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RESUMO

Introducdo: A escleroterapia é o método mais utilizado para o tratamento de varizes dos
membros inferiores tendo como complica¢io mais comum o aparecimento de manchas
hipercrémicas na regido tratada. O Pycnogenol® é conhecido hia muito tempo como um
flebotonico, anti-inflamatério e despigmentante da pele. Estudos ja comprovaram a eficacia
deste firmaco na prevencio e no tratamento da hiperpigmenta¢io pds-inflamatoria.
Objetivo: Avaliar a eficicia do extrato de Pinus pinaster (Pycnogenol®; EPP) na prevencio
de depdsitos de hemossiderina em cultura de pele humana submetida a estresse inflamatério.
Métodos: Fragmentos de pele humana foram estimulados com interleucina 1 alfa (IL-1at)
para inducdo de uma resposta inflamatdria e, concomitantemente, tratados com EPP para
posterior avaliacio histoldgica e semi-quantificacdo de hemossiderina.

Resultados: A avaliacio histologica dos fragmentos de pele expostos a IL-1alfa; revelaram
uma densidade de hemossiderina 26,6% maior em comparagio ao grupo controle. Por ou-
tro lado, os fragmentos de pele incubados concomitantemente com EPP mostraram redu-
¢des significativas na deposi¢io de hemossiderina quando comparados ao grupo somente
expostos a0 microambiente inflamatério.

Conclusdes: Os resultados apresentados neste estudo apontam para um importante efeito
do EPP (Pycnogenol®) na prevengio do acimulo de hemossiderina originado pelo estresse
inflamatério semelhante ao processo pos escleroterapia.

Palavras-chave: Hemossiderina; Hiperpigmentacio; Escleroterapia

ABSTRACT

Introduction: Sclerotherapy is the most widely used method for the treatment of varicose veins of the
lower limbs. The most common complication is the appearance of hyperchromic spots in the treated
region. Pycnogenol® has long been known as a phlebotonic, anti-inflammatory and skin depigmenting
drug. Studies have already proven the efficacy of this drug in the prevention and treatment of post
inflammatory hyperpigmentation.

Objective: To evaluate the effectiveness of Pinus pinaster extract (Pycnogenol®; PPE) in the preven-
tion of hemosiderin deposits in human skin culture submitted to inflammatory stress.

Methods: Fragments of human skin were stimulated with interleukin 1 alpha (IL-1 o) to induce
an inflammatory response and, concurrently, treated with PPE for further histological evaluation and
hemosiderin semi-quantification.

Results: The histological evaluation of skin fragments exposed to IL-1 alpha revealed a 26.6%
higher hemosiderin density compared with the control group. Moreover, skin _fragments incubated con-
comitantly with PPE showed significant reductions in hemosiderin deposits when compared with the
group only exposed to the inflammatory microenvironment.

Conclusions: The results presented in this study showed an important effect of PPE (Pycnogenol®)
in the prevention of hemosiderin accumulation caused by inflammatory stress similar to the post-scle-
rotherapy process.
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INTRODUCAO

A insuficiéncia venosa cronica (IVC) é a mais prevalente
das doencas venosas, com dados nacionais mostrando taxas que
variam de 35 a 50% da populacio.! No século XX, varias teo-
rias foram propostas em relacdo a etiologia e a fisiopatologia da
IVC, sendo mais discutido o que se refere a hipertensio arterial
secundaria a refluxo e/ou obstru¢io no sistema venoso. Essas
anormalidades podem apresentar caracteristicas que vao desde
telangiectasias a condi¢cdes mais severas, como flebites e tlceras
(CEAP CO0 a Co6) .2

A escleroterapia é o tratamento mais amplamente rea-
lizado no mundo para a doenca varicosa em todos os seus es-
tagios. O conhecimento da técnica e dos efeitos colaterais de
cada substancia pode otimizar os resultados. No entanto, cada
tratamento apresenta uma série de complicagdes, principalmente
quando do uso de microespuma para o tratamento de veias de
maior calibre.’?

O desenvolvimento de manchas hipercromicas pos-escle-
roterapia pode ocorrer devido a dois fatores principais: deposito
de hemossiderina e pigmentagio pés-inflamatéria. A hemosside-
rina ¢ um pigmento encontrado na derme que resulta do ex-
travasamento de hemicias de vasos tratados e também da rea¢io
inflamatoria gerada pela presenca excessiva de ferro e formagio de
radicais livres. Esse pigmento apresenta uma colora¢io ocre de di-
ficil remogio.*> A hiperpigmentagio pds-inflamatéria ocorre em
funcio da rea¢io melanocitica a presenca de ions metalicos, como
ferro e cininas inflamatérias, como interleucina 1 (IL-1), IL-6 e
fator de transcricio nuclear kappa B (NFkB), principalmente em
pacientes com fototipo mais elevado ou melasma.*

A maioria dessas manchas progride para branqueamento
espontaneo em até seis meses; no entanto, cerca de 2% destas
manchas permanecem por mais de um ano. O tratamento pre-
coce pode favorecer a resolugio e prevenir sua cronificacio, o
que gera grande ansiedade ao paciente, que responsabilizard o
médico pelo dano causado.”

Pycnogenol® (FQM Famoquimica S/A, Rio de janeiro,
Brasil) ¢ um extrato padronizado obtido da casca do pinhei-
ro maritimo francés (Pinus pinaster), rico em procianidinas. Essa
substancia tem a¢des antioxidante e anti-inflamatéria compro-
vadas, atuando na redu¢io do edema de membros inferiores,
melhora dos sintomas relacionados a IVC, redu¢io da melano-
génese e, consequentemente, reduc¢io da hiperpigmentacio pos-
-inflamatéria.®?

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficicia de um
extrato de Pinus pinaster (Pycnogenol®) na prevencio de depo-
sitos de hemossiderina em cultura de pele humana submetida ao
estresse inflamatdrio.

METODOS

O extrato seco de Pinus pinaster (EPP) foi fornecido
pela FQM Farmoquimica S/A, Rio de Janeiro, Brasil (Flebon®
50mg), que contém: Pycnogenol®, amido de milho, alfa-celu-
lose, silica (didxido de silicio), estearato de magnésio, carboxime-
tilcelulose de sodio, lauril sulfato de sédio e carboximetilamido
de sodio.
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Para realizacio desse estudo, foram utilizados fragmentos
de pele humana provenientes de um individuo sadio, do sexo
feminino, fototipo II, 54 anos, submetido a cirurgia plastica
eletiva na regido abdominal (abdominoplastia). Apbs o proce-
dimento cirargico, os fragmentos de pele foram coletados em
frascos plasticos contendo 0,9% de solucio salina e mantidos em
refrigeracdo por até 24 horas. Os fragmentos foram fracionados
em pedacos de aproximadamente 2cm?, pesados, incubados em
placa de 24 pocos (Nunc, Denmark) com meio DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium; Corning, USA) contendo glico-
se, L-glutamina, penicilina, estreptomicina e soro bovino fetal
(Thermo Fisher Scientific, USA).

As concentragdes de EPP avaliadas neste estudo foram
de 0,100, 0,0316 e 0,0100mg/mL, determinadas previamente
pelo ensaio de viabilidade celular (ensaio de MTT - brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-fetrazélio). Para indu-
¢io de um ambiente inflamatério, as culturas foram concomi-
tantemente estimuladas com interleucina-1 alfa (IL-1o; 10ng/
mL; BioLegend, USA) por um periodo de 48 horas.

Apos o tratamento e aplicagio do estresse inflamatério,
os fragmentos de pele foram fixados em paraformaldeido por
24 horas e crioprotegidos em soluc¢io de sacarose por 72 horas.
Em seguida, cortes seriados de 10um foram coletados direta-
mente em laminas silanizadas com o auxilio de Criostato (Leica
Microsystems, Germany) e corados com a técnica de Perls’ Prus-
sian Blue."" Para uma melhor visualiza¢io dos cortes foi realizada
uma contracolora¢io utilizando-se uma solu¢io aquosa conten-
do 0,1% de safranina e 1% de 4cido acético glacial. A presenca
de hemossiderina foi avaliada em microscopio 6ptico (BX53,
Olympus Corporation, Shinjuku, Téquio, Japao) usando o soffware
cellSens Standard (© 2010, Olympus Corporation). Apds a obten-
¢do das imagens, a hemossiderina foi semiquantificada (unidades
arbitrarias - AU) com o soffware Image] (versio 1.49V, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). As imagens foram di-
vididas nos canais azul, vermelho e verde, e as imagens do canal
azul foram binarizadas para quantificacio de pixels.

O uso de fragmentos de pele humana em cirurgias eleti-
vas para este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Uni-
versidade Sio Francisco (SP).

A anilise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (Gra-
phPad Prism v6) para mensurar a variagio dos resultados, com-
parando-se os dados entre todos os grupos. Também aplicamos
o pos-teste de Bonferroni, que fortaleceu e tornou os resultados
mais precisos. A significancia estatistica foi considerada como
P<0,05. Os dados foram expressos como médiatdesvio-padrio.

RESULTADOS

A figura 1 representa a curva de viabilidade celular para
o EPP. O produto apresentou concentragdes nio citotoxicas a
partir de 0,100mg/mL.

A figura 2 representa a avalia¢io histologica de hemossi-
derina pela técnica Perls’ Prussian Blue em fragmentos de pele
humana obtidos de cirurgia plastica eletiva, incubados com EPP
e submetidos ao estresse inflamatério com IL-1o. A figura 3
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FIGURA 1: Avaliagdo das concentragdes nao-citotéxicas do extrato de Pinus
pinaster (EPP) em cultura de fibroblastos humanos apds 48 horas de incu-
bagdo pelo método do MTT

representa a semiquantificacido desse pigmento.

Conforme podemos observar, os fragmentos de pele
expostos a IL-1ow apresentam uma densidade de hemossiderina
26,6% maior em compara¢io ao grupo controle (P<0,001;
Figura 3). No entanto, os fragmentos de pele incubados com
EPP ¢ expostos ao microambiente inflamatério mostram
redugdes significativas na deposi¢io de hemossiderina quando
comparados ao grupo somente exposto a IL-1a. As redugdes
observadas foram de 24,55; 26,39 e 25,93%, respectivamente,
nas concentragcdes de 0,100; 0,0316 e 0,0100mg/mL de EPP
(P<0,001; Figura 3).

DISCUSSAO

A escolha do método terapéutico para o tratamento da
doenga varicosa deve ser realizada com base no grau de acome-
timento e caracteristicas do paciente, tais como fototipo de pele
e uso de medicagdes concomitantes, que podem predispor a for-
macio de manchas cutaneas ou agrava-las. Todavia, uma vez que
a hipercromia se instala, o tempo de evolugio deve ser respeitado,
pois na maioria das vezes ocorre uma resolu¢io espontanea den-
tro de seis meses.’

Quando o desfecho é desfavoravel, ¢ comum observar-
mos um cenario com algum grau de fragilidade e angtstia, uma
vez que a presen¢a de manchas pos-escleroterapia aumenta o
grau de expectativas estéticas e fatores emocionais. Portanto,
durante a abordagem terapéutica a hipercromia, é de suma im-
portancia estabelecer uma ligacio longitudinal com o pacien-
te, que frequentemente apresentard uma necessidade premente
de resultado. Discutir a duragio, indica¢des e limitagdes de cada
método proposto traz clareza e confianga, com maior adesio ao
tratamento e possibilidade de resultados satisfatorios.”

Durante a escleroterapia, pode ocorrer uma lesio endo-
telial com exposi¢io de fibras de coligeno subendoteliais, cau-
sando agregacio plaquetaria e liberacio de fatores quimiotaticos.
Consequentemente, ocorre trombose do vaso e o coagulo for-
mado leva a proliferacio de fibroblastos ¢ a organizagio fibro-
tica. Hematomas cutaneos sio originados do extravasamento de

: T

123

FIGURA 2: Avaliagdo
histolégica de he-
mossiderina pela
coloragdo Perls' Pru-
ssian Blue em frag-
mentos de pele ex
vivo tratados com
extrato de Pinus pi-
naster (EPP) e sub-
metidos ao estresse
inflamatdrio com in-
terleucina 1o (IL-1a).
A: grupo controle; B:
estresse inflamato-
rio com IL-1a; C: EPP
0,100 mg/mL + IL-10;
D: EPP 0,0316 mg/
mL + IL10; E: EPP
0,0100 mg/mL + IL-
-1a. Os pigmentos de
hemossiderina estao
marcados em azul.
As imagens foram
obtidas com objeti-
va de 40x e a barra
de referéncia corres-
ponde a 20 um
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sangue para o tecido conjuntivo circundante com ativagio da
resposta inflamatdria e migracio de células especializadas para o
local afetado. A area é primeiramente infiltrada com granul6ci-
tos neutrofilicos e depois com macréfagos, sendo estes tltimos
responsaveis pela fagocitose dos residuos eritrocitarios, particu-
larmente hemossiderina, que sio detectados pelo método espe-
cifico Perls” Prussian Blue."

Estudos preliminares realizados pelo nosso grupo de-
monstraram os efeitos do Pycnogenol® na prevengio da melano-
génese usando fragmentos de pele humana expostos as radia¢des
ultravioleta A e B, infravermelha A e luz visivel, corroborando o
beneficio clareador apds exposi¢cio solar.!' Resultados similares
foram observados por Kim (2008) que ressaltou que o Pycnoge-
nol® apresenta um efeito antimelanogénico, inibindo a ativida-
de da enzima tirosinase envolvida na producio de melanina por
meio de mecanismos que englobam a supressio de radicais livres
e a regulacio positiva em células B16."

O Pycnogenol® e sua a¢io na microcirculagio foram
exaltados por Fitzpatrick ef al (1998) e, posteriormente, por Bel-
caro ef al. (2016). Ambos os autores demonstraram que o extra-
to provoca uma prevaléncia significativa de oxigénio na derme,
além de reduzir a presenca de didxido de carbono. Destacaram
também o efeito estimulante da fun¢io endotelial resultante da
sintese prolongada do éxido nitrico endotelial.*!*

Bascones et al (2006) observaram que o tratamento de
fibroblastos humanos com 0,100mg/mL de EPP resultou na
inibi¢do de danos causados pelo estresse oxidativo. Além disso,
esse extrato demonstrou uma regulagio da expressio de meta-
loproteinases de matriz e da sintese de pro-colageno tipo I por
inibi¢io da proteina ativadora 1 (AP-1), um fator de transcri¢cdo
que responde a estimulos inflamatérios."

Surg Cosmet Dermatol. Rio de Janeiro v.11 n.2 abr-jun. 2019 p. 121-5.

+ desvio padrao de 10 areas
experimentais (Anova, Bon-
ferroni)
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O presente estudo foi realizado com o objetivo de in-
vestigar os efeitos do extrato seco de Pinus pinaster (EPP) sobre
a deposicio de hemossiderina utilizando um modelo ex vivo de
cultura de pele humana. Foram investigados parametros histo-
légicos em explantes de pele tratados com EPP e estimulados
concomitantemente com interleucina 1 alfa (IL-1ar) para indu-
¢io de microambiente inflamatério.

Nossos resultados demonstraram um aumento signifi-
cativo na colora¢io de hemossiderina no grupo exposto ape-
nas a IL-1o. Entretanto, os fragmentos de pele tratados com
EPP apresentaram coloragio de hemossiderina semelhante a
observada no grupo controle basal. Nossos resultados estio em
acordo com dados da literatura que relatam ag¢des antioxidante
e anti-inflamatéria do extrato de Pinus pinaster em modelos de
investigacio in vitro."

Até o presente momento, nenhum trabalho demonstrou
a atividade do extrato de Pinus pinaster na deposi¢io de hemos-
siderina cutanea. Assim, fornecemos dados originais sobre a efi-
cacia de EPP na prevencio de depdsitos de hemossiderina em
cultura de pele humana submetida a estresse inflamatério, seme-
lhante ao ambiente criado apds a escleroterapia.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo apontam para
um importante efeito do extrato de Pinus pinaster (Pycnogenol®)
na preven¢io do acimulo de hemossiderina originado pelo es-
tresse inflamatério semelhante ao processo pds-escleroterapia.
Embora estudos adicionais sejam necessarios para comprovar a
atividade profilatica na hiperpigmentagio local, o uso do extrato
de Pinus pinaster (Pycnogenol®) pode ser considerado como uma
op¢io promissora, diferenciando-a das demais substancias atual-
mente disponiveis. @
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