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RESUMO 

 

Introdução: Melasma é uma disfunção crônica e recidivante da melanogênese em 
humanos e constitui uma discromia adquirida comum que afeta simetricamente as 
áreas expostas. Em estudos epidemiológicos mais de 25% dos participantes               
associaram a exposição solar ao Melasma. A radiação ultravioleta estimula a              
melanogênese através de efeitos diretos nos melanócitos e indiretos nos fatores       
melanogênicos liberados pelos queratinócitos. A expressão aumentada de vários       
fatores é observada na pele lesada hiperpigmentada, uma delas é a ligação dos      
peptídeos derivados de proopiomelanocortinas (POMC) com MC1R. Além disso,   
estímulos inflamatórios induzem a melanogênese e ativam os genes de reparo. 
Objetivo: Verificar a expressão dos genes de reparo hMsh2 e hMsh6 (MutS homolog 
protein 2 e 6) e do MC1R em indivíduos com e sem Melasma e associar o uso de 
tintura de cabelo com o Melasma e as demais variáveis sócio – demográficas. 
Material e métodos: Avaliar a expressão dos marcadores MC1R, hMSH2 e hMSH6 
por qPCR no sangue periférico de quatro grupos, divididos de acordo com o uso de 
tintura capilar e a presença de Melasma, que totalizaram 90 participantes. 
Resultados: Nos dados do grupo de participantes com Melasma e usam tintura capilar, 
há uma ativação do gene de reparo de hMSH6 o que sugere a presença de                   
genotóxicos nesta população. 
Conclusão: A ação concomitante de ter o Melasma e usar tintura capilar é o gatilho, 
para o aumento da expressão do gene de reparo hMSH6. O aumento de MC1R nos 
participantes sem e com tintura capilar pode ser um indicador da manutenção do 
genoma celular. 
 

Palavras-chave: Melasma, Tinturas para cabelo, MC1R, hMSH2, hMSH6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Melasma is a chronic and recurrent dysfunction of melanogenesis in       
humans. In epidemiological studies, more than 25% of participants associated solar 
exposure with Melasma. Ultraviolet radiation stimulates melanogenesis through direct 
effects on melanocytes and indirect effects on melanogenic factors released by           
keratinocytes. The increased expression of several factors is observed in the lesioned 
hyper pigmented skin, one of which is the binding of peptides derived from                    
proopiomelanocortins (POMC) to MC1R. Furthermore, inflamatory stimuli induce      
melanogenesis and activate DNA repair genes. 
Objective: To verify the expression of hMSH2 and hMSH6 repair genes and of MC1R 
in individuals with and without Melasma and to associate the use of hair dye with        
Melasma and other sociodemographic variables.  
Material and methods: Expression of the MC1R, hMSH2 and hMSH6 markers was 
analysed by qPCR. Total RNA was obtained from peripheral blood of four groups,       
divided according to the use of hair dye and the presence of Melasma with  a total of 
90 participants. 
Results: In the data from the group of participants with Melasma who used hair dye 
there is an activation of the hMSH6 repair gene, which suggests the presence of          
genotoxic agentes in this population. 
Conclusion: The concomitant action of having Melasma and using hair dye is the         
trigger for increased expression of the hMSH6 repair gene. The increase in MC1R in 
participants who did not use and use hair dye may be an indicator of cell genome 
maintenance. 
 

Keywords: Melasma; Hair Dyes; MC1R; hMSH2; hMSH6. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Melasma é uma disfunção crônica e recidivante da melanogênese em humanos 

e constitui uma discromia adquirida comum que afeta simetricamente as áreas           

expostas 1. Esta disfunção é caracterizada por máculas hipercrômicas acastanhadas 

de diversas tonalidades, simétricas e irregulares na face e áreas fotoexpostas.          

Histologicamente, observa-se na pele com melasma uma hipertrofia melanocítica      

localizada, sem aumento no número dos melanócitos, porém com aumento do número 

e maturidade dos melanossomas, hiperpigmentação melânica de todas as camadas 

da epiderme 2,3. 

A pigmentação melânica da pele pode ser estimulada por diferentes vias de 

sinalização, sendo a radiação ultravioleta, citocinas dérmicas e inflamação epidérmica 

os modelos mais usuais 4-8. Alterações dérmicas como dano estrutural à zona de   

membrana basal, melanócitos em pêndulo, elastose solar, proliferação vascular, além 

da expressão de mediadores inflamatórios, fatores de crescimento, expressão epitelial 

de melanocortina, receptores dos hormônios sexuais deixam claro que o melasma é 

uma complexa interação epidermo-melânica entre queratinócitos, fibroblastos          

dermais, mastócitos e células endoteliais vasculares 4-8. 

O melanócito é uma célula especializada na síntese e transporte de melanina 

e se distribui por todo o tegumento, com alta concentração na face. Diferentes             

estímulos levam a sua ativação e interferência com os padrões de melanogênese 4. 

O estímulo baseado em RUV (radiação ultravioleta) induz a expressão do gene da       

proteína tumoral 53 (TP53-Tumoral Protein 53) nos queratinócitos que promovem a 

síntese de proopiomelanocortinas (POMC - derived peptides proopiomelanocortin), 

dentre elas o hormônio estimulante dos melanócitos alfa (α-MSH Melanocyte              

Stimulating Hormone), que se liga aos receptores de melanocortina 1 (MC1R -          

Melanocortin-1-Receptor ) e promove a síntese da tirosinase  a partir da ativação do 

gene do fator de transcrição associado a microftalmia (MITF-Microphalmia-associated 

stimulating hormone). Paralelamente, fibroblastos secretam o fator de célula tronco 

(SFC – Stem Cell Factor) que se liga aos receptores c-kit dos melanócitos levando ao 

mesmo processo4,5,9. Estímulos inflamatórios ativam a secreção de endotelina e         

interleucina 1 (IL1- Interleucin 1), que induzem a melanogênese, os genes de reparo 

de DNA  e a ativação da via Wnt/beta catenina ( Wnt )4,5,10. 
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Outros fatores potencialmente envolvidos com a formação do melasma incluem 

o aumento do número e tamanho de vasos sanguíneos com incremento da expressão 

do fator de crescimento endotelial vascular ( VEGF – Vascular Endothelial Grow      

Factor) sugerindo uma patogenicidade da vasculatura5,11 , a ativação feita pelo α-MSH  

sobre o caminho do adenosina monofosfato cíclico (cAMP 3´,  5´ - cyclic adenosine 

monophosphate) leva a uma alcalinização dos melanossomos para propiciar um pH 

propício ao desempenho da enzima tirosinase no processo de melanogênese4,5 ,            

diminuição  do miR-675, um micro-RNA derivado do RNA do H19 , o que  interfere 

com a síntese das enzimas associadas à melanogênese, tais como tirosinase e as 

proteínas relacionadas à tirosinase 1 e 2 (TRP-1/TRP -  2 tyrosinase related proteins 

1 and 2)4,5,10,11; aumento da expressão do fator de crescimento neural e respectivo 

receptor ( NGF- Nerve Growth Factor)5,11; aumento do α-MSH com MC1R5;  aumento 

do PDZ domain containing (PDZK1-PDZ domain containing protein kidney 1) em      

melanócitos e queratinócitos 4,5,11; aumento do fator de crescimento célula tronco (SFC 

– Stem Cell Factor) a partir de fibroblastos dérmicos; reduzido fator inibitório Wnt        

fator-1(WIF-1 – Wnt inhibitory fator-1) em fibroblastos dérmicos e queratinócitos        

epidérmicos4,5,11. 

Todos esses elementos sugerem a sua participação na patogênese do            

melasma, evidenciando haver um padrão individual de pigmentação que envolve       

diferentes vias, indicando que o melasma se constitui em uma hiperpigmentação     

melânica distinta de demais dermatoses pigmentares4,5,11. 

No Brasil, o melasma ficou em terceiro lugar entre as queixas realizadas em 

57.343 consultas em 2006, contabilizando 8,4% das queixas nas diferentes regiões 

do país12. Sua incidência predomina entre mulheres hispânicas, asiáticas, africanas 

ou descendentes do Oriente Médio, com antecedente familiar positivo para Melasma1-

4. 

Embora inúmeros fatores estejam envolvidos na etiologia da doença, tais como 

gravidez, uso de pílulas anticoncepcionais, fatores genéticos, uso de medicamentos 

anticonvulsivos, exposição solar, distúrbios da tireóide, uso de produtos cosméticos e 

alterações na expressão gênica como as citadas anteriormente, nenhum deles pode 

ser responsabilizado isoladamente pelo seu desenvolvimento1-4,8,11. Achados           

imunohistoquímicos sugerem que uma forte imunorreatividade de α-MSH na pele       

lesada2 de melasma é um dos principais fatores na gênese dessa doença. A                

exposição à luz ultravioleta estimula a produção da melanocortina dentro dos 
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melanócitos e queratinócitos, o que justifica o envolvimento desse hormônio na          

patogênese do melasma. Entretanto, a existência de um ainda desconhecido caminho 

sinalizador, com aumento de expressão de MC1-R, que pode desempenhar um papel 

significante nessa maior imunorreatividade ao α-MSH, deve ser investigada. Os      

efeitos do -MSH são mediados pelo MC1-R, que é expresso na superfície dos 

melanócitos e é considerado o ponto chave para pigmentação2,13,14.  

 As células apresentam um sofisticado sistema de reparo do DNA (DDR – DNA 

damage repair) que remove as lesões presentes no material genético e, assim,      

mantém a estabilidade genômica. Estes mecanismos costumam ser altamente            

regulados em células sem exposição a agentes genotóxicos. Entretanto, no caso de 

exposição a estes agentes, este mecanismo deve ser adequadamente ativado.  O 

sistema MMR é responsável pela substituição de bases ou inserções/deleções mal 

pareadas geradas pelo processo de replicação do DNA ou por danos causados por 

compostos químicos22-24. Sendo assim, suas proteínas encontram-se 

constitutivamente expressas em todas as fases do ciclo celular.  Um componente     

crucial do sistema MMR é o gene MutS - homologue 2 (hMSH2), localizado em 2p22. 

A proteína hMSH2 reconhece bases mal pareadas através da formação de dois         

heterodímeros, sendo eles hMSH2-hMSH6 (MutS α) e hMSH2-hMSH3 (MutS β)22-24. 

 O sistema MutS α é ativo no início da via de reparo MMR. Nos seres humanos, 

os complexos heterodiméricos MutS α e MutS β desempenham papéis essenciais no 

processo de reparo do DNA. Suas funções podem ser distintas pelos erros que         

corrigem22. O heterodímero MutSα reconhece inserções de apenas uma base              

nitrogenada, enquanto os erros maiores de duas a seis bases nitrogenadas são          

reconhecidos pelo complexo MutSβ. O promotor do gene MSH2 é ativado pela           

exposição à luz ultravioleta e pelo fator de transcrição p53, considerado um fator         

induzido por agentes genotóxicos22.  

Dentre os cosméticos, as tinturas que contêm corantes permanentes são as 

mais utilizadas pela durabilidade e qualidade da cor.  Os compostos químicos            

presentes nas tinturas capilares permanentes como corantes, precursores,                

acopladores, entre outros, são considerados os ingredientes mais reativos da indústria 

cosmética15. De acordo com a IARC (International Agency for Research on Cancer), 

estudos in vivo e in vitro demonstraram que alguns corantes e ingredientes usados 

em tinturas capilares podem ser considerados mutagênicos e carcinogênicos16-18. No 

fim dos anos 90 nos Estados Unidos e na Europa, estima-se que cerca de 33% das 
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mulheres acima de 18 anos e mais de 10% de homens acima dos 40 anos coloriam 

os seus cabelos17-19. Estudos feitos na primeira década dos anos 2000 mostraram um 

aumento para 42% das mulheres e 25% dos homens com hábitos de coloração dos 

cabelos. No Brasil, um estudo do Target Group Index mostrou que 26% da população 

adulta utiliza pintura para cabelo, da qual 85% são mulheres e 15% são homens17,19,20. 

Estudos feitos com especialistas na área de segurança e saúde pública apontam para 

possível risco à saúde do consumidor na reação de produtos formados pela oxidação 

dos corantes capilares durante todo o processo de coloração capilar, que podem ser 

sensibilizantes de fortes a extremos  e provocar alergias e dermatites21. Efeitos          

genotóxicos podem estar relacionados à estrutura azo presente na composição dos 

corantes capilares; em ensaios in vitro, esta estrutura azo pode indicar                           

mutagenicidade e carcinogenicidade17. 

O objetivo desse estudo foi verificar a expressão dos genes de reparo hMSH2 

e hMSH6 e do gene MC1-R em indivíduos com e sem melasma e associar com o uso 

de tintura capilar permanente e com as demais variáveis sócio - demográficas e          

clínicas.       
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 2.1 Participantes: Para a avaliação do perfil de expressão dos genes do sistema 

Mutα e MC1-R, foram incluídos 90 pacientes, divididos em quatro grupos a saber: a) 

presença de melasma sem o uso de tintura capilar (grupo CM-ST, n:18); b) presença 

de melasma com o uso de tintura capilar (grupo CM-CT, n:30); c) ausência de            

melasma com o uso de tintura capilar (grupo SM-CT, n:21) e d) ausência de melasma 

sem o uso de tintura capilar (grupo SM-ST, n:21). Os critérios de inclusão foram de 

mulheres ou homens com e sem melasma, com e sem uso de tinturas capilares, acima 

de 18 anos, que fizeram uso do ambulatório da Faculdade de Medicina do ABC. 

As características clínicas destes pacientes foram cadastradas no Laboratório 

de Análises Clínicas da FMABC. De cada participante, foram coletados 5mL de        

sangue periférico por venopunção, em tubos com EDTA. Todos os pacientes               

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este estudo teve 

aprovação da Plataforma Brasil, do Comitê de Ética em Pesquisa do Centro 

Universitário FMABC/ Faculdade de Medicina do ABC (protocolo 2.611.929). Esse 

trabalho foi desenvolvido com o Setor de Dermatologia da Faculdade de Medicina do 

ABC, com a  supervisão da Dra. Daphine Giglio. 

  

 2.2 Extração de RNA Total: O RNA total foi extraído do sangue periférico utilizando 

o reagente TRIzol (Invitrogen Corp., Carlsbad, Califórnia, USA, número de catálogo 

15596-026), seguindo as instruções do fabricante.  A concentração de RNA total        

extraído foi estimada por espectrofotometria (NanoVue Plus, GE Health Care).       

            

2.3 Síntese de DNA: A síntese de cDNA foi realizada a partir de 0.5 ug de RNA total, 

utilizando o QuantiNova™ Reverse Transcription Kit (Qiagen, número de catálogo 

205413) seguindo as instruções do fabricante.  

             

2.4 qPCR: a expressão dos genes hMSH2, hMSH6 e MC1-R foi avaliada por PCR em 

tempo real (qPCR). Os primers específicos para cada gene selecionado foram                    

desenhados com o auxílio do programa Primer3 Input 0.4.0 software. A sequência dos 

primers desenhados e características de seus amplicons encontram-se descritos na 

Tabela 1. Para a normalização da expressão relativa dos genes-alvo, foram utilizados 

valores de expressão do gene referência RPL13α. As amplificações ocorreram em um 
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termociclador Applied Biosystems 7500 Real Time PCR Systems (Applied            

Biosystems, Foster City, CA, EUA) em um volume final de 15 µL contendo: 1X SYBR 

Green mix (Quantitec SYBR Green PCR kit, QIAGEN cat. no. 204054), 25 pmol de 

cada primer específico e 2 μL cDNA. Os parâmetros cíclicos foram de um passo inicial 

de hot start a 95 ºC for 10 min, seguido por 40 repetições de 95 ºC por 15 sec e 60 ºC 

por 25 sec. 

 

Tabela 1. Primers específicos e seus amplicons 

Gene Sequência de nucleotídeos dos primers (5´- 3´)  Amplicon (bp) 

hMSH2 F- CCTTGTAAAACCTTCATTTGATCC 

R- ATCCAAACTGTGCACTGGAA 

157 

hMSH6 F- GAACATTCATCCGCGAGAAA 

R- TGAGGGCTCATCACAAACTG 

250 

MC1R F- CGGTCCAGAGGTGTCGAAT 

R- CATGCCTGCCTCCTTCCATC 

224 

RPL13α F- TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA 

R- CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA 

126 

A diferença de expressão entre os genes estudados foi determinada pela fórmula       

2^-(ΔCQ) 25. 
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3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As variáveis quantitativas foram expressas em freqüências absolutas e              

relativas. Para avaliação do comportamento (expressão) dos genes propostos nos   

pacientes deste estudo foi utilizado o Teste t-Student.  Os cálculos estatísticos foram 

realizados por meio do programa NCSS. Foi usado o teste de Mann-Whitney para 

estudar associação dos marcadores segundo o grupo com a presença de melasma. 

Para as análises utilizou-se o nível de confiança 95%. O programa utilizado foi o Stata 

versão 11.0. Utilizou-se Análise de Variância ANOVA. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para o estudo da relação entre os marcadores propostos e o Melasma foram 

incluídos 90 participantes. As características dos participantes incluídos                         

encontram-se descritas na Tabela 2. 

Tabela 2. Caracterização da amostra pelo programa Stata versão 11.0 

Variáveis N % 

Melasma   

   Não 42 46,67 

   Sim 48 53,33 

Sexo   

   Feminino 77 85,56 

   Masculino 13 14,44 

IMC – Índice de Massa Corporal   

   Peso normal 40 44,44 

   Sobrepeso 50 55,56 

Profissão   

   Exposição a adversidades 65 72,22 

   Sem exposição 25 27,78 

Fototipo   

   Sempre queima, bronzeia minimamente 10 11,11 

   Queima moderadamente/bronzeia gradualmente 25 27,78 

   Queima minimamente/bronzeia bem 44 48,89 

   Raramente queima, bronzeia intensamente 11 12,22 

Exposição ao Sol   

   Não 39 43,33 

   Sim 51 56,67 

Queimaduras do Sol    

   Não  59 65,56 

   Sim 31 34,44 

Tratamentos anteriores do Melasma   

   Não 65 72,22 
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   Sim 25 27,78 

Uso de anticoncepcional (mulheres)   

   Não 27 35,07 

   Sim 50 64,93 

Relação anticoncepcional X Melasma (mulheres)   

   Não 41 53,25 

   Sim 9 11,68 

Relação Melasma X gestação (mulheres)   

   Não 57 74,03 

   Sim 20 25,97 

Usa Tintura Capilar (mulheres/homens)   

   Não 27/12 35,07/92,31 

   Sim 50/01 64,93/7,69 

Reações Tintura Capilar (mulheres/homens) 

   Não 
37/13 74,0/100 

   Sim 13/0 26,0/0,00 

Familiares dos Participantes com Melasma                                                       

    Não                                                                                  15               31,25 

    Sim  33                68,75 

 

           Em um estudo histoquímico de pele com melasma feito por Noh e                        

colaboradores com 197 mulheres asiáticas26, foi feita uma correlação entre a presença 

de Melasma e o uso de cosméticos. Foram identificadas duas manifestações de 

melasma, com e sem inflamação, nos quais 50 pacientes (25,4%), apresentaram 

inflamação, com infiltração de células inflamatórias na pele lesionada em um grau  

superior aos sem inflamação, como também  manifestação de coceira, formigamento, 

ressecamento e eritema, fatores que contribuem para o agravamento da lesão 26.   

Dentre essas 50 participantes, 46 (23.4%) apresentaram sensibilização e coceira 

como resposta ao uso de cosméticos. A pele exposta pode conter um nível elevado 

de  células inflamatórias, gerando um processo inflamatório subclínico, tanto na pele 

do couro cabeludo após tintura, como na pele com melasma. Há um significativo 

aumento no número e tamanho de vasos sanguíneos na pele lesionada do melasma, 

o que sugere que o eritema observado no melasma pode ser por angiogênese ou por 

telangiectasia (dilatação de pequenos vasos sanguíneos) 26. Angiogênese é a 
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formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos pré existentes e é restrita a 

vasculatura perifolicular durante a fase de crescimento de folículos capilares em pele 

normal. A pele pode iniciar uma resposta angiogênica durante a cicatrização de feridas 

e inflamação 26. 

            Dos 90 participantes deste estudo, 80 participantes (88,89%) possuem os 

fototipos 3, 4 e 5, de acordo com a tabela de Fitzpatrick, que se referem à pele morena. 

Dentre 90 participantes há 77 mulheres (85,55%), destas 50 (64,93%) usam 

anticoncepcional, das quais 9 (11,69%) acreditam haver relação do uso do 

anticoncepcional com o surgimento do melasma e 20 (25,97%) associam melasma 

com gestação. 50 mulheres (64,93%) usam tintura capilar, destas 13 (26,00%) 

apresentam eventos adversos após o uso de tintura capilar. Dentre os 13 

homens(14,44%)  que participaram deste estudo, 1 (7,69%) usa tintura capilar e não 

apresentou reações adversas. Observou-se que dentre os 48 participantes com 

Melasma 33 (68,75%) tem antecedentes familiares com Melasma.  

Dados epidemiológicos   revelam a ocorrência de melasma em 14,5-56,0% de 

mulheres grávidas e 11,30–46,0 % de indivíduos que usam contraceptivos em 

diferentes países que incluem  Singapura, Irã, Tunísia, Índia e Brasil. Estrogênio e 

progesterona são hormônios sexuais femininos que estão associados ao 

desenvolvimento do melasma. Estudos histoquímicos revelaram aumento de 

expressão de progesterona e estrogênio na pele com melasma11. 

  De acordo com os dados da Cosmetovigilância, eventos adversos com o uso 

de tinturas capilares é de 6% 27,28. Tinturas capilares são identificadas como causa de 

efeitos adversos à saúde, especialmente dermatite de contato alérgica 29,30. A sua 

associação com doenças     sistêmicas e câncer também foi sugerida29,31,32. Irritações 

da pele podem incluir sintomas de vermelhidão, feridas, coceira, sensação de 

queimadura e desconforto. A irritação cutânea local é reconhecida por estimular o 

couro cabeludo, pescoço, testa, orelhas e pálpebras29,33. A tintura capilar induz 

mecanismos antiinflamatórios e são potentes sensibilizantes em ativar as células T 

inflamatórias29,34. Isso pode explicar o porquê de alguns consumidores poderem usar 

tinturas repetidamente sem  desenvolver alergias perceptíveis29,35. 
                Estudos histológicos epidérmicos in vitro feitos com uma tintura capilar           

contendo p-fenilenodiamina, resorcinol e peróxido de hidrogênio identificaram              

indicadores de irritação da pele, tais como viabilidade epidérmica, dano aos               

queratinócitos e perda de barreira, que revelaram a presença de significativo dano 
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epidérmico com afrouxamento do extrato córneo e descolamento da camada             

epidérmica superior, ambos sinais típicos de citotoxicidade36. A exposição da tintura 

no cultivo celular alterou a formação celular da camada granular, com aumento visível 

no número de células apoptóticas, além de provocar uma aparente dilatação dos 

espaços extracelulares na camada basal inferior dos queratinócitos, que                    

apresentaram os núcleos celulares hipercromáticos37. A reação entre o intermediário 

primário, p-fenilenodiamina, com o acoplador resorcinol e o oxidante, o peróxido de 

hidrogênio, também pode induzir a formação de radicais livres OH (hidroxila). A             

liberação desses radicais livres pode ser uma possível razão para o aumento da         

toxicidade na pele, resultando na disrupção epidérmica, que pode eventualmente      

aumentar a alergia ou irritação após a exposição38-41. Para compreender a extensão 

do dano, foi feita uma avaliação da exposição frente à depleção de filagrina. Filagrina 

é uma proteína essencial da pele produzida pelos queratinócitos que regula a            

permeabilidade dérmica e a função barreira da pele. A depleção da filagrina leva a 

múltiplas mudanças morfológicas epidérmicas e é frequentemente observada em   

alergias e dermatites atópicas. Nesse estudo se constatou a redução da expressão 

de filagrina42. 

 Essa experimentação in vitro retratou a citotoxicidade provocada pelos 

ingredientes de uma tintura capilar via diminuição da filagrina, o que a nossa pesquisa 

pretende avaliar com os marcadores deste estudo. 

           Para as análises do perfil de expressão gênica, os participantes foram divididos 

em 4 grupos, sendo eles: grupo CM-CT (com melasma com tintura capilar, n=30), com 

melasma sem tintura capilar (n=18), sem melasma com tintura capilar (n=21), sem 

melasma sem tintura capilar (n=21). Os valores médios de expressão dos marcadores 

encontram-se na Tabela 3 . 

 

Tabela 3. Valores médios e desvio padrão de expressão dos marcadores 

Gene CM-CT CM-ST SM-CT SM-ST p* 

hMSH2 0,029 (0,034) 0,0170 (0,018) 0,0230 (0,020) 0,0310 (0,038) 0,777 

hMSH6 0,1090 (0,37) 0,0260 (0,025) 0,0370 (0,023) 0,078 (0,10) 0,058 

MC1R 0,0018 (0,004) 0,0012 (0,015) 0,0006 (0,0008) 0,0017 (0,0023) 0,073 

Valores de expressão obtidos pela fórmula 2^- ( ΔCP )  * ANOVA  

CM-CT: com melasma/com tintura; CM-ST: com melasma/sem tintura; SM-CT: sem melasma/com      

tintura; SM-ST: sem melasma/sem tintura. 
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Como pode ser visto, a expressão média do gene hMSH6 tem significância  

estatística nos indivíduos que já apresentam o melasma e fazem uso da tintura capilar 

quando comparado aos demais indivíduos.  

Anormalidades na membrana basal da pele com melasma, a presença de       

degeneração vacuolar das células basais e a sua disrupção, revelam a relação da 

exposição crônica à radiação ultravioleta e o melasma, facilitando a descida dos 

melanócitos dentro da derme. Como consequência, o tratamento do melasma acaba 

sendo recorrente e sinaliza um mecanismo de gatilho dos genes de reparo43. 

Fatores vinculados à tintura capilar pela presença de corantes e ingredientes 

tais como compostos aromáticos como o fenol e o resorcinol, podem interferir na          

tirosinase e no MC1R, prejudicar a síntese de melanina e ativar o processo de reparo 

do DNA através da expressão dos genes de reparo hMSH2 e hMSH644. 

Uma super expressão de hMSH6 está associada à uma baixa taxa de                 

sobrevivência em pacientes com Carcinoma de Célula Escamosa Oral e a uma           

ausência de resposta na quimioterapia de pacientes com Osteosarcoma, assim como, 

de prognóstico desfavorável em casos de melanoma e mesotelioma pleural45.             

Entretanto, um número crescente de câncer tem sido associado com diminuição no 

mecanismo de MMR (Mismatch Repair), como câncer de colo, endométrio e de      

próstata45,46 . A imunoexpressão de todas a proteínas MMR diminuem com o aumento 

da severidade da lesão; a perda de expressão do hMSH6 na camada basal celular 

das lesões do carcinoma in situ pode se tornar um potencial biomarcador no                  

diagnóstico dessas lesões47. Em nosso estudo, o marcador hMSH6  sugere uma        

ativação do Sistema de Reparo de Erros de Pareamento de Bases do DNA (MMR – 

Mismatch) após um stress genotóxico48. 

Em seguida, as amostras foram agrupadas de acordo com a presença/              

ausência de melasma, independentemente do uso de tintura, a fim de verificar se esta 

condição dermatológica está associada com a expressão dos marcadores sob estudo. 

A Figura 1 mostra a diferença de expressão dos marcadores nos dois grupos. 
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Figura 1. Representação gráfica da expressão de MC1R (A), hMSH2 (B) e hMSH6 (C) em indivíduos 

sem melasma (SM) ou com melasma (CM).ANOVA. 

  

 Como pode ser visto, a expressão de hMSH6 tem significância                            

estatística (SM=0,14; CM=0,37; p=0,02) nos indivíduos com melasma. Algumas         

características do melasma como a disrupção da membrana basal, a degradação do 

colágeno IV, a elastose solar sugerem que o fotoenvelhecimento gerado pela intensa 

exposição solar tem um papel crucial no desenvolvimento do melasma, com possíveis 

danos ao DNA e ativação do seu sistema de reparo1- 11. A significância da expressão 

de hMSH6 pode se dar pelos conhecidos efeitos genotóxicos implícitos na exposição 

crônica à radiação ultravioleta e pela recorrência do melasma pós tratamentos, como 

um mantenedor do equilíbrio genômico44. 

 

Para avaliação da influência do uso da tintura sobre a expressão dos genes 

sob estudo, independentemente da presença ou não de melasma, as amostras foram 

divididas em dois grupos, sendo eles CT (com uso de tintura) e ST (sem uso de            

tintura). Os dados encontram-se na Figura 2. 

 

 
Figura 2. Representação gráfica da expressão de MC1R (A), hMSH2 (B) e hMSH6 (C) em indivíduos 

que usam (CT) ou não (ST) a tintura capilar. ANOVA. 
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Como pode ser visto, a expressão do gene MC1R tem significância estatística 

(ST= 0,0014; CT= 0,0012; p=0,03) no grupo de indivíduos que usam e não usam 

tintura, enquanto a expressão dos genes de reparo não é influenciada por esta 

variável. As características histopatológicas, a extensão da lesão do melasma, a 

comparação entre pele sã e lesada pode ser visualizada através de estudos 

histoquímicos; entretanto, a expressão dos genes de reparo podem ser identificados 

tanto com o uso de tecido como o de sangue conforme foi utilizado nesse estudo, uma 

vez que MC1R é encontrado em melanócitos e leucócitos, detectado na pele e no 

sangue13,49. Este gene tem papel importante na regulação pigmentar e é um 

determinante crítico da manutenção dos caminhos do genoma celular13. As 

melanocortinas aumentam os mecanismos de defesa antioxidante pela inibição de 

geração de espécies reativas de oxigênio, com isso diminuem radicais livres em 

melanócitos13.   Nesse estudo o  aumento de MC1R nos participantes com e sem 

tintura pode ser um indicador da homeostase da pele, pela ação de defesa dos 

melanócitos13. 
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5 CONCLUSÃO 

 

A expressão do marcador hMSH6, sugere uma ativação no Sistema de Reparo 

de Erros de Pareamento de Bases do DNA (MMR – Mismatch), após um stress           

genotóxico, no grupo dos participantes que tem melasma e que usa tintura capilar 

permanente (CM-CT), no estudo comparativo feito entre os quatro grupos (CM-

CT/CM-ST/SM-CT/SM-ST) e nos participantes que tem Melasma, no estudo de 

expressão dos marcadores em participantes com e sem Melasma. 

A ação concomitante de ter o melasma e usar tintura capilar é o gatilho para o 

aumento do gene de reparo hMSH6.  

O aumento de MC1R nos participantes sem e com tintura pode desempenhar 

um papel significante na imunorreatividade do hMSH6, já que os efeitos do α-MSH 

são mediados pelo MC1R, como também, ser um indicador da homeostase da pele, 

pela ação de defesa dos melanócitos. 
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ANEXO TCLE 

TCLE – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Prezado Participante da Pesquisa, 

 A médica dermatologista Dra Daphine Giglio  está tratando o seu melasma, e eu, 

Sonia Isabel Friedlaender Reple, como  estudante de Mestrado do Centro 

Universitário Faculdade de Medicina da Fundação ABC venho convidá-lo a participar 

de uma pesquisa que tem o objetivo de  determinar as causas do melasma. O título 

da pesquisa é “Avaliação da relação do melasma e sua relação com tireoideopatia 

causada por toxicidade e inflamação”, através de sorologia e dosagem de sangue 

periférico em pacientes com melasma. Gostariamos que lessem o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido  em anexo que detalha o que iremos fazer. 

Se você tiver dúvidas e/ou perguntas sobre seus direitos como participante deste  

estudo e/ou insatisfeito com a maneira como o estudo está sendo realizado, você 

pode entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de 

Medicina do ABC pelo endereço Avenida Lauro Gomes 2000 , 2º andar – Prédio  

CEPES- Santo André – SP- ou pelo telefone 11-4993-5453. O horário de 

atendimento é de segunda a sexta das 8h00 às 16h00. O Comitê de Ética é 

responsável pela avaliação e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as 

pesquisas       envolvendo seres humanos, visando assegurar a proteção, a 

dignidade, os direitos, a segurança e o bem estar do participante da pesquisa. 

Atenciosamente, 

 

_______________________________________          _________________ 

Sonia Isabel Friedlaender Reple                                     Rubrica do Participante 

Estudante de Mestrado 
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ANEXO TCLE 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Pretendemos através deste estudo avaliar a presença no seu sangue de dez      

substâncias que poderão nos ajudar a prever a causa e o provável tratamento que 

será prescrito para tratar de sua saúde. O nome destas substâncias são TSH, T4    

livre, Anticorpo Antiperoxidase, Anticorpo Antitireoglobulina,  FSH, LH, Interleucina 6, 

Sistema de Reparo MSH2 e MSH6, Receptor de Melanocortina MC1R.Este estudo 

será conduzido na Faculdade de Medicina do ABC, e consistirá de coletas de       

sangue efetuadas antes de seu tratamento. Há um risco mínimo na punção,            

introdução da agulha no momento da coleta. Você não terá custo  para participar 

deste estudo. Os benefícios serão a identificação da origem do melasma que        

auxiliará aos médicos a tratar diretamente a causa e a prevenir a sua volta através 

do tratamento de tireoideopatias e outras doenças que forem diagnosticadas. Você e 

o seu acompanhante não terão gastos com transporte e alimentação ao participar da 

pesquisa. Em caso de danos decorrentes da pesquisa você terá direito à                

indenização e receberá assistência integral e imediata pelo tempo que for              

necessário. Garantimos a confidencialidade dos seus dados. Você receberá uma via 

do documento assinada e/ou rubricada por mim pesquisador e por você participante 

em todas as páginas. Como não sabemos se o achado destas substâncias no seu 

sangue tem ou não    alguma importância, seu tratamento poderá ser o mesmo das 

demais pacientes com as suas características tratadas no consultório de 

Dermatologia.Se você não concordar em participar deste estudo você será tratado 

da mesma maneira sem nenhuma mudança. Sinta-se, portanto, à vontade de 

recusar sua          participação neste estudo caso você não queira ser incluído nele. 

Da mesma forma, se você concordar em participar, você poderá sair do estudo a 

qualquer momento sem prejuízo da continuidade de seu tratamento. O pesquisador 

estará à sua disposição para quaisquer dúvidas ou esclarecimentos. Além disso 

você também pode entrar em contato para suas dúvidas quanto ao       estudo 

diretamente com o Comitê de Ética da Faculdade de Medicina do ABC. Se você 

concordar em participar, preencha e assine o formulário abaixo 

Data:____________ Pesquisador :_______________________________________ 

Participante__________________________________________________________ 
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ANEXO TCLE 

 

 

Eu, __________________________________ RG:_________________ 

Concordo em participar do estudo acima e, para tal, concordo em deixar que          

coletem meu sangue hoje conforme explicado acima. 

 

__________________________                   ____________________________     

   Assinatura do Participante                                   Nome por extenso 

 

 

__________________________                          ____________________________    

Testemunha (se analfabeto)                                    Assinatura da testemunha 
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ANEXO CEP 
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ANEXO SUBMISSÃO JOURNAL OF COSMETIC DERMATOLOGY 
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ANEXO LETTER SUBMETIDO A JOURNAL OF COSMETIC DERMATOLOGY       

        Genotoxicity of permanent hair dye associated with melasma 

To the Editor, 

Melasma is a chronic and recurrent melanogenesis disorder that constitutes a common 

acquired dyschromia that symmetrically affects exposed areas.1 Although numerous factors are 

involved in the etiology of melasma, none of them can be held solely responsible for its 

development.1,2 However, immunohistochemical findings suggest that the strong 

immunoreactivity of melanocyte stimulating hormone (α-MSH) in melasma lesions2 is one of 

the main factors in the genesis of this disease. The effects of α-MSH are mediated by the 

melanocortin-1 receptor (MC1R), which is expressed on the surface of melanocytes and is 

considered key for pigmentation.2  

Among cosmetics, hair dyes containing permanent colouring agents are the most used 

for their durability and colour quality. The chemical compounds present in these hair dyes as 

such as colouring agents, precursors, couplers and alkalinizers are considered the most reactive 

ingredients in the cosmetic industry3 and can be considered mutagenic and carcinogenic.4 But 

cells have a sophisticated DNA repair system that repairs damaged genetic material. These 

mechanisms are usually highly regulated in cells without exposure to genotoxic agents. 

However, in the case of exposure to these agents, this mechanism must be appropriately 

activated. The MMR system is responsible for replacing bases or poorly matched 

insertions/deletions generated by the DNA replication process or by damage caused by 

chemical compounds.5 A crucial component of the MMR system is the MutS - homologue 2 

(hMSH2) protein that recognizes mismatched bases through the formation of two heterodimers, 

which are hMSH2-hMSH6 (MutS α)5 active at the start of the MMR pathway. Thus, we aimed 

to verify the expression of the hMSH2 and hMSH6 repair genes and of the MC1R gene in 
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individuals with and without melasma and to associate those with the use of permanent hair 

dye. 

In this preliminary study, 90 participants were included. The average expression of the 

hMSH6 gene is higher in individuals who already have melasma and use hair dye when 

compared to other individuals (Figure 1). 

To assess the influence of the use of hair dye on the expression of the studied genes, 

regardless of the presence or absence of melasma, the samples were divided into two other 

groups, those being DP (dye present) and DA (dye absent) (Figure 2). The expression of the 

MC1R gene is greater in the group of individuals who do not use hair dye (DA=0.0014; 

DP=0.0012; p=0.03).  

Thus, our results showed that hMSH6 expression was higher in those who already have 

melasma and use hair dye. Therefore, melasma treatment ends up being recurrent and signals a 

trigger mechanism for repair genes6. Factors linked to hair dye due to the presence of colouring 

agents and ingredients such as aromatic compounds can interfere with tyrosinase and MC1R, 

impair melanin synthesis and activate the DNA repair process through the expression of the 

hMSH2 and hMSH6 repair genes.7 In our study, the hMSH6 marker suggests an activation of 

the DNA Base Pairing Mismatch Repair System after genotoxic stress.7 But hMSH6 expression 

is also higher in individuals with melasma, regardless the use of hair dye. Some characteristics 

of melasma such as disruption of the basal membrane, degradation of collagen IV and solar 

elastosis suggest that the photoaging caused by intense sun exposure plays a crucial role in its 

development, with possible damage to DNA and activation of its repair system.1,2  

MC1R expression, by its turn, is higher in those individuals who do not use hair dyes. 

This gene plays an important role in pigment and anti-inflammatory regulation.3 So the 

increased MC1R in participants who did not use hair dye may be an indicator of cell genome 

maintenance. 
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Figures Legends 

 

Figure 1. Graphical representation of MC1R (A), hMSH2 (B) and hMSH6 (C) expression in 

individuals without melasma (MA) or with melasma (MP). 

Figure 2. Graphical representation of MC1R (A), hMSH2 (B) and hMSH6 (C) expression in 

individuals who use (DP) hair dye or do not use (DA) hair dye. ANOVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

 

ANEXO STATUS DA SUBMISSÃO DA LETTER NO JCD 

 

 

 

 


