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INTRODUGCAO

O envelhecimento cutaneo é um processo degenerativo,
insidioso, complexo e multifatorial (com relevancia em rela¢io
a irradiacio UV) que inevitavelmente atinge todos os seres
humanos." A grande exposi¢io da pele as agressdes externas,
associada a fatores genéticos, end6crino-metaboélicos, imunolo-
gicos e outros elementos intrinsecos, faz com que a suscetibili-
dade do tecido cutaneo aos eventos relacionados ao envelheci-
mento seja mais caracteristica e visualmente mais proeminente.’

O envelhecimento cutaneo ocorre devido a dois processos
concomitantes: envelhecimento intrinseco ou cronolégico,
quando acomete areas protegidas do sol, e fotoenvelhecimento
ou extrinseco, quando acomete areas expostas ao sol.**

O envelhecimento cutaneo intrinseco é determinado por fato-
res genéticos e agravado por fatores neuro-hormonais, portanto
independente dos fatores externos ou ambientais."** Ele reflete o
mesmo mecanismo degenerativo visto em outros Orgaos, no entan-
to, a pele é um dos parimetros mais influenciados pela idade.1,5 As
mudancas hormonais ocorridas durante o envelhecimento irio
ocorrer diretamente relacionadas com o fenétipo da pele (fototipo).®
Em areas protegidas do sol, como ocorre no envelhecimento intrin-
seco, a pele fica mais fina, ha o aparecimento de rugas delicadas, aspe-
reza, perda de elasticidade e gordura subcutinea, contudo é um
envelhecimento mais suave que o do foto envelhecimento.' Quando
o envelhecimento ¢é intrinseco, observamos redu¢io no namero e
funcio dos fibroblastos e destrui¢io de importantes estruturas —
especialmente colageno, elastina e fibronectina —, e ocorre também
alteracio na homeostase celular proliferativa , resultando em lesdes
muitas vezes malignas ou irreversiveis.””

As fibras colagénicas conferem a derme sua integridade
estrutural e mecinica e a elastina desempenha importante pro-
priedade elastica da pele.® A fibronectina é capaz de contrair e
organizar o tecido conectivo, promover adesio celular em even-
tual processo de cicatrizagdo, reepitelizagio e ¢ ainda a principal
responsavel pela integridade da juncio dermoepidérmica.”"
Com o envelhecimento, ha significativa reducio na quantidade
e na qualidade da fibronectina, observada na JDE, o que se con-
figura em um dos principais marcadores dermoepidérmicos de
envelhecimento."” Ja foi demonstrado (Rocquet et al. 2002)
que a quantidade de fibronectina encontra-se diminuida nas
rugas ¢ que sua degradagio enzimatica é aumentada significati-
vamente com a idade."

A habilidade de nosso sistema imunolégico reduz-se dras-
ticamente com o avancar da idade, o que é considerado uma das
maiores causas do aspecto de envelhecimento cutaneo e de sus-
cetibilidade as infec¢des e ao cancer.” O motivo dessa reducio
ainda é obscuro, mas sabe-se da importancia da diminuicio do
numero de células de Langerhans da pele, defeito das células T
de memoéria, diminui¢do da resposta proliferativa de linfocitos e
redu¢io da capacidade do organismo de produzir anticorpos.'"
No envelhecimento ha altera¢io do padrio do sistema imuno-
logico da pele, que de resposta T hl, se altera para o padrio
dominante Th2. A resposta Th1 (T helper 1), com IL1 (interleu-
cina 1), IL8, TNF (fator de necrose tumoral alfa) e INF
(Interferon gama), moléculas de adesio, quimiocinas, eicosanoi-
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des e Oxido nitrico, da inicio as manifestacdes fisiologicas que
culminam em degradacio tecidual, ja que esse padrio é de pro-
ducio de citocinas pro-inflamatdrias. O padrio imunoldgico
Th2 é acompanhado pelo aumento de IL4, IL5 e IL10, esta alti-
ma com a funcio de conter a resposta inflamatdria, favorecendo
muito a acelera¢io do envelhecimento intrinseco."”"

O envelhecimento extrinseco, ou fotoenvelhecimento, é
caracterizado pela soma da continua exposi¢io as variacdes
ambientais, como radia¢io solar, térmica, energia mecanica, alte-
racoes de umidade e/ou insultos quimicos ou biologicos.” Esse
envelhecimento ¢ decorrente da irradiacio UV que danifica
principalmente as estruturas morfologicas dérmicas da pele, afe-
tando sua consisténcia, resiliéncia e propiciando o foto envelhe-
cimento precoce.*”” E processo cumulativo que ocorre com base
no grau de exposi¢do ao sol e no fototipo do paciente.’

As irradiacdes UV e infravermelha (IV) causam alteragcdes
nos componentes celulares e ativam as metaloproteinases da
matriz (MMPs), que alteram a matriz extracelular (MEC) do
colageno, degradando, assim, sua integridade e consequente-
mente causando altera¢des principalmente na derme."'* A irra-
dia¢io UV ataca também estruturas epidérmicas, queratindcitos
e fibroblastos, resultando na ativa¢io de receptores de superficie
que transmitem sinal capaz de causar mudancas moleculares, que
levam a destruicio de colageno extracelular e parada da sinteti-
zagio de novo coligeno, como também actmulo de elastina
desorganizada e seu componente, a fibrina, na derme profunda,
assim como importante perda de colageno intersticial."”

Essa irradiacio também leva a formacio de agentes patogé-
nicos que produzem radicais livres (reactive oxygen species —
ROS), os quais tém papel crucial de degradacio e dano dos sis-
temas antioxidantes nio enzimatico e enzimatico de defesa da
pele*"” Eles danificam estruturas nobres da pele, tais como
membranas celulares, segmentos de DNA e fibras colagenas e
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elasticas, que causam envelhecimento cutaneo.
quentemente a pele exposta a irradia¢io UV tem aparéncia mais
grosseira, seca, com rugas profundas ¢ bem demarcadas e com
pigmentacio mosqueada.”

A irradiagio infravermelha, assim como a UV, esta envolvi-
da no fotoenvelhecimento e no fotodano (carcinogénese).16

Diante dessas circunstancias o intuito desta pesquisa foi
conhecer a possivel contribui¢io desse produto cosmecéutico a
base de fitoestrogenos na atenuagio e prevenc¢io das manifesta-
¢des estéticas decorrentes do envelhecimento, observado junta-
mente com as suas alteracdes histologicas dermoepidérmicas.

METODOS

O presente estudo foi realizado nas formas in vitro e in vivo,
todas devidamente aprovadas por comités universitirios de éti-
cas em pesquisa.

A etapa in vitro foi realizada em trés modalidades de anali-
se. Os estudos foram compostos pela utilizacio de células huma-
nas em Otimas condi¢des de cultivo, realizada de acordo com as
metodologias atuais aplicadas, aceitas e validadas pela comunida-
de cientifica internacional.



Fitoestrégenos na pele envelhecida

A primeira das modalidades in vitro foi realizada a fim de
se observar como o produto a base de fitoestrégeno se mostrou
em relacio A expressio génica de fibronectina e pro-coligeno
tipo I. Realizaram-se culturas de queratinécitos (Cascade
Biologics, Inc. — Portland/OR, EUA) e fibroblastos humanos
(Lonza Walkersville, Walkersville, EUA) em meios de cultura
especificos; ambos foram semeados em garrafas de 75cm?, culti-
vados e expandidos em estufa imida a 37°C em presencga de 5%
de CO,. A incubagio para queratindcitos e fibronectina foi de
seis horas e, de 12 horas, para fibroblastos e pro-colagenos. A via-
bilidade celular foi determinada pela técnica de MMT ((3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). Para ava-
liar a expressio génica de fibronectina e pré-colageno foram
utilizados PCR (polymerase chain reaction) de tempo real, e o
resultado foi calculado a partir da quantidade de mRINA.

A segunda modalidade foi avaliacio da atividade imunomo-
duladora (sintese de citocinas pré e anti-inflamatérias) do ativo
cosmético. A analise foi feita a partir do isolamento do fitoestroge-
no, que é um extrato estabilizado de trés algas marinhas vermelhas
e marrons, e assim foram analisados seus efeitos na producgio da
citocina pro-inflamatéria (Th1) IL-1 e antiinflamatéria (Th2) IL-
10 em cultura de queratinécitos humanos. Esses queratindcitos
foram semeados, cultivados e expandidos em estufa timida a 37°C.
As culturas foram incubadas com seis concentragdes nio citotoxi-
cas do produto, determinadas previamente pela técnica de MMT.
As células foram mantidas em contato com o produto teste e lipo-
polisacarideo (LPS; serve para estimular cronicamente as células, a
fim de simular o envelhecimento cronologico ou microinflamato-
rio, para assim avaliar a possivel atividade imunomoduladora in
vitro do produto teste) durante trés dias consecutivos, para poste-
rior coleta do sobrenadante. As citocinas foram quantificadas utili-
zando kits de ensaio imunoenzimaticos (Elisa) e o anticorpo
monoclonal anticitocina de captura foi adicionado na placa.

A terceira modalidade consistiu da analise histoquimica e
por imunofluorescéncia da pele e da JDE (jun¢io dermoepidér-
mica) com o produto em questdo. Foi feita avaliacio das carac-
teristicas gerais da pele, como condi¢io do estrato coérneo, da
epiderme viavel, do niimero de microvilosidades, bem como a
marca¢io de fibronectina. A anilise foi feita por imunofluores-
céncia a partir da incuba¢io com o produto em fragmentos de
pele ex-vivo incubados com o anticorpo primario antifibronec-
tina e posteriormente Alexa Flour. A analise histoquimica foi
feita com coloracio de hematoxilina-cosina (HE), e também
foram analisados cortes para histoquimica corados pela técnica
de Sirius Red, para visualiza¢io de fibras colagénicas.

A etapa in vivo foi realizada de forma clinica, aberta, mono-
céntrica, fase IV, de modo prospectivo, comparativo, envolvendo
76 voluntarias randomizadas e divididas em dois grupos de 38,
com idade entre 45 e 70 anos e fototipo de I a III. O estudo teve
duragio de 120 dias. As voluntarias foram incluidas no estudo
ap6s terem lido, concordado e assinado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foi entio con-
duzido de acordo com os principios da Declaragio de Helsinki,
Boas Pratica Clinicas e as diretrizes da International Conference
of Harmonization (ICH).
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As voluntarias foram submetidas a wash-out com uso exclu-
sivo de fotoprotetor FPS 15 (Episol® FPS 15, Mantecorp
Indtstria Quimica e Farmacéutica Ltda., Rio de Janeiro/R],
Brasil) durante 30 dias, utilizado duas vezes ao dia (manhi e hora
do almoco). Apds o uso exclusivo do fotoprotetor, iniciou-se a
dispensa dos produtos de acordo com cada Grupo: A) utilizou o
produto antienvelhecimento a base de fitoestrogenos e FPS 20
(Age Care FPS 20 e PPD 10, Mantecorp Indastria Quimica e
Farmacéutica Ltda., Rio de Janeiro/R]J, Brasil) pela manhi e na
hora do almogo; B) utilizou os mesmos produtos do Grupo A, nos
mesmos regimes posologicos, associados a outro produto cosme-
céutico antienvelhecimento de mercado (Epidrat Lift, Mantecorp
Indtstria Quimica e Farmacéutica Ltda., Rio de Janeiro/R],
Brasil), utilizado a noite. As voluntirias fizeram uso dos produtos
que lhes foram indicados durante 90 dias consecutivos.

Para triagem, foi analisado se as voluntarias possuiam todos
os critérios de inclusio (idade entre 45 ¢ 70 anos; menopausadas;
pele fototipo I a III, segundo a classificagio de Fitzpatrick; estar
livre de doencas que, a critério do investigador, pudessem inter-
ferir na avaliacio do envelhecimento cutaneo; capacitadas e habi-
litadas a seguir e aderir a0 esquema de visitas e a0 tratamento ins-
tituido; ndo possuir historico sabido de reagio alérgica aos com-
ponentes do produto investigacional; estar em uso exclusivo de
fotoprotetor facial FPS 15 até, no minimo, 30 dias anteriores ao
inicio do estudo) e nenhum critério de exclusio (nio estar em
uso de medicamentos/cosméticos/tratamentos que, segundo o
investigador, pudessem interferir na avaliagio da resposta do estu-
do; qualquer outra razio que, a critério do investigador, ofereces-
se risco ao voluntirio ou interferisse nos objetivos do estudo;
exposi¢do ao sol de forma intensa até 60 dias antes da triagem;
presenca de lesdes cutineas na irea a ser avaliada; abuso de dro-
gas ilicitas; tabagismo; portadores de endocrinopatias, principal-
mente gonadais e/ou suprarrenais e/ou tireoide).

A cada 30 dias de estudo, eram avaliados os critérios de
exclusio, bem como era verificada a adesio da voluntaria (dei-
xar de utilizar qualquer um dos produtos por cinco dias segui-
dos ou dez dias intercalados, durante todo o estudo), além de
submeté-las a realizacio de ultrassom cutaneo de 20MHz
(SkinScanner USB-DUB6100, TPM-Taberna Pro Medicum
GmbH, Liineburg, Alemanha), avaliados eventos adversos e rea-
lizada analise fotografica (Canon™ Power Shot G10, Japan).
Além disso, eram avaliadas a tolerabilidade subjetiva quanto ao
produto e anilise subjetiva da resposta terapéutica tanto por
parte do investigador quanto das voluntarias.

A avaliacio subjetiva da eficicia foi feita utilizando uma
escala para classificar a resposta, que poderia ser: +4: melhora
completa; +3: melhora acentuada; +2: melhora moderada; +1:
melhora discreta; zero: manutencio; -1: piora discreta; -2: piora
moderada; -3: piora acentuada; -4: piora completa. Para avaliacio
subjetiva da tolerabilidade foram utilizados os critérios: excelen-
te, para auséncia total de eventos adversos; boa, para eventos
facilmente tolerados; regular, para eventos que podem ser tole-
rados e que nio levam a descontinua¢io do tratamento; ruim,
para eventos cujos efeitos obrigam a interrupg¢do do tratamento.

A ultrassonografia foi utilizada para avaliar a densidade dér-
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mica, e sua analise foi subjetiva e comparativa com a imagem da
ultrassonografia anterior, cujo padrio de resposta foi: aumentou
muito; aumentou; inalterado; diminuiu e diminuiu muito. Além
disso, realizou-se bidpsia cutinea com punch n. 2 na face (na
regido pré-auricular) a fim de avaliar o padrio das fibras colage-
nas (tricromio de Masson) e elasticas (Verhoeft).

A fim de avaliar os resultados obtidos através da aplicacio
de questionarios para o médico e voluntario, bem como avaliar
os resultados de ultrassom e bidpsia cutanea, foi realizado o teste
estatistico de igualdade de duas propor¢des. Esse teste compara
se a propor¢io de respostas de duas determinadas variaveis e/ou
seus niveis é estatisticamente significante. Em todo o estudo, os
resultados considerados estatisticamente significativos foram
aqueles com valores de “p” inferiores a 0,05.

Na etapa in vitro da atividade imunomoduladora, a técnica
estatistica utilizada foi a anilise de varidncia (ANOVA). O teste
de Tukey foi utilizado quando a anilise de varidncia detectava
diferencas significativas entre os grupos. Em todos os grupos
estudados, foram considerados estatisticamente significativos
aqueles com valores de “p” inferiores a 0,05. Para as etapas de
expressio genica de fibronectina e pro-colageno, foi considera-
da relevante (ou significativa) quando valores obtidos na expres-
sdo foram uma vez e meia superiores ao do controle. Para inibi-
¢do da expressio, foram considerados relevantes valores meia vez
inferiores ao do controle.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na anilise in vitro demonstraram
mudangas significativas na avaliacio do produto em questio.

Em relagdo a etapa que avaliou a expressio génica de fibro-
nectina e pro-colageno tipo I, os valores considerados como
aumento relevante foram aqueles uma vez e meia superiores ao
do controle. Para inibi¢io da expressio, foram considerados rele-
vantes valores meia vez inferiores ao do controle. A incuba¢io
do complexo de fitoestrogenos em culturas de queratindcitos
humanos teve a capacidade de produzir importante aumento na
expressio relativa de fibronectina (na forma de mRNA) nas
concentracdes de 0,1; 0,05; 0,025 e 0,012% (Grafico 1). Em
relacdo a expressio relativa do pro-colageno tipo I (na forma
também de mRNA), o complexo de fitoestrogenos foi capaz de
aumentar de maneira significativa sua expressio relativa nas con-
centra¢des 0,2; 0,1 e 0,05% (Grifico 2).

Em relacio a avalia¢io da atividade imunomoduladora, vé-
se que, de fato, a incubac¢io cronica das células com LPS simula
o envelhecimento cronoldgico, gerando alteracio na resposta
imunoldgica, através de aumento de IL-10 (+ 3,68 vezes) e dis-
creta reducdo de IL-1 (-1,8 vez). Porém, quando se adicionou
o complexo de fitoestrogenos as culturas de células incubadas
cronicamente com LPS, o perfil de resposta foi modificado,
fazendo com que os niveis basais da citocina pro-inflamatéria
IL-1 aumentassem e retornassem aqueles do controle. O com-
plexo foi capaz de causar redu¢do dos niveis de IL-10 nas con-
centracdes de 1,6%; 0,8%; 0,4% e 0,2%, em aproximadamente
trés vezes quando comparado ao grupo-controle, que s rece-
beu LPS (graficos 3 e 4).
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Grafico 1: Expressao relativa de mRNA para fibronectina em culturas de
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Grafico 2: Expressao relativa de mRNA para pré-colageno em culturas de
fibroblastos humanos incubados com complexo de fitoestrégeno

Pela analise de imunofluorescéncia, houve nitido aumento
da intensidade fluorescente do sinal antifibronectina na JDE
(Figura 1).

Pela técnica de HE, verificou-se melhora nas condi¢cdes
gerais dos fragmentos tratados com o complexo de fitoestroge-
no (Figura 2). A comparagio com o controle evidenciou
aumento da viabilidade e espessura da epiderme, maior coesio e
compactagio do estrato cérneo e aumento das microvilosidades
na JDE. A visualiza¢io das fibras colagénicas pela coloragio de
Sirius Red evidenciou mais intensidade e homogeneidade da
colora¢io vermelha (fibras de coligeno) em comparagio ao
controle (Figura 3).

Apbs o término da etapa in vitro, partiu-se para a etapa
in vivo. Das 76 voluntarias incluidas, 72 concluiram o estudo; as
quatro que desisitiram, o fizeram por motivos pessoais, sem rela-
¢do com os produtos-teste.

Através da avaliagio subjetiva de eficicia das voluntarias,
observou-se bom desempenho tanto do grupo A quanto do B
em melhorar principalmente rugas, linhas finas, melanoses sola-
res, outras hipercromias, hidrata¢io, vico, suavidade ao toque e
aparéncia geral. A anilise comparativa dos grupos nio apontou
muitas diferencas entre eles, com exce¢io ao eritema, que, no
grupo B, apresentou aumento da resposta “melhora moderada”,
e o grupo A obteve maior porcentagem da resposta “manuten-
¢a0” (Tabela 1).

Através da avaliacgio meédica subjetiva de eficicia,
observou-se, em geral, bom desempenho tanto do grupo A,
quanto do B. A anilise comparativa dos grupos nio apontou
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Figura1: Imunofluorescéncia para estudo da fibronectina na JDE, a fim de se
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Figura 2 Coloragao de HE para mostrar comportamento de reden5|f|cagao
dérmica sob regime in vitro de uso de complexo de fitoestrégenos

muitas diferengas entre os mesmos. Apenas para linhas finas eri-
tema, na visita D90, o grupo B apresentou melhor desempenho
do que o grupo A (Tabela 2).

Os grupos apresentaram boa tolerabilidade cutanea
conforme esta ilustrado, ndo apresentando diferengas estatisticas
tanto na avalia¢do visita a visita de cada grupo, quanto na avalia-
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F|gura3 Coloragao de Smus Red (avallagao de colageno) para mostrar com-
portamento de redensificacdo dérmica sob regime in vitro de uso de complexo
de fitoestrégenos

¢do comparativa entre eles. Observou-se, sim, prevaléncia da res-
posta “auséncia” de eventos adversos para todos os pardmetros da
avaliagio subjetiva de tolerabilidade (eritema, ressecamento e
descamacio) (Tabela 3). A respeito da avaliacio de seguranca dos
produtos, entre os eventos adversos a eles relacionados, nio foi
encontrada diferenca estatistica entre as visitas para os dois gru-
pos. No grupo A, eles nio ocorreram; no B, na visita D60, obser-
vou-se apenas um episdédio de eritema na regido malar, na asa
nasal, com provavel relacio causal com o uso dos produtos, o
qual foi resolvido totalmente e de forma espontanea antes do
D90, sem suspensio do uso nem exclusio da voluntaria do estu-
do clinico. Em rela¢do aos eventos adversos nio relacionados ao
uso dos produtos, todos foram resolvidos em ambos os grupos.

Quanto ao ultrassom, viu-se que ambos os bracos do estu-
do mostraram resposta favoravel no tocante a redensificagio dér-
mica (tanto para o grupo A, quanto para o grupo B, em D30,
houve prevaléncia das respostas “aumentou muito” e “aumen-
tou” fazendo alusio a quantidade de colageno em DO).
Comparando-se os grupos, viu-se que, na visita D60, no grupo
A, houve queda da resposta “aumentou muito”, mantendo as
outras respostas em relacio a D0, e, em D90, houve queda da res-
posta “aumentou” e aumento das respostas “diminuiu” e “dimi-
nuiu muito”, em relagdo a D60; para o grupo B, em D60, houve
prevaléncia da resposta “inalterado” e aumento de “diminuiu”,
em relagio a D30, e, na D90, houve aumento significativo da res-
posta “aumentou” e queda das respostas “inalterado” e “diminui”,
em relacio a D60, evidenciando, assim, recupera¢io do desempe-
nho com o uso dos produtos nesse grupo B (Tabela 4, Figura 4).

Pela analise histoldgica das bidpsias cutaneas, observamos
que houve aumento da quantidade de fibras coligenas em
27,80% no grupo A e 19,40% no grupo B com significancia

estatistica para comparagio entre os grupos (p = 0,405). Para
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Tabela 1: Critérios de analise clinica subjetiva de voluntarias antes e ap6s 90 dias de uso de produto a base de fitoestrogenos em pele de

voluntarias com sinais de fotoenvelhecimento, isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecéutico de mercado (grupo B)
Grupo A Grupo B Significancia

estatistica para
comparacao entre

0s grupos
D30 D90 Significancia D30 D90 Significancia D30 D90
estatistica grupo A estatistica grupo B
N. % N. % N % N %
Rugas
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencao 12 33 4 11 0,023 6 17 3 8 0,285 0,102 0,691
Melhora discreta 10 28 13 36 0,448 14 39 9 25 0,206 0,317 0,306
Melhora moderada 13 36 11 31 0,617 9 25 12 33 0,437 0,306 0,800
Melhora acentuada 1T 3 8 22 0,013 7 19 12 33 0,181 0,024 0,293
Melhora completa - - - - - - - - - - -
Linhas finas
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencao 12 33 3 8 0,009 8 22 4 11 0,206 0,293 0,691
Melhora discreta 8 22 14 39 0,125 12 33 6 17 0,102 0,293 0,035
Melhora moderada 15 42 10 28 0,216 9 25 12 33 0,437 0,134 0,609
Melhora acentuada 1 3 9 25 0,006 7 19 14 39 0,070 0,024 0,206
Melhora completa - - - - - - - - - - - -
Melanoses solares
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencéo 10 28 6 17 0,257 9 25 10 28 0,789 0,789 0,257
Melhora discreta 12 33 10 28 0,609 8 22 5 14 0,358 0,293 0,147
Melhora moderada 11 31 6 17 0,165 15 42 7 19 0,041 0,326 0,759
Melhora acentuada 3 8 14 39 0,002 3 8 13 36 0,005 1,000 0,808
Melhora completa - - - - - 1 3 1 3 1,000 0,314 0,314
Qutras hipercromias
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencao 10 28 7 19 0,405 9 25 10 28 0,789 0,789 0,405
Melhora discreta 12 33 9 25 0,437 8 22 3 8 0,101 0,293 0,058
Melhora moderada 11 31 6 17 0,165 15 42 9 25 0,134 0,326 0,384
Melhora acentuada 3 8 14 39 0,002 3 8 14 39 0,002 1,000 1,000
Melhora completa - - - - - 1 3 - - 0,314 0,314 -
Eritema
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencao 24 67 26 72 0,609 24 67 11 31 0,002 1,000 <0,001
Melhora discreta 6 17 4 N 0,496 4 1 3 8 0,691 0496 0,691
Melhora moderada 2 6 3 8 0,643 6 17 13 36 0,061 0,134 0,005
Melhora acentuada 4 11 3 8 0,691 2 6 9 25 0,022 0,394 0,058
Melhora completa - - - - - - - - - - - -
Hidratacdao
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Continua
e
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Tabela 1: Critérios de analise clinica subjetiva de voluntarias antes e ap6s 90 dias de uso de produto a base de fitoestrogenos em pele de

voluntarias com sinais de fotoenvelhecimento, isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecéutico de mercado (grupo B)
Grupo A Grupo B Significancia

estatistica para
comparacao entre

0s grupos

D30 D90 Significancia D30 D90 Significancia D30 D90

estatistica grupo A estatistica grupo B

N. % N. % N % N %
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencao 1 3 4 1 0,164 - - - - - 0,314 0,040
Melhora discreta 3 8 1 3 0,303 - - - - - 0,077 0,314
Melhora moderada 14 39 6 17 0,035 11 31 5 14 0,089 0,458 0,743
Melhora acentuada 17 47 25 69 0,056 24 67 27 75 0437 0,096 0,599
Melhora completa 1 3 - - 0,314 1 3 4 1 0,164 1,000 0,040
Vico
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencao 5 14 2 6 0,233 1 3 - - 0,314 0,088 0,151
Melhora discreta 3 8 7 19 0,173 - - 3 8 0,077 0,077 0,173
Melhora moderada 12 33 13 36 0,804 16 44 17 47 0813 0334 0,339
Melhora acentuada 16 44 14 39 0,633 19 53 15 42 0,345 0,479 0,810
Melhora completa - - - - - - - 1 3 0,314 - 0,314
Oleosidade
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - 1 3 0,314 - 0,314
Piora discreta - - - - - 1 3 - - 0,314 0314 -
Manutencao 20 56 22 61 0,633 9 25 23 64 0,001 0,008 0,808
Melhora discreta 7 19 7 19 1,000 6 17 1 3 0,047 0,759 0,024
Melhora moderada 4 1 4 1 1,000 12 33 5 14 0,052 0,023 0,722
Melhora acentuada 3 8 3 8 1,000 8 22 6 17 0,551 0,101 0,285
Melhora completa 2 6 - - 0,151 - - - - - 0,151 -
Suavidade ao toque
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencao - - 1 3 0,314 - - - - - - 0,314
Melhora discreta 2 6 5 14 0,233 4 1N 1 3 0,164 0,394 0,088
Melhora moderada 13 36 7 19 0,114 10 28 4 N 0,074 0,448 0,326
Melhora acentuada 20 56 23 64 0,471 21 58 30 83 0,020 0,812 0,061
Melhora completa 1 3 - - 0,314 1 3 1 3 1,000 1,000 0,314
Aparéncia geral
Piora completa - - - - - - - - - - - -
Piora acentuada - - - - - - - - - - - -
Piora moderada - - - - - - - - - - - -
Piora discreta - - - - - - - - - - - -
Manutencao 1 3 2 6 0,555 - - - - - 0314 0,151
Melhora discreta 4 1 2 6 0,394 1 3 3 8 0,303 0,164 0,643
Melhora moderada 15 42 11 31 0,326 15 42 12 33 0465 1,000 0,800
Melhora acentuada 16 44 21 58 0,238 20 56 21 58 0,812 0,346 1,000

Melhora completa - - - - - - - _ _ _
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Tabela 2: Critérios de analise clinica subjetiva médica antes e apds 90 dias de uso de produto a base de fitoestrogenos em pele de voluntarias

com sinais de fotoenvelhecimento, isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecé o de mercado (grupo B)

Grupo A Grupo B Significancia
estatistica para
comparacao entre
0s grupos

D30 D90 Significancia D30 D90 Significancia D30 D90
estatistica grupo A estatistica grupo B

Rugas
Piora completa - - - - - - - R _ _
Piora acentuada - - - - - I - - _ _
Piora moderada - - - - - I - - _ _
Piora discreta - - - - .- - _ _ _
Manutencao 13 36 4 11 0,013 13 36 4 1 0,013 1,000 1,000
Melhora discreta 14 39 30 83 <0,001 18 50 28 78 0,014 0,343 0,551
Melhora moderada 9 25 2 6 0,022 5 14 4 N 0,722 0,234 0,394
Melhora acentuada - - - - - .- - R _ _
Melhora completa - - - - - - - - - _ R
Linhas finas
Piora completa - - - - - I . - _ _
Piora acentuada - - - - - - - - _ _
Piora moderada - - - - - I - R _ _
Piora discreta - - - - - I . - _ _
Manutencao 8 22 3 8 0,101 10 28 2 6 0,011 0,586 0,643
Melhora discreta 16 44 27 75 0,008 21 58 13 36 0,059 0,238 0,001
Melhora moderada 12 33 6 17 0,102 5 14 21 58  <0,001 0,052 <0,001
Melhora acentuada - - - - - .- - R _ _
Melhora completa - - - - - R - R _ ~
Melanoses solares
Piora completa - - - - - I - - _ _
Piora acentuada - - - - - .- - _ _ _
Piora moderada - - - - - I . - _ _
Piora discreta - - - - - I -
Manutencao 8 22 5 14 0,358 10 28 6
Melhora discreta 16 44 16 44 1,000 22 61 1
Melhora moderada 12 33 15 42 0,465 3 8 9 25 0,058 0,009 0,134
Melhora acentuada - - - - - 4
Melhora completa - - - - - - - 1
Outras hipercromias
Piora completa - - - - - - - R _ _
Piora acentuada - - - - - I - - _ _
Piora moderada - - - - - I - - _ _
Piora discreta - - - - .- - _ _ _
Manutencao 11 31 5 14 0,089 8 22 9 25 0,781 0422 0,234
Melhora discreta 14 39 18 50 0,343 26 72 12 33 0,001 0,004 0,151
Melhora moderada 11 31 13 36 0,617 2 6 14 39 0,001 0,006 0,808
Melhora acentuada - - - - - - - 1 3 0,314 - 0,314
Melhora completa - - - - - .- - _ _ R
Eritema
Piora completa - - - - - I . - _ _
Piora acentuada - - - - - - - - _ _
Piora moderada - - - - - I - R _ _
Piora discreta - - - - - I . - _ _
Manutencao 11 31 21 58 0,018 13 36 6 17 0,061 0,617  <0,001
Melhora discreta 14 39 14 39 1,000 16 44 16 44 1,000 0,633 0,633
Melhora moderada 9 25 1 3 0,006 7 19 14 39 0,070 0,571 <0,001
Melhora acentuada 2 6 - - 0,151 - - - - - 0,151 -
Melhora completa - - - - - R - R _ ~
Hidratacdao
Piora completa - - - - - I - - _ _

Continua
_>
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Tabela 2: Critérios de analise clinica subjetiva médica antes e apds 90 dias de uso de produto a base de fitoestrogenos em pele de voluntarias

com sinais de fotoenvelhecimento, isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecéutico de mercado (grupo B)
Grupo A Grupo B Significancia

estatistica para
comparacao entre

0s grupos
D30 D90 Significancia D30 D90 Significancia D30 D90
estatistica grupo A estatistica grupo B
N. % N. % N % N %

Piora acentuada - - - - - - .- - R _
Piora moderada - - - - - - .- _ _ _
Piora discreta - - - - - - .- - _ _
Manutencao - - - - - - .- - _ _
Melhora discreta 4 1 7 19 0,326 9 25 - - 0,001 0,126 0,005
Melhora moderada 30 83 28 78 0,551 24 67 31 8 0,052 0,102 0,358
Melhora acentuada 2 6 1 3 0,555 3 8 5 14 0453 0,643 0,088
Melhora completa - - - - - - .. _ _ ~
Vico
Piora completa - - - - - - - - _ _
Piora acentuada - - - - - - _ . .
Piora moderada - - - - - I . _ _ _
Piora discreta - - - - - - - _ _ _
Manutencao 1 3 1 3 1,000 2 6 - - 0,151 0,555 0,314
Melhora discreta 7 19 17 47 0,012 12 33 16 44 0,334 0,181 0,813
Melhora moderada 27 75 18 50 0,028 20 56 19 53 0813 0,083 0,814
Melhora acentuada 1 3 - - 0,314 2 6 1 3 0,555 0,555 0,314
Melhora completa - - - - - I - _ _ _
Oleosidade
Piora completa - - - - - - - - _ .
Piora acentuada - - - - - I I _ _ _
Piora moderada - - - - - I - _ _ _
Piora discreta - - - - - 13 2 6 0,555 0314 0,151
Manutencao 5 14 20 56 <0,001 2 6 22 61 <0,001 0,233 0,633
Melhora discreta 14 39 15 42 0,810 20 56 11 31 0,032 0,157 0,326
Melhora moderada 17 47 1 3 <0,001 12 33 1 3 0,001 0,230 1,000
Melhora acentuada - - - - - 13 - - 0314 0314 -
Melhora completa - - - - - I .. - _ _
Suavidade ao toque
Piora completa - - - - - I I _ _ _
Piora acentuada - - - - - I - _ _ _
Piora moderada - - - - - - .- _ _ _
Piora discreta - - - - - I . _ _ _
Manutencao - - - - - 2 6 - - 0,151 0,151 -
Melhora discreta 10 28 8 22 0,586 10 28 - - 0,001 1,000 0,003
Melhora moderada 23 64 28 78 0,195 23 64 32 89 0,013 1,000 0,206
Melhora acentuada 3 8 - - 0,077 1 3 4 11 0,164 0,303 0,040
Melhora completa - - - - - - .. _ _ ~
Aparéncia geral
Piora completa - - - - - I - _ _ _
Piora acentuada - - - - - - _ . .
Piora moderada - - - - - I . _ _ _
Piora discreta - - - - - - - _ _ _
Manutencao 1 3 - - 0,314 2 6 - - 0,151 0,555 -
Melhora discreta 17 47 12 33 0,230 19 53 3 8 <0,001 0,637 0,009

Melhora moderada 18 50 24 67 0,151 15 42 33 92 <0,001 0,478 0,009
Melhora acentuada - - - - - - - _
Melhora completa - - - - - I - _ _ _
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Tabela 3: Perfil de tolerabilidade cutanea do uso de produto a base de fitoestrogenos em pele de voluntarias com si

s de fotoenvelhecimen-

to, isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecéutico de mercado (grupo B), por 90 dias

Grupo A Grupo B Significancia
estatistica para
comparacao entre
0s grupos

D30 D90 Significancia D30 D90 Significancia D30 D90

estatistica grupo A estatistica grupo B

N. % N. % N % N %
Eritema
Ausente 36 100 36 100 1,000 34 94 35 97 0,555 0,151 0,314
Leve - - - - - 2 6 1 3 0,555 0,151 0,314
Moderado - - - - - - - - - - - -
Grave - - - - - - - - - - - -
Ressecamento
Ausente 36 100 36 100 1,000 34 94 34 94 1,000 0,151 0,151
Leve - - - - 1,000 2 6 2 6 1,000 0,151 0,151
Moderado - - - - - - - - - - - -
Grave - - - - - - - - - - - -
Descamacao
Ausente 34 94 34 94 1,000 33 92 36 100 0,077 0,643 0,151
Leve 2 6 2 6 1,000 3 8 - - 0,077 0643 0,151
Moderada - - - - - - - - - - - -
Grave - - - - - - - - - - - -

Tabela 4: Evolucao da densidade ultrassonografica dérmica antes e apds o uso de produto a base de fitoestrogenos em pele de voluntarias

com sinais de fotoenvelhecimento, isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecéutico de mercado (grupo B), por 90 dias

Grupo A Grupo B Significancia
estatistica para
comparagao entre
0s grupos

D30 D90 Significancia D30 D90 Significancia D30 D90

estatistica grupo A estatistica grupo B

N. % N. % N % N %

Aumentou 24 66,7 19 52,8 0,225 20 60,6 24 72,7 0,292 0,601 0,079
Inalterado 12 333 17 47,2 0,225 13394 9 273 0,292 0,601 0,079

fibras elasticas, houve aumento de 16,70% para os grupos A e B.
Em relagio a mucina, o grupo B demonstrou aumento em
2,80% com significancia estatistica para compara¢io entre os
grupos (p = 0,314) (Tabela 5, Figura 5).

DISCUSSAO

Apesar de o mecanismo exato do envelhecimento cutaneo
ainda estar pouco esclarecido, a reducio da atividade imunomo-
duladora da pele com a progressio da idade é uma de suas maio-
res razdes, assim como a redu¢io no nimero e fun¢io dos fibro-
blastos, e destrui¢io de importantes estruturas, especialmente

colageno, elastina e fibronectina.™"

Surg Cosmet Dermatol 2012;4(2):137-49.

As alteragdes imunoldgicas ocorridas com a progressio da
idade, além de ocasionar o envelhecimento cutineo, também
geram maior suscetibilidade a infec¢des e ao cancer, ja que ocor-
rem mudancgas da atividade imune; uma delas é a alteracio da
producio de citocinas, que, do padrio de pro-inflamatéria (Th1)
com produ¢io de IL-1, torna-se predominantemente anti-
inflamatéria (Th2), com IL 10 como resposta humoral domi-
nante, gerando imunossupressio exacerbada e redu¢io do meta-
bolismo dérmico e epidérmico, e consequente aceleracio do
processo de envelhecimento.™"

Nos achados deste estudo, em sua fase in vitro, mesmo apos
a introducido de substancia que simula o envelhecimento crono-
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Tabela 5: Evolucao da histolégica dérmica antes e apos o uso de produto a base de fitoestrogenos em pele de voluntarias com sinais de fotoen-

velhecimento, isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecéutico de mercado (grupo B), por 90 dias

Ultrassom cutaneo Aumentou Inalterado Diminuiu
Fibras colagenas Grupo A N 10 24 1
% 27,80 66,70 2,80
Grupo B N 7 27 1
% 19,40 75 2,80
Significancia estatistica para comparacédo entre os grupos 0,405 0,437 1,000
Fibras elasticas Grupo A N 6 21 8
% 16,70 58,30 22,20
Grupo B N 6 18 11
% 16,70 50 30,60
Significancia estatistica para comparacdo entre os grupos 1,000 0,478 0,422
Mucina Grupo A N - 22 13
% - 61,10 36,10
Grupo B N 1 22 11
% 2,80 61,10 30,60
Significancia estatistica da comparacgao entre os grupos 0,314 1,000 0,617
GRUPOA GRUPO A

Figura 4: Evolucdo da densidade ultrassonografica dérmica antes e apés o
uso de produto a base de fitoestrégenos em pele de voluntérias com sinais
de fotoenvelhecimento, isoladamente (grupo A) ou associado a produto
cosmecéutico de mercado (grupo B), por 90 dias

légico (LPS), viu-se que o complexo de fitoestrogenos favore-
ceu aumento da IL-1, fazendo com que os niveis basais dessa
citocina pro-inflamatéria retornassem aqueles do controle, ou
seja, iguais aqueles sem a introduc¢do do simulador do envelhe-
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Figura 5: Evolucéo histologica dérmica antes e apds o uso de produto a

base de fitoestrogenos em pele de voluntérias com sinais de fotoenvelhe-

cimento, isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecéutico de
mercado (grupo B), por 90 dias

cimento (Grafico 3). Além do mais, o composto também redu-
ziu significativamente os niveis da citocina anti-inflamatoria IL-
10 nas culturas de queratindcitos humanos, mantendo com as
concentracdes de 0,2, 0,4, 0,8 e 1,6% valores similares aos do
grupo-controle basal (redu¢io de aproximadamente trés vezes
em relacio ao LPS) (Grafico 4). Isso demonstra potencial esti-
mulo imunomodulador do complexo, o que favorece a homeos-
tasia cutinea, a qual é fisiologicamente perturbada com o enve-
lhecimento.

As fibras colagénicas que propiciam a derme estrutura inte-
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Grafico 3: Efeitos do complexo de fitoestrogeno sobre a sintese de IL-1
em cultura de queratindcitos humanos estimulados cronicamente com LPS
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Grafico 4: Efeitos do complexo de fitoestrogeno sobre a sintese de IL-10
em cultura de queratindcitos humanos estimulados cronicamente com LPS

gra e propriedade mecanica estio evidentemente diminuidas no
envelhecimento.* O aumento de pro-colageno, causado pelo
fitoestrogenos em questio, aponta para valia na reconstitui¢io de
pele envelhecida. Na analise histologica do estudo in vitro com
colora¢io Sirius Red observou-se aumento na sintese de cola-
geno, melhores redensificacio dérmica, preenchimento e orga-
niza¢io da derme (Figura 3). O composto demonstrou capaci-
dade de aumentar, de maneira significativa, a expressdo relativa
de mRNA para pro-coligeno nas concentracdes de 0,2; 0,1 e
0,05%, tendo a maior concentracio sido capaz de aumentar trés
vezes ¢ mela a expressio do pro-colageno (Grafico 2).

Como se sabe, a capacidade de aumentar a expressio rela-
tiva de mRINA para pro-colageno gera mais producio de cola-
geno funcional “de novo” através de reagdo enzimatica: o pro-
colageno ¢ clivado na pele pela enzima pro-colageno peptidase,
convertendo-se em colageno funcional de maneira diretamente
proporcional.” Os dados obtidos neste estudo clinico, demons-
tram que o uso de cosmecéuticos a base de complexos de fitoes-
trégenos podem contribuir fortemente na prevengio e reversio
dos sinais do envelhecimento cutianeo, atuando de maneira dire-
ta e efetiva nesse ciclo enzimatico.

A fibronectina além de exercer a capacidade de contrair e
organizar o tecido conectivo, promove adesdo celular na cicatri-
zacio, reepitelizacio e é ainda a principal responsavel pela inte-
gridade da juncio dermoepidérmica.9-11 Ela ¢ um dos princi-
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Figura 6: Evolucéo clinica antes e apds o uso de produto a base de
fitoestrogenos em pele de voluntarias com sinais de fotoenvelhecimento,
isoladamente (grupo A) ou associado a produto cosmecéutico de mercado
(grupo B), por 90 dias

pais marcadores do envelhecimento, quando hia aumento da
degradacio enzimaitica e reducio significativa de sua quantidade
e qualidade.""

O complexo de fitoestrogenos foi capaz de aumentar de
maneira significativa a expressio de mRINA para fibronectina,
em relacdo ao grupo-controle (Figura 1). Pela imunofluorescén-
cia, obteve-se aumento da intensidade fluorescente do sinal anti-
fibronectina na JDE, mostrando efeito positivo do complexo
sobre a restauracdo da integridade da JDE (Figura 1), alterada
durante o envelhecimento cutineo.

A expressao de fibronectina (na forma de mRNA), foi vista
na incubacio de queratindcitos humanos com o complexo de
fitoestrogenos nas concentragdes de 0,1%; 0,05%; 0,025% e
0,012%, tendo as duas tltimas concentracdes promovido a
melhor resposta (aumento, aproximadamente, de 5,5 e sete
vezes) (Grafico 1).

Do ponto de vista clinico, observou-se resposta clinica
favoravel com o uso do produto, seja isoladamente, seja associa-
do a outro cosmecéutico. (Figura 6)
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Com o aumento da expectativa de vida, o envelhecimento
cutaneo torna-se mais evidente, o que ainda ¢ agravado pela
exposi¢io solar que danifica varios componentes das células
com mudangas moleculares e morfologicas desses componentes.
Isso gera a necessidade de condutas que possam minimizar esses
efeitos indesejavets, assim como sua prevencio."”

No estudo aqui conduzido, a reposta clinica favoravel com
o uso de fitoestrogenos na abordagem cutinea foi comprovada
nio s6 do ponto de vista in vitro, mas in vivo, através de técnicas
clinicas, laboratoriais e instrumentais.

CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos, concluimos que o complexo em
questio pode contribuir fortemente no tratamento do fotoenve-
lhecimento cutaneo, uma vez que retne qualidades essenciais
para a manutencio da qualidade da pele. Suas benesses nio se res-
tringiram aos achados in vitro, mas também extrapolaram para os
clinicos, apoiados nas confirmagdes laboratoriais de complemen-
tacdo. Os achados histopatologicos das bidpsias de pele de volun-
tirias que se submeteram ao regime terapéutico proposto sio a
comprovagio cabal de que os resultados in vitro atingidos com o
referido complexo sio possiveis, obviamente respeitando as limi-
tacoes fisiotemporais proprias da capacidade de resposta clinica
do corpo humano frente a qualquer terapéutica. ®
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