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Introdugdo: Elementos nutricionais associados em doses fisiologicas demonstraram efei-
tos benéficos sobre a sintese capilar.

Objetivo: Avaliar o impacto de uma associacio de nutrientes em parametros relacionados
a integridade da unidade folicular.

Métodos: Foi realizada uma avaliacio de interacio do suplemento nutricional versus um
controle in vitro, em cultura de foliculos pilosos humanos, sob quatro marcadores distin-
tos: quantificacio das queratinas 10 e 14; avaliacio por imunofluorescéncia da expressio
proteica do coligeno 17A1 (COL17A1); determinacao de B-catenina; quantificagio da
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06023-000, Osasco - SP, Brasil histologia demonstrou aumento significativo da presenca do coligeno 17A1 sob imuno-
E-mail: flavia@medcinonline.com.br fluorescéncia.

Conclusdes: Os parametros avaliados neste estudo permitiram evidenciar o impacto positivo
da associa¢io de nutrientes analisada no foliculo piloso e derme papilar folicular, com incre-
mento das proliferacio e metabolismo celular, além de maior presenca do coliageno 17A1.
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Objective: ‘1o evaluate the impact of the association of nutrients on parameters related to the follicular
unit’s integrity.
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Ciclo pilar e queratinogenese

INTRODUCAO

O crescimento capilar depende de estreita interagio en-
tre diferentes popula¢des celulares no compartimento folicular.’

As células da papila dérmica sio derivadas da derme me-
senquimal e localizadas na base dos foliculos capilares ou pilosos.
Essas células desempenham papel crucial na morfogénese e no
ciclo capilar por meio de mecanismos que envolvem a via de
sinalizagio Wnt.?

A via de sinalizacio Wnt é responsavel pelo desenvol-
vimento e regenera¢io do foliculo piloso, sendo mediada pela
B-catenina, que ¢ sinal-chave para o ntcleo celular, no qual se
liga ao fator de transcri¢io TCF/Lef para ativar a transcricdo dos
genes que produzem a fibra capilar.’

O envelhecimento capilar é processo multifatorial em
que os fatores intrinsecos se associam aos fatores extrinsecos, as-
sim como em toda a pele: radia¢do solar, em particular a ultravio-
leta, ¢ o mais estudado, mas outros fatores oxidativos e mutage-
nicos, como a dieta e a poluicio, tém influéncia no processo. Da
mesma forma, ha progressivo declinio da renovagio epidérmica,
com alteracdes da barreira cutinea no couro cabeludo.*

O processo de envelhecimento capilar estd intrinseca-
mente ligado ao foliculo capilar, e este a derme papilar folicular.’

A gradual reducio da populagio celular nessas estruturas,
aliada a mecanismos de dano ao DNA e oxidativos, constitui
evento fundamental no envelhecimento capilar, descrito e cor-
relacionado fenotipicamente com o cabelo.®

Ha evidéncias de que essa reducio das células-tronco tem
correlacio com a protedlise gradual de um colageno especifico,
do tipo XVIIIa1l (COL17A1).7

Clinicamente, esse processo se caracteriza por despig-
mentacio e perda dos fios; histologicamente, ¢ observada minia-
turizacio do foliculo piloso.®

Elementos nutricionais associados em doses fisiologicas
demonstraram efeitos benéficos sobre a sintese capilar; nutrien-
tes relacionados a queratinogénese associados a antioxidantes
demonstraram efeitos positivos na proliferacio e diferenciacio
queratinocitica;® o efeito clinico dessa mesma associagio foi de-
monstrado em outro estudo, segundo o qual pacientes com efla-
vio telégeno em uso da suplementacio nutricional apresentaram
melhora significativa da relagio anigena/telégena apds uso dia-
rio, em monoterapia, durante 12 semanas.’

Possivelmente, alguns dos suplementos nutricionais po-
dem também levar a melhor funcido metabodlica dos queratino-
citos envolvidos no foliculo piloso, justificando a melhora da
queda e estrutura capilar, e tendo efeito relevante em variadas
etiologias de alopecia, como o eflavio telégeno ou alopecia se-
nescente (aging hair); o objetivo deste estudo é avaliar o impacto
de uma nova associacio de nutrientes em parametros relaciona-
dos a integridade da unidade folicular.

MATERIAL E METODOS

O produto de investigacdo foi uma associagio de mi-
cronutrientes € aminoicidos (Eximia Fortalize Kera D®, FQM
Melora, Rio de Janeiro, Brasil) composto das vitaminas A, C,
D e E, vitaminas do complexo B: icidos félico e pantoténico,
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biotina, niacina, piridoxina e tiamina; e os oligoelementos ferro,
magnésio e zinco, todos em concentra¢des fisiologicas (100%
IDR), além de um pool de aminoacidos essenciais: acido asparti-
co, glutimico, serina, glicina, histidina, arginina, treonina, alanina,
prolina, tirosina, valina, metionina, cistina, isoleucina, triptofano,
leucina, fenilalanina, lisina e hidroxiprolina.

O produto foi previamente preparado para a avaliacido
nos melos em concentra¢des nio citotdxicas, determinadas pre-
viamente pela avaliacio de citotoxicidade in vitro.

A interag¢io do suplemento nutricional foi avaliada sob
quatro marcadores distintos:

-quantifica¢io das queratinas 10 e 14;

- avalia¢io por imunofluorescéncia da expressio proteica
do colageno 17A1 (COL17A1);

-determinacao de B-catenina: essa molécula é uma subu-
nidade do complexo proteico de caderina, e é sinalizadora na via
de sinalizacio Wnt, associada a proliferacio celular;

- quantificagio da sintese de ATP: estimulo do metabo-
lismo celular.

Para avaliacio da qualidade da queratinogénese epidér-
mica e folicular, fragmentos de escalpo obtidos de cirurgia plas-
tica eletiva foram tratados com trés concentracdes do produto
e avaliados durante 72 horas, para posterior quantificagio imu-
noenzimatica das queratinas 10 e 14. Os fragmentos de escalpo
também foram submetidos a cinco doses consecutivas da radia-
¢io UVA/B e tratados com trés concentra¢des do produto, du-
rante cinco dias, para avaliagio de COL17A1 por imunofluores-
céncia, com uso de microscopio de fluorescéncia (OLYMPUS
BX53, Japio) e software cellSens Standard (°2010 OLYMPUS
CORPORATION).

Apds a obten¢io das imagens de imunofluroescéncia,
sua intensidade foi quantificada com auxilio do soffiware Image]
(Unidades Arbitrarias — UA).

Para avaliacgio do metabolismo celular e qualidade do
crescimento capilar, células da papila dérmica folicular huma-
na foram incubadas com trés concentracdes do produto (0,316,
0,100 e 0,0316mg/ml) durante 72 horas, para quantificagio pos-
terior de B-catenina e ATP.

Culturas celulares com iguais concentragdes foram irra-
diadas com espectro ultravioleta B/A (UV meter, Honle UV
America Inc. MA, USA).

As concentra¢des de ATP, B-catenina e queratinas 10 e 14
foram medidas por Elisa (enzyme-linked immunosorbent assay
— USCN-USA).

A avaliacio estatistica dos dados quantitativos obtidos foi
realizada no soffware GraphPad Prism v6 pelo teste Anova, que
permitiu mensurar o nivel de variagio dos resultados, compa-
rando os dados entre os grupos. Para confirmac¢io dos resultados
obtidos, utilizou-se o pods-teste Bonferroni, com nivel de signi-
ficancia de 5%.

RESULTADOS

Quantificagdo de queratinas 10 e 14 nas culturas
de escalpo ex vivo
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A concentragio de 0,316mg/ml promoveu aumento sig-
nificativo (p < 0,05) na producio das queratinas 10 ¢ 14, em
60,1% e 27,8%, respectivamente, em relacio ao grupo basal, con-
forme demonstram os graficos 1 e 2.

Os resultados referentes a quantifica¢io de B-catenina re-
velaram que a concentrag¢io de 0,316mg/ml também foi capaz
de estimular a produc¢io desse mediador em 41,3%, em compa-
ragdo com o grupo basal, conforme demonstrado no grafico 3.

Adicionalmente, as concentra¢des de 0,100 e 0,0316mg/
ml promoveram aumentos significativos (p < 0,001) na sintese
de ATP em culturas de HHDPCs (human hair dermal papilla cells).
Observa-se aumento de 53,2% na concentra¢io de 0,100mg/ml

Avaliagdo da sintese da queratina 10
(células de escalpo humano ex-vivo)
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e 50,6% na concentrag¢io de 0,0316mg/ml, conforme grafico 4.

Com relagio ao efeito da radia¢io sobre a COL17A1, a
imunofluorescéncia demonstrou que a exposicio cumulativa a
radiacio UVA/B reduz significativamente a sintese proteica de
Col17A1 em 42,3% (p < 0,001) em area nio tratada (proteina
Col17A1 estd imunomarcada em verde, e a marcagio em azul
representa o nucleo celular exposto-DNA) enquanto o trata-
mento com o produto avaliado foi capaz de preservar a sintese
de CoL17A1 nos fragmentos de escalpo submetidos a radia¢io
UVA/B em 70,5%, 48,9% e 43,6%, nas concentracdes de 0,316;
0,100 e 0,0316mg/ml, respectivamente, conforme evidenciado
na figura 1.
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GRAFICO 1: Barra clara: média da drea controle; barras escuras: média da
sintese de queratina 10 com tratamento com concentragées de 0,316 0,1 e
0,0316 mg/ml respectivamente. (p<0,005*)
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GRAFICO 3: Legenda: barra branca: média da drea controle; barras
rosa: média percentual da sintese de B-catenina com tratamento com
concentragGes de 0,316 0,1 e 0,0316 mg/ml respectivamente. (p<0,005*)

Avaliacdo quantitativa da sintese de ATP
(culturas de HHDPCs -human hair dermal papilla cells)
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GRAFICO 2: Barra clara: média da drea controle; barras escuras: média da
sintese de queratina 10 com tratamento com concentragdes de 0,316 0,1 e
0,0316 mg/ml respectivamente. (p<0,005*)
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GRAFICO 4: Legenda: barra branca: média da drea controle; barras rosa:
média percentual da sintese de ATP com tratamento com concentragdes
de 0,316 0,1 € 0,0316 mg/ml respectivamente. (p<0,001***)



Ciclo pilar e queratinogenese

O grafico 5, com o resultado da quantificagio da colo-
racio obtida por imunofluorescéncia, demonstra o efeito signi-
ficativo das trés concentra¢des avaliadas sobre a sintese da CO-
L17A1.

DISCUSSAO

Os parametros avaliados neste estudo permitiram evi-
denciar o impacto da associagio dos nutrientes presentes na
formula¢do em anilise, nos mecanismos de queratinogénese da
epiderme perifolicular, refletindo maior integridade do compo-
nente epidérmico (foliculo piloso propriamente dito) e dérmico
(papila folicular).

A expressdo das queratinas 10 e 14 aumentou significa-
tivamente na presen¢a da associacio, demonstrando aumento da
sintese da queratina capilar. A expressio dessas queratinas au-
menta fisiologicamente na fase anigena, sendo elas marcadores

F - Eximia fortalize kera D
(0,316 mg/mkL)

E - Eximia fortalize kera D
(0,316 mg/mlL)

H - Eximia fortalize kera D
(0,100 mg/mL)

G - Eximia fortalize kera D
(0,100 mg/mL)

I - Eximia fortalize kera D
(0,0316 mg/mlL)

J - Eximia fortalize keraD
(0,0316 mg/mlL)

-

FIGURA 1: Avaliagdo histoldgica por imunofluorescéncia da sintese proteica
de Col17A1 (fragmentos de escalpo humano ex-vivo)

Grafico 05: Avaliacdao semi-quantitativa da COL17A1
imunomarcada ( culturas de HHDPCs -human hair
dermal papilla cells) em unidades arbitrarias
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GRAFICO 5: Barra clara: média da area controle; barra preta: drea ndo
tratada e irradiada com redugdo da COL17A1 (p < 0,0 0 1em relagdo ao
basal #) barras médias: média percentual da presen¢a de COL17A1 sob

tratamento com concentragdes de 0,316 (p<0,001***) 0,1 (p<0,05%)

e 0,0316 mg/ml (p<0,05*) respectivamente

proliferativos da camada basal da epiderme interfolicular."

Um estudo em modelo animal demonstrou que em si-
tuagdes de hiperglicemia, hi redu¢io da expressio da queratina
14 e indugio ectdpica da queratina 10, o que demonstra uma
alteracio da proliferacio e diferenciagio queratinocitica nesses
pacientes. Esses achados justificam as alteragdes de barreira cuta-
nea encontradas nesses pacientes."

A associacio de aminoacidos sulfurados colabora para
essa sintese da queratina capilar, especificamente metionina e
cisteina.'

A taxa de prolifera¢ido celular também foi medida por
outro marcador, a beta-catenina, proteina mediadora da via Wnt
(wingless type MMTV integration site Family). Essa via de sinaliza-
¢io é fundamental nos eventos de proliferacio celular, estando
envolvida na interagdo das células epiteliais-mesenquimais do
foliculo piloso, implicando sua redugio a redugido de diferencia-
¢io queratinocitica.”

A via Wnt/beta-catenina também estd implicada na mo-
dulagio da migragio celular em processos de cicatrizagio epite-
lial, desenvolvimento e regeneragio do foliculo capilar."

Com relagio aos colageno tipo XVIIIal (COL17A1),
Matsumura e colaboradores descreveram o passo a passo da di-
namica de envelhecimento dos foliculos capilares, esclarecendo
mecanismos de dano ao DNA e envelhecimento das células-
-tronco associados ao fenétipo do cabelo envelhecido, levando
a miniaturiza¢io do foliculo piloso, bem como das populagdes
celulares circundantes; o marcador foi a protedlise do colageno
17 A1, relacionada com a renovac¢io das células-tronco.”

Neste estudo, avaliou-se o impacto da radiagio ultravio-
leta no COL17A1 demonstrando que o fotodano ¢ capaz tam-
bém de induzir sua protedlise, o que seria um mecanismo de
aceleragio do envelhecimento, além do dano oxidativo.

A associagio de nutrientes aqui estudada foi capaz de
prevenir a degradagio excessiva de COL17A1 no foliculo capilar
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exposto a radiacio UVA/B, prevenindo, portanto, o processo de
envelhecimento capilar UV induzido; este é o primeiro estudo
a demonstrar esse efeito protetor da COL17A1, acenando com
uma possibilidade de prevenir o envelhecimento capilar por fa-
tores extrinsecos.

A redugio da sintese do fio também estd associada ao
declinio da funcio celular observada no envelhecimento; con-
comitantemente, o estresse oxidativo inerente aos processos me-
tabolicos celulares sofre incremento pelos fatores extrinsecos ja
citados, a exemplo do dano oxidativo cutaneo, gerando microin-
flamagdo no foliculo e irea perifolicular.

O aumento de ATP observado demonstra que a associa-
¢do estudada foi capaz de estimular o metabolismo celular na
células da papila dérmica, aumentando sua sintese.

Nesse contexto, ¢ importante frisar que a papila dérmica
tem papel importante na interagio dermoepidérmica que contro-
la a sintese capilar e os eventos do ciclo pilar, alterados nio somen-
te na senescéncia capilar, mas também na alopecia androgenética."

A associagio de nutrientes contida no produto Eximia
Fortalize Kera D demonstrou atuar positivamente em alguns dos
principais parametros moleculares envolvidos na queratinogéne-
se e no ciclo capilar, podendo, portanto, atuar positivamente na
senescéncia capilar e miniaturiza¢io dos fios.
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