo
com o resultado semelhante apresentado pela pesquisa entre as duas intervencgdes,
pois ainda ndo tinhamos os resultados finais, além de que, ndo era conhecido o

beneficio direto da luz &mbar para MF, somente in vitro.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando o programa IBM SPSS (SPSS Inc.,
Chicago, IL) Versdo 22.0. Significancia de 5% foi estabelecida. Os dados
qualitativos foram expressos como frequéncia absoluta e relativa. Os dados
guantitativos foram avaliados segundo a normalidade por meio do teste de Shapiro-
Wilk, sendo os dados paramétricos expressos como média + desvio padrdo ou
meédia £ erro padrdo. Os dados ndo parameétricos foram expressos como mediana
e intervalo interquartilico.

Na analise inferencial, os dados do indice MASI foram analisados segundo o
teste ANOVA de duas vias seguidos pelo po6s teste de Bonferroni. O escore de
diagnéstico final global da face foi comparado entre os grupos por meio do teste de
Mann Whitney.

A pontuacdo do Melasqol foram dados ndo paramétricos e foi utilizado log
transformada e analisados segundo o teste ANOVA de duas vias seguidos pelo pés

teste de Bonferroni.
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4. RESULTADOS
Do total de participantes previstos para realizagcdo do estudo segundo o
calculo amostral (n=54), 21 foram incluidos, realizaram o tratamento e 0os dados séo

apresentados a seguir.

4.1 DESCRICAO DA AMOSTRA

Um total de 21 participantes foram incluidas no estudo, sendo 10 no grupo
que foi tratado com FBM e 11 no grupo tratado com ATX. Uma das participantes,
nao conseguiu manter a assiduidade para as sessbOes devido a problemas
familiares, apresentando dificuldade na conciliacdo nas consultas semanais para
realizacdo da pesquisa e optou por ndo continuar o tratamento apdés a primeira
aplicacdo. Foi realizada somente a primeira avaliacdo da participante e os dados
foram replicados para as demais avaliagdes, seguindo os principios da analise por

intencao de tratar. (Figura 16)

m [ Avaliados para elegibilidade (n= 44)

Excluidos (n= 23)
v MWdo atenderam aos critérios de inclusdo (n=20)
+  Desistiram de paricipar (n=03)

Randomizados (n= 21)
i l

Alocados para intervencdo FEM (n=10) ALOC‘M;AO Alocados para intervengao ATX (n=11)
* Receberam alocacdo para intervencdo * Receberam alocacdo para infervencdo
clinica Galache (n= 09) clinica Galache (n=07)
* Receberam alocacdo para intervencdo * Receberam alocacdo para infervencdo
UNINOVE (n=01) UNINOVE (n=04)

N
Perda de seguimente (desisténcia) (n= 01} Perda de seguimento (desisténcia) (n=0)

Intervencdo com 12 sessdes (n= 08) Intervencdo com 12 sessdes (n= 03)

Intervencdo com 11 sessdes (n=01) Intervencdo com 11 sessdes (n=03)

Intervengdo com 01 sessdo (n=01) Intervencdo com 01 sessdo (n=0) )

Analisados (n=10) _ Analigados En= 1)
Analisado pela intengio de fratar (n=01) Analisado pela intengdo de tratar (n=0)

Figura 16: Fluxograma Consort.133
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Os participantes apresentaram idade entre 39 a 49 anos, com idade média
de 44,1 anos e em sua maioria eram casadas (Tabela 2). Mais de 80% das
participantes apresentavam fototipo segundo Fitzpatrick Il ou IV (38% e 43%,
respectivamente). Além disso, a maior parte das participantes (86% do total, e
também a maioria em cada grupo) apresentou histérico familiar positivo para MF,

isto é, parentes proximos também apresentaram MF.

Tabela 2: Caracteristicas da amostra.

Variavel FBM ATX TOTAL
(n=10) (n=11) (n=21)
Idade (anos)* 43,7 + 3,7 445 + 3,0 44,1 + 3,3
ESTADO CIVIL%
Casada 4 (40%) 5 (45%) 9 (43 %)
Solteira 3 (30%) 1 (10%) 4 (19%)
Divorciada 2 (20%) 5 (45%) 7 (33%)
Outros 1 (10%) -- 1 (5%)
ESCALA FITZPATRICK&
I 1 (10%) 3 (27%) 4 (19%)
[ 5 (50%) 3 (27%) 8 (38%)
\Y, 4 (40%) 5 (46%) 9 (43%)
HISTORICO FAMILIAR®
Positiva 8 (80%) 10 (91%) 18 (86%)
Negativa -- 1 (9%) 1 (5 %)
N&o Lembra 2 (20%) - 2 (9 %)
PADRAO*
Malar D/E 2 (20%) - 2 (10%)
Centro Malar 8 (80%) 11 (100%) 19 (90%)
Mandibular -- -- --
GRAVIDADE INICIAL%
Leve 2 (20%) 5 (46%) 7 (33%)
Moderado 6 (60%) 4 (36%) 10 (48%)
Severo 2 (20%) 2 (18%) 4 (19%)
Numero de sessdes (12, 1-12) (12, 11-12) (12, 1-12)

(mediana, min-max)

*média + desvio padréo; ¢frequéncia absoluta (frequéncia relativa %).
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A maioria dos participantes apresentaram padrdo centro facial (90%) em
seguida de padrdo malar direito ou esquerdo (10%) Adicionalmente, a maioria
apresentou gravidade inicial do MF moderada (48%) porém no grupo FBM 60%
apresentou grau moderado e no grupo ATX somente 36% apresentou grau
moderado, sendo a maioria do grupo ATX com grau leve (46%). Os participantes
realizaram entre 11 e 12 sessdes de tratamento, com excecédo do participante que
nao deu seguimento ao tratamento, fazendo somente 1 sessdo. Os participantes
gue ndo compareceram a uma das sessoes alegaram doenca como gripe ou covid,
um participante viajou no dia da aplicacdo e outro faltou uma vez sem motivo
aparente.

Sabendo que habitos diarios podem afetar a gravidade do MF, optou-se por
questionar o0s participantes acerca de suas profissdes. Os participantes
apresentavam profissées diversas, como professora, arquiteta, cirurgia dentista,
diarista, metroviaria, entre outros. Nenhum participante trabalhava com exposicéo
direta ao sol ou em local quente.

Foram entregues semanalmente, um recordatério para preenchimento pelos
participantes, cuja finalidade era acompanhar a utilizacdo correta do cosmético, a
utilizacdo do protetor solar, se ocorreu exposicdo solar durante a semana e se
houve a utilizagdo do computador no trabalho, devido a luz azul. Todos os
participantes em algum momento do estudo esqueceram de preencher ou ndo
entregaram o formulario.

Também foi verificado que em algum momento, os participantes acabaram
se expondo ao sol e utilizaram computador, e houveram casos da néo utilizagao de
protetor solar 3 vezes ao dia. Foi registrado, 01 participante do grupo de FBM se
expos ao sol diretamente durante todo o dia e obteve piora no resultado, enquanto
gue outro do grupo ATX também permaneceu em local quente, com resultado
negativo. Os participantes que utilizaram o computador, foi por curto periodo.

A maioria dos participantes utilizaram o0 cosmeético entregue como
recomendado e devolveram os frascos cosméticos de 15/15 dias, mas se caso
houvesse ainda produto dentro do frasco, era reforcado a forma correta de utilizagdo

e indicado utilizar até o final para ser entregue, entretanto, alguns participantes,
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como haviam uma maior quantidade de manchas, utilizava 01 frasco semanal e era
entregue a esses participantes, 01 frasco por semana e da mesma forma, era

reforgado a certa utilizagéo do produto.

4.2 MASI

O MASI é o desfecho primario neste estudo, sendo que o mesmo foi
determinado por meio da analise dos registros fotograficos no Baseline, 6° Semana
e 12° Semana de tratamento, além de acompanhamentos apds a finalizacdo do
tratamento (16° Semana e 20° Semana). Foram registradas imagens dos
participantes em luz branca e também em lampada de wood e o perfil de evolucao
ao longo do periodo do estudo para o grupo FBM e ATX estd apresentado nas

Figuras 17 e 18, respectivamente.

o

BASELINE | 6° semana : 20° semana

———

BASELINE 6° semana 12° semana 16° semana 20° semana

Figura 17: A: Imagens de participante do grupo FMB, utilizadas para o desfecho
MASI, Baseline, 6° semana, 12° semana, 16° semana e 20° semana. B: Imagens com
aldmpada de wood, para o auxilio das analises.
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BASELINE 6° semana 16° semana |

BASELINE 6° semana " 12" semana 16" semana 20" semana

Figura 18: A: Imagens de participante do grupo ATX, utilizadas para o desfecho
MASI, Baseline, 6° semana, 12° semana, 16° semana e 20° semana. B: Imagens com
a lampada de wood, para o auxilio das analises.

O indice MASI foi determinado em cada um dos tempos de andlise e em
ambos os grupos de tratamento, cujos valores foram apresentados na Tabela 3 e
apresentados graficamente na Figura 19. N&o foram encontradas diferencas
significantes na andlise intragrupo ao longo do tempo para ambos tratamentos, bem
como nao foram encontradas diferencas significantes entre os grupos em todos os

periodos investigados.
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Tabela 3: Pontuacdo MASI ao longo do estudo.

TEMPO DE FBM (n=10) ATX (n=11) Valor P
AVALIACAO

BASELINE 16,4+30 138+238 0,523
6° SEMANA 16,8+22 M7+2,1 0,110
12° SEMANA 16,0+2,0 18+22 0,197
16° SEMANA 16,2+20 107+19 0,068
20° SEMANA 15420 13+£19 0,165
Valor p 0,506 0,590

* Dados expressos como média + erro padrio

e FBM
20 - . ATX

15 ¢

0 T T T T T T T T T
BASELINE 6° SEMANA 12° SEMANA 16° SEMANA 20° SEMANA

Figura 19: Valores MASI ao longo do estudo. Valores expressos como média * erro
padréo.

4.3 FINAL GLOBAL DA FACE
O indice Final Global da Face é uma medida subjetiva descrita por Pandya

21 na qual se compara imagens com o intuito de avaliar clinicamente a melhora
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geral do tratamento nas regifes onde havia a afeccdo. A foto realizada em luz
branca ao final do tratamento foi comparada com a foto em mesmas condicfes
obtida no inicio do tratamento e classificada segundo o grau de melhora. (Figura 20
e 21)

Figura 20: A: Imagem de participante de FBM, realizada no inicio do tratamento. B:
Imagem no final do tratamento para avaliar o desfecho.

Figura 21: A: Imagem de participante de ATX, realizada no inicio do tratamento. B:

Imagem no final do tratamento para avaliar o desfecho.

A maioria dos participantes obteve uma melhora leve, sendo 5 participantes
do grupo FBM e 7 no grupo ATX. Nao houve melhora clinica das manchas em 3

participantes do grupo FBM, entretanto, tanto no grupo FBM quanto no grupo ATX
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houve 1 participante que apresentou piora clinica das manchas. Ocorrido
provavelmente, porque os dois participantes relataram que pegaram sol diretamente

no final do estudo (Tabela 4).

Tabela 4: Frequéncias (absolutas e relativas) dos scores do indice final global.

Baseline®— Final & FBM ATX TOTAL
(n=21) (N=10) (N=11) (n=21)
O-claro - — -

1-quase claro -- - -
2-melhora significativa -

3-melhora intermediaria 1 (10%) 3 (27%) 4 (19%)

4-melhora leve 5 (50%) 7 (64%) 12 (57%)
5-sem melhora 3 (30%) -- 3 (14%)
6-pior 1 (10%) 1 (9%) 2 (10%)

&frequéncia absoluta (frequéncia relativa %).

N&o foi observada diferenca significante entre os grupos quando comparados
em termos da classificagédo Final Global da Face (p=0,126) — Figura 12, de forma

gue houve melhora leve igualmente entre ambos 0s grupos.

indice Final Global

FBM ATH

Figura 22: Final Global da Face.
4.4 INTENSIDADE DO MELASMA

Os registros fotograficos, com a utilizacdo do Dermascan, foram realizados,
para as analises da intensidade da afeccao na baseline, 6° semana e 12° semana.

As fotos registradas em luz de wood foram transformadas em tonalidade de cinza,
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com a utilizacdo do software image J, para evidenciacdo das manchas e
mensuracdo da intensidade das manchas de forma objetiva em toda a face.
Exemplos das fotos registradas ao longo da evolucdo do tratamento nos grupos
ATX e FBM estéo apresentados nas Figuras 23 e 24, respectivamente.

R

‘ 3 12° Semana

Figura 23: Imagem de participante do grupo ATX em tonalidade cinza para
evidenciacdo da intensidade das manchas e analise objetiva pelo Image J.

Figura 24: Imagem de participante do grupo FBM em tonalidade cinza para
evidenciacdo da intensidade das manchas e analise objetiva pelo Image J.

Os valores obtidos nas imagens em cada grupo, nos diferentes tempos de
analise, estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Intensidade de pigmentacdo mensurada nas fotografias (média +

erro padrao)

INTENSIDADE
TEMPO DE
AVALIAGAO FBM (n=10) ATX (n=11) Valor p
BASELINE 623658 £ 12397 600.325 £ 1820 0,189
6° SEMANA 632.800 £ 10397 641.088 £9914 0,571
12° SEMANA 642 424 12134 635.308 £ 11569 0,676
Valor p 0,580 0,030

* Dados expressos com média + erro padréo

Na comparacao intragrupo ao longo do tempo de tratamento ndo foram
observadas diferencas significantes no grupo FBM. Por outro lado, no grupo ATX
foi observado aumento na intensidade de pigmentacdo do baseline em relacédo a
sexta semana de tratamento. Na comparacao entre grupos, nao foram encontradas

diferencas em nenhum dos tempos avaliados.

4.5 CORNEOMELAMETRIA

A corneomelametria foi realizada no baseline, 6° e 12° semana do
tratamento. As imagens obtidas ao longo dos tratamentos nos grupos FBM e ATX
estdo apresentadas nas Figuras 25 e 26. Observa-se a presenca da coloragéo
avermelhada intensa no baseline, com reducéo ao longo das préximas avaliacfes
em ambos 0S grupos.

O objetivo inicial da corneomelametria era realizar a quantificacdo do
pigmento nos corneodcitos da epiderme. Algumas dificuldades técnicas foram
encontradas que impediram a realizagdo da quantificagdo. A primeira delas foi o
preparo da pele e amostra. Como € possivel observar nas imagens verifica-se a
presenca de pelos que sao interferentes na analise da intensidade da colocacéo da
imagem. Possivelmente ajustes a coleta como a quantidade do produto, ou tempo

de secagem possam otimizar a remoc¢do do estrato corneo sem a remocgao dos
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pelos. Os artigos que relatam a corneomelametria ndo detalham a metodologia,

mas acreditamos que para a quantificacdo uma série de ajustes serdo necessarios.

Figura 25: Corneomelametria realizada de participante do grupo FBM na baseline, 6°
semana e 12° semana.

Figura 26: Corneomelametria realizada de participante do grupo ATX na baseline, 6°
semana e 12° semana.

4.6 QUALIDADE DE VIDA (MELASQOL)

O impacto do tratamento foi avaliado pela qualidade de vida, mensurada por
meio do questionario de qualidade de vida associado ao MF, MELASQoL em sua
versao traduzida e validada para o portugués brasileiro. Neste questionario quanto
maior a pontuagao obtida pior a qualidade de vida do paciente.

Observou-se melhora significativa quando comparados os valores de
pontuacdo no meio (semana 6) e no final do tratamento, bem como quando
comparado o inicio e o final do tratamento, em ambos os grupos. Desta forma, a
melhora na qualidade de vida do paciente foi observada ap6s a metade do
tratamento e seguiu melhorando até o final tanto quando foi realizado o tratamento
com FBM quanto com ATX (Figura 10).
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Figura 27: Pontuagcdo MELASQoL. Cinza: antes do tratamento, vermelho: semana 6,
azul: semana 12 (final do tratamento). *p<0,05.

N&o houve diferenca significante nos valores de pontuacdo total quando

comparados os grupos FBM e ATX em cada tempo analisado (antes, semana 6 e

semana 12 — ao final do tratamento), demonstrando que ambos os tratamentos

foram igualmente eficazes na melhora de qualidade de vida dos participantes

(Tabela 6).

Tabela 6: MELASQoL em 0O, 6 e 12 semanas do tratamento (Mediana [25%-

75%]).
TEMPO DE FBM (n=10) ATX (n=11) Valor P
AVALIACAO
BASELINE 54,0 [31,2-58,2] 47,0 [34,0-57,0] 0,996
6° SEMANA 42,0 [20,5-49,8] 41,0 [28,0-46,0] 0,529
12° SEMANA 16,5 [11,5-22,2] 24,0 [14,0-40,0] 0,164

4.7 EFEITOS ADVERSOS

Foram observados alguns efeitos adversos leves em relacéo aos tratamentos

realizados.
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Foi relatado por 6 participantes uma sensacao de calor na face (rubor),
qguando aplicado a FBM, mas, cessando logo apés a finalizacdo da aplicacéo,
mesmo assim, o cegamento nao foi quebrado, pois esses participantes achavam
que o tratamento placebo com o creme utilizado todos os dias, também ajudavam
no tratamento, mesmo sendo explicado no inicio da pesquisa, que um dos
protocolos entre ATX ou FBM néo seria efetivo.

Foi observado, um eritema transitério em 1 participante apds a aplicacdo da
FBM. Houve relato de ardéncia do uso do ATX em 2 participantes, logo no inicio do
tratamento, mas cessando depois com o passar das aplicacdes da intervencao.

Apesar de ser relatado ressecamento inicial, houve relato de melhora da pele
com a maior hidratagcdo nos dois grupos, mas, com maior frequéncia no grupo de
FBM no qual 5 participantes trouxeram este relato e 1 participante no grupo ATX. A
melhora na textura da pele também foi relatada nos dois grupos.

Efeitos adversos menores como eritema transitério, ardéncia e certo

incdbmodo, apos a coleta das amostras de corneomelametria foram observados.

Tabela 7: Frequéncias (absolutas e relativas) de aparecimento dos efeitos

colaterais
Tempo de FBM ATX TOTAL
avaliagcao® (N=10) (N=11) (n=21)
(n=21)
Eritema 1 (10%) - 1 (5%)
Rubor 6 (60%) -- 6 (28%)
Ardéncia inicial - 2 (18%) 2 (10%)
Ressecamento inicial 2 (20%) 1 (9%) 3 (14%)
Corneomelametria 7 (70%) 9 (82%) 16 (76%)

&frequéncia absoluta (frequéncia relativa %).
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5. DISCUSSAO

A hiperpigmentacdo na face é atribuida pela maioria das vezes pela
exposicdo aos raios UV.%8 Considerando o aspecto essencial da radiacdo UV na
sinalizacdo para a melanogénese, bem como os efeitos na lamina basal
responsaveis para presenca dos melandécitos em péndulo e o MF dérmico o primeiro
entendimento para um ensaio clinico sobre o MF, é o emprego da protecéo solar
diaria.®?134 Com base neste raciocinio foi empregado em ambos os grupos o uso do
protetor solar RENNOVA® tonalizante 60 FPS. Alguns trabalhos inclusive, sugerem
gue a protecdo solar ja € responsavel pela reducdo no indice MASI em 3,23
pontos.58.69

A melhora das hiperpigmentac¢des séo limitantes devido a grande exposi¢cado
solar associado ao fato do Brasil ser um pais tropical com altos indices de radiacéo
ultravioleta ao longo de todo o ano, inclusive no inverno. Em outros paises nos quais
as estacdes do ano sdo mais bem definidas e € menor o habito de exposi¢do solar,
alids, ha piora do MF no verédo e melhora no inverno.34

De acordo com Organizacéo Meteoroldégica Mundial (OMM)*3%, 0 ano de 2023
foi registrado como o mais quente em 174 anos. No Brasil, Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET)!36, relatou que de julho a outubro, as temperaturas ficaram
acima das médias historicas, exatamente no periodo que realizamos nossa
pesquisa. Além disso, desde abril/maio 2023, foram registradas condicdes
metereolbgicas com atuacéo e influéncia do fendmeno El Nino em todo o Brasil, o
que ocasionou o més de julho mais quente desde 1961, inclusive em S&o Paulo.?’
Desse modo, os resultados dessa pesquisa podem ter sido influenciadas por esse
ano atipico, com temperaturas elevadas mesmo no inverno.

Neste sentido, os resultados obtidos até o momento ndo indicam acgéo efetiva
das abordagens de tratamento escolhidas, vide que nao foi observada redugéo no
indice MASI em nenhum dos grupos, mesmo com a indicagéo do uso de protetor
solar. Soma-se o fato das caracteristicas da medida ser desfecho primario do

estudo, e ser de dificil reprodugé@o, mas em contrapartida, utilizamos um rigor maior
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nas analises dos desfechos. Dessa forma, obtivemos resultados semelhantes nos

dois grupos.

A classificacdo das fotos segundo o indice MASI é bastante desafiadora.
Primeiro devido ao uso do registro fotogréfico que nem sempre retrata
adequadamente o estado do participante. Adicionalmente, mesmo havendo uma
calibracdo dos avaliadores a classificacdo no indice parece bastante subjetiva.
Estudos atuais, utilizam amplamente o MASI modificado (mMMASI) como mostrou a
revisdo sistematica e meta-analise de Zhan (2023)38. O mMASI, é um desfecho
que tem sido considerado mais pratico de ser utilizado!*®, sendo uma boa opcéo

para pesquisas posteriores.

Também nao foram encontradas diferencas entre os grupos quando utilizado
como parametro o indice Final Global, porém nesta avalia¢éo foi considerado que
a maioria das participantes apresentaram melhora discreta do MF. Acredita-se que
neste caso a observagcdo de melhora pode ser atribuida ao fato da analise ter sido
feita somente por um avaliador, minimizando as variacdes na analise. Por outro
lado, a utilizacdo de um Unico avaliador pode enviesar a andlise, vide que 0 mesmo
sabe qual a foto do antes e do depois, mesmo que ndo saiba em qual dos grupos o
participante estava alocado. Outros trabalhos também utilizaram esta metodologia
na avaliacdo do MF*??, inclusive como desfecho primario.

O tamanho amostral atingido, bastante menor do que o calculado também
pode ter influenciado na auséncia de efeitos observados pela acéo das terapias no
trabalho. Na revisédo sistematica e metanalise de Pennitz (2022)'%°, o ATX tépico
lipossomal 5%, mostrou a utilizagdo de 60 a 160 participantes, indicando a

necessidade de um maior nimero na amostra.

Também realizamos registros fotograficos para analisar um desfecho de
forma objetiva, com a utilizag&o do software Image J. Novamente consideramos que
o registro de imagens ndo é totalmente padronizado, vide que dependendo do
tempo apos ativar a lampada de wood a imagem registrada mostrava diferentes

tons de azul que influenciava na intensidade mensurada. Varios estudos na area
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utilizam equipamentos digitais que além da padronizacdo na aquisicdo das
imagens, também realizam as analises.%’

A corneomelametria foi realizada para avaliagao histolégica dos corneécitos
pigmentados, mas o trabalho de Thirion (2006)% que realizou essa andlise, ndo
detalhou como foi realizada a mensuracdo das laminas coradas, impedindo sua
reproducdo, sendo assim, utilizamos as laminas somente para demonstracdo da
regido durante 3 etapas do estudo e sua evolugéo. Outros trabalhos realizavam
andlises histologicas, através de bidpsias no local acometido.

A face, por ser um “cartdo de visita” do ser humano e a pele uma parte
fundamental da sua identidade, além da sua autoimagem, o MF em contrapartida,
como uma condicdo crénica, pode causar um impacto emocional e psicolégico
profundo na vida das pessoas, afetando negativamente sua confianga, autoestima
e leva a um sofrimento psicossocial, por se apresentar principalmente em area
exposta, dificil de esconder. De acordo com pesquisa da Euromonitor (2020)%, o
bem estar psicolégico é mais importante para a qualidade de vida do que a auséncia
de doencas pelos participantes, confirmando com conceito sobre qualidade de vida
da OMS (1946), “saude € um estado de completo bem estar fisico, mental e social
e ndo apenas a auséncia de doencas ou enfermidades”.'® Diante disso, a avaliagdo
da qualidade de vida das pessoas com essa afeccdo nédo pode ser ignorada.?°

Utilizamos, portanto, um questionario, o MELASQoL, muito utilizado para
avaliar o impacto que o MF causa na vida dessas pessoas. Neste estudo ambos
tratamentos mostraram melhora da qualidade de vida dos participantes,
corroborando com a revisdo sistematica e meta-analise de Zhu?’, com um resultado
estatisticamente significativo, cuja hiperpigmentacéo presentes na face causam um
sofrimento psicossocial associado a angustia com sua imagem e a melhora do
indice com o tratamento facial realizado. Porém, como os resultados aqui
apresentados ndo sdo estatisticamente significantes, pode-se inferir que o0s
pacientes que apresentam MF, podem estar relatando melhora na qualidade de vida
simplesmente por estarem sendo cuidados e acolhidos.

Realizamos no nosso estudo, um tratamento de 12 semanas, conforme

trabalhos anteriores indicarem que n&o haveria efeitos com 4 ou 8 semanas com
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ATX 8687 inclusive as pesquisas sobre o MF sdo geralmente em 3 meses, por
entender que, sendo o melandcito uma célula adaptativa e responsavel pela
producéo de melanina, foi notado que a partir desse periodo, ndo h4 mudanca nos
escores. 8 Em relacdo a FBM para tratamento de MF, n&o havia ensaio clinico com
luz &mbar até entdo realizado, somente in vitro, indicando que em futuras pesquisas
pode ser utilizado outros protocolos, como aplicacdo da FBM 2X por semana.

O ATX, um agente antifibrinolitico, tem sido utilizado com sucesso no
tratamento de varias afecc¢des, incluindo o MF.149:141 Estudos clinicos demonstraram
que a administracdo tépica com uso lipossomado resulta em maior permeabilidade
do farmaco, menor sensibilidade e a reducéo significativa da hiperpigmentacao,
bem como na prevencdo da recorréncia do MF. Neste trabalho o uso do ATX
lipossomado foi seguro e bem tolerado pelos participantes. Os resultados ainda sé&o
pouco consideraveis em relacdo ao que foi descrito na literatura, porém acredita-se
gue neste caso foi uma questao de baixo tamanho amostral avaliado em relacéo ao
calculado, de forma que o poder estatistico foi baixo.

Também podemos acrescentar a importancia de uma avaliacdo laboratorial
independente, do proprio cosmético de ATX 5% lipossomado a ser utilizado em
préximas pesquisas, uma vez que o produto € feito em farmacia de manipulacao e
ndo temos um controle de suas caracteristicas, podendo interferir ou ndo no
resultado.

A FBM foi um procedimento seguro e foi bem aceito pelos participantes da
pesquisa. Apesar da auséncia de efeitos de clareamento efetivos, ou apenas efeitos
leves, os participantes também relataram sensacdo de melhora da pele em termos
de hidratacdo e textura. Estes efeitos podem estar relacionados ao estimulo de FBS
em termos de producéo de colageno, ou equilibrio da barreira cutanea. 59

Dai 2022197 apresentou melhora dos participantes com MF ao serem tratados
com ambar uma vez por semana, apresentando reducéo na escala MASI de 17 para
13, em um trabalho ndo randomizado e néo controlado com 10 participantes, no
entanto, esse trabalho apresentou varios vieses, possui baixa evidéncia e ndo é um
ensaio clinico aleatorizado. Ja neste estudo, com um tamanho amostral por grupo

similar ao utilizado no mencionado trabalho, esse efeito ndo foi encontrado.
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Acredita-se que, com tamanho amostral maior e alguns ajustes metodologicos, sera
possivel obter dados mais robustos a respeito da utilizacdo e o resultado da FBM
no tratamento do MF. Desta forma, em nova pesquisa a ser realizada no doutorado,
serao feitos os ajustes e adequacdes necessarias.

Em trabalhos posteriores, deve-se ser considerado estudos com terapia
combinada, do uso de ATX e FBM, contribuindo ao entendimento e a maior eficacia
de resultados. O trabalho de Kim (2022)'#?, mostrou que o uso de terapias
combinadas do uso de ATX e laser diminuiram o indice MASI em comparacao e o
ATX ajuda a recorréncia e o efeito rebote, indicando que novos trabalhos com o0 uso
do ATX e FBM, podem ser realizados futuramente.

Também em pesquisas decorrentes, seria necessario a inclusdo de
perguntas na anamnese, se 0 participante ja realizou algum tratamento com FBM,
devido a possivel quebra do cegamento e a sensacao térmica que ele emite, além
do tempo da afecc¢éo, tratamentos de MF anteriores e tempo de uso, por entender
que, certos tratamentos podem desencadear manchas ainda mais resistentes,
como o efeito adverso da HQ. Uma hipotese levantada na revisdo sistematica de
Ischack (2021)43, a HQ atravessa a derme, é absorvido pelo FBS, que por sua vez,
secretam o0s pigmentos, ocasionando efeitos como a ocronose. Em nosso estudo,
06 participantes declararam que utilizaram hidroquinona anteriormente, sendo 05
do grupo do ATX e 01 do grupo de FBM, diante disso, o tratamento realizado pode
nao ser adequado para esse perfil de participantes e podemos incluir com um dos
pontos a serem discutidos e estudados em outros trabalhos.

Ademais, estudos anteriores ja mencionaram que o ATX, possui menor
efetividade em casos mais graves de MF 8183 sendo assim, para essa populacdo
estudada, talvez seja menos efetivo essa terapia e com uma populacéo diferente,

podera ser encontrado outros resultados.

Nosso estudo possui limitagées. Uma delas € o tamanho amostral menor que
o calculado. Uma outra limitagdo importante foi o uso do equipamento Dermascan
para captacao e padronizacao de fotos, uma vez que foi possivel notar que ndo ha
uma padronizacdo adequada das imagens, dificultando as analises objetivas e

mesmo as subjetivas. I1sso porque o posicionamento da face pode variar um pouco
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de participante para participante, além da questao da luz de wood, que dependendo
do tempo apds ativacao leva a imagens mais azuladas ou arroxeadas, influenciando
na analise final de intensidade do MF. Desta forma, consideramos que este estudo
tem natureza piloto a fim de que ajustes na metodologia sejam realizados para maior
robustez das analises sendo que os mesmos serdo realizados na continuacédo da
pesquisa no doutorado.

Durante nossa pesquisa, encontramos estudos clinicos, que avaliam a FBM
em MF, mas que apresentam em sua maioria alto risco de viés ou néo
apresentavam delineamento adequado para mensurar os beneficios e eficacia dos
tratamentos realizados, sendo assim, no futuro, mais estudos sdo necessarios para
aprimorar a compreenséo dos mecanismos de agao dessas intervengodes, identificar
potenciais biomarcadores de resposta ao tratamento e otimizar as estratégias de
combinacédo de tratamento para o MF, com estudos cientificos mais robustos e bem
estruturados nesta area. Com uma abordagem integrada e personalizada, é
possivel oferecer a populacdo acometida, uma gama mais ampla de opc¢des
terapéuticas eficazes e seguras para o0 manejo dessa afeccao.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo ndo foram observados efeitos significantes tanto do ATX
quanto da FBM no tratamento do MF quando comparados por meio do indice MASI,
diagnostico global da face e intensidade de pigmentacdo, sem diferenca entre os
tratamentos. Ambos mostraram melhora da qualidade de vida dos participantes
durante o tratamento. Por fim, ambos os tratamentos apresentaram efeitos adversos
leves e transitérios, sendo o principal da FBM rubor na face e no ATX ardéncia nas
primeiras aplicagbes. A continuagdo do estudo no doutorado, ajustando as
limitacbes apresentadas € essencial para obtencdo de dados mais robustos.
Entretanto, essa pesquisa foi de ndo inferioridade, e portanto, ndo houve diferenca

entre as terapias de ATX e FBM, para essa populacao estudada.
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10. APENDICES
APENDICE 1 : Triagem inicial (prontuario) — Satde Geral

Participante:

Endereco:

Bairro: Cidade:

CEP:

CPF: RG:

Estado Civil: Género: ( ) Masculino ( ) Feminino ( ) Outros
] Solteiro
O Casado Profisséao:

O Divorciado
O Viavo
O Outros Data de Nascimento: [/

E-mail

Autoriza contato por e-mail? () Sim ( ) Néao

Telefone:

Autoriza contato por telefone? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, prefere contato por ligacdo ou WhatsApp? ( ) Ligagdo ( ) WhatsApp
Qual o melhor horario para as ligagbes?

O pesquisador confirma que solicitou que o participante salve em sua agenda o telefone
gue sera utilizado para contato? ( ) SIM

Nome e Telefone de um amigo ou familiar proximo:
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> ldade entre 35 e 50 anos? ( )SIM ( )Nao — EXCLUIR

> Apresenta melasma? ( )SIM ( )Nao - EXCLUIR

Fototipo:
Tipo de pele Cor Reagdo ao sol

Tipo | Muito branca ou sardenta Sempre se gueima
Tipo Il Branca Geralmente se queima
Tipo lll Branca a moreno claro Algumas vezes se gueima
Tipo IV Morena Raramente se queima
Tipo vV Moreno escura Muito raramente se queima
Tipo VI Negra Munca se gueima

O | (Excluir)

O 1l (Incluir)

O I (Incluir)

O IV (Incluir)

O V (Excluir)

O VI(Excluir)

Apresenta alguma das enfermidades abaixo? Se sim, excluir.

O Psoriase O Lupus

O Vitiligo O Tireoide

O Rosacea O Doenca de Crohn

O Dermatoses O Retrocolite ulcerativa idiopética
O Esclerose miltipla O Ovaérios policisticos

1. Esta gravida ou amamentando? ( ) NAO ( ) SIM - EXCLUIR

2. Utiliza ou utilizou Isotretinoina (Roacutan®) ha menos de 6 meses? () NAO
( ) SIM-EXCLUIR

3. Estéa fazendo ou fez algum tratamento facial ha menos de 3 meses? () NAO

( )SIM - EXCLUIR
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4. Possui alergia a cremes ou locdes? () NAO () SIM - EXCLUIR

5. Esta usando anticoncepcional oral ou DIU? () NAO ( ) SIM - EXCLUIR

6. Esté realizando algum tratamento para melasma no momento? () NAO ( )
SIM — EXCLUIR

7. Esta utilizando algum tipo de &cido para a pele no momento (acido retindico, vit A
ououtros)? ( ) NAO ( ) SIM—-EXCLUIR

8. Esta utilizando uso de algum farmaco intra oral ou tépico que seja sensibilizante
(com alguma resposta anormal na pele)? ( ) NAO () SIM—EXCLUIR

9. Possui alguma doenca ou problema de pele? ( ) NAO () SIM —EXCLUIR

10. Possui glaucoma? ( ) NAO () SIM — EXCLUIR

11. Tem ou ja teve algum tipo de tumor (Cancer)? ( ) NAO ( ) SIM - EXCLUIR

12. Possui algum disttrbio da tire6ide? ( ) NAO ( ) SIM — EXCLUIR

13. Esta fazendo reposicdo hormonal? ( ) NAO ( ) SIM —EXCLUIR

14. Possui tendéncia a formacéo de queldide? () NAO () SIM — EXCLUIR

15. Esta com alguma infecgéo viral, bacteriana ou fungica? ( ) NAO () SIM —
EXCLUIR

16. Trabalha em local de exposicdo solar? ( ) NAO ( ) SIM—EXCLUIR

SAUDE GERAL:

Tem algum problema de saide? ( ) NAO ( )SIM QUAIS?

. Atualmente esta sob tratamento médico? ( ) NAO ( ) SIM ESPECIFIQUE:




10.

11.

12.

13.

14.

15.

Esta tomando algum medicamento? ( ) NAO () SIM QUAIS?

Possui algum tipo de alergia? ( ) NAO ( ) SIM QUAIS?

Tem sopro ou outra doenca no coracdo? ( ) NAO ( ) SIM ESPECIFIQUE:

Tem doenca nos rins? () NAO () SIM ESPECIFIQUE:

Tem ou teve doenca no figado? ( ) NAO () SIM ESPECIFIQUE:

Tem febre com frequéncia? ( ) NAO () SIM FREQUENCIA:

Diabetes? ( )NAO ( )SIM CONTROLADA?

Anemia? ( )NAO ( )SIM ESPECIFIQUE:

Epilepsia ou convulsdes? ( ) NAO ( ) SIM FREQUENCIA:

Aids (HIV+)? (  )NAO () SIM CONTROLADO?

Usa marca passo? ( )NAO ( )SIM QUANTO TEMPO?

Tem problema de presséo arterial? ( ) NAO () SIM ESPECIFIQUE:

Est& tomando anticoagulante (aspirina ou Ginco Biloba)? ( ) NAO ( ) SIM
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

92

Voceé fuma ou ja foi fumante? ( ) NAO () SIM QUANTOS POR DIA?

Toma antidepressivo? ( ) NAO () SIM

Ja utilizou &cido na pele? ( ) NAO ( ) SIM QUAL?

Ja fez algum tratamento facial? ( ) NAO () SIM QUAL?

Que produto de pele usa atualmente?

Ja realizou algum tratamento estético? ( ) NAO ( ) SIM ESPECIFIQUE:

Possui intolerancia a lactose? ( ) NAO () SIM

Possui algum tipo de problema na pele? ( ) NAO ( ) SIM ESPECIFIQUE:

Possui alergia a albumina (proteina do ovo)? ( ) NAO ( ) SIM
Nos préximos dias e meses participara de algum evento importante? ( )NAO ( )
SIM

Trabalha ou vive em local muito quente? ( ) NAO () SIM ESPECIFIQUE:

Ja teve ou esta com herpes labial? (  )NAO ( ) SIM

Possui algum tipo de distarbio hormonal? ( ) NAO () SIM ESPECIFIQUE:

29. Alguém da sua familia possui melasma? ( ) SIM ( ) NAO Qual o

parentesco?
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Observacao (uso profissional) :

APENDICE 2 Diagndstico complementar da pele

Participante: Numero do Prontuario:

PELE DIAGNOSTICO: fina ( ) lipidica ( ) comeddes abertos ( ) rugas ( )
desidratada ( ) cicatrizes de acne ( ) mista( ) grossa( )
opaca () comeddes fechados ( ) flacidez ( ) poros abertos ( )
hipercromias () fotoenvelhecimento ( ) telangiectasias ( )
comeddes inflamados () lentigo senil ( ) efélides ( ) melasma ( )
vitiligo () hiperpigmentacgédo poés-inflamatoéria () albinismo ( )
outros ()

Observacao:




PADRAO DO MELASMA: (marcar na figura ao lado)
A- Malar direito
B- Malar esquerdo
C- Centro Malar

D- Mandibular ou Mento

GRAVIDADE DO MELASMA: (marcar onde se aplica)
e

[ '-:-\\’

@

Residuo minimo de pigmentacéo (claro);

Leve, ligeiramente mais escuro do que

0 ambiente area;

Moderado, mais escuro que a area circundante;
Severo, mais escuro do que a area circundante.

[ERN
1

w N
1 1

LOCAL ONDE SERA REALIZADO A MEDIDA DA CORNEOMELAMETRIA:
(marcar na figura ao lado)

s

Malar direito
Malar esquerdo
Frontal (testa)
Mento

SHel
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APENDICE 3: DESCRICAO DOS HABITOS DIARIOS DURANTE O ESTUDO

Participante: NuUmero do prontuario:

Periodo:

DESCRICAO DOS HABITOS DIARIOS DURANTE O ESTUDO

Importante: Utilize sempre dias consecutivos para a avaliagcédo, inclusive fim
de semana e feriados. Coloque nas observacdes algo que sentiu de diferente
na pele. (coceira, ardéncia, queimacao, espinhas, qualquer tipo de alergia,
etc). Ou mesmo se esqueceu ou diminuiu o tempo de uso de produtos a serem
utilizados.

1°DIA / /

EXPOSICAO AO SOL TRABALHO COM USO DE PROTETOR USO DO DESPIGMENTANTE
COMPUTADOR SOLAR 2X AO DIA

( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

OBSERVACAO:

2°DIA / /

EXPOSICAO AO SOL TRABALHO COM USO DE PROTETOR USO DO DESPIGMENTANTE
COMPUTADOR SOLAR 2X AO DIA

()SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

OBSERVACAO:

3°DIA / /

EXPOSICAO AO SOL TRABALHO COM USO DE PROTETOR USO DO DESPIGMENTANTE
COMPUTADOR SOLAR 2X AO DIA

()SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

OBSERVACAO:
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4°DIA / /

EXPOSICAO AO SOL TRABALHO COM
COMPUTADOR

( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

OBSERVACAO:

USO DE PROTETOR USO DO DESPIGMENTANTE
SOLAR 2X AO DIA

( YSIM ( )NAO ( YSIM ( )NAO

5°DIA / /

EXPOSICAO AO SOL TRABALHO COM
COMPUTADOR

( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

OBSERVACAO:

USO DE PROTETOR USO DO DESPIGMENTANTE
SOLAR 2X AO DIA

( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

6°DIA / /

EXPOSICAO AO SOL TRABALHO COM
COMPUTADOR

( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

OBSERVACAO:

SO DE PROTETOR USO DO DESPIGMENTANTE
SOLAR 2X AO DIA

( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

7°DIA / /

EXPOSICAO AO SOL TRABALHO COM
COMPUTADOR

()SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO

OBSERVACAO:

USO DE PROTETOR USO DO DESPIGMENTANTE
SOLAR 2X AO DIA

( )SIM ( )NAO ( )SIM ( )NAO




APENDICE 4: CHECK LIST - REGISTROS FOTOGRAFICOS

Participante:

Periodo:

NUmero do prontuério:

Registros Fotograficos Perfil Perfil
Frontal o Mento
(branca e azul) direito esquerdo
Dia da triagem e coleta dos
dados (identificacao)
O Branca O Branca O Branca O Branca
Data: /| [
Pesquisador:
Coleta da Corneomelametria —
somente do local (depois)
Data: [
Pesquisador:
Primeiro dia antes da aplicagéo
da FBM ou “sham” (MASI)
O Branca O Branca O Branca O Branca
Data: /[ O Azul O Azul O Azl O Azul
Pesquisador:
6° semana da aplicacdo da FBM
ou “sham” (MASI)
O Branca O Branca O Branca O Branca
Data: [/ O Azul O Azul O Azul O Azul
Pesquisador:
12° semana da pesquisa (MASI)
O Branca O Branca O Branca O Branca
Data: [
o Azul O Azul O Azul O Azul
Pesquisador:
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Pergunta a ser feita no ultimo dia da consulta do participante (12° dia do estudo),

para saber sobre o cegamento da pesquisa:

Em relacdo ao tratamento realizado na pesquisa, vocé acha que participou do grupo

de tratamento com laser ou despigmentante cosmético clareador tranexamico?

() Grupo de laser ( ) Grupo de clareador cosmético despigmentante Tranexamico
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11. ANEXOS
ANEXO A: MELASQoL-PB- Versao em portugués falado no Brasil:

| Participante: Numero do prontudrio: |

Considerando a sua doenca, MELASMA, assinale com um circulo como vocé se sente em relacdo aos items listados em cada

uma das perguntas:

Nem um pouco | Nao incomodado na| Nao incomodado Neutro Incomodado | Incomodadona | Incomodado
incomodado maioria das vezes algumas vezes algumas vezes | maioria das vezes | todo o tempo
1. A aparéncia da sua pele 1 2 3 4 5 6 7
2. Frustracdo pela condicédo
1 2 3 4 5 6 7
da sua pele
3. Constrangimento pela
o 1 2 3 4 5 6 7
condicéo de sua pele
4. Sentindo-se depressivo
- a 1 2 3 4 5 6 7
pela condicéo da sua pele.
5. Os efeitos da condicdo da
sua pele no relacionamento
com outras pessoas (por ex:
i ~ . 1 2 3 4 5 6 7
interacbes com a familig
amigos, relacionamentos
intimos)
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6. Os efeitos da condicdo da
sua pele sobre o seu desejo
de estar com as pessoas

7. A condicdo da sua pele
dificulta a demonstracédo de
afeto

8. As manchas da pele
fazem vocé nao se sentir
atraente para 0s outros

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

10. As manchas da pele
afetam o0 seu senso de
liberdade.

3 4 5 6 7
3 4 5 6 7
3 4 5 6 7
3 4 5 6 7
3 4 5 6 7

O pesquisador checou se participante respondeu a todas as perguntas? ( )SIM ( ) Nao

Responsével:

Data:

Somatdrio das respostas:

(uso profissional) — Utilizado somente depois pelo pesquisador de andlise
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ANEXO B: MASI — melasma Area and Severity Index
Participante: Numero do Prontuario:
Malar Malar
MASI Fronte (F) |,. . esquerda | Mento (C
(F) direita (MR) ?ML) ©)

Percentagem total de area
acometida:
de O (pele normal) até 6 (90 a
100% de superficie acometida)

(A)

Hiperpigmentagéo:
de 0 (ausente) até 4 (maxima)

(D)

Homogeneidade da
hiperpigmentacao:
de 0 (minima) até 4 (maxima)

(H)

MASI= 0,3 (DF+ HF)*F + 0,3 (DMR + HMR)*MR + 0,3(DML + HML)*ML + 0,1(DC +

HC)*C

TOTAL=
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ANEXO C

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Nome da Participante:

Endereco:
Cidade:

CEP:
Telefone:
Fixo: Celular:
E-mail:

1.Titulo do Trabalho Experimental: Fotobiomodulagdo com luz &mbar no tratamento de
melasma: ensaio clinico, randomizado, controlado, duplo cego.

2.0bjetivo: Avaliar o efeito da fotobiomodulacdo com luz ambar (equipamento
emitindo luz amarela) no tratamento de melasma (manchas escuras no rosto)
comparado ao efeito do ativo tranexamico a 5% (creme cosmeético clareador).

3. Justificativa: O melasma é uma doenca de pele sem cura, caracterizada por
manchas escuras na maioria das vezes no rosto, mas que pode ser controlada. E
uma doenc¢a muito comum e pode estar relacionada ao sol, gravidez, uso de pilulas
anticoncepcionais e outros hormonios, entre outras causas. Muitas vezes, essas
manchas no rosto podem constranger a mulher e piorar seu relacionamento com
outras pessoas, o que diminui a sua qualidade de vida.

4. Procedimentos da Fase Experimental: Vocé esta sendo convidada a participar deste estudo
comparando dois diferentes tratamentos para manchas no rosto. Em um primeiro momento vocé
respondera algumas perguntas ao profissional do grupo de pesquisa informando sobre seu
historico de salide e seus habitos de vida para verificarmos se vocé se encaixa nos critérios
estabelecidos para participar da pesquisa. Em seguida, estando apto a participar sera realizado
registros fotograficos do seu rosto com seu nome para sua identificacdo e também na mesma
sessdo, vocé recebera um tratamento facial chamado peeling. Este procedimento envolve a
aplicacao de um produto em seu rosto que ficara em contato por no maximo 15 minutos. No
momento da aplica¢do sua pele pode apresentar leve coceira, vermelhidao ou ardéncia e nos dias
subsequentes ao peeling a sua pele pode apresentar leve descamacgao. Por fim, vocé respondera
a um questiondrio de qualidade de vida que inclui perguntas de como o melasma afeta sua vida.

Na semana seguinte vocé devera comparecer para a avaliagao da sua pele e dar inicio ao
tratamento. Para a avalia¢do, vocé sera convidada a posicionar seu rosto de frente e pelas laterais
e um equipamento em que serao realizadas fotos do seu rosto com luz branca e luz negra, para
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analise posterior com examinadores. No decorrer do tratamento serdo feitas varias fotos para
registro e analise.

Independentemente da sua participacdo nesta pesquisa, vocé podera escolher
permitir o uso de sua imagem. Se vocé aceitar, vocé terd que assinar o Termo de
Autorizacdo de Imagem ou Som. Caso contrario, suas fotos, videos ou audios ndo
poderao ser utilizadas(os) pelos pesquisadores.

No mesmo dia, sera feita uma analise no rosto, exatamente no local de uma mancha, chamada
corneomelametria e sera realizada com uma gota da cola liquida em uma folha
transparente pequena e este material sera pressionado firmemente na area a ser
analisada por 15 a 30s, se adaptando as curvas do seu rosto. Em seguida, esta
folha é removida de uma vez, rapidamente.

Na sessao de tratamento, vocé tera seu rosto higienizado com agua micelar (um produto
cosmético para limpeza e demaquilagdo), seguido da limpeza com sabonete. Em seguida, seus
olhos serao protegidos com gaze, dculos préprios e por cima uma toalha da cor preta, também
sera colocado um fone de ouvido com musica de relaxamento e em seguida, seu rosto receberd o
tratamento com a luz amarela. Apds a sessao seu rosto recebera filtro solar. Vocé recebera um
produto clareador e um filtro solar para uso didrio, além das orientagoes de uso de forma verbal
e escrita. Vocé também receberd um livreto para anotar o uso dos produtos e mudangas que vocé
notar na sua pele, como vermelhidao ou ardéncia. Vocé sera atendida em consultério, uma vez
por semana, durante 12 semanas, totalizando 3 meses de tratamento. Iremos pedir que retorne
em consulta, apds 4 e 8 semanas apods a finalizacdo dos tratamentos, para avaliar o controle ou
aumento das manchas. As consultas durardao em média de 1 hora a 1 hora e 30 minutos cada, nas
sextas feiras ou sdbados, conforme pré-agendamento feito com o pesquisador. Eventualmente,
se caso ocorrer algum feriado nesses dias, novas datas serdao acordadas entre as partes.

Sobre os tratamentos realizados, os participantes serao divididos por sorteio em dois grupos. Um
deles fara o uso da luz amarela e recebera um creme para hidrata¢ao da pele, enquanto o grupo
selecionado para utilizar o creme clareador, recebera um tratamento com luz sem efeito.
Portanto, vocé podera ser alocada em quaisquer destes grupos.

Na metade e ao final do tratamento vocé novamente sera avaliada seguindo os procedimentos ja
descritos anteriormente. Vocé também serd perguntado sobre como sua pele reagiu em relacdo aos
tratamentos (se houve ardéncia, coceira, vermelhidao, etc).

5.Desconforto ou Riscos Esperados: O peeling enzimatico pode deixar a sua pele avermelhada
apos a aplicacdo e com sensacdo de ressecamento, seguida de descamagao (que pode ou ndo
ocorrer, com dura¢ao média de 3 a 5 dias). Com o uso da luz amarela (fotobiomodulagdo) vocé
pode sentir pequeno aquecimento local e sensibilizagao da pele. Caso haja a necessidade de
interrupgdo e/ou suspensio do tratamento, os pesquisadores estardo sempre a disposi¢cdo para
que vocé seja prontamente atendida. Os despigmentantes (clareadores), podem causar
vermelhidao, ardéncia, alergias, dermatites, acne, edema, inflamagao, entre outros. A andlise de
corneomelametria pode gerar desconforto, dor, vermelhidao, ardéncia, coceira, alergias, e para
diminuir o desconforto, sera aplicado sobre a pele antes e depois da analise, um resfriador para
uma anestesia leve da pele. Os questionarios podem causar algum constrangimento durante o
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preenchimento. Quaisquer destes desconfortos devem ser notificados imediatamente ao
pesquisador.

Durante todo o periodo do estudo ndo podera se expor, sem protegio fisico/quimico, a qualquer
tipo de radiacdo UVA/UVB/Luz visivel (luz solar) e a lugares muito quentes, com perigo de novas
manchas.

6. Medidas protetivas aos riscos:

Sensacdes como ardor, calor, rubor e coceira sdo comuns na area tratada apdés o procedimento.
Caso haja incomodo, o participante podera realizar compressas frias com soro fisioldgico ou agua.

O preenchimento dos questionarios sera realizado em sala reservada para evitar
constrangimentos, com total discricdo. Os nomes dos participantes nao serao divulgados, e seus
dados ficardao em sigilo, sendo utilizados somente junto aos demais participantes para divulgacao
dos resultados do estudo. Para minimizar os desconfortos durante o tratamento, as sessoes serao
feitas por profissional devidamente capacitados. Além disso, as orientacdes quanto ao uso do
clareador e do filtro solar, além da minimizagdo de exposicdo ao sol e calor serdo fornecidas por
escrito para que vocé possa consultar sempre que necessdrio. Vocé tera ao numero de celular e
WhatsApp dos pesquisadores para duvidas e questionamentos, além de qualquer problema que
possa acontecer durante todo o tempo do estudo.

Os dados do estudo, poderdo ser utilizadas para publicagio em revista cientifica, painéis,
palestras, cursos, congressos, mas seus dados, como nome, ndo serao divulgados, estario em
sigilo.

7. Beneficios da Pesquisa: Ao aceitar participar da pesquisa vocé tera acesso a Um tratamento
para controle da doenca melasma no qual podera ter suas manchas atenuadas ou
diminuidas. Além disso, a pesquisa em questdo tem como objetivo levar
contribuicbes que sejam relevantes para a comunidade cientifica, haja vista que
condicbes relacionadas ao melasma afetam diretamente no bem-estar, qualidade
de vida e saude da populacéo.

O valor do tratamento e os cosméticos utilizados seréo realizados e entregues sem
custo para o participante.

Caso vocé tenha realizado o tratamento com terapia experimental com luz amarela
(fotobiomodulacéo), podera receber o tratamento convencional com o cosmético
clareador (acido tranexamico) para tratamento do melasma ao final do estudo, sem
custo, caso o tratamento com a luz amarela ndo tenha obtido o0 mesmo beneficio do
grupo com cosmeético clareador, uma vez que nao é conhecido o beneficio direto da
luz amarela (fotobiomodulac&o) nas pessoas. Além disso, a pesquisa em questao
tem como objetivo levar contribuicdes que sejam relevantes para a comunidade
cientifica, haja vista que, condicfes relacionadas ao melasma afetam diretamente
no bem-estar, qualidade de vida e saude da populacao.
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8. Métodos Alternativos Existentes: Existem hoje, varios tratamentos para essas
manchas escuras no rosto realizado a base de substancias clareadoras da pele
como cremes, locdes, géis, pomadas, peeling quimico e também com uso da
técnica como o microagulhamento, além de uso de lasers de alta poténcia.

9. Retirada do Consentimento: Vocé podera em qualquer momento desistir de participar da
pesquisa e podera retirar seu consentimento da participa¢ao ou mesmo solicitar remogao de seus
dados e fotos, sem nenhum prejuizo.

10. Garantia do Sigilo: Considerando o artigo 6° lll e 39° VI da Lei 8.078/90 do Cédigo de Defesa do
Consumidor, que garantem ao participante a plena informagao sobre os servigos adquiridos e seu
estado de saude, além do presente termo, também considera- se a Lei Geral de Protecéo de
Dados (Lei n°13.709/2018), que implica sobre os direitos das pessoas sobre
documentos, seguranca e privacidade das suas informacdes, inclusive em meios
digitais. Todos os profissionais envolvidos no estudo garantem total sigilo sobre todos os dados e
informacdes fornecidos por vocé para a pesquisa em questdo. Ao final da pesquisa vocé serd
informada a respeito dos resultados obtidos.

11. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participagdo na Pesquisa: Os
pesquisadores fornecerdao os produtos cosméticos para uso em casa como clareadores, protetor
solar e sabonete neutro. Vocé devera arcar com custos de alimentacdo, conducdo e outros despesas
qgue nao estdo especificados anteriormente para participacdo no estudo. Os pesquisadores nao se
obrigam a fornecer atestados, certidoes e/ou segunda via de documentos.

Se houver algum dano decorrente da pesquisa, vocé tera direito a solicitar
indenizacao através das vias judiciais (Resolu¢cdo CNS n°. 510/16, Artigo 17, Inciso
1X).

12. Local da Pesquisa: Os tratamentos serdo realizados em consultério particular,
CNES 5194164, situado no endereco da Avenida Goias, 1800 sala 113, na cidade
de Sao Caetano do Sul, Sao Paulo, Brasil. E-mail: odontologia.galache@uol.com.br

Os tratamentos também poderdo ser realizados na Universidade Nove de Julho —
Campus Vergueiro, localizado na Rua Vergueiro, n°® 235/249 — Liberdade, Sao Paulo
— SP, CEP 01504-001.

13. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e independente, que deve
existir nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado para
defender os interesses dos participantes de pesquisas em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento das pesquisas dentro dos padrdes éticos (Normas e Diretrizes
Regulamentadoras da Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS n? 466/12 e Res. CNS
510/2016). O Comité de Etica é responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos protocolos de
pesquisa no que corresponde aos aspectos éticos. Enderego do Comité de Etica da Uninove: Rua.
Vergueiro n2 235/249 — 122 andar — Liberdade — Sdo Paulo — SP CEP. 01504-001. Telefone: 3385-
9010. E-mail: comitedeetica@uninove.br
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Horéarios de atendimento do Comité de Etica: segunda-feira a sexta-feira — Das 11h30 as 13h00 e

Das 15h30 as 19h00

14. Nome completo e contato dos pesquisadores (orientadora e alunos): Thais Rodrigues Galache
(011) 94349-3877 (telefone e WhatsApp); Prof. Dra. Christiane Pavani - (011) 97041-3862
(WhatsApp),

15. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa poderdo ser discutidas
pelos meios informados.

S&o Paulo, de

Eu, , apos leitura e compreensdo deste
termo de informacdo e consentimento, entendo que minha participacdo é voluntaria, e que posso
sair a qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi uma via deste termo
de consentimento, e autorizo a realizacdo do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos
somente neste estudo no meio cientifico.

Assinatura do Participante ou Representante Legal.

Eu, Thais Rodrigues Galache, certifico que:

a) Esta pesquisa s6 terd inicio apds a aprovacdo do(s) referido(s) Comité(s) de Etica em
Pesquisa o qual o projeto foi submetido.

b) Considerando que a ética em pesquisa implica o respeito pela dignidade humana e a
protecdo devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres humanos;

c) Este estudo tem mérito cientifico e a equipe de profissionais devidamente citados neste
termo é treinada, capacitada e competente para executar os procedimentos descritos neste termo;

Thais Rodrigues Galache CROSP 60319
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ANEXO D: Diagnéstico final global da pele. Fonte: Pandya?!

Participante: Data de Nascimento:

Avaliacdo global do pesquisador: (marcar onde se aplica)

0- Claro, exceto para possivel descoloracéao residual

1- Eliminacéo quase clara, muito significativa (c. 90%); apenas pequenas
evidéncias de hiperpigmentacdo permanecem

2- Melhoria marcada, melhoria significativa (c. 75%); algumas evidéncias
de doenca de hiperpigmentacdo permanecem

3- Melhora moderada, intermediaria entre melhora leve e
acentuada; c. 50% de melhoria em aparecimento de hiperpigmentacao

4- Melhora leve, alguma melhora (c. 25%); evidéncias significativas de
hiperpigmentacéo permanecem

5- Sem melhora; condi¢ao hiperpigmentada inalterada

6- Pior; condicéo pior do que na semana 0
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ANEXO E:
TERMO DE AUTORIZACAO PARA USO DE IMAGEM E SOM DE VOZ

PARA FINS DE PESQUISA

Eu, , portador do RG

namero , autorizo o uso da minha imagem e video na qualidade de

PARTICIPANTE, no projeto de pesquisa intitulado Fotobiomodula¢do com luz &mbar no
tratamento de melasma: ensaio clinico, randomizado, controlado, duplo cego. O referido
projeto esta sob responsabilidade de THAIS RODRIGUES GALACHE e é vinculada a
UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO (UNINOVE).

A finalidade desse uso é para ilustracdo de trabalho cientifico, apresentacdo da
evolugéo do tratamento por imagens iniciais e finais do rosto com a presenca das manchas
do melasma, e também exemplificagé@o do tratamento e outras imagens e videos que forem
necessarias para a pesquisa. Sera utilizado com o intuito de ilustrar os trabalhos para
conclusédo de curso de mestrado, publicacbes de artigos, congressos, apresentacfes
académicos-cientificos, seminarios, simpoésios, féruns, conferéncias e jornadas. Toda
imagem de rosto que identifigue a minha pessoa devera conter tarja preta ou similar,
a fim de néo haver identificacdo pessoal.

Tenho ciéncia de que ndo havera divulgacao de nenhuma informacao pessoal que
possa me vincular as imagens utilizadas publicamente. A pesquisadora responsavel se
compromete a garantir o arquivamento seguro das imagens e/ou sons de voz no arquivo
proprio da pesquisa.

Deste modo, declaro que autorizo, livre e espontaneamente, o uso da minha imagem
e video sem identificacdo (com tarja preta ou similar) para fins de pesquisa, nos termos
acima descritos.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o(a) pesquisador(a)

responsavel pela pesquisa e a outra com o(a) participante da pesquisa ou seu responsavel.

Assinatura do(a) participante Thais Rodrigues Galache CROSP 60319
Pesquisadora Responséavel

Sa&o Caetano do Sul, de de
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checklist 133

1a Identificar no titulo como um estudo clinico 1
randomizado
1b Resumo estruturado de um desenho de estudo, 8
métodos, resultados e conclusGes (para orientagdo
especifica, consulte CONSORT para resumos)
Fundamentos e 2a Fundamentacdo cientifica e explicagdo do raciocinio
objetivos 28-34
2b Objetivos especificos ou hipdteses 34,35
Desenho do estudo 3a Descri¢do do estudo clinico (como paralelo, fatorial), 36
incluindo a taxa de alocagao
3b AlteragGes importantes nos métodos apds ter iniciado 49-50
o estudo clinico (como critérios de elegibilidade), com as
razdes
Participantes 4a Critérios de elegibilidade para participantes 37
ab Informacgdes e locais de onde foram coletados os 36
dados
IntervencGes 5 As intervencdes de cada grupo, com detalhes | 38:39,40,/4
suficientes para determinagdo da replicacdo, incluindo como e 1-49
quando eles foram realmente administrados
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Desfechos 6a Medidas completamente pré-especificadas, | 303844
definidas como desfechos primario e secundario, incluindo
como e quando elas foram avaliadas
6b Quaisquer alteragées nos desfechos apds o estudo 49-50
clinico ter sido iniciado, com as razdes
Tamanho da amostra 7a Como foi determinado o tamanho da amostra 38,39
7b Quando aplicdvel, deve haver uma explicagdo de —
qualquer analise provisodria e diretrizes de encerramento
Randomizagao
Sequeéncia e geragdo 8a Método utilizado para geracdio de sequéncia 32-40
randomizada de alocagdo
8b Tipos de randomizagdo, detalhes de qualquer restricdo 39-40
(tais como randomizagdo por blocos e tamanho do bloco)
Alocagdo e mecanismo de 9 Mecanismo utilizado para implementar a sequéncia de 40,41
ocultagdo alocagdo randomizada (como recipients numerados
sequencialmente), descrevendo os passos a serem seguidos
para ocultagdo da sequéncia, até as intervengbBes serem
atribuidas
Implementacdo 10 Quem gerou a sequéncia de aloca¢io randomizada, 40
guem inscreveu os participantes e quem atribuiu as intervengdes
ao0s participantes
Cegamento 11a Se realizado, quem foi cegado apds as intervencdes 40
serem atribuidas (ex. participantes, cuidadores, assessores de
resultado) e como ocorreu o cegamento
11b Se relevante, descrever a semelhanca das intervencgGes --
Métodos estatisticos 12a Métodos estatisticos utilizados para comparar os grupos 55
para desfechos primarios e secundarios
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12b . . o . 55
Métodos para analises adicionais, como andlises de
subgrupo e analises ajustadas
Resultados
F!UXO de participantes 13a Para cada grupo, o nimero de participantes que 56
(é fortemente foram randomicamente atribuidos, que receberam o
recomendada a tratamento pretendido e que foram analisados para o
utiliza¢do de um diagrama) desfecho primario
13b . o 56
Para cada grupos, deve-se indicar perdas e exclusdes
apods a randomizagdo, juntamente com as razdes
Dados de base
Numeros analisados 16 Para cada grupo, nUmero de participantes 56
(denominados) incluidos em cada andlise e se a analise foi
realizada pela atribuicdo original dos grupos
Desfechos e estimativa 17a Para cada desfecho primario e secundario, resultados de | 2768
cada grupo e o tamanho efetivo estimado e sua precisdo (como
intervalo de confianca de 95%)
17b Para desfechos binarios, é recomendada a apresentacgdo
de ambos os tamanhos de efeito, absolutos e relativos
Andlises auxiliares 18 Resultados de quaisquer andlises realizadas, incluindo
analises de subgrupos e analises ajustadas, distinguindo-se as pré- 59-68
especificadas das exploratorias
Danos 19 Todos os importantes danos ou efeitos indesejados em | 67768
cada grupo (observar a orientagdao especifica CONSORT para
danos)
Discussao
LimitagOes 20 69-74

Limitagdes do estudo clinico, abordando as fontes dos
potenciais vieses, imprecisdo e, se relevante, relevancia das
analises
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Generalizacdo 21 Generalizagdo (validade externa, aplicabilidade) dos 113
achados do estudo clinico

Intervengao 22 69-74

Interpretacdo consistente dos resultados, balango dos

beneficios e danos, considerando outras evidéncias relevantes

Outras informacgodes

Registro 23 Numero de inscricdo e nome do estudo clinico registrado 36

Protocolo 24 Onde o protocolo completo do estudo clinico pode ser 36,111-
acessado, se disponivel 117

Fomento 25 06

Fontes de financiamento e outros apoios (como
abastecimento de drogas), papel dos financiadores
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ABSTRACT

Introduction Photoblomodulation (PEM) has been
sugoested as an alternative treatment for melasma. i
wifro studies have shown PBM with amber light inhibits the
tyrosinase enzyme, induces autophagy and reduces the
melanin content, but randomised controlled clinical trials
are still needed. This study aims to evaluate the efficacy

STRENGTHS AND LIMITATIONS OF THIS STUDY

= The analyses will be carried out with non-invasive
methods.

= Both objective and subjective melasma evaluations
will be performed.

= Al participants will receive an active treatment,

of amber PBM (530nm) in the treatment of melasma tranexamic acid or photobiomodulation.
compared with liposomal tranexamic acid. = One-month and 2-month follow-up results will be
Methods and analysis This study ks a controlled, analysed.

randomised, double-blind, non-inferiority trial. This study
will be performed in two centres (Universidade Nove de
Julho Facility, Campus Vergueiro, and Galache Odontology
Clinic, 580 Caetano do Sul, both in S&0 Paulo State, Brazil).
The sample (54 participants) will be divided into two
groups in a 1:1 ratio; one group will receive active PEM
and a placebo cosmetic and the other will receive sham
PBM and liposomal tranexamic acid. Women presenting
facial melasma, aged 35-50 years, with skin phototypes
IV, will be eligible for inclusion. Women who use oral
contraceptives, intrauterine devices, hormone replacement
or photosensitive drugs, those with autoimmune disease
and those who have undergone facial treatments in

the last 3 months will be excluded from the study. The
participants will receive PBM weekly for 12 weeks and will
use the cosmetic two times per day at home during this
period. The severity of melasma will be evaluated through
the Melasma Area and Severity Index (MASI) as the
primary outcome; pigmentation of the epidermis evaluated
by comeomelametry, the photographic records, the global
diagnosis of the face and the quality-of-life questionnaire
(Brazilian Portuguese version of the Melasma Quality of
Life Questionnaire) will assessed as secondary outcomes.
All assessments will be made before starting the study
{week 0), mid-study at 6 weeks and at the completion

of treatment (week 12). MASI will also be evaluated

during follow-up (weeks 16 and 20). The data will be
analysed based on the intention-to-treat analysis using a
generalised mixed model, and oo <0.05will be considered
statistically significant.

= Radiant exposure of 20J/cm? varies among light-
emitting diode devices depending on the targeted

area reached by the light.

Trial registration number ClinicalTrials.gov Registry
(NCT05326997).

INTRODUCTION

Melasma is a skin pigmentation disorder,
with 90% of its prevalence occurring in
women aged 27-57 years, living in intertrop-
ical areas, and is common among Hispanic
Americans, Brazilians, East Asians, Indians
and Middle Easterners.' Individuals with skin
phototypes Il and IV on the Fitzpatrick scale
are the most affected (approximately 70%),
while sun exposure is one of the main aggra-
vating factors, at rates of 40%-44%.2" In
Brazil, melasma is the second leading cause
of seeking cosmetic treatment among women
aged between 25 and 59 )'ealﬁ." It is known
that melasma causes psychological trauma in
patients, with a negative result in self-imagg
and worsening quality of life as a whaole.”
Despite the high prevalence and the negative
impact that it causes, there is still no therapy

Ethics and dissemination The protocol was approved

by the Research Ethics Committee of Universidade Nove
de Julho (5332 384). All participants will fill out the patient
informed consent form. The results obtained in this trial
will be presented at conferences and submitted for

or treatment protocol that is considered
definitive for melasma.

The most used methods in the treatment
of melasma include peeling, depigmenting
cosmetic agents, topical and oral antioxi-
dants and lasers, among others.® * In this

BM)
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sense, tranexamic acid (TXA) is effective in controlling
melasma, causing an improvement of 1.98 (95% CI =0.56,
-3.40) MASI (Melasma Area and Severity Index) units,"
being slightly more effective than hydroquinone and
presenting results similar to peeliug.“ TXA is used to
block the signal between the melanocytes and the kera-
tinocytes, activating autophagy and inhibiting melanin
s:.'l'u‘.l'ua:f.is.]2 Among the new proposals for the treatment
of melasma is photobiomodulation (PBM].

PBM can inhibit the expression of the microphthalmia
transcription factor (MITF) and the tyrosinase enzyme, as
well as reduce the enzymatic activity of tyrosinase, TRP-1
and TRP-2 in murine (B16F10) and human melanocyte
cultures,]:! " in addition to reducing the levels of reac-
tive oxygen species in the in witre culture of ultraviolet
A-exposed fibroblasis.”” These effects have been observed
at 660, 585, 830 and 850nm, while ir vitre data have
suggested that amber PEM (585 nm) inhibits melanosome
maturation and melanogenesis, via the induction of auto-
phagy, a pathway similar to that reported for TXAM Also,
it reduces tyrosinase activity, melanin content, as well as
the expression of TRP-1 and MITF during melanogenesis
signalling.'® Recently, both in vitro and in a pilot clinical
study, it was shown that amber PBM at 580 nm reduces the
expression of vascular endothelial growth factor and stem
cell factor, which are pro-melanogenic factors.”” Addi-
tionally, this study demonsirated a reduction in the MASI
score during the treatment, which remained stable up to
week 20 after the beg'inning_ of the treatment (8 weeks
N
after the end of treatment).” However, there are siill no
randomised controlled studies, with a low risk of bias,
evaluating the effects of amber PBM. Thus, this study was
designed to investigate the clinical effect of amber PEM
at 590 nm for the weatment of melasma, since in vifro data
suggest a mechanism of action similar to TXA®

In this context, this study aims to evaluate the effective-
ness of amber PBM at 590 nm when compared with 5%
liposomal TXA, in the treatment of melasma in women.
This study hypothesises that PBM is non-inferior to TXA
in reducing MASI.

METHODS AND ANALYSIS

Study design

This will be a controlled, randomised, double-blind, two-
arm. non-inferiority study. This study will be performed in
two centres (Universidade Nove de Julho Facility, Campus
Vergueiro, and Galache Odontology Clinic, Sio Caetano
do Sul, both in Sio Paulo State, Brazil). The registration
to participate in the research will be carried out by digital
means (website and social networks, such as Instagram,
Facebook and WhatsApp). The screening will continue
until the sample size is achieved. The study is expected
to last 2years and 4 months (28 months), starting after
the publication of the study protocol. TRG, author of
this protocol, will explain the procedures, and the partic-
ipants who want to participate will sign the informed
consent form (online supplemental file 1).

Eligibility criteria

This study will include women aged between 35 and 50
years, with skin types I=IV on the Fitzpatrick scale, who
present with facial melasma and without clinical skin
comorbidities (psoriasis, vitiligo, rosacea and derma-
toses). Exclusion criteria will be: pre-existing systemic
diseases, autoimmune and digestive system diseases, poly-
cystic ovaries; scars or sequelae of an accident on the face
that interfere with the facial treatment; oral isotretinoin
use (less than 6 months); use of retinoic acid, vitamin A
derivatives or photosensitising drugs; topical or oral treat-
ment for melasma at the time of the research {or less than
3 months before); and the presence of skin pathologies
on the face. If they present with glaucoma, cataracts or
cancer, are pregnant or breast feeding, are using oral or
intrauterine contraceptives or hormone replacement,
have thyroid disorders, and show bacterial, viral and
fungal infections with the tendency to form keloids, they
will all be excluded from this work.

Sample size

When considering that there is evidence that topical
TXA is effective in the treatment of melasma, reducin
1.85 points on the MASI scale (95% CI -2.56, -1.14),"
the sample size caleulation for this study was based on
the hypothesis that PBM would not be inferior to the
effect that is obtained through the active control group
(the topical TXA treatment) when compared with the
beginning.

Since tﬁe primary variable of the study is the MASI at
the end of the treatment, the non-inferiority threshold
will be set at 0.3 points on the MASI scale. With a statis-
tical power of 80% (1-B) and the unilateral type 1 error'™
of 0.025 (), the SD of (.36, which was calculated based
on the 95% CI given in the systematic review by Zhang
et ﬂ.E,]" the sample size was calculated using the equation

helow'™:
"= !r+l”Zl at&i ot

B a'.w]l

where r is the allocation rate (=1), ¢ is the type I ervor
(0.05), B is the type Il error (0.20), the values of Z, B and
Z,  are tabulated (0.842 and 1.960, respectively), & is the
SD (0.36) and d,
tuting the values in the formula, a sample size of 23 partic-
ipants per group was determined. While considering the
possibility that up to 15% of the participants will drop out
of the study, 27 participants per group will be needed,
rendering a total of 54 individuals.

is the non-inferiority limit. By substi-

Randomisation

A randomisation sequence will be generated with an
online tool (https://www.randomizerorg/) using nine
blocks of six participants. Sealed opaque envelopes will
be identified with sequential numbers, and participants
will receive the treatment information according to the
generated order. The sequence generation and envelope
preparation will be performed by a person who is not
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Figure 1 SPIRIT diagram. ATX, liposomal tranexamic
acid; GSD, Global Skin Diagnosis; MASI, Melasma Area
and Severity Index; MELASQoL, Melasma Quality of Life
Questionnaire; PBM, photobiomodulation; PC, placebo;
SPIRIT, Standard Protocol Items: Recommendations for
Interventional Trials.

involved in the treatment or the evaluation of the partic-
ipants (CP, the author of this protocol). These envelopes
will be sealed and kept securely and confidentially by the
same researcher who generated the randomisation. The
researcher responsible for the application of the PEM
(MG, an author of this protocol) will remove and open
an envelope (without changing the numerical sequence
of the other envelopes) and perform the procedure, as
indicated for each participant.

Intervention

All of the participants who meet the eligibility criteria
will receive a skin preparation with enzymatic pee]ingm
(figure 1). The area to be treated will be sanitised with

Figure 2 [PBM application. (A) E-Light ABR, DMC
equipment (S&o Carlos, Sdo Paulo, Brazil). (B) Application
on the participant's face, with eyes protected and
headphones. (C) The PBM application sequence. PBM,
photobiomodulation.

Rennova Beauté micellar water (Goias, Brazil) to remove
the makeup/sunscreen. A Rennova Beauté cleansing
foam will then be used and removed with gauze. The
Renew Zyme 30% Pureskin DM 2% enzymatic peeling will
be applied on the face for a maximum of 20 min, before
being finally removed with water. In the case of intense
erythema, the peeling will be removed before the total
time has elapsed. Each participant’s face will be finished
with an application of Sunscreen SPF 60 Facial Toning
Rennova Soleil (Goias, Brazil).

One week after the application of the peeling, the
pretreatment evaluation (outcomes assessment) will be
carried out, followed by the intervention. The face will
be sanitised with Rennova Beauté micellar water for the
makeup/sunscreen removal. Soon after, a cleansing foam
will be used and removed with gauze. Following these
procedures, PBM (active or sham. according to the allo-
cation given by the randomisation) will be applied over
the face, in regions 1-11 (figure 2). in both of the groups.

Group A: the participants will receive treatment with
PBM when using amber light, once a week, for 12 weeks
(DMC E-Light ABR, Sio Carlos, Brazil) 20]/cm? and
will also receive a placebo product, a cosmetic product
without an active ingredient for topical use at home, two
times per day. Group B: the participants will receive the
simulated intervention ‘sham’, once a week, for 12 weeks
(DMC E-Light ABR off). They will also receive a cosmetic
product containing 5% liposomal TXA, to be used topi-
cally, two times per day. The PBM interventions will be

can"ied out by a tlraiuedaresearc her (MG, an author of this
protocol). Participants will use eye protection and head-
phones, with music during the PEM application. Addi-
tionally, the flasks of the placebo and the TXA cosmetic
product will be the same in form, colour and aroma.
Thus, participants will also be blinded.

This product will be applied as a thin layer immedi-
ately after washing the area to be treated with water and
a neutral soap, two times per day (in the morning and
before going to sleep). For this procedure, it will be neces-
sary to use a standardised amount of two squeezes on the
pump of this bottle. The participant will be instructed to
use the Rennova Soleil Toning Facial Sunscreen SPF 60,
as provided by the research team, with an amount that
covers the entire face, with application three times a day,
in addition to avoiding exposure to direct sunlight and
excessive heat. During the trial, no other cosmetic prod-
ucts will be allowed, except moisturisers. The cosmetic
products will he delivered to the participants every
2weeks, and the sunscreen every month (a strategy to
imprm'e adherence /retention). Furthermore, the panic-
ipants will receive a diary to record: if and when subjected
to sun exposure, sunscreen use, daily dose times of the
application of the cosmetic, and in case of any adverse
event, a free space to write in. This diary will be delivered
weekly.

Allergic reactions to cosmetics and intense erythema
are rare. In the case of an allergy, the patient will be with-
drawn from the study and will receive the provision of

Galache TR, et al BMJ Open 2023;13:2073568. doi-10.1136/bmjopen-2023-07 3568
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Table 1 Light parameters

Parameter

Amber LED

Corneomelametry, photographic records, global diag-
nosis of the face and quality-oflife questionnaire will be
d as secondary outcomes. Corneomelameuy is a

Central wavelength (nmj
Spectral width (nm)
Operation mode

Average radiant power (one
LED) (mW)

Beam diameter—one LED
(em)

Power density at aperture
(mWW/em?)

Beam area on target
tissue—one LED (cm?)*
Total number of LEDs
Irradiated area per
application (cm’

Irradiance at the target
{mW/em?)

Exposure duration (s)
Radiant exposure (J/cm®)

EnEE;' density at aperture
(Yem®)

Radiant energy per
application (J)

Application technique

Total area irradiated (cm?)

Mumber and frequency of
sessions

590

10
Continuous
100

0.5
510
1.96

4
7.84

51

392
20
200

1568

11 repetitions, 1 cm from the
skin surface

86.24

1x/week, 4x/month, 12
sessions

“Application an the skin, 1em from the source.
LED, light-emitting diode.

ancillary care. For this, the blinding might be hroken to
direct the patient’s management. If intense erythema
has occurred, the adverse events will be reported, and a
temporary suspension of the cosmetic for 2-3days will
be recommended and instructed. The melasma treat-
ment can be restarted after the skin returns to a normal
appearance.

The light parameters that will be used in this protocol,
as presented in table 1, have already been measured and/
or calculated by the authors of this protocol.

Outcomes

The MASI scale at the end of the treatment is the primary
outcome of the study, and this will be determined through
the visual analysis of the affected site, together with the
attribution of the scores, as previously reported, then by
calculating the final value by the ponderation of the indi-
vidual scores. ™ It will be determined at the beginning
(week 0), at the middle (week 6), at the end of the reat-
ment (week 12) and at the follow-up assessments (weeks
16 and 20).

technique in which the melanin content is determined
in the epidermis by using cyanoacrylate skin surface
sr.ripping, according to the procedure published previ-
()usl}-'_gﬁ * For this analysis, the central malar region will
be chosen, preferably on the right side; but if there is no
apparent melasma in that region, the area will be on the
left side. on the frontal region (forehead) or on the chin
region, in this order. Finally, the samples will be stained
by the Masson's Argentaffin method™™ and subjected o
analysis under the microscope, analysing the intensity of
staining.

The photographs will be taken using a digital camera,
iPhone 13 PROMAX (APPLE, California, USA), coupled
with the Derma Scan equipment (Estek, Sio Paulo,
Brazil), which has standardised illumination, with white
and uliraviolet light (wood’s lamp), in addition to stan-
dardising the positioning of the participant. The images
will be used to determine the MASI score by clinicians in
a blinded analysis, together with the area and stain inten-
sity (the black and white pictures/greyscale using Image
J sofiware (NIH, USA)), along with a subjective analysis
of the global improvement of melasma, by independent
and blind specialists using the Global Skin Diagnosis,
attributing a score from 0 to 6, with 0 being the '_hgiﬁh‘?ﬂ
improvement and 6 a worsening of the melasm a®

The Brazilian Portuguese version of the Melasma
Quality of Life Questionnaire (MELASQoL)™ ™ will be
used to assess the impact of melasma (and the treatment)
on the quality of life of those affected by the disease.
The MELASQoL consists of 100 questions, whose answers
range from 1 (not at all bothered) to 7 (annoyed all the
time); thus, the total score will range from 10 to 70, with

the higher the score, the lower theaualityfcrflife.

Finally, a record of the adverse effects will be completed,
with all the symptoms that were reported during the
treatment. The adverse effect records will he analysed
throughout the teatment (figure 3). All the clinical
variables of the research will be collected before the
beginning of the treatment, in the middle of the treat-
ment (6 weeks) and at the end of the session (12 weeks).
The outcomes assessment will be performed by TRG
and MMS, the authors of this protocol, and they will be
blinded regarding the group allocation.

Any modification of the protocol, in terms of eligibility
criteria, the treatments or the outcomes, will require a
formal amendment of the protocol and approval by
the Research Ethics Committee. This will be commumni-
cated to the trial registry and reported in the trial results
manuscript.

Data analysis

Double data entry will be performed to improve data
quality. The data analysis will be performed by an inde-
pendent researcher (CP, an author of this protocol),
and after the analysis, the allocation concealment will

)
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Figure 3 Study flow chart. GSD, Global Skin

Diagnosis; MASI, Melasma Area and Severity Index;
MELASQoL, Melasma Quality of Life Questionnaire; PBM,
phaotobiomodulation.

be broken. The sample characteristics will be evaluated
by the descriptive tests, being presented as average and
5D (parametric data), median and interquartile interval
(non-parametric data), and absolute and relative frequen-
cies (categorical data). Generalised mixed models will be
used for the inferential analysis of MASI, corneomelam-
etry, MELASQoL, and the area and melasma intensity. If
o is <0.05, itwill be considered statistically significant. The
statistical analysis will follow the intention-to-treat princi-
ples (ie, the participants will he analysed in the groups to
which they will be allocated).

The patients” collected data will be written in a chart,
stored in numerical order in a safe place and locked
with a password, with access restricted to the research

el LTI S N

staff responsible for filling in the forms or tabulating the
data. These files will be kept for 3 years after the study’s
completion. The electronic files will be stored in Google
Dirive and protected by a password. The data tabulation
will be performed as a double entry by the research staff.

Patient and public involvement
MNone.

ETHICS AND DISSEMINATION

The Research Ethics Committee of the Nove de Julho
University, Sio Paulo, Braril approved the modified
version of this project, and the patient informed consent
form under no. 5 332 384, on 5 April 2022, according
to the guidelines of the PBrazilian National Ethics
Committee. The study has been registered at Clinical-
Trials.gov (NCT05326997; first registered on 14 April
2022). The results obtained in this trial will be presented
at conferences and submitted for publication. The partic-
ipants will receive an email with the main findings of the
study. The authors of this protocol and others who fulfil
the authorship criteria at the time of the submission will

be named as authors on manuscript reporting the study
results. No professional writers will be considered.

Trial status

The recruitment started on 25 March 2023. We are plan-
ning to finish recruiting by September 2024 and complete
the study by December 2024,

DISCUSSION

PBM has been proposed as astrategy to treat melasma.
A series of in vitro studies of melanocytes has shown that
PBM by red, infrared or amber light reduced MITF, tyros-
inase, and the TRP-1 and TRP-2 expression, inhibited
tyrosinase production, reduced the melanin content and
inhibited melanosome maturation.™ ' 1® Similarly, it has
been suggested that TXA inhibits ultraviolet-induced
plasmin in the keratinocytes and suppresses ET-1."

Recently, it was shown that a deficit in autophagy in
the skin with melasma is related to h}fpe1pigmenmtion.ﬂ
TXA has been shown to induce autophagy in the mela-
nome cells.'” Additionally, there is evidence that amber
PBM in the melanocyte cells also induces autophagy.
In this sense, the rationale of a clinical trial to compare
TXA, whose effects in melasma are already known and
1’1='_pm'nad_."t AR ith amber PBM is related to a similar
mechanism of action. Due to this, the study hypothesises
that PBM is non-inferior to TXA in reducing the MASI
score.,

One advantage of the study is that both groups will
receive an active treatment, which is important consid-
ering the expectation/frustration of the patients with
melasma. Recently, a study evaluating quality of life in
patients with melasma found that patients who had prior
treatment reported lower quality of life _'1"

JENE TN IR U TR B

131416
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A 12aweek treatment protocol was chosen as it has been
extensively used in clinical evaluations of melasma treat-
ments.” ' Previous literature has demonstrated the
efficacy of melasma treatments, with initial improvements
observed after 1month of use, followed by gradual prog-
ress up to the 12-week mark. " This justifies the inclusion
of intermediate evaluations during the treatment period.
Moreover, additional studies have indicated that the
reduction in MASI may stabilise or even increase after 12
weeks, indicating a potential recurrence of melasma paost-
treatment.'” Consequently, follow-up assessments at 16
and 20 weeks will facilitate the evaluation of remission or
recurrence.

The use of sunscreen is already known to be essential
during the treatment of melasma since ultraviolet radia-
tion triggers 0=-MSH production by the keratinocytes and
the melanogenesis cascade in the melanocytes, helping to
reduce the MASI score, ™

Topical TXAat5% has been used successfully in melasma
treatments, with results similar o 2% and 3% hydroqui-
none.” ™ TXA has been considered well tolerated, since
no adverse effects have heen reported A7 A recent system-
atic review and meta-analysis provided evidence of the

Galache TR, et al BMY Jpen 2023,13:2073568. dol-10.1136/bmjopen-2023-07 3568
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effectiveness of a weatment for melasma with TXA and
mentioned the advantages of using liposomes for TXA
transport, due to high stability, and the Erolonged and
sustained release of the active ingredient.

TXA binds to plasminogen and inhibits the conver-
sion of plasminogen to plasmin, reducing n:el:mogen-
esis due to decreased production of prostaglandins. “ It
may also act on melasma vascular component, reducing
er}l‘thema_m However, TXA presents some disadvantages,
especially when considering its chemical structure and
properties, since due to this, some topical formulations
of TXA do not achieve therapeutic concentrations at the
dermal-epidermal junction where it acts in the skin.* In
this sense, alternatives o TXA are warranted and PBM
might be an interesting possibility, since it may act on both
melanogenesis and the vascular component of melasma.

The radiant exposure chosen (QUJ,fcmzj presented the
highest percentage of melanosomes at stages | and II of
maturation, the lowest tyrosinase, and TRP-1 RNA expres-
sion, the lowest tyrosinase enzyvme, the TRP-1 and MITF
protein expression, and whose autophagy induction was
found in vitrowith amber light (585 nm).'"®

Hyperpigmentation has been reported as a side effect
of PBM. There are reports of this adverse effect when
using blue light (400-470 nm) during acne treatment at
high radiant exposure (48 _[,;-"n:rnﬂ‘}.'-’l When considering
the amber/red wavelengths (570-690 nm), hyperpigmen-
tation would be related to radiant exposures around 96 |/
cmE,m while for melasma treatment in this study, 21}‘]y’1:n12
will be used. Radiant exposures which induce hyperpig-
mentation were considerably higher when compared with

the ones used to wreat hyperpigmentary disorders, which
are usually from 2 up to 20 J/em™" '* 7 Thus, these
opposite effects may be considered dose dependent.

Another weakness that should be mentioned is the
reproduction of the light parameter used. Radiant
exposure of QOchm” varies among Iig'ht-emitting diode
(LED) devices depending on the targeted area reached
by light. The radiant exposure is the energy reaching the
target tissue divided by the target area. However, the LED
devices available for clinical use are different, in the way
that each one delivers light to a specific area. If only the
total energy is presented on the equipment display, using
the radiant exposure presented here will demand that
the clinician make a calculation before performing the
protocol. We had presented a complete table of parame-
ters, in such a way that the total energy may be considered
to reproduce the protocol used here.

One of the strengths of the study is the use of non-
invasive methods for evaluation. The MASI and Glohal
Skin Diagnosis are scores used by health professionals to
evaluate melasma. Additionally, a detection technique
of the melanin content, called corneomelametry, uses a
stractum corneum sample, which can easily be obtained
by stripping method. Finally, quality of life and adverse
effects will be measured by patient self-assessment.
Considering how melasma affects patient self-esteem,
any invasive method that could cause haematoma, pain

or discomfort would negatively impact the patient. It
is also worthy of mention that objective and subjective
measurements will be performed. Blinding reduces the
bias regarding the subjective measurements; indeed,
the objective measurements may corroborate the final
data.

This pioneering clinical wial in the treatment of
melasma using amber PEM is expected to contribute o
a better understanding of the effectiveness of the treat-
ment, together with the possible side effects, and be a
first attempt at developing a new clinical protocol at an
affordable cost.
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Abstract

Purpose: Photobiomodulation therapy (PBM) is a versatile technique for treating skin
diseases. Melasma, a chronic hyperpigmentation condition, has recently been associ-
ated with vascular features and dermal photoaging and poses significant management
challenges. We review the recent literature on melasma etiology and the evidence
supporting PBEM as a therapeutic modality for melasma treatment.

Methods: We conducted a comprehensive literature search in three different data-
bases from May to August 2023, focusing on studies published in the past 10vyears.
The inclusion criteria comprised full-text studies investigating low-power lasers and/
or light-emitting diodes (LEDs) in in vitro or in vivo models, as well as clinical trials. We
excluded studies discussing alternative melasma therapies or lacking experimental
data. We identified additional studies by searching the reference lists of the selected
articles.

Results: We identified nine relevant studies. Clinical studies, in agreement with
in vitro experiments and animal models, suggest that PBM effectively reduces mel-
asma-associated hyperpigmentation. Specific wavelengths (red: 630nm; amber: 585
and 590nm; infrared: 830 and 850 nm) at radiant exposures between 1 and 20 J/cm?
exert modulatory effects on tyrosinase activity, gene expression, and protein synthe-
sis of melanocytic pathway components, and thus significantly reduce the melanin
content. Additionally, PBM is effective in improving the dermal structure and reduc-
ing erythema and neovascularization, features recently identified as pathological
components of melasma.

Conclusion: PBM emerges as a promising, contemporary, and non-invasive procedure
for treating melasma. Beyond its role in inhibiting melanogenesis, PBM shows po-
tential in reducing erythema and wascularization and improving dermal conditions.
However, robust and well-designed clinical trials are needed to determine optimal

light parameters and to evaluate the effects of PEM on melasma thoroughly.

KEYWORDS
chloasma, hyperpigmentation, low-level laser therapy, melasma, phototherapy
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1 | INTRODUCTION

Melasma is a common, chronic, and recurrent condition—an ac-
gquired pigmentary disorder characterized by symmetrical, hy-
perpigmented macules on sun-exposed areas of the face'™
Epidemiological studies have revealed significant variations in the
prevalence of melasma across different populations: It is more
common in Middle Eastern, East Asian, Mediterranean-African,
and South American populations®® Based on recent data, in
Germany, melasma is more common in individuals with interme-
diate skin phototypes (lll, IV, and V), and the female-to-male ratio
of melasma cases is approximately 5.12.% In Brazil, melasma is also
maore prevalent in woman (27.5%), preferentially with skin phota-
types [, 1, and IV. The age of onset is earlier for phototypes |l
and Ill (before 30vyears ald).® Despite being a common disorder,
the pathogenesis of melasma is complex, and our understanding
of it evolving.

The precise etiology of melasma remains elusive; however,
several factors have been implicated, including genetic predisposi-
tion, harmonal influences, ultraviolet (UV) radiation exposure, and
the use of certain medications.®* The burden of melasma extends
beyond its physical manifestations, as it can significantly impact a
patient's quality of life due to its cosmetic implications. This im-
pact leads to emotional distress, social withdrawal, and reduced
self-confidence. The visible nature of melasma lesions, particu-
larly on the face, may result in feelings of embarrassment, frus-
tration, and self-consciousness.®” The psychosocial implications
can extend to various domains, including interpersonal relation-
ships, professional life, and overall well-being. Therefore, the de-
velopment and implementation of effective treatment strategies
for melasma are of utmost importance to improve the patients’

quality of life.

The pursuit of effective treatment options for melasma is
driven by both patients and healthcare professionals. Patients
often seek interventions that can alleviate the visible signs of me-
lasma and enhance their self-esteem. Professionals continually
strive to identify novel therapeutic modalities that can achieve
satisfactory outcomes and minimize the risk of adverse effects.
Consequently, there is still a substantial search for effective me-
lasma treatments, a phenomenon that reflects the unmet need
for reliable and evidence-based interventions. In this review, we
provide a comprehensive overview of melasma, including its eti-

alogy and therapeutic implications. Additionally, we review the

potential of photobiomodulation (PEM) as a promising therapeutic
approach to manage melasma.

2 | METHODS

We selected the studies included in this integrative review from a
systematic search of the National Library of Medicine {PubMed),
Cochrane Library and Medical Literature Analysis, and the
Retrieval System Online (MEDLINE) databases conducted from
May to August 2023, We only considered papers published in the
last 10 years.

After delimiting the therme, we formulated the research guestion
by following the PVO strategy (population/problem, variable, and
results/outcomes). In addition, we used the PICO strategy (popula-
tion/patient, intervention, comparater/control, and outcome) for the
systematic review [Table 1) to define the guide question: "How can
PBM contribute to the treatment of melasma?”

The search keywords were based on health terminology con-
sulted in the Descriptors in Health Sciences (DeCS) and the Medical
Subject Headings (MeSH) and some synonyms found in the litera-
ture. We employed the fellowing search string: (photoblomodulation
OR phatotherapy OR low-intensity laser OR LLLT=low-level laser
therapy—OR light emitting diode) AND [melasma OR chloasma OR
hyperpigmentation OR melanin synthesis OR melanogenesis).

We only included scientific studies for which a full electronic
text was available in which low-power lasers and/or light-emitting
diodes (LEDs) were tested in in vitro or in vive models or through
clinical trials. We used the Rayyan software to assist in the database
screening based on the inclusion eriteria.” We excluded reports that
mentioned other therapies for melasma improvement or that did
nat include experimental studies. We also searched the references

of the selected articles to identify additional studies and those that
were selected were done with the agreement of the co-authors. The
number of studies identified in the search, as well as those selected
and included in our review, is shown in Figure 1.

3 | RESULTS

To enhance the reader’s understanding of the effects of PBM on
melasma, we deemed it crucial to begin with an overview of the

etiology and pathology of melasma. This is particularly significant

TABLE 1 PICO strategy for search.

Identification Parameter Detail

P Population/Patient Melasma

1 Intervention Photobiomodulation

C Comparator/Control Other procedures/Meither

(8} Dutcome Hyperpigmentation improvement
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FIGURE 1 PRISMA flowchart of the
screening process,

T\ 11 Y

Records identified from
Pubmed (n=452)

Records screened (n=452)

Records excluded
(n=439)
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Reports sought for retrieval
(n=13)

Records not retrieved
(n=1)
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Reports assessed for
eligihility (n=12)

Reports excluded:
- High-power laser pratocol (n=2)
- Qutcomes unrelated with to the
study purpose (n=1)

'

Reports of included studies
(n=9)

considering the recent advancements and proposals pertaining to
this subject matter.

3.1 | Review of the etiology, pathology, and
mechanisms of melasma

Melanocytes, specialized pigment-producing cells residing in the
basal layer of the epidermis, play a vital role in the defense mecha-
nism of the skin tissue.® One of their primary functions is to produce
and distribute melanin, the pigment responsible for skin, hair, and
eye color. Beyond its esthetic significance, melanin acts as a natural
defense mechanism, offering protection against various endogenous
ar harmful environmental factors. In this sense, the development of
melasma is influenced by various factors such as UV radiation expo-
sure, hormonal stimulation, genetic predisposition, oxidative stress,
and others.™*

Exposure to UV radiation is a well-known trigger for melasma, as
it can induce oxidative stress and promote melanocyte hyperactiv-
ity. Furthermore, the involvement of inflammatory mediators, such
as cytokines and growth factors, has been implicated in melasma
pathngenesis\“ Genetic factors are also believed to contribute to
melasma susceptibility, with certain gene polymorphisms associ-
ated with an increased risk of develaping the condition.”™* Finally,

hormonal changes, such as pregnancy, oral contraceptive use, and
harmonal replacement therapy, may lead to increased preduction of
estrogen and progesterone, which can stimulate melanocyte activity
and enhance melanin pn'r:du:tion.."""‘12

Melasma pathology was first associated with melanogenesis,
which is a complex series of enzymatic reactions that occur within
melanocytes, resulting in the production of the pigment melanin and
its distribution to other cells. The process begins with the conversion
of the amino acid tyrosine to dopaquinone, catalyzed by the enzyme
tyrosinase (TYR).* Subsequently, dopaquinone is converted into eu-
melanin or pheomelanin, the two main types of melanin pigments. The
efficiency of this conversion is influenced by several enzymes, includ-
ing tyrosinase-related protein 1 (TRP-1) and tyrosinase-related protein
2(TRP-2), also known as dopachrome tautomerase.*** Eumelanin, re-
sponsible for brown to black pigmentation, is a more protective form
of melanin due to its reactive oxygen scavenger properties, as well
as its ability to absorb and scatter UV rays.!* Conversely, pheomela-
nin—which is responsible for red or yellow pigmentation and is formed
wihen sulfur-containing molecules such as glutathione or cysteine are
present—produces reactive oxygen species when exposed to UVA
light!* The ratio between eumelanin and pheomelanin synthesis in-
fluences the pigmentation phenotype observed in melasma.

There is a robust network of cellular interactions resulting in
the activation of melanogenesis in melasma because the function
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of melanccytes is regulated by both autocrine and paracrine factors
expressed by different types of cells.® Indeed, there is a huge num-
ber of signaling mechanisms for melanogenesis; these have been dis-
cussed extensively in previous reviews. 1

Briefly, after UV exposure, keratinocytes produce alpha-me-
lanecyte-stimulating harmone (e-MSH), which binds to the mela-
nacortin-1 receptar (MC1R) on the melanocyte surface (Figure 2).
Downstream, microphthalmia-associated transcription factor (MITF)
stimulates the synthesis of the enzymes related to melanogenesis
TYR. TRP-1. and TRP-2).2*" These enzymes are transferred to
melanosomes where the chemical reactions occur and melanin is
produced. UV exposure also increases production of endothelin-1
(EDM-1]) in keratinocytes and results in an increase in TYR and TRP-
141817 gpem eell factor (SCF), a ligand for the tyrosine kinase re-
ceptor c-kit, also activates melanogenesis via MITF, and it may be
secreted by keratinocytes and fibroblasts.™*

Fibroblasts also secrete Wit signaling modulators, which upreg-
ulate melanogenesis.’*'® Activation of the Wnt pathway leads to
the stabilization of f-catenin, which translocates to the nucleus and
regulates the expression of various target genes, including MITF?
The crosstalk between melanocytes and senescent fibroblasts also
plays a role in melasma. The increased expression of the growth dif-
ferentiation factor 15 (GDF13) induces skin pigmentation through
n-:atenin_“' In addition, senescent fibroblasts release wvascular

endothelial growth factor (VEGF) that stimulates neovasculariza-
tion, while the new endothelial cells release EDM-1 that upregulates
melanogenesis.'®

Sebocyles exposed to 5 Jjem® UVA in vitra produced the mela-
nogenic factors o-MSH. EDN-1, SCF. and basic fibroblast growth
factor (bFGF); the cytokines interleukin lalpha (IL-1a). IL-1p, IL-6,
and IL-8: arachidonic acid: and prostaglandins. The authors applied
the conditioned medium from these cells to melanocytes, which pre-
sented increased TYR activity and melanin content, an effect com-
parable to forskolin. 2

Recent evidence has shown that melasma presents a disturbance
of melanogenesis as well as features of dermal photoaging such as
altered basement membrane, increased vascularization, solar elasto-
sis, and increased mast eell eount, M54

The basement membrane has a crudial rale in maintaining epi-
dermal/dermal homeostasis. UV exposure leads to increased levels
of metalloproteinase 2 (MMP-2) and MMP-%, which degrade colla-
gen IV and V1. Mareover. cadherin, which mediates adhesion be-
tween keratinocytes and melanocytes, is degraded by UV radiation.
Consequently, loss of basement membrane integrity and cadherins
allow melanocytes to protrude into the dermis (called pendulous me-
lanacytes) and to deliver melanin deep in the skin.**' Additionally,
the melanin phagocytized by macrophages (the melanophages) are
responsible for persistent pig mentation.*”

EXPOSURE
GEMETIC FACTORS
HORMONES
OXIDATIVE STRESS
INFLAMMATION

EPIDERMIE ——=

DERMIS

HYPODERMIS ==

FIGURE 2 Cells and signaling pathways related to skin pigmentation. Exposure te UV radiation stimulates the praduction of a-MSH by
keratinocytes, which binds to the MCI1R on the surface of melanocytes and favors the downstream action of MITF. The activation of MITF
increases the synthesis of enzymes related to melanogenesis, such as TYR, TRP-1, and TRP-2. UV radiation also acts on keratinocytes,
inducing the production of EDN-1, which also results in an increase in TYR and TRP-1. Fibroblasts secrete SCF, which acts to activate
melanogenesis via MITF, in addition te medulating Wit signaling, which also acts to stimulate melanogenesis. Both keratinocytes and
senescent fibroblasts can release VEGF, an important molecule for neovascularization and which may be involved in the production of EDIN-
1 by new endothelial cells, culminating in an increase in the melanogenic process. Finally, characteristics related to dermal photoaging such
as altered basement membrane, increased vascularization, solar elastosis, and increased mast cell count were also observed in melasma.
a-MSH, melanccyte stimulating hormone; EDN-1, endothelin-1; MC1R, microphtalmia-associated transcription factor; SCF, stem cell factor;
TRP-1. tyrosinase-related protein 1; TRP-2, tyrosinase-related protein 2; TYR, tyrosinase; UV, ultraviolet; VEGF, vascular endotelial growth
factor.
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Regarding vascularization, there is an increase in the number,
size, and caliper of blood vessels in melasma lesions compared
with normal skin. 2122 |n addition, there is increased expression
of VEGF in melasma. UV exposure increases VEGF production by
keratinocytes and it may be related to the vascular component in
melasma *Y Histological analysis of melasma lesions has shown the
presence of elastosis and an increased mast cell count. The pres-
ence of elastosis suggests that sun damage is invelved in melasma,
while the increase in mast cells indicates chronic skin inflammation.*
Additionally, mast cells produce mediators, such as VEGF, FGF2, and
transforming growth factor p {TGF-f), that induce elastin production
in fibroblasts, may participate the damage to basement membrane,
and also are angiogenic fac tors. 2%

Considering the complex nature of the melasma pathology re-
lated to melanogenesis, dermal photoaging including the neovascu-
lature, basement membrane damage, and increased mast cell count,
treatment should be designed to address all these features.

3.2 | PBM: Definition and light parameters

Low-level laser therapy (LLLT) was discovered in the 19560s. This
technigue uses coherent, monochromatic, and quasimonochromatic
light in the optical region of ~&600-1000nm to treat skin conditions
in a nondestructive and nonthermal way through the absorption
of photons in 1:hr|:|m|‘_||:||11:tr!s_23 Considering that the use of laser is
not necessary and that both stimulation and inhibition of biclogi-
cal processes could be useful, the technique has received the name
PBM_!QJS

The spectral regions most commonly used in PBM (red at
H00-700nm and near-infrared [NIR] at 780-1100nm) are justi-
fied by their greater tissue penetration when compared with other
wavelengths due to lower absorption and scattering by tissue
chrumuphares.”'m‘z? Cytochrome ¢ oxidase, the terminal enzyme
af the respiratory chain in eukaryotic cells, consists of the main
energy photoacceptor molecule and is responsible for the PBM
effects. After accepting the photon, there is a cascade of mito-
chondrial events that result in the biostimulation of various cellu-
lar processes, such as cell proliferation, survival, tissue repair, and
ugen:ralian.zu

In light of the necessity of transferring energy from a photon
to a chremophore to induce biological activity and cellular pro-
cesses without incurring thermal tissue damage, light sources in
the form of low-power lasers or LEDs (1-500 mW) are commaonly
employed.?** Maintaining a low irradiance {<100mW/em?) is crit-
ical to prevent undesired thermal effects and the initiation of re-
actions unrelated to PBM. The choice of radiant exposure, which
quantifies the energy delivered per unit area lexpressed as J/em?),
is subject to variation based on the specific wavelength and pa-
thology under consideration. It is notable that lower radiant ex-
posure values are associated with stimulation, while higher values
correspoend to inhibition, aligning with the principles postulated by
the Arndt-Schulz law. 2

T 11 1Y

3.3 | PBM therapy in melasma: In vitro/in vive data
3.3.1 | The effect of PBM on cell
viability and apoptosis

Researchers have evaluated the effects provided by PBM on melano-
genesis by using in vitro assays [Table 2). In general, different wave-
lengths did not show cytotoxic effects in cell viability assays.***2%2
Howewver, it is crucial to exercise caution when considering radiant
exposure applied to biological tissues. It is important to note that
while there were no alterations in cell proliferation and apoptosis
following a S5-day irradiation period with yellow/amber LED light at
585nm (at radiant exposures of 5, 10, 15, and 20 Jf'cmz:l and blue LED
light at 420nm (at radiant exposures of 5 and 10J/em?), there was a
dose-dependent reduction in cell viability and an increase in apop-
tosis with the application of red LED light at 630nm and blue LED
light at 420 nm (when delivered at a radiant exposures >20J/em?).

17 evaluated the ir-

Also considering the blue wavelength, Kim et al
radiation effects with LED light at 415 nrm, called "short” blue, which
led to a reduction in viable cells when tested at a radiant exposure

of 10, 20, and 40 J/em®.

3.3.2 | The effects of PBM on the melanin
content and TYR activity

Even after adding forskolin, which induces melanogenesis, there was
a reduction in the melanin content after irradiation with infrared LED
light at 830nm (20 )fem®), 850nm (1J/em?), and 940nm (2 Wem?). ™
Furthermore, there was a dose-dependent melanin reduction after
application of 660nm (5, 7.5, and 10J/em®)* and 585nm LED. There
was inhibition of melanosome maturation after exposure to 585nm
LED, along with stage |-l melanosome accumulation and a signifi-
cant reduction in stage [lI-IV melanosomes.”’ On the other hand,
melanin synthesis was increased around 1.3 times after multiple ex-
pasures to long-length 470 nm blue LED light (1-2 1/em?),?* showing
that different wavelengths could promote different responses in this
pathway.

The observed melanin reduction was associated with a reduc-
tion in TYR activity after PBM with 660nm LED light (10 )/em?), as
wiell as after repeated irradiation at B30 nm [20]#:m2:| and B850nm
(12/em®),*** and in a dose-dependent manner at 585nm (5, 10,
15, and 20J.l':m2:l.3] Interestingly, an in vivo evaluation identified
that LED light at 460nm (10 and Qﬁlfcrnj] was also effective in
reducing melanin synthesis im hyperpigmentation induced by UVB
radiation.**

In one study, the authors aimed to compare the effects of PBM
at 457 nmi (blue), 635 nm (red), and 335nm (UV), with a radiant ex-
pasure of 2 Jem®3® Using transmission electron microscopy [TEM),
they found that 72h after LED application, there was a significant
increase in the number of stage | melanosomes compared with the
control group. According to the authors, these findings indicate that
melanogenesis was stimulated by the three wavelengths, espedially
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TABLE 2 Characterization of selected studies on the use of PEM in melasma.

Authors, year

AlGhamdi et al.,
2014%

Barolet, 20187

Chen et al., 2018%

Dai et al., 20224

Jin et al,, 2020

Kim et al., 2012™

Mpofana et al., 20183

Chetal, 2017

Zhou et al., 2023%

Title

Ultra-structural effects of
different low-level lasers
on normal cultured human
melanocytes: an in vitro
comparative study

Duial effect of
photobiomaodulation on
Melasma: downregulation
of hyperpigmentation and
enhanced solar resistance -
a pilot study

Light-emitting dinde 585nm
photomodulation inhibiting
rmelanin synthesis and
inducing autophagy in
human melanocytes

590nm LED irradiation
improved erythema through
imhibiting angiogenesis
of human microvascular
endothelial cells and
armneliorated pigmentation in
melasma

585nm light-emitting diodes
imhibit melanogenesis
through upregulating H1%/
miR-475 axis in LEDs-
irradiated keratinocytes by
paracrine effect

Light-emitting diodes at 830
and 850 nm inhibit melanin
synithesis in vitro

The management of melasma
on skin types W and W1
using light-emitting diode
treatment

Inhibitory effect of 4&0-nm
LED on melanin synthesis in
in vitro and in vivo

Low energy multiple blue
light-emitting dicde light
Irradiation promotes
melanin synthesis and
induces DMA damage in
B146F10 melanoma cells

Country of
study Experimental design
Saudi In vitro (HEMs)
Arabia
Canada Clinical trial (n=7)
China In vitro (HEMSs)
China In vitro (HMEC-1)
Clinical trial (n=10)
China In vitra {WHEMs and
MHEKs]
South In witro (HEMs)
Korea
South Clinical trial (n=50]
Africa
South In vitro (BL&F10
Korea murine melanoma
cells)

In vivo (HRM-2
melanin-
possessing hairless
mice]

Japan In witro (B1&6F10
murine melanoma
cells)

Main findings

All lasers increased the number of stage | pre-
melanosomes in basal melanocytes, which indicates
stimulation of melanogenesis. The red laser showed
a superior effect compared to the other lasers, and
the blue laser showed similar results. The UV laser
was, however, the least effective

The study showed that dermal melasma can be
significantly improved with weekly treatment for
eight weeks with pulsed PBM

Treatment with 5 1/em? to 20 Mem? inhibited
melancsome maturation, decreased melanin content
and tyrosinase activity. Inhibition was accompanied
by the decreased expression of TYR, TRP-1 and
MITF on both mRMA and protein levels. There was
evidence that treatment with amber LED possibly
led to melanin reduction by activating autophagy

This wavelength inhibited HMEC-1 migration, tube
formation and the secretion of WEGF and 5CF, a
pro-melanogenic factor, predominantly through the
inhibition of the AKT/PI3K/mTOR pathway.

Treatments led to improvement in objective parameters
related to erythema, melanin, and affected area,
with no reports of worsening symptoms and/or
manifestation of adverse effects during treatment

This study demonstrated that 585 nm LEDs could inhibit
melanogenesis in NHEMs via the upregulation of
H1% and its derived exosomal miR-475 from MHEKSs,
which was considered a novel paracrine factor in
regulating melanogenesis

The evaluation of the effect of seven different
wawvelengths on melanogenesis indicated that
there was a reduction in melanin production and
tyrosinase expression, as well as in the expression
of other related genes [TRP-1. TRP-2, and MITF) after
irradiation with LED at 830 nrm and 850 nm

This study led to a reduction in melasma intensity
and pigrment granule count in histological images,
demonstrating the effectiveness of LED at 633 nm
and 830nm on melasma in patients with phototypes
W and W, without any side effects during the study
period

There was a significant reduction in melanin content,
which occurred in a dose-dependent manner after
the application of the 460 nm LED, which was also
associated with a decrease in tyrosinase activity.

In vive treatment showed that &60nm LED was
effective in decreasing melanin synthesis in UVB-
induced hyperpigmentation. Furthermore, the
LED-irradiated group demonstrated significant,
dose-dependent reductions in melanin, tyrosinase,
and MITF protein expression compared to the UWVEB-
irradiated group

There was a 1.2-1.3x increase in melanin synthesis after
three exposures to 470nm LED blue light.

There was upregulation of genes related to melanin
synthesis, such as TYR, TRP-1, TRP-2 and MITF
after 3h of exposure, demonstrating that multiple
exposure to low-density blue light also induces
increased melanin synthesis
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by red, which had a superior effect when compared with the other
wa'.relengths.jb In another study, after treating keratinocytes with
amber LED light at 585 nm with a radiant exposure above 30 Jjem?
and using the conditioned medium to evaluate the effects of PBEM on
melanocytes, there was an increase in melanogenesis, possibly due
to cytotoxic effects on the treated cells, the results of the biphasic
response of PEM.Z?

3.3.3 | Consequences of PBM on the gene
expression of melanocytic pathway proteins

Researchers have also evaluated the effects of PBM on the gene
expression of melanocytic pathway proteins (Table 3). Of the papers
included in this review, only irradiation with blue LED light (470 nm,
1-2J/em®) could stimulate the expression of genes related to mela-
nin synthesis. There was a significant increase in MITF immediately
after exposure [1-2h), with upregulation of TYR. TRP-1, TRP-2,
and MITF 3h after treatment. We infer that multiple exposures to
blue light, even at a low energy density, lead to increased melanin
produ ction.**

Gene expression and MITF, TRP-1, and TRP-2 proteins were
reduced after exposure to infrared light at 830nm (20 )/em®) and
TRP-1 and TRP-2 at 850nm (1J/em?). corroborating the decreased
melanin content and TYR activity. However. although LED light at
940nm reduced the latter, it did not lead to significant differences in
the other components of the signaling pathwaf.a:’

According to Oh et al.* TYR expression remained reduced 72h
after irradiation with LED light at 680nm even in the presence of
a-MSH, a melanocytic pathway stimulant, and that there was induc-
tion of extracellular signal-regulated kinase (ERK) phosphorylation
after 120min of irradiation. This outcome was due to the marking
aof MITF for proteasomal degradation and a consequent decrease in
melanin ﬁ\;nthesis.“

Regarding the findings for amber light, there was a reduction in
the messenger RNA (mRNA) expression of TYR, TRP-1, and MITF,
suggesting that the LED light at 585 nm acts directly on melanogen-
esis.*? In this same study, the authors found differences regarding
the cytoplasmic arrangement of microtubule-associated protein
light chain 3 (LC 3} aggregates, in addition to an increase in the LC3-11
protein band in the lysates of irradiated melanocytes. These changes
are evidence that there was an induction of autophagosome forma-
tion in these cells. Hence, PBM with amber light seems to inhibit
melanogenesis by promoting aumphagv}] The results reported by
Jin et 2l carroborate the previously reported results regarding
the dose-dependent reduction of MITF, TYR, and TRP-1 mRNA ex-
pression and the downregulation of these proteins after irradiation
with amber light at 585 nm. These effects are probably the result of
increased expression of the H19/miR-&75 axis in keratinocytes and
their exosomes. Thus, the inhibitory effects on melanocytes likely
accur in a paracrine manner.””

Finally, after irradiation of human microvascular endothelial cells
(HMEC-1) in vitre with LED light at 520nm, there was a significant

I Wi ey

reduction in both cell migration and tube formation with a radiant
exposure between 20 and 40J/cm”. These results were associated
with a decrease in VEGF and SCF levels. The findings suggest that
amber light plays some role in inhibiting anglogenesis and improving
parameters associated with melasma, in addition to its effects on

melanogenesis,. 3

3.4 | PBM therapy in melasma: Clinical data

Baralet et al.”” conducted a split-face pilot study invelving seven
patients (Table 4). They applied weekly microdermabrasion to
both sides of the face, followed by infrared PBM on a randomly
assigned side. The PBM parameters were: wavelength of 240 nm,
energy density of 13.5 )/ecm®, power density of $0mW/em®, and
a duty cycle of 50%. This treatment was carried out for 8 con-
secutive weeks. Twelve weeks after beginning the treatment, the
Melasma Area and Severity Index (MASI) score was significantly
reduced from 114 te 4.7 in the group receiving PBM plus micro-
dermabrasion; there was a much less pronounced MASI score
decrease from 9.9 to B.6 in the group that only received microder-
mabrasion. The authors did not provide the standard deviation,
precluding the ability to caleulate the effect size. However, the
reduction in the melanin index was not as significant as that ob-
served in the MASI score.”

Mpofana et al.® treated 60 patients with melasma, specifically
those with skin phototypes V and VI, using LED light at 633nm

126 Jfem?: 105 mW/em?) and 830nm {66J.l'|:m2: SSmW.fcm!]_ The
treatment protocol consisted of a session with 633nm light, fol-
lowed by an application of 830nm light after a 2-day interval, for a
total duration of 12weeks. Subsequently, this treatment sequence
was repeated once a month for émonths, resulting in a total treat-
ment duration of 9 months. Although the authors reported a reduc-
tion in the MASI score before and after the treatments, they did not
provide specific values in their study. Additionally, there were no sig-
nificant differences in the MASI score reduction between the two
skin phototypes. It is worth noting that there were no side effects in
these patients with higher skin phnlotfpeﬁ.“

In a prospective study without a control group, Dai et al®
treated 10 patients using amber light (585nm, 200/em?, 20mwWy
em®) once a week for Bweeks. There were significant improvements
in erythema and hyperpigmentation, with a reduction in the MASI
score—from 17 to 13—at week 8. This MASI score reduction con-
tinued at week 12 and remained stable up to week 20. None of the
patients reported worsening of their condition.*?

4 | DISCUSSION

We conducted this integrative review by considering different
experimental designs to evaluate the state of the art of PBM for
melasma treatment. We have identified the mechanisms by which
PBM exerts its effects and verified the clinical efficacy of PBM as



128

GALACHE ET AL

UNINOVE
LK B N N
Universidade Nove de Julho

uoijesdde U5

O PUBOZOL'S2'T'0
(Wil 5755
wupsal vit

wupEH) 96
wuoes TLT
WuQEd TTT
(wupgs)e'st
ST E) B FS

06 058
‘DEBOYYOESOES ST

am

[eauoy ‘voalaeg)

RS ueIsay

SLICE]EILI NG 3]
PUE SHUGL I3

(ST H) s3I0 Ue W
e S pds Leng

£<CT0Z "I 13 Wiy

uoijeadde

3|Fuig

5¢

o8

SMCNUEUDT

SEQ LSk 'SEE
Jase]

ELER]

S A0 L S

[T E T B
LN

<9102

1238 IPuRYS Y

uopedydde g

0Z pue
STOL'SE'S'SE0

0wy
a3l
[Eauoy)
op-1 Fuoaic
‘anansy)|
Adojouysa )
SHUDL 33[F B0

T
55 ey Fussassod
UL -4t H
5[5 LD UE[S
AU QL4918

wLT0Z IER YO

uogezydde ajFug

QZPUeOL'S 0

58S
am

(e} [B AP
ALIDULIE | KNG

[51aH)
S31AWUEREW
jeuEpds uswng

1£BT0Z "33 L3y

05 pue
O '0E '02 '01'5 0

oz

SNONUEUET

585
am

(BUILD) IBHPaY

[FU 00D NA
[SIIHM)
S A 3oL S
e b
UEWINL [Euou
puE (SYIHMN)
s3] ATOU| e
GITE T E

LERLINL R ALIE

LOTOT “1E3a uyr

uopesdde ajdug

05 pue
OF'0EQZ0L0

GE
awir, uoHerpe.Ll
sl ayndwos
0] PIEN SEM

12 = M BN 3 |

SNONUIUCTY

065
a3an
feuwyD "nsBuer

nowEm T m
roy uswdinkg

e3Pk
_UEEUV_ _.-nrﬁ_.rx.

sAEpE
10} ABPE 33U

CPUET0

20

Q0L PUEODIE "0

0fr
aan

(ueder} gL

"0 WALSASIALIY

ey

(T-23kH)
5133 [MBLopUS
JRNGSEADINL 5[ L0 e S
BNy aULNW 014918
LZZOZEIS B ETOT "I 1@ noyz
JEA "Ly

uojedjdde
Jo Azuanbauy pue Bgunp)
anbuya) uone ¥ddy
[ w3 pagepes) ey
WD) UNSSas

(2
Jad NsodyE SIUBIPES [B10]

_“ﬁ-.-._ -]

Sk 128 58] U 1B 30UBIDEL|

[5) Uoissas
dad S uone) peL o)

[r} uoissas sad Afiaug

[i2) azgs

jods - ) swe) paandsdy
(A sanod Jueipes aBeEay
apow funesdg

() Fus|anem Jsussy

a3nos JYEn

juswdinbg

[E LIRS ITETTN T |

o3owesed jausoq

SARSER OAA UL/OIJIA U] WEd Ul pasn siajaleied 3awiseq £ 378 W1



GALACHE eT AL

UNINOVE

o PO
Universidade Nove de Julho

TABLE 4 Dosimetric parameters used in PBM treatments for melasma in clinical trials.

Diosimetric parameter

Mumber of patients evaluated

129

I W11y

Author, year
Dai et al., 202232 Barolet, 2018%7 Mpofana et al., 20187
n=10 n=7 n=60

Equipment Product code: KN-7000D, donated by Lumiphase IR; Opushed Omnilux Medial LED
Xurhou Kernel Medical Equipment {Montreal, Canada)
Ca.
Light source LED LED LED
Center wavelength (nm] 585 940 633+ 830
Dperating mode = Pulsed Continuous
Average radiant power (W) 17 - 40 (red)
30 (infrared)

Aperture diameter - spot size = =

fem?)
Energy per session [J) -
Total iradiation time per session 1000 3oo 1200

s)
Irradiance at the target (mW/em?) 20 90 105 (red)

55 (infrared)

Total radiance exposure per 20 13.5 124 (red)

session (J/fem®) &é (infrared)
Area irradiated lcm’) 850+ 10% 250(12.5 = 20) -
Application technigue = -
Mumber and frequency of Once a week for eight consecutive Weekly treatment for eight 24 treatments were performed

treatment sessions SESSONS

a melasma treatment. The term PBM has recently been coined to
more accurately describe the technique involving low-intensity la-
sers or LEDs.*** This approach seeks to align with the underlying
principles of the technigue. PBM employs visible light to manipulate
biological cascades, thereby either biostimulating or inhibiting sign-
aling pathwafs.zs';” The specific outcomes are contingent upon the
chosen light parameters, considering the Arndt-5chultz law, which
states that “for every substance, small doses stimulate, moderate
doses inhibit, and large doses kill "%

In terms of wavelengths, amber light (around 585 nm) has been
studied mast intensively; however, its clinical efficacy requires fur-
ther investigation considering mare robust study designs, such as
randomized clinical trials. The proposed mechanism for amber light
suggests a triple action: downregulation of MITF, TYR. and TRP-1;
autophagy promotion; and VEGF reduction. In this sense, amber
PBM could act simultaneously at different pathophysiological pillars
of melasma. This potentiality justifies the investigation of this ther-
apy in future clinical trials.**

Red and infrared light (from 460 to 940nm) have been tested

separately or in combination in patients. However, the evidence

consecutive sessions weekly (1 session with 633nm

and another with 830nm
with an interval of 2days for
12weeks) and the remaining
treatments were performed
once a month for §months,
totaling 36 treatments over a
period of ?months

level is still low due to small sample sizes or the lack of a control
group for comparison, increasing the risk of bias. Monetheless, both
spectral regions seem to downregulate MITF, TYR, TRP-1, and TRP-2
inin vitro models.

On the other hand, blue light mostly seems to increase hyper-
pigmentaticn in melasma rather than treat it due to upregulation of
the melanogenesis-related proteins MITF, TYR, TRP-1, and TRP-2.
Hence, blue light is not indicated to treat melasma or other hyper-
pigmentation disorders. Additionally, professionals should be cau-
tious when using blue light for other dermatological approaches. For
example, blue light is known to present a bactericidal effect and has
been widely used to treat acne. Patients receiving blue light for acne
treatment showed high levels of hyperpigmentation.*®

Regarding hyperpigmentation, the stimulation of melanogenesis
in vitiligo has been achieved through the application of red light at
a low radiant exposure level ti—SJa'cmj} via retrograde mitochon-
drial signaling. Specifically, the absorption of energy by cytochrome
¢ oxidase alters the functional status of the mitochondria, which
ultimately promotes the activation of cellular regenerative path-

wa'fs.""ﬂ'qs Canversely, for the treatment of melasma using red
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light. with the goal of inhibiting melanogenesis, a high radiant expo-
sure [>201/cm”) has been employed, emphasizing the importance of
properly choosing the light parameters. #2841 A< mentioned above,
these opposite stimuli are responses to light parameters following
the Arndt-Schultz law.

It is important to peoint out the differences between UV- and
PBM -induced melanogenesis. UV light is characterized by shorter
wavelengths and higher energy levels (because energy and wave-
lengths are inversely proportional). The mechanisms underlying
melanogenesis induction after UV exposure have been extensively
documented. Following UV exposure and the resultant oxidative
stress in various skin cell types including keratinacftes.lq'ls fibro-
blasts, ™" and sghucft!s.zn and a series of signaling pathways are
initiated, leading to proopiomelanocortin (POMC) production, the
activation of MITF and/or activation of Wt/p-catenin signaling, as
well as other support pathways and subsequent progression of the
melanogenesis cascade.™*® It is important te note that the applica-
tion of UV light does not inhibit melanogenesis; on the contrary, it
induces it and is also associated with the induction of carcinogene-
5is."* On the other hand, PBM promotes the translocation of sig-
naling regulators to the nucleus; in the nucleus, they regulate genes
related to several rtSponses.” In melasma, a total of 279 genes were
found to be differentially expressed in the affected tissue and per-
ilesional area.””

A study that aimed to identify the effects of the application of
UV (335nm), blue (457 nm), and red (635nm) light on melanocytes
by using TEM reported discrepant results compared with other stud-
jes.*® The authors stated that their findings could be evidence that
melanogenesis was stimulated by the three wavelengths, espedally
by the red one, which had a superior effect when compared to the
athers.** However, we ohserved that, in truth, there was a reduction
in the absolute number of melanosomes (control: 753; UV: 387: blue:
422; red: 344), which indicates a possible inhibitory effect of PBM.
In addition, we noted a reduction in the percentage of stage |V mela-
nosomes, which was proportional to the employed wavelength {(con-
trol: 50.3%: UNV: 41.1%:; blue: 30.6%: red: 24.2%) associated with an
increase in the percentage of stage | melanosomes (control: 12.9%;
UN- 31.3%: blue: 52.1%; red: 38_4%), which could be related to inhi-
bition or a delay in melanogenesis, contrary to what was proposed
by the authors. Hewewver, the absence of additional evaluations,
such as TYR activity and mRMNA expression of the components of
the melanogenic pathway, does not allow us to make such an as-
sertion. On the other hand, the other studies, in general, corrobo-
rated each other regarding the melanin content; TYR activity; as well
as gene expression of pathway proteins, such as MITF, TRP-1, and
TRP-2, which were generally reduced after PBM at specific radiant
exposures.

Melasma has traditionally been treated solely as a hyperpig-
mentation issue, and this approach has led to frequent treatment
failures. However, there have been substantial advancements in un-
derstanding the pathogenesis of melasma. We now know that this
process is associated with dermal photoaging characteristics such
as altered basement membrane, increased vascularization, solar

elastosis, and an elevated mast cell count. In addition. melasma im-
provement has usually been assessed with the MASI score, which
evaluates the area and pigmentation intensity of melasma but does
not consider erythema. Therefore, the effects related to the vascu-
lar component of melasma have not been adequately measured. Due
to the low number of clinical PBM studies, whose main limitation is
a small sample size, well-designed randomized controlled trials with
a low risk of bias are needed to demonstrate the benefits of PBM
for melasma treatment. In addition to hyperpigmentation, assessed
with the MASI, erythema and dermal homeostasis should also be
assessed.

When using low-power LED in continuous mode (S85nam, 201/
em®, 20mW/em?) and directly evaluating erythema using a specific
index, researchers observed a reduction after 8 weeks of treatment.
The erythema reduction observed in this scenario may be related to
the inhibitory action attributed to LED light (590nm, 20-40 J/em®)
on HMEC-1 migration and tube formation, as well as on the synthesis
and secretion of VEGF and SCF by these cells. * When considering
the PBM effect on angiogenesis, a combination of 520nm (25 mW,
22.51) and 830nm (S0mW, 45]) light, each for Smin, reduced ery-
thema and downregulated the expression of markers of angiogen-
esis (CD31) in a mouse model of rosacea.”” Thus, it makes sense to
cansider the vascular component of melasma pathology. which is re-
lated to an increased mast cell count and elevated VEGF and CD31

expression.* 2

Researchers have also evaluated the effects provided by
different sources of laser light on the wascular component of
melasma. > In one of these studies, half of the patients with
phototype IV presented postinflammatory hyperchromia after
treatment.” In general, the beneficial effects on vascularity pro-
vided by these treatments have not been signifi:ant.“’ In this
sense, the difficulty in obtaining satisfactory results with laser de-
vices may be related to the type of equipment as well as the light
parameters used. Pulsed-laser equipment (PDL, 585 nm) and cop-
per bromide (CuBr, 511-578 nm) promote the delivery of relatively
high energy for very short periods of time {milliseconds and nano-
seconds), which may lead to rapid tissue heating and inflammation,
resulting in postinflammatory h'fperthromia.” On the other hand,
low-intensity devices may be used for PBEM and present several
advantages—lower cost; a low risk or absence of adverse events;
well-tolerated, safe, and effective non-ablative therapeutic strat-
egy even for higher phototypes; and a lower rebound effect after
treatment—as observed for high-intensity lasers or intense pulsed
light 5842

Additionally, 520 and 830nm light downregulated the ex-
pression of inflammatory mediators (S100A% and pé5) in a mouse
moadel of rosacea.”” Other studies have corroborated the hypoth-
esis of the anti-inflammatory action of PBM, such as by the reduc-
tion in TNF-a, IL-4, and IL-8 mRNA and Nrf2 pathway stimulation
in previously stressed human keratinocytes after irradiation with
red (660 nm, 3 Jfem®, 12+ 4 mW/em?) and green {320 nm, 3J/c m.
12 + 4mW/em?) light.*® Besides, PEM stimulated collagen produc-

LERLY

tian in in vitro models and in clinical trials. Researchers have
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reported a significant reduction in wrinkles when using amber and
red light.*”""

Considering the anti-inflammatory action of PBM, other studies
have presented findings that indicate that red and infrared light act
an pathways that culminate in the polarization of M2 macrophages,
which are alternatively activated and have an anti-inflammatory
and immunoregulatory |:||1em:lL’.q:.lle.-'ll:l":I3 THP-1 cells irradiated with
MIR light {700-1000nm, GOJ.i'cmz, 101 mWiem?) showed hyper-
methylation of H3K4 in the promoter region of the mitochondrial
citrate synthase (CS) gene and increased release of the cytokine
CCL22, which was related to the release of TGFil by exposed
CD4+ T cells. These findings indicate that NIR possibly favors M2
polarization through cellular metabolic reprogramming via action
onCs.7t Corroborating this finding, another in vitro study indicated
that irradiation with red/infrared light (450 nm, B08am, 30/em?,
100 mW/em?) was associated with ca®t influx, depolarization of the
cell membrane, and increased metabolism and proliferation of en-
dothelial cells that, especially in a situation of hypoxia, increased
VEGF production and was related to an increase in the M2 mac-
rophage papulal‘.ion.n Finally, in another study, when subjecting
injured muscle cells to red/infrared irradiation (H60nm/780n/m,
25.025)/em®; 1750 mW/cm?), the authors observed modulation of
the inflammatory phase, with a significant reduction in the num-
ber of CD&B+ macrophages (M1) 2days after muscle injury and an
increase in the number of CD163+ macrophages [M2) 7 days after
injury. They also observed an increase in the number of CD2046+
macrophages (M2) on day 2 and TGFp mRMNA expression on days
2,4, and 7 after irradiation with NIR.™® These findings are evidence
that PEM possibly acts as an important modulator of the inflamma-
tory component present in melasma, although further studies are
needed to clarify this attachment.

The studies we included in this review have shown that PBM
could improve hyperpigmentation in clinical trials, %34 findings

29,31-34

that have been corroborated by in vitro studies, and could

n-rs improve the dermis structure, ™ and

cantrol inflammation,
reduce angingen!sis.“ Hence, PBM is a promising tool in the treat-
ment of melasma. To minimize melasma recurrence and achieve
more satisfactory treatment outcomes, it is crucial to employ combi-
nation therapy, which allows synergism and may modulate the mela-

nogenesis, vascular, and dermal features of melasma.

5 | IMPLICATIONS FOR CLINICAL
PRACTICE

Considering the points we have raised in this review, dlinicians may
consider using PEM in clinical practice. However, because there is
still a low level of evidence, it should be used in combination to other
therapies to treat melasma in all its complexity. In this sense, some
suggestions have already been |:.||'\:||:l¢.|ns¢<:|.13

First, sunscreen is essential to reduce the exposure of a wide

range of cells (keratinocytes, sebocytes, and fibroblasts) to UV

radiation.™™ In addition, skin-lightening agents that act as TYR in-
hibiters [antioxidants, hydroquinone, arbutin, kejic acid, azelaic acid,
some flavonoids, and others) as well as other active ingredients (a-
MSH blockers, melanosome transferase inhibitors, and cytokine
inhibitors) may help control melanogenic signaling. ™™ PEM may
contribute to these actions by inhibiting the activity of TYR and
other enzymes involved in melanin synthesis; downregulate MITF,
TYR, TRP-1, and TRP-2 at the gene and protein levels; and inhibit

melanogenesis by promoting autephagy. Finally, chemical peels™7

STT? are the main choices to remove melanin

and dermabrasion
from the epidermis.

Besides acting on melanogenesis, treating melasma includes
the control of vascularization, which may achieved by PBM as
well as tranexamic acid. 32808 |y addition, the dermal composi-
tian can be improved as part of melasma treatment. At this stage
PEM; retinoic acid; inflammatory chemical peelsaz; percutaneous
collagen induction™; and collagen biostimulators such as po-
ly-L-lactic acid,*® palydioxanone,® calcium hydroxyapatite,® and
others should be considered, but also used with caution. PEM is
an interesting tool because it induces collagen production with-
aut the need for an inflammatory stimulus, which could cause ad-
verse effects and promote an increase in melanogenesis. Melasma
should be managed by considering each patient's needs and skin/
melasma features. This information should be obtained from a de-

tailed evaluation.

6 | CONCLUSION
PEM is a promising, contemporary, and non-invasive procedure
that could significantly contribute to melasma treatment. PBM

seems to act by inhibiting melanogenesis and by reducing ery-
thema and vascularization while improving the dermal condition.
Additional robust and well-designed clinical trials are needed to
improve the evidence level of this approach. Other strategies
should be also considered based upon the three main components
of melasma pathology: hyperpigmentation, the vascular response,
and dermal photoaging.
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Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos "Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagao dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informacdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGCOES_BASICAS_2161413_E1.pdf, de 14/06/2023).

O Melasma e o distarbio de pigmentagio que mais acomete as mulheres, que correspondem a 90% dos
casos. Sua eticlogia ainda nao é totalmente conhecida, mas a exposicao solar, fatores genéticos, respostas
pigmentares vasculares, anticoncepcionais hormonais, gestagdo e distirbios da tiredide, além de estresse,
sao considerados fatores de exacerbagio. O Melasma & considerado uma doencga crénica e de dificil
resolugdo, o que afeta diretamente a autoestima dos individuos acometidos. A fotobiomodulagdo (FBM) tem
sido sugerida como uma alternativa de tratamento ao Melasma, apresentando em estudos in vitro a inibigao
da enzima tirosinase e redugio no contetdo de pigmento, porém ainda sdo necessarios estudos clinicos
bem delineados. O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da fotobiomodulago com luz A&mbar no
tratamento de Melasma comparade ao efeito do acido tranexamico. Material e Método: Este estudo sera
controlado, randomizado e duplo-cego. A amostra sera dividida em 2 grupos: Grupo 1 recebera FBEM com
Led ambar e cosmético topico placebo para uso em home care; Grupo 2 recebera FBM sham e cosmético
topico contendo acido tranexamico lipossomal para uso em home care. Serdo incluidas mulheres com
idades entre 35 a 50 anos, fototipos Il a IV e que apresentem Melasma. Serao
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excluidas participantes que utilizam algum contraceptivo oral, DIU, reposigdo hormonal, que apresentem
doenga autoimune, que fagcam uso de medicamentos fotossensiveis e que tenham realizado tratamentos
faciais nos 3 meses anteriores ao estudo. As participantes receberao os tratamentos semanalmente, por 12
semanas e também fardo o uso domiciliar do produto durante este periodo. Todos os participantes utilizarao
protetor solar 50 fornecido pelo pesquisador. Serado avaliados a severidade do Melasma por meio do indice
MASI (Melasma Area and Severity Index), a pigmentagao da epiderme sera avaliada por corneomelametria,
tambeém serdo feitos registros fotograficos e o questionario de qualidade de vida (MELASQoL-PB). As
avaliagbes serdo feitas antes do inicio do estudo, no meio do estudo na 6° semana e a apos a finalizagio do
tratamento. Para a analise estatistica, sera adotado o intervalo de confianca de 95% e alpha<0,05 sera

considerado como estatisticamente significativo.

Objetivo da Pesquisa:
Objetive Primario:
Awvaliar o efeito da FEM com luz &mbar no tratamento de Melasma comparado ao efeito do ATX topico a 5%.

Objetivo Secundario:

+ Determinar o indice de severidade do Melasma por meio da escala MASI

+ Determinar a area e a intensidade da pigmentacio por meio de avaliagio fotografica

+ Comparar as imagens fotograficas dos participantes com avaliagao de pesquisadores

+ Quantificar a melanina presente na epiderme por comeomelametria

+ Registrar os efeitos adversos relatados durante os tratamentos de FBM e ATX topico

+ Avaliar a qualidade de vida utilizando o questionario de qualidade de vida relacionado ao Melasma —
MELASQoL

+ Determinar a melhora subjetiva de ambos os tratamentos pelo Diagnodstico final global da pele.

+ Investigar o historico do paciente e buscar identificar os possiveis agentes relacionados a causa do

melasma.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Desconforto ou Riscos Esperados: O peeling enzimatico pode deixar a sua pele avermelhada apés a
aplicagdo e com sensagdo de ressecamento, seguida de descamagdo (que pode ou ndo ocorrer,
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com duragdo média de 3 a 5 dias). Com o uso da luz amarela (fotobiomodulagio) vocé pode sentir pequeno
aqguecimento local e sensibilizagdo da pele. Caso haja a necessidade de interrupgio e/ou suspensao do
tratamento, os pesguisadores estardo sempre a disposigio para que vocé seja prontamente atendida. Os
despigmentantes (clareadores), podem causar vermelhid3o, ardéncia, alergias, dermatites, acne, edema,
inflamacgao, entre outros. A analise de corneomelametria pode gerar desconforto, dor, vermelhidao,
ardéncia, coceira, alergias, e para diminuir o desconforto, sera aplicado sobre a pele antes e depois da
analise, um resfriador para uma anestesia leve da pele. Os guestionarios podem causar algum
constrangimento durante o preenchimento. Quaisquer destes desconfortos devem ser notificados
imediatamente ao pesguisador. Durante todo o periodo do estudo ndo podera se expor, sem protegao
fisico/quimico, a qualguer tipo de radiagao UVA/UVB/Luz visivel (luz solar) e a lugares muito quentes, com

perigo de novas manchas.

Beneficios:

Ao aceitar participar da pesquisa vocé tera acesso a um tratamento para controle da doenga Melasma no
qual podera ter suas manchas atenuadas ou diminuidas. Além disso, a pesquisa em questio tem como
objetivo levar contribuigbes que sejam relevantes para a comunidade cientifica, haja vista que condigdes
relacionadas ao Melasma afetam diretamente no bem-estar, qualidade de vida e salde da populagdo. O
valor do tratamento e os cosméticos utilizados ser3o realizados e entregues sem custo para o participante.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo que tem por desenho "Este estudo sera controlado, randomizado e duplo-cego. A
amostra sera dividida em 2 grupos: Grupo 1 recebera FEM com Led &mbar e cosmético tdpico placebo para
uso em home care; Grupo 2 recebera FBM sham e cosmético topico contendo acido tranexamico lipossomal
para uso em home care." e desfecho primario " indice de severidade do Melasma, MASI (Melasma Area and

Severity Index)".

A presente versdo & uma emenda que tem por justificativa "Apds submissao do artigo de protocolo, o revisor
da revista BMJ open sugeriu um acompanhamento adicional 4-8 semanas apoés a conclusdo do tratamento
para avaliar a remissdo/recorréncia.”

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Documentacao obrigatoria:

Folha de rosto datada, assinada pelo diretor com carimbo do diretor - Adequado.
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Projeto de pesquisa - Adequado.

Cronograma - Trata-se de uma emenda de um projeto ja aprovade, sendo assim esta adequado.

TCLE - Apresentado com pendéncias.

Carta de anuéncia - Adeguada.

Recomendacdes:

Mo TCLE, item 11 esta descrito "11. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participagao
na Pesquisa: Os pesquisadores fornecerdo os produtos cosméticos para uso em casa como clareadores,
protetor solar e sabonete neutro. Vocé devera arcar com custos de alimentagdo, condugdo e outros
despesas gue ndo estdo especificados anteriormente para participagio no estudo. Os pesquisadores ndo se
obrigam a fornecer atestados, certiddes e/ou segunda via de documentos.” Favor atentar-se a CNS 466/12 e
aos direitos dos participantes de pesquisa expressos na cartilha do Participante de pesquisa disponivel em:
hitps://conselho.saude.gov briimages/comissoes/conepl/img/boletins/Cartilha_Direitos_Participantes_de Pes
quisa_2020.pdf

No item 17 a assinatura da pesquisadora ficou em uma pagina diferente do item. E necessario que a

assinatura esteja na mesma lauda do descrito no item.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Emenda aprovada. Sugere-se checar o item recomendacao para ajustes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O pesguisador devera se apresentar na instituic3o de realizagao da pesquisa (gue autorizou a realizagdo do

estudo) para inicio da coleta dos dados.

O participante da pesquisa (ou seu representante) e o pesquisador responsavel deverdo rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na Gltima pagina do
referido Termo, conforme Carta Circular no 003/2011 da CONEP/CNS.

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.
Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devemn ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,

identificando a parte do protocolo a ser medificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificagao

necessitara de aprovagado ética do CEP antes de ser implementada. De forma
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objetiva com justificativa para nova apreciagdo, os documentos alterados devem ser evidenciados para

facilitar a nova analise.

Ao pesquisador cabe manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo
fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP (Res. CNS 466/12 item X1. 2. f).

De acordo com a Res. CNS 466/12, X.3.b), o pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS os relatorios
semestrais. O relatorio final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone Notificagdo. Uma copia
digital do projeto finalizado devera ser enviada a instadncia que autorizou a realizagio do estudo, via correio,

e-mail ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos decumentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS 216141 14/06/2023 Aceito
do Projeto 3 E1.pdf 00:21:48
QOutros cartaemenda_ensaioclinico_2023 pdf 14/06/2023 |THAIS RODRIGUES | Aceito
00:19:50 | GALACHE

TCLE / Termos de | TCLE_Projeto_comite_de_etica_emend | 13/06/2023 |THAIS RODRIGUES | Aceito

Assentimento / a_23.pdf 23:46:44 | GALACHE

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_emenda_23_comitedeetica.pdf | 13/06/2023 | THAIS RODRIGUES | Aceito

Brochura 23:35:08 |GALACHE

Investigador

Outros Pendencias.docx 29/03/2022 | THAIS RODRIGUES | Aceito
23:04:08 | GALACHE

QOutros Documento_liberacao_de_imagens_final] 29/03/2022 |THAIS RODRIGUES | Aceito

projeto.docx 23:01:09 | GALACHE

Projeto Detalhado / |Projeto_final 22 comitedeetica.docx 29/03/2022 | THAIS RODRIGUES | Aceito

Brochura 23:00:49 |GALACHE

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_Projeto_comite_de_etica_mar_22| 29/03/2022 |THAIS RODRIGUES | Aceito

Assentimento / .docx 23:00:20 |GALACHE

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Thais_Galache_folha_de_rosto.pdf 18/02/2022 |THAIS RODRIGUES | Aceito
15:38:54 | GALACHE
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QOutros

carta_de_anuencia_comite_de etica.pdf| 15/02/2022
17:03:06

THAIS RODRIGUES
GALACHE

Aceito

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Ndo

SAO PAULO, 22 de Junho de 2023

Assinado por:
Anna Carolina Ratto Tempestini Horliana
(Coordenador(a))




