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RESUMO

Introducdo: Melasma é uma disfungéo crénica e recidivante da melanogénese em
humanos e constitui uma discromia adquirida comum que afeta simetricamente as
areas expostas. Em estudos epidemioldgicos mais de 25% dos participantes
associaram a exposicao solar ao Melasma. A radiacdo ultravioleta estimula a
melanogénese através de efeitos diretos nos melandcitos e indiretos nos fatores
melanogénicos liberados pelos queratinécitos. A expressdo aumentada de varios
fatores € observada na pele lesada hiperpigmentada, uma delas € a ligagdo dos
peptideos derivados de proopiomelanocortinas (POMC) com MC1R. Além disso,
estimulos inflamatorios induzem a melanogénese e ativam os genes de reparo.
Objetivo: Verificar a expressao dos genes de reparo hMsh2 e hMsh6 (MutS homolog
protein 2 e 6) e do MC1R em individuos com e sem Melasma e associar o uso de
tintura de cabelo com o Melasma e as demais variaveis sécio — demograficas.
Material e métodos: Avaliar a expressao dos marcadores MC1R, hMSH2 e hMSH6
por gPCR no sangue periférico de quatro grupos, divididos de acordo com o uso de
tintura capilar e a presenga de Melasma, que totalizaram 90 participantes.
Resultados: Nos dados do grupo de participantes com Melasma e usam tintura capilar,
ha uma ativacdo do gene de reparo de hMSH6 o que sugere a presenca de
genotdxicos nesta populagéo.

Conclusdo: A acdo concomitante de ter o Melasma e usar tintura capilar é o gatilho,
para o aumento da expressédo do gene de reparo hMSH6. O aumento de MC1R nos
participantes sem e com tintura capilar pode ser um indicador da manutencado 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 h(MSH2 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; hMSHZ2; hMSH6.
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1 INTRODUGAO

Melasma € uma disfungao crénica e recidivante da melanogénese em humanos
e constitui uma discromia adquirida comum que afeta simetricamente as areas
expostas . Esta disfungdo é caracterizada por maculas hipercromicas acastanhadas
de diversas tonalidades, simétricas e irregulares na face e areas fotoexpostas.
Histologicamente, observa-se na pele com melasma uma hipertrofia melanocitica
localizada, sem aumento no nimero dos melandcitos, porém com aumento do numero
e maturidade dos melanossomas, hiperpigmentacdo melénica de todas as camadas
da epiderme 23.

A pigmentacdo melanica da pele pode ser estimulada por diferentes vias de
sinalizagao, sendo a radiagao ultravioleta, citocinas dérmicas e inflamacao epidérmica
os modelos mais usuais *8. Alteragcdes dérmicas como dano estrutural a zona de
membrana basal, melandcitos em péndulo, elastose solar, proliferacéo vascular, além
da expressao de mediadores inflamatdrios, fatores de crescimento, expressao epitelial
de melanocortina, receptores dos horménios sexuais deixam claro que o melasma é
uma complexa interagdo epidermo-melanica entre queratindcitos, fibroblastos
dermais, mastdcitos e células endoteliais vasculares 8.

O melandcito € uma célula especializada na sintese e transporte de melanina
e se distribui por todo o tegumento, com alta concentracédo na face. Diferentes
estimulos levam a sua ativacgéo e interferéncia com os padroes de melanogénese .
O estimulo baseado em RUV (radiagao ultravioleta) induz a expressédo do gene da
proteina tumoral 53 (TP53-Tumoral Protein 53) nos queratindcitos que promovem a
sintese de proopiomelanocortinas (POMC - derived peptides proopiomelanocortin),
dentre elas o horménio estimulante dos melandcitos alfa (a-MSH Melanocyte
Stimulating Hormone), que se liga aos receptores de melanocortina 1 (MC1R -
Melanocortin-1-Receptor ) e promove a sintese da tirosinase a partir da ativagdo do
gene do fator de transcricdo 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 melandécitos levando ao
mesmo processo*%°. Estimulos inflamatérios ativam a secregdo de endotelina e
interleucina 1 (IL1- Interleucin 1), que induzem a melanogénese, os genes de reparo

de DNA e a ativagéo da via Wnt/beta catenina ( Wnt )*510,



Outros fatores potencialmente envolvidos com a formagao do melasma incluem
0 aumento do numero e tamanho de vasos sanguineos com incremento da expressao
do fator de crescimento endotelial vascular ( VEGF — Vascular Endothelial Grow
Factor) sugerindo uma patogenicidade da vasculatura®'!, a ativagio feita pelo a-MSH
sobre o caminho do adenosina monofosfato ciclico (CAMP 3, 5" - cyclic adenosine
monophosphate) leva a uma alcalinizagdo dos melanossomos para propiciar um pH
propicio ao desempenho da enzima tirosinase no processo de melanogénese*?® |
diminuicdo do miR-675, um micro-RNA derivado do RNA do H19 , o que interfere
com a sintese das enzimas associadas a melanogénese, tais como tirosinase e as
proteinas relacionadas a tirosinase 1 e 2 (TRP-1/TRP - 2 tyrosinase related proteins
1 and 2)*51011: aumento da expressdo do fator de crescimento neural e respectivo
receptor ( NGF- Nerve Growth Factor)>'!; aumento do a-MSH com MC1R5; aumento
do PDZ domain containing (PDZK1-PDZ domain containing protein kidney 1) em
melandcitos e queratindcitos 451; aumento do fator de crescimento célula tronco (SFC
— Stem Cell Factor) a partir de fibroblastos dérmicos; reduzido fator inibitério Wnt
fator-1(WIF-1 — Wht inhibitory fator-1) em fibroblastos dérmicos e queratindcitos
epidérmicos*>'1,

Todos esses elementos sugerem a sua participacdo na patogénese do
melasma, evidenciando haver um padrdo individual de pigmentacdo que envolve
diferentes vias, indicando que o melasma se constitui em uma hiperpigmentacgao
melanica distinta de demais dermatoses pigmentares*>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 regides
do pais'?. Sua incidéncia predomina entre mulheres hispéanicas, asiaticas, africanas
ou descendentes do Oriente Médio, com antecedente familiar positivo para Melasma’-
4.

Embora inumeros fatores estejam envolvidos na etiologia da doenga, tais como
gravidez, uso de pilulas anticoncepcionais, fatores genéticos, uso de medicamentos
anticonvulsivos, exposicao solar, disturbios da tiredide, uso de produtos cosméticos e
alteracdes na expressao génica como as citadas anteriormente, nenhum deles pode
ser responsabilizado isoladamente pelo seu desenvolvimento'*81!  Achados
imunohistoquimicos sugerem que uma forte imunorreatividade de a-MSH na pele
lesada? de melasma é um dos principais fatores na génese dessa doenga. A

exposicao a luz ultravioleta estimula a produgdo da melanocortina dentro dos



melandcitos e queratindcitos, o que justifica o envolvimento desse horménio na
patogénese do melasma. Entretanto, a existéncia de um ainda desconhecido caminho
sinalizador, com aumento de expressao de MC1-R, que pode desempenhar um papel
significante nessa maior imunorreatividade ao a-MSH, deve ser investigada. Os
efeitos do a-MSH sdo mediados pelo MC1-R, que é expresso na superficie dos
melandcitos e é considerado o ponto chave para pigmentagéo?'314,

As células apresentam um sofisticado sistema de reparo do DNA (DDR — DNA
damage repair) que remove as lesdes presentes no material genético e, assim,
mantém a estabilidade gendmica. Estes mecanismos costumam ser altamente
regulados em células sem exposi¢cao a agentes genotéxicos. Entretanto, no caso de
exposicao a estes agentes, este mecanismo deve ser adequadamente ativado. O
sistema MMR é responsavel pela substituicido de bases ou inser¢des/delecbes mal
pareadas geradas pelo processo de replicacao do DNA ou por danos causados por
compostos  quimicos??24, Sendo assim, suas proteinas 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 proteina hMSH2 reconhece bases mal pareadas através da formacdo de dois
heterodimeros, sendo eles h(MSH2-hMSH6 (MutS a) e hMSH2-hMSH3 (MutS 3)?2-24.

O sistema MutS a é ativo no inicio da via de reparo MMR. Nos seres humanos,
os complexos heterodiméricos MutS a e MutS B desempenham papéis essenciais no
processo de reparo do DNA. Suas fungdes podem ser distintas pelos erros que
corrigem??. O heterodimero MutSa reconhece insergbes de apenas uma base
nitrogenada, enquanto os erros maiores de duas a seis bases nitrogenadas sao
reconhecidos pelo complexo MutSB. O promotor do gene MSHZ2 é ativado pela
exposicao a luz ultravioleta e pelo fator de transcricdo p53, considerado um fator
induzido por agentes genotdxicos??.

Dentre os cosméticos, as tinturas que contém corantes permanentes sao as
mais utilizadas pela durabilidade e qualidade da cor. Os compostos quimicos
presentes nas tinturas capilares permanentes como corantes, precursores,
acopladores, entre outros, sdo considerados os ingredientes mais reativos da industria
cosmética’®. 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 mutagénicos e carcinogénicos'®-'8, 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 cabelos'”19, Estudos feitos na primeira década dos anos 2000 mostraram um
aumento para 42% das mulheres e 25% dos homens com habitos de coloragcao dos
cabelos. No Brasil, um estudo do Target Group Index mostrou que 26% da populagao
adulta utiliza pintura para cabelo, da qual 85% sdo mulheres e 15% sdo homens'7:19.20,
Estudos feitos com especialistas na area de segurancga e saude publica apontam para
possivel risco a saude do consumidor na reagao de produtos formados pela oxidagao
dos corantes capilares durante todo o processo de coloragdo capilar, que podem ser
sensibilizantes de fortes a extremos e provocar alergias e dermatites?'. Efeitos
genotdéxicos podem estar relacionados a estrutura azo presente na composi¢cao dos
corantes capilares; em ensaios in vitro, esta estrutura azo pode indicar
mutagenicidade e carcinogenicidade'”.

O objetivo desse estudo foi verificar a expressao dos genes de reparo hMSH?2
e hMSH6 e do gene MC17-R em individuos com e sem melasma e associar com 0 uso
de tintura capilar permanente e com as demais variaveis sécio - demograficas e

clinicas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Participantes: Para a avaliagao do perfil de expressdo dos genes do sistema
Muta e MC1-R, foram incluidos 90 pacientes, divididos em quatro grupos a saber: a)
presenca de melasma sem o uso de tintura capilar (grupo CM-ST, n:18); b) presenca
de melasma com o uso de tintura capilar (grupo CM-CT, n:30); c) auséncia de
melasma com o uso de tintura capilar (grupo SM-CT, n:21) e d) auséncia de melasma
sem o uso de tintura capilar (grupo SM-ST, n:21). Os critérios de inclusdo foram de
mulheres ou homens com e sem melasma, com e sem uso de tinturas capilares, acima
de 18 anos, que fizeram uso do ambulatério da Faculdade de Medicina do ABC.

As caracteristicas clinicas destes pacientes foram cadastradas no Laboratério
de Analises Clinicas da FMABC. De cada participante, foram coletados 5mL de
sangue periférico por venopung¢do, em tubos com EDTA. Todos os pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este estudo teve
aprovacdo da Plataforma Brasil, do Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario 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 supervisdo da Dra. Daphine Giglio.

2.2 Extragao de RNA Total: O RNA total foi extraido do sangue periférico utilizando
o reagente TRIzol (Invitrogen Corp., Carlsbad, Califérnia, USA, niumero de catalogo
15596-026), seguindo as instrugbes do fabricante. A concentracdo de RNA total

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

2.3 Sintese de DNA: A sintese de cDNA foi realizada a partir de 0.5 ug de RNA total,
utilizando o QuantiNova™ Reverse Transcription Kit (Qiagen, nimero de catalogo

205413) seguindo as instru¢des do fabricante.

2.4 qPCR: a expressao dos genes hMSH2, hMSH6 e MC1-R foi avaliada por PCR em
tempo real (QPCR). Os primers especificos para cada gene selecionado foram
desenhados com o auxilio do programa Primer3 Input 0.4.0 software. A sequéncia dos
primers desenhados e caracteristicas de seus amplicons encontram-se descritos na
Tabela 1. Para a normalizagdo da expressao relativa dos genes-alvo, foram utilizados

valores de expressao do gene referéncia RPL13a. As amplificagdes 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 pL contendo: 1X SYBR
Green mix (Quantitec SYBR Green PCR kit, QIAGEN cat. no. 204054), 25 pmol de
cada primer especifico e 2 yL cDNA. Os parametros ciclicos foram de um passo inicial
de hot start a 95 °C for 10 min, seguido por 40 repeti¢gdes de 95 °C por 15 sec e 60 °C
por 25 sec.

Tabela 1. Primers especificos e seus amplicons

Gene Sequéncia de nucleotideos dos primers (5°-3")  Amplicon (bp)
hMSH2 F- CCTTGTAAAACCTTCATTTGATCC 157
R- ATCCAAACTGTGCACTGGAA
hMSH6 F- GAACATTCATCCGCGAGAAA 250
R- TGAGGGCTCATCACAAACTG
MC1R F- CGGTCCAGAGGTGTCGAAT 224
R- CATGCCTGCCTCCTTCCATC
RPL13a F- TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA 126

R- CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA

A diferenca de expressao entre os genes estudados foi determinada pela férmula
2"-(ACQ) 25
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3 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis quantitativas foram expressas em frequiéncias absolutas e
relativas. Para avaliagcao do comportamento (expresséo) dos genes propostos nos
pacientes deste estudo foi utilizado o Teste t-Student. Os calculos estatisticos foram
realizados por meio do programa NCSS. Foi usado o teste de Mann-Whitney para
estudar associagao dos marcadores segundo 0 grupo com a presenga de melasma.
Para as analises utilizou-se o nivel de confianga 95%. O programa utilizado foi o Stata

versao 11.0. Utilizou-se Analise de Varidancia ANOVA.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Para o estudo da relagao entre os marcadores propostos e o Melasma foram

incluidos 90 participantes. As caracteristicas dos

encontram-se descritas na Tabela 2.

participantes

Tabela 2. Caracterizagdo da amostra pelo programa Stata versédo 11.0

incluidos

Variaveis N %
Melasma

Nao 42 46,67

Sim 48 53,33
Sexo

Feminino 77 85,56

Masculino 13 14,44
IMC — indice de Massa Corporal

Peso normal 40 44,44

Sobrepeso 50 55,56
Profisséo

Exposicédo a adversidades 65 72,22

Sem exposicao 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
Exposicado ao Sol

Nao 39 43,33

Sim 51 56,67
Queimaduras do Sol

Nao 59 65,56

Sim 31 34,44
Tratamentos anteriores do Melasma

Nao 65 72,22
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Sim 25 27,78
Uso de anticoncepcional (mulheres)

Nao 27 35,07

Sim 50 64,93
Relagéo anticoncepcional X Melasma (mulheres)

Nao 41 53,25

Sim 9 11,68
Relagdo Melasma X gestacédo (mulheres)

Nao 57 74,03

Sim 20 25,97
Usa Tintura Capilar (mulheres/homens)

Nao 2712 35,07/92,31

Sim 50/01 64,93/7,69

Reacgdes Tintura Capilar (mulheres/homens)
37/13 74,0/100

Nao

Sim 13/0 26,0/0,00
Familiares dos Participantes com Melasma

Nao 15 31,25

Sim 33 68,75

Em um estudo histoquimico de pele com melasma feito por Noh e
colaboradores com 197 mulheres asiaticas?®, foi feita uma correlagéo entre a presenca
de Melasma e o uso de cosméticos. Foram identificadas duas manifestacbes de
melasma, com e sem inflamagéo, nos quais 50 pacientes (25,4%), apresentaram
inflamacé&o, com infiltragdo de células inflamatérias na pele lesionada em um grau
superior aos sem inflamagao, como também manifestagao de coceira, formigamento,
ressecamento e eritema, fatores que contribuem para o agravamento da lesdo 6.
Dentre essas 50 participantes, 46 (23.4%) apresentaram sensibilizagao e coceira
como resposta ao uso de cosméticos. A pele exposta pode conter um nivel elevado
de células inflamatérias, gerando um processo inflamatério subclinico, tanto na pele
do couro cabeludo apds tintura, como na pele com melasma. Ha um significativo
aumento no numero e tamanho de vasos sanguineos na pele lesionada do melasma,
0 que sugere que o eritema observado no melasma pode ser por angiogénese ou por

telangiectasia (dilatagdo de pequenos vasos sanguineos) 26. Angiogénese é a
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formacgao de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré existentes e é restrita a
vasculatura perifolicular durante a fase de crescimento de foliculos capilares em pele
normal. A pele pode iniciar uma resposta angiogénica durante a cicatrizagao de feridas
e inflamacao 6.

Dos 90 participantes deste estudo, 80 participantes (88,89%) possuem os
fototipos 3, 4 € 5, de acordo com a tabela de Fitzpatrick, que se referem a pele morena.
Dentre 90 participantes ha 77 mulheres (85,55%), destas 50 (64,93%) usam
anticoncepcional, das quais 9 (11,69%) acreditam haver relagcdo do uso do
anticoncepcional com o surgimento do melasma e 20 (25,97%) associam melasma
com gestacdo. 50 mulheres (64,93%) usam tintura capilar, destas 13 (26,00%)
apresentam eventos adversos apdés o uso de tintura capilar. Dentre os 13
homens(14,44%) que participaram deste estudo, 1 (7,69%) usa tintura capilar e ndo
apresentou reacdes adversas. Observou-se que dentre os 48 participantes com
Melasma 33 (68,75%) tem antecedentes familiares com Melasma.

Dados epidemiolégicos revelam a ocorréncia de melasma em 14,5-56,0% de
mulheres gravidas e 11,30-46,0 % de individuos que usam contraceptivos em
diferentes paises que incluem Singapura, Ira, Tunisia, india e Brasil. Estrogénio e
progesterona sao horménios sexuais femininos que estdo associados ao
desenvolvimento do melasma. Estudos histoquimicos revelaram aumento de
expressdo de progesterona e estrogénio na pele com melasma’’.

De acordo com os dados da Cosmetovigilancia, eventos adversos com 0 uso
de tinturas capilares é de 6% 2728, Tinturas capilares s&o identificadas como causa de
efeitos adversos a saude, especialmente dermatite de contato alérgica 2%%. A sua
associagdo com doengas  sistémicas e cancer também foi sugerida?®31-32_ |rritagbes
da pele podem incluir sintomas de vermelhidado, feridas, coceira, sensacdo de
queimadura e desconforto. A irritacdo cutanea local é reconhecida por estimular o
couro cabeludo, pescoco, testa, orelhas e palpebras?®33, A tintura capilar induz
mecanismos antiinflamatoérios e sdo potentes sensibilizantes em ativar as células T
inflamatorias?®34. Isso pode explicar o porqué de alguns consumidores poderem usar
tinturas repetidamente sem desenvolver alergias perceptiveis?®3.

Estudos histologicos epidérmicos in vitro feitos com uma tintura capilar
contendo p-fenilenodiamina, resorcinol e perdxido de hidrogénio identificaram
indicadores de irritagdo da pele, tais como viabilidade epidérmica, dano aos

queratinécitos e perda de barreira, que revelaram a presenga de significativo dano
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epidérmico com afrouxamento do extrato cérneo e descolamento da camada
epidérmica superior, ambos sinais tipicos de citotoxicidade36. A exposicdo da tintura
no cultivo celular alterou a formacgéao celular da camada granular, com aumento visivel
no numero de células apoptoticas, além de provocar uma aparente dilatacdo dos
espacos extracelulares na camada basal inferior dos queratinécitos, que
apresentaram os nucleos celulares hipercromaticos?”. A reagdo entre o intermediario
primario, p-fenilenodiamina, com o acoplador resorcinol e o oxidante, o peroxido de
hidrogénio, também pode induzir a formagao de radicais livres OH (hidroxila). A
liberacdo desses radicais livres pode ser uma possivel razdo para o aumento da
toxicidade na pele, resultando na disrupgcédo epidérmica, que pode eventualmente
aumentar a alergia ou irritagdo apds a exposi¢do3®4!. Para compreender a extensdo
do dano, foi feita uma avaliagdo da exposi¢ao frente a deplecgao de filagrina. Filagrina
€ uma proteina essencial da pele produzida pelos queratinécitos que regula a
permeabilidade dérmica e a fungdo barreira da pele. A deplecéo da filagrina leva a
multiplas mudangas morfolégicas epidérmicas e € frequentemente observada em
alergias e dermatites atopicas. Nesse estudo se constatou a reducdo da expresséao
de filagrina®?.

Essa experimentagdo in vitro retratou a citotoxicidade provocada pelos
ingredientes de uma tintura capilar via diminuigao da filagrina, o que a nossa pesquisa
pretende avaliar com os marcadores deste estudo.

Para as analises do perfil de expressao génica, 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 expressao dos marcadores

encontram-se na Tabela 3 .

Tabela 3. Valores médios e desvio padrao de expressao 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
hAMSH6  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 expresséo obtidos pela féormula 2™ (ACP) * 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 expressao média do gene hMSH6 tem significancia
estatistica nos individuos que ja apresentam o melasma e fazem uso da tintura capilar
quando comparado aos demais individuos.

Anormalidades na membrana basal da pele com melasma, a presenca de
degeneragao vacuolar das células basais e a sua disrupgéo, revelam a relagcdo da
exposi¢cao crénica a radiagdo ultravioleta e o melasma, facilitando a descida dos
melandcitos dentro da derme. Como consequéncia, o tratamento do melasma acaba
sendo recorrente e sinaliza um mecanismo de gatilho dos genes de reparo®3.

Fatores vinculados a tintura capilar pela presenga de corantes e ingredientes
tais como compostos aromaticos como o fenol e o resorcinol, podem interferir na
tirosinase e no MC1R, prejudicar a sintese de melanina e ativar o processo de reparo
do DNA através da expressdo dos genes de reparo h(MSH2 e hMSH6**.

Uma super expressao de hMSH6 esta associada a uma baixa taxa de
sobrevivéncia em pacientes com Carcinoma de Célula Escamosa Oral e a uma
auséncia de resposta na quimioterapia de pacientes com Osteosarcoma, assim como,
de prognostico desfavoravel em casos de melanoma e mesotelioma pleural®®.
Entretanto, um numero crescente de cancer tem sido associado com diminui¢ado no
mecanismo de MMR (Mismatch Repair), como cancer de colo, endométrio e de
préostata*>46 . A imunoexpressao de todas a proteinas MMR diminuem com o aumento
da severidade da lesdo; a perda de expressao do hMSH6 na camada basal celular
das lesbes do carcinoma in situ pode se tornar um potencial biomarcador no
diagnostico dessas lesdes*’. Em nosso estudo, o marcador hMSH6 sugere uma
ativagdo do Sistema de Reparo de Erros de Pareamento de Bases do DNA (MMR —
Mismatch) apds um stress genotdxico*®.

Em seguida, as amostras foram agrupadas de acordo com a presenga/
auséncia de melasma, independentemente do uso de tintura, a fim de verificar se esta
condigao dermatologica esta associada com a expressao dos marcadores sob estudo.

A Figura 1 mostra a diferenga de expressao dos marcadores nos dois grupos.
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Figura 1. Representagao gréafica da expressdao de MC1R (A), hMSH2 (B) e hMSH6 (C) em individuos
sem melasma (SM) ou com melasma (CM).ANOVA.

Como pode ser visto, a expressédo de hMSH6 tem significancia
estatistica (SM=0,14; CM=0,37; p=0,02) nos individuos com melasma. Algumas
caracteristicas do melasma como a disrupgdo da membrana basal, a degradagao do
colageno |V, a elastose solar sugerem que o fotoenvelhecimento gerado pela intensa
exposigao solar tem um papel crucial no desenvolvimento do melasma, com possiveis
danos ao DNA e ativagdo do seu sistema de reparo’ ''. A significancia da expressao
de hMSH6 pode se dar pelos conhecidos efeitos genotdxicos implicitos na exposicéo
crbnica a radiagao ultravioleta e pela recorréncia do melasma pos tratamentos, como
um mantenedor do equilibrio gendmico*4.

Para avaliagdo da influéncia do uso da tintura sobre a expressao dos genes
sob estudo, independentemente da presenca ou ndo 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.

>
W
(@]

g

P=0,03 P=0,20

=
[ ]

Expression of hMSH2 (2~)

Expression of hMSH6 (2°<T)

cr X ST cT

Figura 2. Representagéo grafica da expressdo de MC1R (A), hMSH2 (B) e hMSH6 (C) em individuos
que usam (CT) ou nao (ST) a tintura capilar. ANOVA.
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Como pode ser visto, a expressédo do gene MC1R tem significancia estatistica
(ST= 0,0014; CT= 0,0012; p=0,03) no grupo de individuos que usam e nao usam
tintura, enquanto a expressdo dos genes de reparo nao € influenciada por esta
variavel. As caracteristicas histopatoldgicas, a extensdo da lesdo do melasma, a
comparacao entre pele sa e lesada pode ser visualizada através de estudos
histoquimicos; entretanto, a expressao 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 melanécitos e leucdcitos, detectado na pele e no
sangue'®*9, Este gene tem papel importante na regulagdo pigmentar e é um
determinante critico da manutencdo dos caminhos do genoma celular’s. As
melanocortinas aumentam os mecanismos de defesa antioxidante pela inibicdo de
geragcao de espécies reativas de oxigénio, com isso diminuem radicais livres em
melandcitos’®. Nesse estudo o aumento de MC1R nos participantes com e sem
tintura pode ser um indicador da homeostase da pele, pela acdo de defesa dos

melandcitos's.
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5 CONCLUSAO

A expressao do marcador hMSHG6, sugere uma ativagao no Sistema de Reparo
de Erros de Pareamento de Bases do DNA (MMR — Mismatch), apés um stress
genotdxico, 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
expressao dos marcadores em participantes com e sem Melasma.

A acéo concomitante de ter o melasma e usar tintura capilar € o gatilho para o
aumento do gene de reparo hMSHG.

O aumento de MC1R nos participantes sem e com tintura pode desempenhar
um papel significante na imunorreatividade do hMSH®6, ja que os efeitos do a-MSH
sdo mediados pelo MC1R, como também, ser um indicador da homeostase da pele,
pela acdo de defesa dos melandcitos.
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ANEXO TCLE
TCLE — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado Participante da Pesquisa,

A médica dermatologista Dra Daphine Giglio esta tratando o seu melasma, e eu,
Sonia Isabel Friedlaender Reple, como estudante de Mestrado do Centro
Universitario Faculdade de Medicina da Fundagado ABC venho convida-lo a participar
de uma pesquisa que tem o objetivo de determinar as causas do melasma. O titulo
da pesquisa € “Avaliacao da relagdo do melasma e sua relacdo com tireoideopatia
causada por toxicidade e inflamagao”, 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 vocé tiver duvidas e/ou perguntas sobre seus direitos como participante deste
estudo e/ou insatisfeito com a maneira como o estudo esta sendo realizado, vocé
pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Medicina do ABC pelo endereco Avenida Lauro Gomes 2000 , 2° andar — Prédio
CEPES- Santo André — SP- ou pelo telefone 11-4993-5453. O horario de
atendimento é de segunda a sexta das 8h00 as 16h00. O Comité de Etica é
responsavel pela avaliacido e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as
pesquisas envolvendo seres humanos, visando assegurar a protecéo, a

dignidade, os direitos, a seguranga 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 presenga no seu sangue de dez
substancias que poderao nos ajudar a prever a causa € o provavel tratamento que
sera prescrito para tratar de sua saude. O nome destas substancias sdo TSH, T4
livre, Anticorpo Antiperoxidase, Anticorpo Antitireoglobulina, FSH, LH, Interleucina 6,
Sistema de Reparo MSH2 e MSHG6, Receptor de Melanocortina MC1R.Este estudo
sera conduzido na Faculdade de Medicina do ABC, e consistira de coletas de
sangue efetuadas antes de seu tratamento. H4 um risco minimo na puncgéo,
introdugéo da agulha no momento da coleta. Vocé nao tera custo para participar
deste estudo. Os beneficios serdo a identificacdo da origem do melasma que
auxiliara aos médicos a tratar diretamente a causa e a prevenir a sua volta através
do tratamento de tireoideopatias e outras doengas que forem diagnosticadas. Vocé e
0 seu acompanhante nao terao gastos com transporte e alimentagao ao participar da
pesquisa. Em caso de danos decorrentes da pesquisa vocé tera direito a
indenizagao e recebera assisténcia integral e imediata pelo tempo que for
necessario. Garantimos a confidencialidade dos seus dados. Vocé recebera uma via
do documento assinada e/ou rubricada por mim pesquisador e por vocé participante
em todas as paginas. Como ndo sabemos se o achado destas substancias no seu
sangue tem ou ndo alguma importancia, seu tratamento podera ser o mesmo das
demais pacientes com as suas caracteristicas tratadas no consultério de
Dermatologia.Se vocé nao concordar em participar deste estudo vocé sera tratado
da mesma maneira sem nenhuma mudancga. Sinta-se, portanto, a vontade de
recusar sua participacado neste estudo caso vocé nao queira ser incluido nele.
Da mesma forma, se vocé concordar em participar, vocé podera sair do estudo a
qualquer momento sem prejuizo da continuidade de seu tratamento. O pesquisador
estara a sua disposicao para quaisquer duvidas ou esclarecimentos. Além disso
vocé também pode entrar em contato para suas duvidas quanto ao estudo
diretamente com o Comité de Etica da Faculdade de Medicina do ABC. Se vocé

concordar em participar, preencha e assine o formulario abaixo

Data: Pesquisador :

Participante
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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
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Testemunha (se analfabeto) Assinatura da testemunha
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA RELACAO DO MELASMA COM TIREOIDEOPATIA CAUSADA POR
TOXICIDADE E INFLAMAGAO

Pesquisador: SONIA ISABEL FRIEDLAENDER REPLE

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de anélise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 2

CAAE: 83331317.3.0000.0082

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina do ABC
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.611.929

Apresentagao do Projeto:

Melasma €& uma disfungdo da melanogénese e constitui uma discromia adquirida comum que afeta
simetricamente as areas expostas. E crénica e recidivante e se caracteriza por maculas hipercrémicas
acastanhadas, de diversas tonalidades, simétricas e irregulares, na face e areas fotoexpostas. Na analise
histopatolégica de pacientes com melasma ha um aumento do numero e maturidade dos melanossomas,
presenga de um maior nimero de mastoécitos e infiltragao de leucocitos na pele lesada em comparagéo com
a pele s& do mesmo paciente, o que sugere um processo inflamatdrio crénico da pele, que, induzido por
RUV, estimula a liberagao de citocinas. E predominante entre mulheres jovens até meia idade, hispanicas,
asiaticas, africanas ou descendentes do Oriente Médio, de fototipos de peles mais escuras. A patogenia do
melasma ainda ndo foi determinada, ha multiplos fatores que influenciam na sua etiologia, gravidez, pilulas
anticoncepcionais, fatores genéticos, exposi¢ao solar, o uso de produtos cosmeéticos, disfungdo da tiredide e
medicamentos anticonvulsivos. A proposta desse trabalho é a de associar as diversas etiologias e pesquisar
os marcadores biolégicos que interferem na pigmentacao na pele, MSH, MC1R, reagdes intracelulares,
lesbes de DNA, apoptoses e reparos por excisdo do DNA via MSH2, MSH6, para chegar a origem e se ha
correlagdo entre as patologias melasma e tireoidiopatias.
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Continuagdo do Parecer: 2.611.929

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Selecionar homens e mulheres com melasma para avaliagéo clinica, laboratorial € imunologica para tratar
com base na etiologia da doenga.

Objetivo Secundario:

- O objetivo desse trabalho & determinar se existe e qual & a relagdo na etiologia do melasma e das
tireoideopatias, focar nas constantes existentes entre homens e mulheres que séao portadores de ambas as
doencas que tem em comum a intensa exposi¢ao solar e a pratica de fazer uso de tintura capilar, estudar os
mecanismos fisioldgicos e moleculares da hiperpigmentacdo, inflamacgéo, toxicidade e tipos de reparos de
danos ao DNA .

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

- 0 projeto apresenta um risco minimo inerente & pungao das amostras no momento da coleta.

Beneficios:

- a pesquisa tem como beneficio identificar etiologia, proporcionara tratamento direcionado para o paciente e
servira para prevencao de doencgas do melasma e tireoideopatias

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante para a obtengdo de informagdes que poderao auxiliar no processo de formagéo de
profissionais para tratamento de melasma.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados os seguintes documentos para serem analisados por este CEP:

- Folha de Rosto

-Carta de Submissdo ao CEP
-Declarag&o de infraestrutura

- Detalhamento do orgamento
- Cronograma atualizado

- Autorizacdo do departamento
- Projeto na integra

- TCLE atualizado

-Protocolo do Melasma
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Recomendagdes:
N&o ha recomendacgoes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O Comité de Etica da Faculdade de Medicina do ABC considera o Projeto Aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 02/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1047995.pdf 11:45:20
Outros CARTASUBMISSAOABRIL.pdf 02/04/2018 |[SONIA ISABEL Aceito

11:42:46 FRIEDLAENDER
REPLE
Declaragao de AUTORIZACAOABRIL.pdf 02/04/2018 |SONIA ISABEL Aceito
Instituicdo e 11:37:02 |FRIEDLAENDER
Infraestrutura REPLE
Declaragéo de DECLARACAOABRIL.pdf 02/04/2018 |SONIA ISABEL Aceito
Instituigdo e 11:35:23 |FRIEDLAENDER
Infraestrutura REPLE
Brochura Pesquisa |PROJETODETALHADOABRIL.pdf 02/04/2018 |SONIA ISABEL Aceito
11:34:35 FRIEDLAENDER
REPLE
TCLE / Termos de | TCLEABRIL.pdf 02/04/2018 |SONIA ISABEL Aceito
Assentimento / 11:32:43 |FRIEDLAENDER
Justificativa de REPLE
Auséncia
Outros Fotosonia.jpg 19/02/2018 |SONIA ISABEL Aceito
05:07:53 |FRIEDLAENDER
REPLE
Outros protocolomelasma.pdf 19/02/2018 |SONIA ISABEL Aceito
05:07:25 |FRIEDLAENDER
REPLE
Outros CARTASUBMISSAOCEP.pdf 06/02/2018 |SONIA ISABEL Aceito
13:46:03 FRIEDLAENDER
REPLE
Outros CARTASUBMISSAOCEPWORD.docx 06/02/2018 |SONIA ISABEL Aceito
13:36:50 |FRIEDLAENDER
REPLE
Projeto Detalhado / |PROJETODETALHADO.pdf 31/01/2018 |SONIA ISABEL Aceito
Brochura 21:23:06 |FRIEDLAENDER
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Continuagao do Parecer: 2.611.929
Investigador PROJETODETALHADO.pdf 31/01/2018 |REPLE Aceito
21:23:06
Folha de Rosto ROSTO.pdf 21/12/2017 |SONIA ISABEL Aceito
09:15:28 FRIEDLAENDER

REPLE

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

SANTO ANDRE, 20 de Abril de 2018

Assinado por:
JUVENCIO JOSE DUAILIBE FURTADO
(Coordenador)

Enderego: Av. Lauro Gomes, 2.000

Bairro: Vila Sacadura Cabral

UF: SP

Municipio: SANTO ANDRE

Telefone: (11)4993-5453

CEP: 09.060-870

E-mail:

cep@fmabc.br
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Journal of Cosmetic Dermatology - Manuscript ID JCD-05-2021-619

De:

Para:

Copia:

Copia oculta:
Assunto:
Enviada em:
Recebida em:

Arunkumar Dhamodharan
beaalves@uol.com.br
com com com com

com.br com com.br

Joumnal of Cosmetic Dermatology - Manuscript ID JCD-05-2021-619
21/05/2021 | 17:50
21/05/2021 | 17:50

21-May-2021

Dear Dr. Alves:

Your manuscript entitled "Genotoxicity of permanent hair dye associated with melasma" has been successfully submitted online and is presently being given full
consideration for publication in the Journal of Cosmetic Dermatology.

Your manuscript ID is JCD-05-2021-619.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the office for questions. If there are any changes in your street address or
e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at https://mc.manuscriptcentral.com/jcd and edit your user information as appropriate.

All articles accepted for publication in the Journal of Cosmetic Dermatology, regardless of manuscript type, are considered scholarly and an academic
achievement.

Thank you for submitting your manuscript to the Journal of Cosmetic Dermatology.

Sincerely,

Dr. Michael Gold
Editor-in-Chief, 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.! Although numerous factors are
involved in the etiology of melasma, none of them can be held solely responsible for its

t.2 However, immunohistochemical findings suggest that the strong

developmen
immunoreactivity of melanocyte stimulating hormone (¢-MSH) in melasma lesions? is one of
the main factors in the genesis of this disease. The effects of a-MSH are mediated by the
melanocortin-1 receptor (MCI1R), which is expressed on the surface of melanocytes and is
considered key for pigmentation.?

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 industry’® and can be considered mutagenic and carcinogenic.* 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.’ 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 h(MSH2-hMSH6 (MutS o)° active at the start of the MMR pathway. Thus, we aimed

to verify the expression of the AMSH2 and hMSH6 repair genes and of the MCIR 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
hMSHG6 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
MCIR 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 AMSH6 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 genes®. Factors linked to hair dye due to the presence of colouring
agents and ingredients such as aromatic compounds can interfere with tyrosinase and MCIR,
impair melanin synthesis and activate the DNA repair process through the expression of the
hMSH?2 and hMSHG repair genes.’ In our study, the hMSH6 marker suggests an activation of
the DNA Base Pairing Mismatch Repair System after genotoxic stress.” But AMSH6 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.!*

MCIR 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.> So the
increased MCIR in participants who did not use hair dye may be an indicator of cell genome

maintenance.



36

References
1. Tamega AA, Miot HA, Moco NP, Silva MG, Marques ME, Miot LD. Gene and protein
expres-sion of oestrogen-f3 and progesterone receptors in facial melasma and adjacent healthy

skin in women. Int J Cosmet Sci. 2015;37(2):222-228.

2. Miot LD, Miot HA, Silva MG, Marques ME. Physiopathology of Melasma. An Bras

Dermatol 2009;84(6): 623-635.

3. Kunkel TA, Erie DA. DNA Mismatch Repair. Annu Rev Biochem 2005;74:681-710.

4. Internacional Agency For Research on Cancer (IARC). Monographs on the evaluation of
carcinogenic risks to humans. Vol. 99: Some aromatic amines, organic dyes in hairdressers and
related exposures. 2010. Available at:
http:/monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol99/index.php (last accessed 15 December

2019).

5. Lee A-Y. An updated review of melasma pathogenesis. Dermatologia Sinica

2014;32(4):233-239.

6. Kwon SH, Hwang YJ, Lee SK, Park KC. Heterogeneous pathology of melasma and its

clinical implications. Int J] Mol Sci 2016;17(6):824.



37

7. Morpurgo G, Babudri N, Fioretti F, Catacuzzeno L. Synthetic aromatic compounds
interfering with melanogenesis are responsible of the rising trend of malignant melanoma

incidence. Medical Hypotheses 2011;16:374-377.

FUNDING SOURCES

The authors did not receive any funding sources for the production of this article

COMPETING INTERESTS

All authors declare no conflict of interests.

Figures Legends

Figure 1. Graphical representation of MCIR (A), hMSH?2 (B) and AMSH6 (C) expression in

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

Figure 2. Graphical representation of MCIR (A), hMSH?2 (B) and AMSH6 (C) expression in

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