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Impacto potencial desta pesquisa 

 

Impacto científico: Contribuição com a expansão do conhecimento sobre as bases 

fisiopatológicas do melasma, dermatose multifatorial de etiologia não completamente 

elucidada, com achados que podem fundamentar novas abordagens terapêuticas para 

esta dermatose.  

Impacto social: A partir da fundamentação de possíveis novas abordagens terapêuticas, 

melhorar o impacto psicossocial do melasma, o qual afeta a percepção da autoimagem, 

implica em sofrimento psíquico nos pacientes e está associado a ansiedade e uso de 

psicotrópicos. 

Impacto econômico: A partir de novas abordagens terapêuticas, contribuir para a relação 

custo-efetividade na escolha do tratamento e com isso, uso racional dos recursos 

destinados à saúde.  

 



3 

Potential impact of this research 

 

Scientific impact: Contribution to expanding knowledge about the pathophysiological 

bases of melasma, a multifactorial dermatosis whose etiology is not fully understood. 

Findings presented in this thesis may support new therapeutic approaches for this 

dermatosis. 

Social impact: Based on the foundation of possible new therapeutic approaches, improve 

the psychosocial impact of melasma, which affects self-image perception, implies 

psychological suffering in patients and is associated with anxiety and the use of 

psychotropic drugs. 

Economic impact: Based on new therapeutic approaches, contribute to the 

cost-effectiveness of treatment selection and, therefore, rational use of resources 

allocated to health. 
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Resumo 

 
Fundamentos: O melasma é uma hipermelanose focal adquirida crônica, de etiologia 

multifatorial, que acomete principalmente a face de mulheres em idade fértil.  Embora 

seja altamente prevalente, sua patogênese ainda não é totalmente compreendida. A 

radiação ultravioleta (RUV) é seu principal gatilho ambiental, agindo direta e 

indiretamente na melanogênese. Uma alta prevalência de melasma é observada em 

países com maior exposição solar e população miscigenada, mas também com altas 

taxas de poluição. Endotelina-1 (ET-1) é um peptídeo sintetizado por diferentes tipos de 

célula e tem ação vasoconstritora. Na pele, ET-1 é produzida pelos queratinócitos em 

resposta à exposição RUV do tipo B, e desempenha um papel na melanogênese ao se 

ligar a receptores específicos na superfície dos melanócitos - receptores de endotelina A 

e B (ERA e ERB). O receptor de hidrocarboneto arílico (AhR) é uma proteína 

citoplasmática que sofre translocação nuclear quando ativada, e atua como um fator de 

transcrição regulador para a resposta a estímulos ambientais e manutenção da 

homeostase celular. O AhR pode ser ativado por bifenilos policlorados, dioxinas ou 

outros hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) presentes na poluição ambiental, 

além de metabólitos endógenos induzidos pela RUV. Quando ativado, AhR regula 

positivamente enzimas envolvidas na depuração de xenobióticos e aumenta espécies 

reativas de oxigênio (ERO), induzindo a expressão de p38. Por sua vez, p38 aumenta a 

atividade do fator de transcrição MITF, regulando diretamente a expressão da tirosinase 

nos melanócitos. Até o momento, a expressão de ET-1, ERA, ERB e AhR no melasma 

não foi sistematicamente investigada. 

Objetivos: Avaliar a expressão de ET-1, ERA, ERB e AhR na pele de mulheres com 

melasma facial em comparação com a pele sã adjacente fotoexposta. 

Métodos:  

Estudo transversal, com 40 amostras de pele (20: melasma facial; 20: pele sã adjacente) 

obtidas de biópsias por punch (3mm), realizadas em mulheres com melasma facial 

moderado a grave, sem tratamento há ao menos 30 dias, exceto por uso de protetor 
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solar, obtidas por conveniência entre as pacientes atendidas em hospital terciário. 

Coletaram-se dados clínicos e demográficos das pacientes. Foram excluídos extremos 

fenotípicos, gestantes, lactantes e portadoras de outras dermatoses. As amostras foram 

emblocadas em parafina e, após, realizou-se técnica de imunofluorescência de tripla 

marcação para anti-vimentina, DAPI, mais um dos seguintes anticorpos testes: (a) 

anti-ET1, (b) anti-ERA; (c) anti-ERB. Para análise de Ki67 (anticorpo monoclonal clone 

MIB1, Dako, M7240 , Glostrup, Denmark – 1/50), e para AhR (ab190797, Abcam, 

Cambridge - MA – 1/100), 40 lâminas foram previamente coradas para Hematoxilina & 

Eosina, e submetidos à imuno-histoquímica (DAB). De maneira cega para topografia 

(melasma; pele sã), as áreas interfoliculares de maior intensidade nas lâminas foram 

fotografadas em triplicata. Para as técnicas de imunofluorescência, foi utilizado 

microscopia confocal a laser (LEICA TCS SP8) para diferentes filtros de cor. Já para 

imuno-histoquímica, as lâminas foram fotografadas em microscópio óptico convencional. 

Usando o software ImageJ v1.51, realizou-se análise semiquantitativa das imagens 

obtidas, sendo a análise cega quanto à topografia. 

Resultados: A média (DP) de idade dos participantes foi de 44,9 (9,2). A expressão de 

ET-1 mostrou-se aumentada em toda a epiderme com melasma quando comparada à 

pele sã adjacente, sendo 32,8% (IC95% 14,7%─52,6%) maior na camada espinhosa 

(p=0,013), 30,4% (IC95% 13,7 % ─47,9%) maior na camada basal (p=0,014) e 29,7% 

(IC95% 11,4%─49,7%) maior nos melanócitos (p=0,006). Houve correlação positiva 

entre a expressão de ET-1 na epiderme com melasma e a espessura da epiderme 

(eho=0,51; p=0,02) e com a idade (rho=0,58; p=0,01). Não houve expressão perceptível 

de ET-1 nas células da derme superior. Nem o ERA nem o ERB resultaram em 

expressão epidérmica diferencial entre melasma e a pele sã ajdacente (p≥0,1). A 

imuno-histoquímica revelou maior ativação do AhR na epiderme do melasma em 

comparação com o epitélio adjacente (1,3 vs. 1,1 núcleo por campo; p=0,03). Não houve 

marcação citoplasmática do AhR na epiderme. Nos folículos pilossebáceos, houve 

marcação tanto nuclear quanto citoplasmática, sendo mais frequente no melasma que 

na pele sã adjacente (70% vs. 30%; p=0.03). A epiderme com melasma apresentou 
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menor espessura do epitélio (187 vs. 207 µm; p<0,01), entretanto, maior taxa de 

proliferação (HSCORE 36 vs. 27; p=0.02).  Não houve, porém, correlação entre o 

HSCORE, a espessura da epiderme e a expressão epitelial do AhR (p>0,3). 

Limitações: Foram incluídas apenas mulheres (embora isso garanta a homogeneidade 

da amostra) oriundas de apenas um centro de pesquisa e não houve um estudo 

funcional das vias ativadas pelo AhR. 

Conclusão: A ET-1 é expressa mais intensamente na pele de mulheres com melasma 

facial em comparação com a pele sã adjacente fotoexposta e este aumento se dá às 

custas de ET-1 epidérmica em detrimento da expressão dérmica.  Evidenciou-se 

ativação do AhR epidérmica e maior expressão do AhR nas unidades pilossebáceas da 

pele com melasma em comparação com a adjacente. 

Financiamento: FAPESP (Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo) – 

bolsa 2021/08361-9; Prêmio de Pesquisa - Exposome Grant 2022 Vichy. 

Palavras-chave: melasma, técnica de imunofluorescência, imuno-histoquímica, 

endotelina-1, receptor de endotelina-A, receptor de endotelina-B, Ki-67, poluição, 

receptor de hidrocarboneto arílico. 
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Abstract 

 

Fundamentals: Melasma is a chronic acquired focal hypermelanosis of multifactorial 

etiology, primarily affecting the faces of women of childbearing age. Although it is highly 

prevalent, its pathogenesis is not yet fully understood. Ultraviolet radiation (UVR) is its 

main environmental trigger, acting directly and indirectly on melanogenesis. A high 

prevalence of melasma is observed in countries with greater sun exposure and mixed 

populations, but also with high rates of pollution. Endothelin-1 (ET-1) is a peptide 

synthesized by different types of cells and has vasoconstrictive action. In the skin, ET-1 is 

produced by keratinocytes in response to UVB exposure, mediated by an increase in 

IL-1α or reactive oxygen species. ET-1 plays a role in melanogenesis by binding to 

specific receptors on the surface of melanocytes - endothelin A and B receptors (ERA 

and ERB) - and is involved in the hyperpigmentation of skin lesions. The aryl 

hydrocarbon receptor (AhR) is a cytoplasmic protein that undergoes nuclear translocation 

when activated and acts as a regulatory transcription factor for the response to 

environmental stimuli and maintenance of cellular homeostasis. AhR can be activated by 

polychlorinated biphenyls, dioxins, or other polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) 

present in environmental pollution, as well as endogenous metabolites induced by UVR. 

When activated, AhR positively regulates enzymes involved in the clearance of 

xenobiotics and increases reactive oxygen species (ROS), inducing the expression of 

p38, which enhances the activity of the transcription factor MITF, directly regulating the 

expression of tyrosinase in melanocytes. To date, the expression of ET-1, ERA, ERB, 

and AhR in melasma has not been systematically investigated. 

Objectives:To evaluate the expression of ET-1, ERA, ERB, and AhR in the skin of 

women with facial melasma compared to adjacent sun-exposed healthy skin. 

Methods: Cross-sectional study with 40 skin samples (20: facial melasma; 20: adjacent 

healthy skin) obtained from punch biopsies (3mm) performed on women with moderate to 

severe facial melasma, without treatment for at least 30 days, except for the use of 

sunscreen, collected by convenience among patients attending a tertiary hospital. 
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Clinical and demographic data from the patients were collected. Phenotypic extremes, 

pregnant and lactating women, and those with other dermatoses were excluded. The 

samples were embedded in paraffin and then subjected to triple-label 

immunofluorescence for anti-vimentin, DAPI, plus one of the following test antibodies: (a) 

anti-ET1, (b) anti-ERA; (c) anti-ERB. In a blinded manner regarding topography 

(melasma; healthy skin), the interfollicular areas of greatest intensity on the slides were 

photographed in triplicate under laser confocal microscopy (LEICA TCS SP8) for different 

color filters. Using ImageJ v1.51 software, a semi-quantitative analysis of the obtained 

images was conducted. The median values of the mean intensities of the staining from 

the image histograms (intensity from 0 to 255 pixels) were estimated for different cell 

types (suprabasal keratinocytes, basal layer, and upper dermis), correcting the obtained 

value for the background staining of each slide. For Ki67 analysis (monoclonal antibody 

clone MIB1, Dako, M7240, Glostrup, Denmark – 1/50), and for AhR (ab190797, Abcam, 

Cambridge - MA – 1/100), 40 slides were previously stained for Hematoxylin & Eosin and 

subjected to immunohistochemistry (DAB). The values were compared blindly between 

topographies and correlated with clinical and demographic data. 

Results: The mean (SD) age of the participants was 44.9 (9.2). The expression of ET-1 

was found to be increased across the epidermis with melasma compared to adjacent 

healthy skin, being 32.8% (95% CI 14.7%-52.6%) higher in the spinous layer (p=0.013), 

30.4% (95% CI 13.7%-47.9%) higher in the basal layer (p=0.014), and 29.7% (95% CI 

11.4%-49.7%) higher in melanocytes (p=0.006). There was a positive correlation 

between ET-1 expression in the melasma epidermis and epidermal thickness (rho=0.51; 

p=0.02) and with age (rho=0.58; p=0.01). No perceptible expression of ET-1 was found in 

the upper dermal cells. Neither ERA nor ERB resulted in differential epidermal 

expression between melasma and adjacent healthy skin (p≥0.1). Immunohistochemistry 

revealed greater activation of AhR in the epidermis of melasma compared to the adjacent 

epithelium (1.3 vs. 1.1 nuclei per field; p=0.03). No cytoplasmic labeling of AhR was 

observed in the epidermis. In the pilosebaceous follicles, both nuclear and cytoplasmic 

labeling was observed, being more frequent in melasma than in adjacent healthy skin 
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(70% vs. 30%; p=0.03). The epidermis with melasma (Figure 1) showed a thinner 

epithelium (187 vs. 207 µm; p<0.01), but a higher proliferation rate (HSCORE 36 vs. 27; 

p=0.02). However, there was no correlation between HSCORE, epidermal thickness, and 

epithelial expression of AhR (p>0.3). 

Limitations: Only women were included (although this ensures sample homogeneity) 

from only one research center, and there was no functional study of the pathways 

activated by the AhR. 

Conclusion:ET-1 is expressed more intensely in the skin of women with facial melasma 

compared to adjacent sun-exposed healthy skin, and this increase is due to epidermal 

ET-1 at the expense of dermal expression. There was evidence of epidermal AhR 

activation and greater AhR expression in the pilosebaceous units of melasma skin 

compared to the adjacent skin. 

Funding:FAPESP (São Paulo Research Foundation) - scholarship 2021/08361-9; 

Research Award - Exposome Grant 2022 Vichy. 

Keywords: melasma, immunofluorescence technique, immunohistochemistry, 

endothelin-1, endothelin-A receptor, endothelin-B receptor, Ki-67, pollution, aryl 

hydrocarbon receptor. 
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Lista de abreviaturas / Siglas 

 

ACTH - hormônino adernocorticotrófico  

AhR - receptor de hidrocarboneto arílico 

ARNT - Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator 

CGRP - peptídeo relacionado ao gene da calcitonina 

CTGF - fator de crescimento de tecido conjuntivo 

DLQI -  Dermatology Life Quality Index  

ERA - receptor de endotelina A 

ERB - receptor de endotelina B 

ET-1 - endotelina 1 

EROs - espécies reativas de oxigênio 

FICZ - formilindolo- (3,2-b)-carbazol 

FMB - Faculdade de Medicina de Botucatu 

HAPs - hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 

HGF - fator de crescimento de hepatócitos 

IFD - imunofluorescência direta 

iNOS - óxido nítrico sintetase induzida 

LGR5 -Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 (receptor acoplado à 

proteína G 5 rico em repetições contendo leucina) 

MASI - Melasma Area and Severity Index 

MC1-R - receptor de melanocortina 1  

MITF - fator de transcrição da microftalmia  

mMASI - MASI modificado 

MMP - metaloproteinase 

MSH - fator estimulador de melanócitos 

NGFβ - fator de crescimento de nervo beta 

OPN3 - receptor opsin 3 

RUV - radiação ultravioleta  

SCF - fator estimulador de stem cell 

SFRP2 - secreted Frizzled-Related Protein 2 (Proteína 2 secretada relacionadas a 

“frizzled”) 

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  

UNESP - Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”. 

UVA - radiação ultravioleta A 

UVB - radiação ultravioleta B 

VEGF - fator de crescimento do endotélio vascular  

WIF-1 - fator 1 inibidor de Wnt 

Wnt5a - wingless-type MMTV integration site family, member 5A (família de sítios de 

integração do MMTV do tipo wingless, membro 5A) 

XRE - elemento de resposta a xenobióticos 

ZMB - zona de membrana basal  
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TÍTULO 

Expressão de endotelina-1, receptores de endotelina A e B, bem como receptor de 

hidrocarboneto arílico (AhR) no melasma facial em comparação com a pele sã 

perilesional. 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

Introdução 

O melasma é uma dermatose pigmentar crônica, adquirida, recidivante, focal que 

acomete regiões fotoexpostas de adultos, especialmente mulheres em idade fértil e de 

fototipo III a IV de Fitzpatrick. Tem distribuição geográfica ampla, sendo mais prevalente 

em populações de países intertropicais: Oriente Médio, Ásia Leste, Índia e América. (1,2) 

Segundo estudo conduzido em amostra multirracial no Brasil, a prevalência do melasma 

foi de 36,3%. O relato de acometimento por melasma entre parentes de primeiro grau 

em 49,1% das pacientes avaliadas, favorece a hipótese de seu caráter genético 

hereditário. (1) A proporção entre mulheres e homens acometidos varia conforme o país: 

no Brasil, há 32 mulheres acometidas a cada um homem, enquanto na Índia essa 

relação é 6:1. (3) Em uma população miscigenada como a brasileira, o melasma facial 

está relacionado à maior ancestralidade africana. (4–7) 

Uma alta prevalência de melasma é observada em países com maior exposição solar e 

população miscigenada, mas também com altas taxas de poluição, como Índia, sudeste 

asiático e China. (8) 

Um aumento significativo na incidência de melasma está bem documentado na última 

década. Estudo analisando o volume relativo de pesquisas online sobre o assunto na 

plataforma Google encontrou um aumento de 54,4% de interesse por melasma em 29 

países, entre 2010 e 2019, o que poderia refletir a epidemiologia desta dermatose. No 

mesmo estudo, em análise multivariada, este dado mostrou associação com a insolação 

do país, sua taxa de uso de contraceptivo oral e de emissão de gás carbônico. (9) 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=NOSRc2
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=MAfAmW
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=AVaD83
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=tKEaIJ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Xo6uO2
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=xefbTU
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Clínica e diagnóstico 

Clinicamente, caracteriza-se por máculas acastanhadas de limites precisos e irregulares, 

bilaterais e simétricas, acometendo preferencialmente a face: região malar, fronte, 

glabela, nariz, mento e região supralabial. O melasma extra-facial é menos comum e 

pode ocorrer nos membros superiores e tórax, sempre restringindo-se a áreas 

fotoexpostas. [Figura 1] 

 

 

Figura 1. Paciente do sexo feminino com melasma facial: máculas hipercrômicas 

simétricas distribuídas em área fotoexposta. [ Acervo do pesquisador ] 

 

 

Em geral, o melasma não infringe sintomas físicos. No entanto, devido a seu grande 

potencial de gerar alteração da percepção da autoimagem, culmina, em grande parte 

dos pacientes, em sofrimento psíquico relevante e impacto negativo psicossocial, tendo 

associação de risco independente com ansiedade e uso de psicotrópicos. (7). Estudo de 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Ix01tx
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2021, conduzido com mulheres brasileiras portadoras de melasma, identificou, por meio 

de aplicação de questionário online, comprometimento da autoestima em mais de 28% 

das participantes e forte correlação com ansiedade e depressão. (10) 

O diagnóstico do melasma, em geral, não representa um desafio ao dermatologista e é 

eminentemente clínico, tendo como base as características das lesões, localização e 

epidemiologia. A dermatoscopia pode ser ferramenta de grande utilidade em casos de 

difícil diagnóstico e, principalmente, para o estabelecimento de diagnóstico diferencial 

com outras dermatoses. Na dermatoscopia de lesões faciais de melasma, é descrita a 

ocorrência de pseudorrede difusa acastanhada, com múltiplos pontos acastanhados a 

enegrecidos, grânulos e glóbulos esparsos, além de estruturas arciformes ou anulares 

acastanhadas perifoliculares. (11) A epiluminescência pela lâmpada de Wood (365nm) é 

útil especialmente por realçar lesões de melasma ainda subclínicas. À microscopia 

confocal, as lesões de melasma apresentam elastose solar e aumento dos vasos 

sanguíneos dérmicos, bem como distribuição heterogênea dos melanófagos entre 

diferentes regiões; apesar de não ser uma ferramenta disponível na prática clínica diária, 

pode permitir prever a resposta clínica às abordagens terapêuticas. (11–14) 

Os principais diagnósticos diferenciais do melasma são: efélides, lentigo solar, 

melanodermia tóxica, hiperpigmentação pós-inflamatória, melanose friccional, ocronose, 

líquen plano pigmentoso, lupus eritematoso cutâneo, fitofotodermatose, nevus de Ota ou 

Hori, pseudoacantose nigricante, manchas café com leite, ceratose seborreica, 

poiquilodermia de Civatte, hiperpigmentação periocular e pigmentação induzida por 

droga. (13) 

 

 

Classificação 

Como meio de objetivar a avaliação clínica do paciente acometido por melasma, 

elaboraram-se escores, como o MASI (“Melasma Area and Severity Index”), descrito em 

1994 por Kimbrough-Green e colaboradores. Esta escala é utilizada para avaliação da 
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gravidade e da resposta terapêutica em pacientes com melasma facial. (14,15) Através 

da inspeção visual, a face é dividida em quatro regiões (frontal, malar direita e esquerda, 

mento) e, em cada uma delas, avalia-se a área de acometimento, intensidade de 

pigmentação e homogeneidade. 

As regiões frontal, malar direita, malar esquerda e mento representam, respectivamente, 

30%, 30%, 30% e 10% da área total da face. Intensidade de pigmentação e 

homogeneidade são avaliados em uma escala de 0 a 4 (0, ausente; 1, leve; 2, 

moderado; 3, importante; 4, máximo) - Figura 2. (13) 

 

 

Figura 2: Diagrama representativo das regiões faciais para cálculo do MASI. [ Imagem 

dos autores ] 

 

O MASI foi submetido a um processo de validação, tendo sido eliminado o critério de 

homogeneidade - MASI modificado (mMASI) -, o que não só manteve sua validade, 

confiabilidade e responsibilidade a mudanças na intensidade do quadro clínico, como 

também o tornou mais reprodutível. (16–18) Para o cálculo de mMASI, utiliza-se apenas 

a avaliação da intensidade da pigmentação e a área de envolvimento nas quatro 

regiões da face, o que tornou o escore mais fácil de ser calculado. (16). O escore total 

do mMASI varia de 0 a 24 e consiste da somatória (∑e) dos escores (e) de cada área 

facial conforme tabela abaixo: 
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Tabela 1: mMASI. Esquema de cálculo do índice de gravidade do melasma simplificado. 

O escore varia de 0 a 24, sendo mais grave quanto maior a pontuação.  

 

 Área  

afetada * 

Intensidade de 

pigmentação ** 

Fator de 

multiplicação  

Valor 

Frontal  x x      0,3  

Malar Direita  x x      0,3  

Malar Esquerda  x x      0,3  

Mento  x x      0,1  

mMASI   SOMA  

 

* Área afetada (0-6) : 0 pele normal; 1: < 10%; 2: 10 - 30 %; 3: 30-49%; 4: 50-69%; 5: 70-89%; 6: 90-100% 

** Intensidade de pigmentação (0-4) : 0: nenhuma; 1: leve ; 2: média; 3: marcante e 4: máxima. 

 

Fisiopatologia do melasma 

Daremos ênfase à fisiopatologia desta dermatose, que é o objeto de estudo desta tese. 

A pele com melasma apresenta alterações morfológicas e funcionais em relação à pele 

sã adjacente, as quais lhes conferem características únicas e que não se limitam apenas 

ao fotoenvelhecimento. Apesar das diversas pesquisas recentes na área e o 

aprofundamento em seu conhecimento, a fisiopatologia do melasma é complexa e ainda 

não completamente conhecida. 

 

Alterações morfológicas e funcionais 

O melasma envolve alteração fenotípica localizada na pele, com comprometimento 

funcional e morfológico da epiderme, zona de membrana basal (ZMB) e derme superior, 

o que reforça sua complexidade. (19) 
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Há compactação da camada córnea, atraso da restauração da função barreira cutânea e 

atrofia da camada granulosa, com achatamento dos cones epidérmicos [Figura 3]. 

(19,20) 

 

 

Figura 3: Compactação da camada córnea, atrofia epidérmica e elastose solar 

proeminente visível na derme de amostra cutânea de melasma facial (Hematoxilina e 

eosina; x100).   (19) 

 

O aumento na densidade de eumelanina dispersa nos queratinócitos em todas as 

camadas da epiderme é a alteração mais preponderante no melasma, com melanócitos 

em número normal, porém hipertróficos e hiperfuncionantes. Quando comparada à pele 

sã adjacente, os dendritos dos melanócitos da pele com melasma são mais 

proeminentes, os melanossomos são mais maduros e há maior taxa de transferência de 

melanossomos aos queratinócitos. (21) 

É mais frequente na pele com melasma a ocorrência de melanócitos projetados da 

camada basal à derme papilar (“melanócitos em pêndulo”), cuja função na 

fisiopatogênese da dermatose não é bem estabelecida, mas são considerados 
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marcadores do fotoenvelhecimento e sua frequência parece ter correlação com a 

resposta terapêutica. [Figura 4] (22,23)  

 

 

Figura 4: Melanócitos “em pêndulo” e descontinuidade da membrana basal, 

imunomarcação pelo Melan- A e contracoloração pelo ácido periódico de Schiff (PAS). 

(19) 

 

Há perda de continuidade estrutural da zona de membrana basal [Figura 4], a qual 

apresenta-se fragmentada, com lâmina densa mais fina e perda das fibrilas de 

ancoragem na lâmina lúcida, provavelmente resultantes da degradação dos colágenos 

IV e VII pelas metaloproteinases (MMPs) 2 e 9. (24) Essas alterações facilitam o trânsito 

de citocinas na comunicação parácrina entre a derme e a epiderme, a qual é 

considerada responsável pelo estímulo sustentado à melanogênese do melasma, 

considerando seu caráter crônico e recidivante. (25,26) 

A derme da pele com melasma apresenta elastose solar mais proeminente se 

comparada à pele sã adjacente [Figura 5], resultante da ativação de metaloproteinases 

pela radiação ultravioleta (RUV), ativação mastocitária e perfil citocinas pró-inflamatórias 

e pró-melanogênicas (ex.: SCF, HGF, NGFβ) secretadas pelos fibroblastos 
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precocemente senescentes. (19,22,27) Tais fibroblastos senescentes resultam da 

exposição à RUV e estão aumentados na pele com melasma. Caracterizam-se por 

serem menos fusiformes, com menor taxa mitótica e terem alteração no perfil secretório, 

conforme mencionado. (28,29) 

 

 

Figura 5: Elastólise proeminente de fibras elásticas em amostra de pele com melasma 

facial.  (Verhoeff; x 200). (19) 

 

O incremento do componente vascular dérmico no melasma também contribui com a 

hiperpigmentação, em decorrência do aumento de fatores melanogênicos como o fator 

de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e fator estimulador de stem cell (SCF). 

(29–32) Mastócitos estão anormalmente aumentados em número na pele com melasma, 

preferencialmente ao redor dos vasos, e esta migração à derme parece estar 

relacionada à secreção de SCF pelos fibroblastos senescentes. (33) 

Os mastócitos, em resposta a diversos estímulos ambientais - como calor, pressão e 

RUV - , degranulam e a histamina liberada tem ação direta sobre os melanócitos, via 

receptor H2, promovendo síntese de melanina. A triptase também liberada, por sua vez, 
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ativa MMPs, que contribuem para a degradação de colágeno. Os mastócitos também 

são capazes de promover a indução da proliferação de vasos na derme superior. (20) 

O mecanismo de autofagia - processo catabólico de defesa celular que elimina 

macromoléculas anormais – está comprometido nos melanócitos da pele com melasma, 

o que pode favorecer o acúmulo de melanossomas alterados e repletos de melanina. 

(34–36) 

No melasma há expressão aumentada de genes relacionados à melanogênese (TYR, 

TYRP1 e MLNA), relacionados ao aumento de transferência de melanossomos entre 

melanócitos e queratinócitos (Myosin 5a e GDA), genes moduladores da via 

melanogênica Wnt/β-catenina (Wnt5a, SFRP2, LGR5 e WIF1), genes relacionados às 

prostaglandinas (PTGIS e PTG1S), além de genes ligados às vias de reparo 

(SER-PINB3) e angiogênese (angiopoitina-like 1 e 2, heparanase e MMP2). Também há 

incremento na expressão de genes relacionados à dendricidade melanocítica, à 

supressão da degradação da enzima tirosinase, ao aumento de fatores melanogênicos 

pró-inflamatórios, aos defeitos de reparo, à autofagia e genes relacionados ao aumento 

da degradação de estruturas da zona de membrana basal (ZMB). (28,37–39)  

 

Fatores Etiopatogênicos  

Em indivíduos geneticamente predispostos, a exposição solar é o fator de risco mais 

relevante para a patogênese do melasma. Diversos comprimentos de onda do espectro 

solar agem sobre a pele de modo a estimular, isolada e conjuntamente, a pigmentação 

cutânea. A radiação ultravioleta (RUV) - especialmente nas faixas de comprimento UVA 

(320 - 400nm ) e UVB ( 280 - 320 nm) -  tem ação direta sobre os melanócitos e também 

indireta, ao promover secreção de citocinas pró-melanogênicas pelos queratinócitos, 

fibroblastos e mastócitos, que induzem a síntese de melanina de forma parácrina. (40) 

A exposição solar crônica acarreta fotoenvelhecimento, estresse oxidativo, inflamação e 

melanogênese sustentada, os quais ocorrem no melasma. A UVB está mais relacionada 

ao eritema RUV-induzido e, UVA, mais relacionada à pigmentação imediata e 

persistente. (40) A ação da UVA na pele e sua participação na melanogênese envolve a 
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ocorrência de estresse oxidativo a partir de espécies reativas de oxigênio formadas à 

fotoestimulação. (41) 

Nos queratinócitos, a RUV induz expressão de p53, promovendo a síntese de 

propiomelanocortinas, como hormônio adenocorticotrópico (ACTH), fator estimulador de 

melanócitos (MSH), β-endorfina e laminina-332, os quais estimulam a melanogênese e a 

transferência de melanossomos, paracrinamente. (40) Há também produção epidérmica 

de endotelina, óxido nítrico, leucotrienos e prostaglandinas, que atuam sobre os 

melanócitos, promovendo aumento dos dendritos e aumento de expressão do gene 

TYR. (33,42) 

 

A UVB contribui também para a degradação das pontes de heparan-sulfato na ZMB, o 

que favorece o trânsito de estímulos melanogênicos dérmicos à epiderme. (43) Por fim, 

a UVB também aumenta a produção de mediadores pró-inflamatórios, como 

prostaglandinas e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), induzindo 

proliferação vascular. Neuropeptídeos envolvidos na melanogênese, como peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), também são estimulados pela RUV. (30) 

 

A luz visível é capaz de induzir pigmentação, entretanto apenas em indivíduos de 

fototipo mais alto (III-VI), a altas dosagens e em comprimentos de onda menores (420 - 

470 nm, luz azul-violeta), por meio da ativação do receptor opsina 3 (OPN3) dos 

melanócitos. (44) No entanto, não há diferença na expressão de OPN3 na superfície de 

diferentes tipos celulares da pele com melasma em comparação com a pele sã 

adjacente, sugerindo não ser a superexpressão de OPN-3 o mecanismo fisiopatológico 

que explique a hiperpigmentação pela luz visível na pele com melasma. (45) 

 

Metade do espectro da luz solar é composto pela radiação infra-vermelha (IV), percebida 

como calor. Sabe-se que a IV ativa vias inflamatórias, de degradação de matriz 

extracelular, de vasodilatação e de aumento do estresse oxidativo, todos componentes 

presentes na fisiopatologia do melasma. Ainda assim, o papel da IV no melasma é 
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incerto, apesar de haver piora da dermatose em situações de exposição crônica ao 

calor. (40,46,47) Há, inclusive, maior prevalência de melasma entre mulheres que 

trabalham expostas a fontes de calor, como as cozinheiras. (47) 

 

A preponderância do melasma em mulheres, seu surgimento em idade fértil e a melhora 

da condição após a menopausa são fatos que apontam a favor de seu componente 

etiológico hormonal. Além disso, a gestação e o uso de anticoncepcionais hormonais 

também são conhecidos fatores desencadeantes da dermatose. (4,6,7,48,49) 

O estradiol age sobre receptores nucleares específicos nos queratinócitos: receptor de 

estrogênio 𝑎 (ER1) e β (ER2). Através deles, o estradiol é capaz de ativar vias 

melanogênicas, além de modular funções de proliferação epitelial e síntese de colágeno 

em fibroblastos. (50,51) O papel da progesterona sobre a pele ainda é incerto. (52,53) 

 

Outro provável componente etiológico do melasma é a alteração do equilíbrio oxidativo 

do microambiente cutâneo. A exposição à UVR, poluição atmosférica, excesso de 

exercícios físicos e a privação de sono são estímulos que levam à formação de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) na pele, que promovem dano oxidativo celular, 

principalmente ao interagirem com membranas lipídicas. Em condições normais, o dano 

oxidativo de EROs é inibido por substâncias antioxidantes endógenas. (54,55) 

A pele com melasma apresenta sinais de estresse oxidativo quando comparada à pele 

sã adjacente, como superexpressão de p38 e, cabe ressaltar, a própria melanogênese é 

um processo oxidativo. (56,57) Vários dentre os tratamentos eficazes para melasma 

envolvem substâncias com ação antioxidante, como vitamina C, niacinamida, 

cisteamina, ácido kójico, ácido fítico e picnogenol, o que encoraja o estudo dos 

mecanismos que alterem o equilíbrio oxidativo e que possam promover a manutenção 

desta dermatose. (58) 

Poluentes atmosféricos parecem ser um importante fator contributivo para deflagrar o 

melasma, já que são capazes de ligar-se ao receptor de hidrocarboneto arílico (AhR) 

que, ao ser ativado, promove aumento de tirosinase nos melanócitos e síntese de 
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melanina. (59,60) Além disso, o número de pacientes com melasma mostra-se maior em 

países com maior poluição atmosférica e sua incidência crescente parece acompanhar o 

ritmo da urbanização e industrialização da sociedade. (9,61) 

 

Endotelina 

 

Inicialmente descritas como potentes vasoconstritores produzidos por células endoteliais 

e células musculares lisas vasculares, as endotelinas são polipeptídeos compostos por 

21 aminoácidos [Figura 6] e são importantes no equilíbrio hidro-pressórico dos sistemas 

cardiovascular, pulmonar e renal (62) pela modulação de óxido nítrico, principalmente, 

estando envolvidas na patogênese de diversas doenças vasculares. (63) Das 3 

endotelinas descritas (endotelina-1, endotelina-2 e endotelina-3), a endotelina-1 (ET-1) é 

a mais abundante e é codificada pelo gene EDN1 expresso por vários tipos celulares de 

vertebrados como células imunes, endoteliais, neurônios e queratinócitos. (64) 

 

 

 

Figura 6 : Representação da estrutura química molecular da endotelina. (65) 
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As endotelinas possuem receptores específicos na superfície dos melanócitos (receptor 

de endotelina A (ERA) e receptor de endotelina B (ERB)) e, atuam sobre essas e outras 

células da crista neural desde o processo de embriogênese, regulando sua proliferação, 

migração, diferenciação e melanogênese. (25,66–68) 

ET-1 é estudada na fisiopatogênese de outras afecções cutâneas. Mostrou-se 

aumentada em condições como dermatite atópica e psoríase, nas quais parece estar 

relacionada ao prurido por vias histamina-independentes. (64,69,70) Fibroblastos 

estimulados com ET-1 mostraram aumento da produção de colágeno tipo 1 e fator de 

crescimento de tecido conjuntivo, e seu potencial papel regulatório na fibrose dérmica de 

condições como a esclerose sistêmica direciona esforços na busca de alvos 

terapêuticos. (71) 

O receptor de endotelina B (ERB), é uma proteína transmembrana de 7 domínios ligada 

à proteína-G, e é igualmente estimulado por todas as formas de endotelina e altamente 

expresso na superfície dos melanócitos, tendo papel central na pigmentação UVB 

induzida. (25) 

À mínima exposição à radiação UVB, queratinócitos produzem, entre outros fatores, a 

ET-1 que age paracrinamente sobre os melanócitos através do ERB, ativando vias 

melanogênicas nestas células capazes de manterem-se ativas por até 10 dias após a 

exposição solar. (25,72,73) A expressão de fatores melanogênicos como o fator de 

transcrição de microftalmia (MITF), receptor de melanocortina 1 (MC1R), tirosinase 

(TYR) e a expressão do ERB são aumentadas pela ação da ET-1, causando aumento da 

tirosinase e dopacromotautomerase por sinalizações intracelulares via MAPKs ERK1/2 e 

p38. (31,74) 

ET-1 é capaz de promover alterações estruturais nos melanócitos, como aumento no 

número de dendritos celulares, prolongamento de dendritos e aumento na taxa de 

transferência de melanossomos. (29) Está envolvida no aumento de componentes 

necessários à formação de melanossomos em lentigos solares, o que mostra possível 

relação da ET-1 com mecanismos de autofagia responsáveis pela degradação de 

melanossomos, deficitários na pele com melasma. (75) 
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A expressão de ET-1 e ERB está aumentada em lesões de lentigo solar em humanos, e 

ET-1 derivada de queratinócitos está aumentada também em outras lesões pigmentares 

como queratoses seborreicas e carcinomas basocelulares pigmentados (76,77) bem 

como na epiderme sobrejacente à derme hipervascularizada de lesões vasculares 

benignas. (31) 

 

Apesar de já estabelecida a relação entre endotelina e melanogênese, esta relação 

ainda não foi sistematicamente avaliada na pele acometida por melasma.  

 

Receptor de hidrocarboneto arílico 

 

O receptor de hidrocarboneto arílico (AhR) [Figura 7] é um receptor citoplasmático que 

libera suas proteínas acessórias quando ativado e inicia um sinal de translocação 

nuclear, intermediando diversos processos celulares. Está presente em vários tipos de 

células da pele, incluindo melanócitos, queratinócitos, células de Langerhans, 

mastócitos e fibroblastos e, participa da proliferação, diferenciação, apoptose e 

hiperpigmentação celular.  
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Figura 7: Representação do receptor de hidrocarboneto arílico ligado a indirubin, um 

composto químico.  

(Fonte:  https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Aryl_hydrocarbon_receptor_PDB_7ZUB.png ) 

 

 

O AhR é um conhecido sensor pleiotrópico de xenobióticos, termo usado para descrever 

os poluentes ambientais sintéticos produzidos em grandes volumes nas atividades 

industriais, agrícolas, domésticas e urbanas, como ozônio, bifenilos policlorados, 

dioxinas e outros hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs), substâncias estas 

altamente lipofílicas. A dioxina, por exemplo, está amplamente presente na fumaça dos 

escapamentos veiculares. Esses agentes podem ligar-se ao AhR e torná-lo ativado. (78)   

Quando submetida à intensa poluição atmosférica, a pele apresenta déficit de barreira, 

com menor produção de esqualeno, desequilíbrio oxidativo e alteração da microbiota 

local, podendo contribuir com o desencadeamento de doenças inflamatórias e 

neoplásicas, além do envelhecimento extrínseco da pele. (78–80)  

Na derme, material particulado proveniente da poluição atmosférica, pode induzir 

fenótipos senescentes nos fibroblastos, com aumento de metaloproteinases e citocinas 

inflamatórias, comprometendo a colagênese. (81) 

Estudo in vitro com fibroblastos dérmicos expostos a material particulado mostrou 

aumento significativo da expressão de metaloproteinase-1 (MMP-1), metaloproteinase-3 

(MMP-3) e citocinas inflamatórias e queda de fator de crescimento transformador beta 

(TGF-beta), colágeno tipo 1 e elastina, apresentando alterações associadas ao 

envelhecimento cutâneo. (81) 

A luz UV, principalmente UVB, e a exposição à luz visível geram 

formilindolo-(3,2-b)-carbazol (FICZ), um derivado do triptofano. FICZ é um ligante de alta 

afinidade e ativador endógeno do fator de transcrição do receptor de hidrocarboneto 

arílico (AhR), o que indica uma ação sinérgica da radiação solar e poluentes 

atmosféricos. 
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Quando a via AhR é ativada, promove a regulação positiva da tirosinase nos 

melanócitos. A produção de melanina também é altamente regulada por atividade 

parácrina dos queratinócitos circundantes. (59,82) 

Observações clínicas após exposição a tóxicos ambientais sugeriram uma ligação entre 

a ativação do AhR e a melanogênese. No Japão, em 1968 e em Taiwan em 1979, 

eventos acidentais de envenenamento em massa ocorreram por óleo de cozinha, entre 

os quais estão fortes ligantes AhR. As pessoas expostas apresentaram aumento da 

pigmentação da pele e da mucosa gengival. Os mecanismos moleculares subjacentes à 

hiperpigmentação induzida por xenobióticos não foram estabelecidos. (59,82) 

Há acúmulo de evidências científicas de que a poluição do ar desempenha um papel 

importante no envelhecimento extrínseco e na pigmentação. De maneira sinérgica à 

exposição solar e a fatores genéticos, a poluição pode ser um fator de risco para o 

melasma por meio da penetração cutânea de material particulado e HAPs, promovendo 

ativação da melanogênese e processos de senescência celular via AhR.    

Até o momento, a expressão de AhR não foi avaliada em melanócitos e queratinócitos 

da pele com melasma. (8) 

 

Tratamento​  

 

Considerando a RUV como o principal fator etiopatogênico do melasma, sua primeira 

medida terapêutica inclui o uso de protetor solar com cor, de amplo espectro de 

proteção, o qual é capaz de diminuir a hiperpigmentação, prevenir recidivas e evitar o 

desencadeamento em indivíduos de alto risco para desenvolvimento do melasma. 

(30,43,83). O êxito do tratamento está vinculado à adequada utilização do protetor solar, 

bem como adesão a outras medidas fotoprotetoras, como uso de barreiras físicas 

(óculos de sol, chapéu, sombrinhas, etc).  

As medicações tópicas despigmentantes podem ter diferentes mecanismos de ação, 

sendo o principal descrito a inibição da tirosinase (forma como atua o ácido azelaico, 
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arbutin, hidroquinona e tiamidol). (84–86) Outros agentes tem ação antioxidantes e/ou 

no transporte da melanina, assim como a niacinamida e a vitamina C. (67,68) A fórmula 

tríplice (hidroquinona 4% + fluocinolona acetonida 0,01% + tretinoína 0,1%) ainda é o 

padrão-ouro do tratamento, em associação ao uso do fotoprotetor, e tem taxas de 

resposta superiores ao uso isolado de hidroquinona 4%. (87) 

Medicações sistêmicas incluem o uso de antioxidantes orais, como pycnogenol (extrato 

de Pinus pinaster) e Polypodium leucotomos. No entanto, a medicação sistêmica mais 

promissora e estudada é o ácido tranexâmico, antifibrinolítico inibidor da plasmina e 

endotelina-1, capaz de intervir na comunicação parácrina entre queratinócitos e 

melanócitos, além de diminuir atividade mastocitária, e fatores secretados por 

fibroblastos. (88–90) O ácido tranexâmico oral é eficaz no tratamento do melasma e é 

considerado um adjuvante à terapêutica com tríplice associação e protetor solar. (91) 

Formulações tópicas e intradérmicas com ácido tranexâmico mostram resultados mais 

limitados de clareamento do que a administração por via oral. (22,90,92) 

Medidas comportamentais, medicações tópicas e sistêmicas têm resultados otimizados 

pela associação de procedimentos realizados em consultório, tendo como destaque o 

microagulhamento (IPCA ® protocolo de injúria moderada), que já pode ser considerado 

primeira linha do tratamento do melasma, quando associado aos demais tratamentos. 

(93,94)  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO PRINCIPAL 

Avaliar a expressão de endotelina-1 (ET-1), receptor de endotelina-A (ERA) e receptor 

de endotelina- B (ERB) na epiderme e derme de mulheres com melasma facial em 

comparação com a pele sã adjacente.   

 

Avaliar a expressão do receptor de hidrocarboneto arílico na epiderme e derme da pele 

com melasma em comparação com a pele sã adjacente.  

 

OBJETIVO SECUNDÁRIO 

 

Avaliar a expressão do receptor de hidrocarboneto arílico nas glândulas sebáceas da 

pele com melasma em comparação com a pele sã adjacente. 
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ARTIGO PUBLICADO 

Aponte uma câmera de celular ao QR code abaixo para ser direcionado à página do 

artigo na íntegra intitulado  “Expression of Endothelin-1, Endothelin Receptor-A, and 

Endothelin Receptor-B in facial melasma compared to adjacent skin”, anexado nas 

páginas a seguir.  

 

 

 

ACESSO AO ARTIGO 
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SUPPLEMENTARY TABLE 

Relative fluorescence (ET-1, ERA and ERB) in the cytoplasm of cells from the epidermis 

in facial melasma and in the adjacent photoexposed nonlesional skin (n = 20 women). 

HE: high epidermis (spinous and granulous layers); LE: lower epidermis (suprabasal); 

MEL: melanocyte.  
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ARTIGO SUBMETIDO 
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CONCLUSÕES 

 

1.​ Há aumento da expressão de ET-1 na epiderme da pele com melasma em 

comparação com a pele adjacente sã.  

2.​ O aumento da expressão de ET-1 na epiderme da pele com melasma em 

comparação com pele sã adjacente ocorre tanto na camada espinhosa, quanto na 

camada basal. 

3.​ Não há expressão diferencial de ERA e ERB na epiderme da pele com melasma 

em comparação com a pele adjacente sã.  

4.​ Não há fluorescência relevante para ET-1, ERA e ERB na derme superior da pele 

com melasma ou pele sã adjacente. 

5.​ Há maior ativação epidérmica do AhR na pele com melasma em comparação 

com a pele adjacente sã. 

6.​ Há maior expressão do AhR nas unidades pilossebáceas da pele com melasma 

em comparação com a adjacente.  
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ANEXO 1: Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa 
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APÊNDICE 1: Protocolos de imunofluorescência direta de tripla marcação para os 

anticorpos teste anti-endotelina-1, anti-receptor de endotelina A e anti-receptor de 

endotelina B. 

 
Foram recuperados 40 blocos de parafina (20 de pele sã e 20 de pele adjacente) de 

pacientes com melasma facial oriundos do projeto previamente desenvolvido pelo grupo 

(2018/10827-3). 

Foram catalogados os dados clínicos, colorimétricos (*L de cada região biopsiada), 

histomorfométricos da epiderme, e demográficos da amostra de pacientes com melasma 

facial. (Tabela Complementar 1). Não houve perdas de dados ou de casos, todos foram 

elegíveis para o experimento. 

 

Tabela Complementar 1 : Principais dados clínicos, colorimétricos, histomorfométricos 

e demográficos da amostra com melasma facial. 
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1.​  Recuperação antigênica e montagem das lâminas 

 

O processo de recuperação antigênica seguiu o seguinte protocolo: 

a.​ Microtomia dos blocos 4 micra e posicionamento dos cortes em lâmina 

silanizada; 

b.​ Desparafinização,através de banho sem xilol ( 3 vezes ) 5 minutos cada; 

c.​ Hidratação, realizada através da passagem do material por banhos sucessivos 

em álcool absoluto (3 vezes), álcool 100%, álcool 95%, álcool 70% e água destilada; 

d.​  Etapa de recuperação antigênica: mergulhar as lâminas em solução de Tampão 

Citrato 10mM pH 6,0 e utilizar a Câmara de Pressão a 117º C por 3 minutos; 

e.​ Após o procedimento, deixar as lâminas esfriarem em temperatura ambiente por 

20 minutos e lavar com PBS (3 vezes de 5 minutos); 

f.​ Etapa de bloqueio de ligações inespecíficas: realizada mergulhando-se as 

lâminas em solução de leite desnatado a 5% por no mínimo 1 hora; 

g.​ Circular o corte com caneta hidrofóbica e sem lavar a lâmina, incubar com 

anticorpo primário. Transferir as lâminas para bandeja e aplicar o anticorpo primário (ver 

diluição). Fechar a bandeja e deixar incubando em câmara úmida na geladeira à 4oC 

“overnight”; 

h.​ No dia seguinte, lavar as lâminas com PBS e aplicar o anticorpo secundário e 

incubar por 60 minutos em ambiente escuro; 

i.​ Após a lavagem das lâminas com PBS, aplicar o anticorpo Anti-Vimentin antibody 

(Abcam® 8978/ 1:100) e incubar por 120 minutos em ambiente escuro; 

j.​ Depois de lavagem das lâminas com PBS, aplicar o anticorpo Goat Anti- Mouse 

IgG H&L (Alexa Fluor® 647) e incubar por 30 minutos em ambiente escuro; 

k.​ Após, lavar as lâminas com PBS e 

l.​ Aplicar Mounting Medium With DAPI - Aqueous (Abcam® 104139 / 1:1), 

Fluoroshield em ambiente escuro, aguardar 5 minutos e, colocar lamínula; 

m.​ Seguir para leitura sob microscopia. 
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2. Validação dos anticorpos para imunofluorescência de tripla marcação 

 

Com os recursos de custeio do projeto, foram adquiridos os insumos para a 

imunofluorescência de tripla marcação, e os anticorpos anti-Endotelina-1, anti-vimentina 

(Abcam® 8978) , DAPI (Abcam® 104139), anti- Receptor de Endotelina-A (Abcam® 

76259) , e anti-Receptor de Endotelina-B (Abcam® 117529). 

Após subsequentes testes com as concentrações dos anticorpos em pele sã (teste), os 

anticorpos foram validados nos seus devidos controles positivos, segundo as 

informações da tabela complementar 2 e das figuras complementares 1 a 3. 

 

Tabela Complementar 2. Validação dos anticorpos para a imunofluorescência direta. 
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Figura Complementar 1. Validação do anticorpo anti-endotelina 1 (1/100) para 

imunofluorescência de tripla marcação. (Fig. Compl. 1: A) DAPI; B) Anti-endothelin; C) 

Anti-vimentin; D) Overlap) 
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Figura Complementar 2: Validação do anticorpo anti-receptor de endotelina A (1/500) 

para imunofluorescência de tripla marcação. (Fig. Compl. 2: A) DAPI; B) Anti-Endothelin 

A Receptor/ ERA; C) Anti-vimentin e D) Overlap) 
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Figura Complementar 3. Validação do anticorpo anti-receptor de endotelina B (1/100) 

para imunofluorescência de tripla marcação. (Fig. Compl. 3: A) DAPI; B) Anti-Endothelin 

B Receptor/ ERB; C) Anti-vimentin; D) Overlap) 

 

 

3. Obtenção de imagens  

 

De maneira cega para topografia (melasma e pele sã), foram obtidas fotografias 

padronizadas em triplicata de áreas interfoliculares de maior intensidade de marcação 

através de microscópio confocal LEICA TCS SP8, equipado com emissão de laser nos 
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comprimentos 405, 488, 552 e 638 nm, bem dois detectores do tipo fotomultiplicador e 

um detector do tipo híbrido que permitiu a aquisição simultânea de vários canais de 

fluorescência. Para cada canal de fluorescência (marcadores), foram geradas imagens 

em formato TIFF com resolução de 813 x 813 pixel.  

 

​ 4. Análise de imagens  

 

Por meio do software ImageJ v1.51 e de maneira cega para topografia (melasma e pele 

sã), foram analisadas as intensidades (medianas das intensidades) dos histogramas 

(variação de 0 a 255 tons de cinza) para os diferentes canais de cor.  

Os valores de intensidade de histograma foram obtidos para queratinócitos suprabasais, 

melanócitos basais e derme papilar e, ajustados para a intensidade do histograma de 

fundo (representado por fundo preto) de cada fotografia, obtendo-se a intensidade 

relativa de pixels de cada área analisada.  (Figura Complementar 4). 
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Figura Complementar 4. Cada imagem foi selecionada manualmente, de forma cega 

quanto ao grupo. Sendo selecionado o valor mediano da intensidade do histograma dos 

pixels. No exemplo acima, a área de apiderme alta (HE). 

 

 

5. Análise Estatítica 

 

A normalidade dos dados obtidos foi avaliada por meio do Shapiro-Wilk. Os dados foram 

comparados entre topografias utilizando um modelo linear de efeitos mistos 

generalizados, com estrutura de covariância robusta, distribuição de probabilidade 

ajustada para cada amostra (normal ou gama) e análise post hoc pelo algoritmo Sidak 

sequencial. 

A correlação entre a fluorescência da ET-1 e os parâmetros histomorfométricos foi 

avaliada pelo coeficiente de correlação de Spearman. 

A análise foi realizada no software IBM SPSS 22v e a significância foi definida para 

p<0,05. O tamanho da amostra baseou-se na expectativa de diferença entre as 

topografias de mais de 20% das expressões entre as peles amostradas, com alfa 0,05 e 

beta 0,2.  
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APÊNDICE 2: Protocolos de imuno-histoquímica para análise de anti-receptor de 

hidrocarboneto arílico 

 
O protocolo de reação imuno-histoquímica foi realizado conforme descrito a seguir. 

Foram recuperados 40 blocos de parafina (20 de pele sã e 20 de pele adjacente) de 

pacientes com melasma facial oriundos do projeto previamente desenvolvido pelo grupo 

(2018/10827-3). 

Inicialmente, procedeu-se a desparafinização das lâminas em banhos de xilol, realizados 

três vezes com duração de 5 minutos cada. Em seguida, as lâminas foram hidratadas 

por meio de banhos sucessivos em álcool absoluto (três vezes), álcool 100%, álcool 

95%, álcool 70% e, finalmente, água destilada.  

Para a recuperação antigênica, as lâminas foram mergulhadas em solução de tampão 

citrato 10 mM (pH 6,0) e submetidas à Câmara de Pressão. Após esse procedimento, as 

lâminas foram resfriadas em temperatura ambiente por 20 minutos e lavadas três vezes 

com solução PBS (5 minutos cada). 

O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com incubação das lâminas em 

solução de H₂O₂ a 3% em PBS, durante 5 minutos, mantidas em ambiente escuro. Para 

bloquear ligações inespecíficas, as lâminas foram submersas em solução de leite 

desnatado a 1% em PBS por no mínimo 1 hora.  

Posteriormente, realizou-se a incubação com o anticorpo primário Anti-Aryl hydrocarbon 

receptor antibody [EPR7119(N)(2)], abcam ab190797, diluído na proporção 1:100 em 

solução de albumina bovina sérica (BSA) a 1%. Foram aplicados 70 µL do anticorpo 

diluído sobre cada lâmina, as quais foram acondicionadas em uma bandeja, incubadas 

em câmara úmida e mantidas em geladeira a 4°C “overnight”. 

Após a incubação com o anticorpo primário, as lâminas foram lavadas três vezes em 

solução PBS (5 minutos cada) e incubadas com o kit de polímero Nichirei, conforme as 

orientações do fabricante. Na sequência, realizou-se a incubação com a solução de 

3’3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) (Sigma Chemical CO, MO, EUA), 

aplicando-se 70 µL por lâmina, com duração de 5 minutos. A contracoloração foi 
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realizada com hematoxilina de Harris a 50%. Em seguida, as lâminas foram 

desidratadas em álcool 70%, 95% e 100% (três vezes cada), finalizando com banhos em 

xilol (três vezes). Por fim, as lâminas foram montadas com lamínulas (24x32 mm), 

utilizando resina sintética Permount (FISHER, EUA). 

Após cada etapa do protocolo, com exceção do bloqueio de ligações inespecíficas, as 

lâminas foram lavadas três vezes em solução de PBS 0,1 M (pH 7,2), durante 5 minutos 

cada. 

Após subsequentes testes com as concentrações dos anticorpos em pele sã (teste), o 

anticorpo foi validado em seu controle positivo e negativo, células HeLa, conforme 

orientação do fabricante do anticorpo, a exemplo das figuras 1 e 2 . 

O mesmo foi realizado na imuno-histoquímica para Ki67 (anticorpo monoclonal clone 

MIB1, Dako, M7240 , Glostrup, Denmark – 1/50). 

 

 

 

Figura 1: Marcação negativa do anticorpo anti-receptor de hidrocarboneto arílico em 

tecido hepático. 
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Figura 2: Marcação positiva do anticorpo anti-receptor de hidrocarboneto arílico 1:200, 

em tecido hepático. 
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APÊNDICE 3: Artigo “Update on Melasma - Part I: Pathogenesis”
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APÊNDICE 4: Artigo “Update on Melasma - Part II: Treatment”



92 



93 



94 



95 



96 



97 



98 



99 



100 



101 



102 



103 



104 



105 



106 



107 



108 



109 



110 



111 



112 



113 



114 

 

 

 

 

 



115 

APÊNDICE 5: Ilustrações de apoio 

 
 

 
Ilustração 1- Mecanismo de aumento da produção de endotelina-1 (ET-1) na pele com 
melasma: em um ambiente pró-inflamatório e de reparo, como presente na pele com 
melasma, há liberação de óxido nítrico (ON), potente vasodilatador. A pele com melasma já 
mostrou aumento na concentração de oxido nítrico sintase induzível (iNOS), o que acarreta 
em maior produção de ON e justificaria um aumento da produção de ET-1, que é 
vasoconstritora, como forma de contrabalancear a vasodilatação promovida pelo ON.  
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Ilustração 2- Sinergia entre a poluição atmosférica e radiação ultravioleta na ativação 
do receptor de hidrocarboneto arílico (AhR): o AhR pode ser ativado por elementos 
xenobióticos que alcançam diversas camadas da pele através de penetração por vias 
intercelulares, intracelulares ou pelas aberturas das unidades pilossebáceas. Elementos 
endógenos também são capazes de ativar o AhR, como o formindolo-(3,2-b)-carbazol 
(FICZ), um fotoproduto do triptofano, gerado a partir da exposição deste aminoácido à 
radiação ultravioleta B (UVB) e luz visível (LV) solar.  O FICZ é um ligante de alta afinidade 
do AhR.  
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Ilustração 3- Ativação de vias melanogênicas a partir da ativação do receptor de 
hidrocarboneto arílico (AhR): uma vez ativado, o AhR pode seguir a via canônica ou 
não-canônica. Na via canônica, sofre translocação nuclear, onde interage com o parceiro de 
heterodimerização ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator), formando um 
complexo que se liga a elementos de resposta específicos no DNA, como o elemento de 
resposta a xenobióticos (XRE). Isso resulta na transcrição de genes como CYP1A1 e 
CYP1B1, envolvidos na depuração de xenobióticos e que influenciam a síntese de 
melanina, podendo exacerbar hiperpigmentação do melasma. O processo de depuração de 
xenobióticos é gerador de espécies reativas de oxigênio (EROs), o que eleva a expressão 
de p38, levando a aumento da expressão de fatores pró-melanogênicos, como o MITF 
(Microphthalmia-Associated Transcription Factor), que também promovem aumento da 
síntese de melanina. O dano oxidativo eleva mediadores inflamatórios, à degradação de 
colágeno e leva também a alterações no microbioma cutâneo, elementos que favorecem a 
melanogênese.  
Já a via não canônica envolve interações diretas ou indiretas do AhR com outras proteínas 
sinalizadoras, independentemente de ARNT, incluindo a ativação de quinases intracelulares 
e vias como a MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). Estas vias podem promover a 
expressão de fatores pró-melanogênicos, como o MITF. 
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