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Resumo

Objetivo: Comparar os efeitos ja conhecidos do estrogénio com a genisteina sobre
0 colageno da pele facial de mulheres na pés menopausa sem terapia hormonal.
Métodos: Tratou-se de um ensaio clinico randomizado, duplo-cego com estrogénio
e isoflavona, onde foram recrutadas 30 voluntarias na pds-menopausa visando
quantificar, por meio de imuno-histoquimica, a concentragdo facial de colageno
antes e apos o uso topico facial de estrogénios e de isoflavonas (genisteina) por um
periodo de 24 semanas. Resultados: Houve aumento da quantidade de colageno
tipo | e tipo Ill ao final de ambos os tratamentos, porém o estrogénio mostrou-se
superior ao fitoestrogeno, com significancia estatistica. Conclusao: O tratamento
com estrogénio topico € superior ao fitoestrogeno, mas ambos demonstraram
aumento do colageno da pele facial. O que ainda ndo esta claro é se o uso tépico
prolongado de tais substancias pode causar repercussdes sistémicas, sendo

necessarios mais estudos para esclarecer tal questionamento.
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Abstract

Objective: To compare the known effects of estrogen with genistein on the facial
skin collagen of postmenopausal women without hormone therapy. Methods: This is
a clinical, cross over trial with randomized and blinded convenience sample with
estrogen and isoflavones, which 30 volunteer postmenopausal women were recruited
to quantify facial collagen concentration before and after topical use of estrogen and
isoflavones for 24 weeks. Results: The amount of both types | and Ill collagen
increased at the end of both treatments, but estrogen was superior to the
phytoestrogen, with statistical significance. Conclusion: Treatment with topical
estrogen is superior to phytoestrogen, but both showed an increase in facial skin
collagen, with statistical significance. What is not yet clear is whether prolonged
topical use of such substances can cause systemic effects, thus, more research is

needed to clarify this question.
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1. INTRODUGAO

O envelhecimento da populagdo € um fendmeno mundial responsavel por
conhecidas mudangas estruturais e funcionais nos mais diversos sistemas
organicos. As alteragbes da pele relacionadas com a idade incluem diminuigdo da
sua espessura devido a atrofia da epiderme, derme e gordura subcutanea,
ressecamento e rugas, além do aumento da incidéncia de lesbes
proliferativas. Especificamente na epiderme, o envelhecimento provoca reducido da
espessura, achatamento da papila dérmica, diminuigdo da densidade de melandcitos
e ceélulas de Langerhans. Além disso, no interior da derme, ha diminuicdo da
atividade do fibroblasto, o que conduz a um teor reduzido de acido hialurbénico e
colageno, fragmentagao das fibras de elastina e vascularizagao diminuida (Zouboulis
et al., 2011). Estudos demonstram que a menopausa acelera tais alteragdes
cutaneas, uma vez que nao ha niveis de estrogénio adequados para prover o
controle da integridade estrutural e funcional da pele (Verdier-Sévrain et al., 2006). A
associagao entre a menopausa e a aceleragao do envelhecimento da pele sugere a
deficiéncia de estrogénio como catalisador deste fendmeno, afetando
significativamente a autoestima das mulheres.

A reducdo da espessura, da celularidade e da quantidade de colageno
cutdneos sao as principais mudangas que ocorrem ao longo da vida. Tais
fendmenos iniciam-se em torno dos 30 anos de idade e intensificam-se entre a
quarta e a quinta décadas de vida, coincidindo com a instalagdo da menopausa
(Brincat et al., 1987; Castelo-Branco et al., 1992; Varila et al., 1995).

A pele é o maior e um dos mais complexos 6rgaos do corpo, recebe cerca de
9% do débito cardiaco, esta envolvida na absor¢do de diversas substancias e possui
funcdes bioquimicas, tal como o metabolismo de horménios esteroides. E composta
de uma porgao epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, e uma porgao de origem
mesodérmica, a derme. A epiderme contém queratindcitos, que formam um epitélio
escamoso estratificado queratinizado. Muitos tipos de células especiais estao
presentes na pele, tais como melandcitos, os quais produzem o pigmento melanina,
células de Langerhans, que sao parte do sistema imunoldgico, e células Merckel,

que representam receptores mecanicos. A derme contém uma camada papilar,



formada por tecido conjuntivo frouxo, e uma camada reticular, formada por tecido
conjuntivo denso.

A pele também possui um espacgo extracelular que é preenchido por um
complexo de componentes que constituem a matriz extracelular. Morfologicamente,
a matriz extracelular contém um grande numero de proteinas e glicosaminoglicanos,
que se organizam para formar um liquido. As variagdes na qualidade e quantidade
celular da matriz, assim como a sua organizagao, sao responsaveis pela diversidade
morfoldégica, funcional e patolégica da pele. O colageno e a elastina sao
responsaveis pelas qualidades estruturais e elasticas deste 6rgao. O colageno
representa 70 a 80% do peso seco da pele humana, sendo o maior componente
dérmico, e representa 30% do teor total de proteinas no corpo humano. Um grande
numero de tipos de colageno ja foi descrito até a presente data; entretanto, os tipos
mais abundantes e bem estudados sao os tipos | e lll, que constituem cerca de 90%
do total do colageno cutaneo (Azulay, 2013).

Os fibroblastos, células secretoras do colageno, apresentam receptores para
estrogénios e androgénios. A diminuigdo nos niveis de estrogénios afeta a sua
polimerizagao, o que pode corroborar com a diminuicao da produgao dessa proteina.
A deficiéncia estrinica também acelera a degeneragéo e a fragmentagcéo das fibras
de elastina e a diminuigao significativa do numero de pequenos vasos arteriais da
microcirculagdo dérmica. Como consequéncia, ocorre adelgagamento da camada
epidérmica e retificagdo das cristas interpapilares da jungdo derme-epiderme, que
sdo marcadores do envelhecimento cutaneo (Verdier-Sévrain et al., 2006).

O tratamento corrente com estrogénios naturais resulta em alteragbes
morfolégicas da pele envelhecida, caracterizadas principalmente por aumento no
numero de fibroblastos e glicosaminoglicanos (Moraes et al., 2009; Patriarca et al.,
2013). Ha mudangas quantitativas de colageno com a idade com redugéo
progressiva de cerca de 1% ao ano em mulheres adultas, podendo chegar a 2%
durante os primeiros cinco anos apés a menopausa, com uma perda de até 30%
neste periodo (Brincat et al., 1987).

Varios autores ja relataram que as alteragbes da pele na pds-menopausa
podem ser mitigadas ou mesmo revertidas por terapia com estrogénio, que parece
agir sobre a atividade e a proliferagao de fibroblastos aumentando o colageno e a

espessura da pele. Eles sugerem que o estrogénio poderia abrandar a degradagéao



do colageno dérmico, ja que existem receptores de estrogénio em todos os
componentes cutdneos, mormente nos fibroblastos. (Brincat et al., 1987; Moraes et
al., 2009; Patriarca et al., 2013).

Sabe-se ainda que espécies reativas de oxigénio (radicais livres) causam
graves danos a matriz extracelular e a estrutura molecular do DNA, proteinas e
lipidios. O acumulo destas alteragdes moleculares aparentemente constitui a base
de envelhecimento celular. Diversos estudos tém demonstrado que tratamentos com
estrogénio interferem positivamente na producao de colageno e acido hialurénico e
sugerem defesa da pele contra o dano oxidativo. (Skosey et al., 1973; Brincat et al.,
1983; Punnonen et al., 1984; Callens et al., 1996; Patriarca et al., 2007, Phillips et
al., 2008; Moraes et al., 2009).

Estudo experimental que cultivou fibroblastos em condicbes oxidativas,
mostrou que a presenga de 17-beta-estradiol protegia as células da pele contra os
maleficios causados por radicais livres e que a redugdo drastica dos niveis de
estrogénio tornava a pele mais susceptivel a tal dano (Bottai et al., 2013).

No entanto, devido aos efeitos colaterais associados ao uso em longo prazo
de estrogénio e aos perfis de risco de algumas mulheres, abordagens terapéuticas
alternativas que atuem especificamente nas alteracbes da pele tipicas da
menopausa tém sido consideradas. Nas ultimas décadas, os moduladores seletivos
do receptor de estrogénio (SERM), como o raloxifeno, foram desenvolvidos na
tentativa de conseguir os efeitos benéficos do estrogénio, enquanto minimiza os
efeitos secundarios prejudiciais em tecidos-alvo através de interagdes com receptor
de estrogénio especifico (Verdier-Sévrain et al. 2006); no entanto, até a presente
data, as evidéncias sobre o efeito de SERMs sobre a pele sdo muito limitadas. Em
asiaticos, que consomem altos niveis de isoflavonas em sua dieta, notam-se
diferentes danos a pele em comparagdo aos caucasianos (Goh et al, 1990).
Diversos estudos ja concluiram que a isoflavona de soja isolada ou em combinagao
com outros agentes mostraram efeitos positivos sobre a aparéncia e composi¢céao
cutanea, com aumento da sintese e reducao da degradagado do colageno dérmico
(Kuiper et al., 1998; Gruber et al., 2002; Sator et al., 2004; Polito et al. 2012).

A genisteina, uma isoflavona encontrada em baixas concentragdes na soja e
em quantidades aumentadas em determinados alimentos de soja fermentados, foi

considerada um SERM natural ideal e que poderia desempenhar um papel



preventivo em alteracdes da pele relacionadas com a idade, e que sao aceleradas
pela menopausa, sem os efeitos colaterais estrogénicos nocivos sobre o organismo
(Cassidy et al., 2006). Tal fitoestrogeno parece ser eficaz em minimizar a perda do
colageno cutdneo em condicbes de privagdo de estrogénio, e seus cremes
cosmeéticos sao bastante utilizados para melhorar a secura da pele e atenuar rugas,
sem aparentes efeitos sistémicos (Rona et al., 2004), provavelmente por sua maior
afinidade para o receptor B de estrogénio, que é mais frequente na pele, ossos e
sistema cardiovascular.

Os estrogénios e isoflavonas, bem como os seus derivados, tém sido
utilizados topicamente com o objetivo de prevenir e tratar o envelhecimento da pele
apos a menopausa sem evidéncia cientifica consistente (Sator et al., 2004),
adicionalmente, a falta de estudos clinicos que comparem a eficacia e a seguranga

desses dois ativos, é o que motivou o presente estudo.



2. OBJETIVO

Comparar os efeitos do estrogénio com a genisteina sobre a concentragéao de

colageno tipo | e lll na pele facial de mulheres na pos-menopausa.



3. METODOS

Trata-se ensaio clinico randomizado, duplo-cego com estrogénio e isoflavona,
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa local (386/2004, anexo 1), visando
quantificar a concentragéo facial de colageno apds uso tépico de estrogénios e de
isoflavonas durante 24 semanas. Foram recrutadas 30 voluntarias na poés-
menopausa a partir do setor de Ginecologia Endocrinolégica do departamento de
Ginecologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Na fase de pré-
selecao foram avaliadas mulheres apds a menopausa, com queixa de ressecamento
cuténeo progressivo, por meio de anamnese e de exame fisico geral e ginecoldgico.
Foram, a seguir, realizados exames complementares da rotina do setor, além da
colpocitologia hormonal, dosagem de estradiol sérico e ultrassonografia pélvica e
transvaginal.

As pacientes foram divididas em dois grupos: (1) Grupo ES — aplicagéo de gel
com estradiol a 0,01% e (2) Grupo ISO — aplicagao de gel com isoflavona de soja a
40% (genisteina 4%).

A avaliacdo de todas as pacientes consistiu de histéria detalhada, exame
fisico e exames laboratoriais. Os critérios de elegibilidade para inclusdo no estudo
foram: idades entre 45-55 anos; dois a cinco anos de pés-menopausa; FSH > 40
mU/mL; niveis de estrogénio < 20 pg/ml; exame fisico normal e indice de massa
corporal (IMC) < 30 kg/m?; nenhum tratamento com estrogénio ou derivados da soja
nos 12 meses anteriores; ndo usuarias de tabaco; colpocitologia revelando padrao
atréfico, com auséncia de células superficiais. Mulheres que apresentavam
contraindicagdo para a terapia hormonal ou que vinham utilizando estrogénios,
retindides a base de plantas ou de soja, e aquelas que apresentavam historico de
doengas do colageno ndo foram incluidas. Os critérios de exclusdo foram:
hipersensibilidade conhecida aos estrogénios, doengas estrogénio-dependentes
conhecidas ou suspeitas, incluindo as neoplasicas e ndo neoplasicas, evidéncia de
alteragcdes malignas em mamografia pré-estudo ou qualquer contraindicagdo para
estrogenioterapia, fotossensibilidade cutédnea, vegetarianos estritos, consumo
regular de suplementagcdo mineral de vitamina E maior que o recomendado,
tratamento com antibidticos, histéria de doencas crdnicas, incluindo as enddécrinas,

ginecoldgicas ou neoplasicas, além do uso regular de medicagdo conhecida por



interferir com o desfecho do estudo. Também foram excluidas as pacientes com
citologia cérvico-vaginal alterada. As participantes com hipertensdo nao poderiam
estar em uso de duas ou mais drogas anti-hipertensivas para serem incluidas.

O protocolo do estudo foi aprovado pela Escola UNIFESP, pelo Comité de
Investigagdo da Medicina Humana (numero de comisséo de ética 386/2004), e cada
participante recebeu e assinou um consentimento informado (anexo IlI) por escrito

antes da sua inscrigao.

3.1 Intervencéo

Farmacéuticos dispensaram recipientes de igual aparéncia e cor contendo
isoflavona ou estrogénio, de acordo com uma lista gerada pelo computador por meio
de randomizacdo. Os pesquisadores responsaveis alocavam as pacientes de acordo
com o préoximo numero disponivel da lista de randomizagdo, e cada uma recolheu
seus recipientes diretamente do departamento de farmacia. O cédigo foi revelado
aos pesquisadores uma vez que o recrutamento, a coleta de dados e analises
histologicas foram completadas. Em caso de problema de saude, um médico ndo
participante do estudo, sem a informagdo sobre o conteudo do recipiente,
examinaria a paciente. Se necessario, este médico prescreveria 0s exames
laboratoriais para a exclusdo de quaisquer efeitos colaterais sistémicos
possivelmente graves. Antes do inicio da terapia foi efetuada bidpsia de pele da
regido pré-auricular e apds 24 semanas foi realizada nova bidpsia contralateral.

As pacientes realizavam aplicagéo diaria de gel (0,5 g - graduado por meio de
aplicador especifico) na pele da face, principalmente na regido pré-auricular, durante
a noite, e pela manha. Elas utilizavam apenas um protetor solar em gel que foi
distribuido uniformemente para todas as pacientes do estudo, e foram aconselhadas
a nao utilizar qualquer outro cosmeético. Para avaliar os possiveis efeitos hormonais
sistémicos, amostras de citologia vaginal foram colhidas em todas as visitas (inicio e
apo6s 06,12,18 e 24 semanas de tratamento), e amostras de sangue venoso foram
coletadas antes e apds 12 e 24 semanas de tratamento para a mensuragao do 17-
beta-estradiol, determinado por ensaios quimicos diretos (ADVIA Centaur CP, Nova
lorque, EUA)



3.2 Grupos

Apos o final do estudo, a etiqueta foi aberta e os grupos de tratamento
apresentavam o mesmo numero e foram classificadas em: G1 (Grupo ES) - gel com
17-beta-estradiol 0,01% (n = 15); G2 (Grupo ISO) - gel com genisteina 4% (n = 15).

3.3 Determinacgao de colageno

Para a quantificagdo do conteudo de colageno na lamina propria da pele, foi
utilizado um software para processamento e andlise de imagem (Imagelab®, Softium
Informatics Ltd., Brasil). Quatro areas diferentes da I|édmina prépria foram
selecionadas, distribuidas homogeneamente ao longo do maior eixo da pele,
totalizando 80 areas por grupo, sob a ampliagdo de 100x. Para a analise estatistica,
foram utilizados os meios de quatro areas por corte histologico (Figura 1).

TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas.
Figura 1 — Cortes histolégicos para quantificagcdo de colageno em lamina
prépria da pele através de software especifico com ampliagao de 100x.



3.4 Analise imuno-histoquimica

A fim de determinar o indice de proliferacdo das células da pele, as secgdes
foram coradas por meio de técnica de imuno-histoquimica para colageno tipo |,
utilizando anticorpos de coelho Anti-Ac Policlonais Collageno | ABBiotec®. Para a
avaliacao do colageno tipo lll, utilizaram-se anticorpos de coelho Anti-Ac Policlonais
Collageno Il Serotec®. As imagens foram entado capturadas por microscopio de luz
AxionVision Rel 4,6 (Carl Zeiss) acoplado a um MRC AxioCam (Carl Zeiss) e camera
de video de alta resolugdo (Carl Zeiss). Um software de analise de imagem
(AxionVision REL 4.6 - Carl Zeiss) também foi utilizado (Figura 2 e 3).

Legenda: CTR: controle; TRAT-ES: tratamento com estrogénio; CTR: Controle;
TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas. Escala = 20um
Figura 2 — Cortes histolégicos da pele utilizando imuno-histoquimica
para colageno tipo I.
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Legenda: CTR: controle; TRAT-ES: tratamento com estrogénio; CTR: Controle;
TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas. Escala = 20um
Figura 3 — Cortes histolégicos da pele utilizando imuno-histoquimica
para colageno tipo lll.

3.5 Analise estatistica

Os valores obtidos foram expressos como média + desvio padréo (M = DP).
As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPadPrism
5.0® (GraphPad Software Inc.). O teste utilizado foi One-way ANOVA seguido do
teste de Tukey. Foram considerados estatisticamente significativos os experimentos

cujo valor de p foi menor que 0,05 (a < 5%) (Tabelas 1 a 3).



4. RESULTADOS

Todas as 30 participantes incluidas no presente estudo concluiram o ensaio

clinico, bem como todas as avaliagdes foram feitas de maneira sistematica.

4.1 Analise Morfoldgica

A analise morfolégica, conforme apresentado na figura 1, mostra que houve
aumento da concentragdo de colageno para ambos os grupos (ES e ISO) quando
comparados aos seus controles (CTR-ES e CTR-ISO).

4.2 Quantificagcao do Colageno

Os resultados foram obtidos a partir de analise imuno-histoquimica das
amostras de pele, antes e depois do tratamento topico com estrégeno ou isoflavona.
Foram avaliadas individualmente a quantidade de colageno tipo | e colageno tipo Ill.
A figura 4 apresenta em suas colunas a concentragdo de colageno tipo | nas
amostras controles (antes do tratamento) e nas amostras obtidas ao final da terapia
com o 17-beta-estradiol 0,01% e com a genisteina, observadas por meio de

preparos histolégicos.

150+

-
[=3
<

Collagen Type |
2

CTR TRAT-ES CTR TRAT-ISO
Groups

Legenda: CTR: controle; TRAT-ES: tratamento com estrogénio; CTR:
Controle; TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas.

Figura 4 - Avaliagao semi-quantitativa da concentragdo de
colageno tipo | por grupos de tratamento e respectivos
controles.
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Observamos na Figura 5 e Tabela 1, por meio da imuno-histoquimica,
aumento significante da produgao de colageno tipo | quando comparado o grupo que
fez uso do estrogeno, em relagdo ao controle. De forma semelhante, quando
comparadas as amostras submetidas ao tratamento com a isoflavona em relagao ao
controle, também nota-se acréscimo na quantidade de colageno tipo |,
estatisticamente significante. Na comparacdo entre os tratamentos topicos com

estrégeno versus isoflavona, o primeiro mostrou-se superior com significancia
estatistica.

whkk

1504

dkk k&

1004

50+ —p—

Colageno tipo |

CTR TRAT-ES CTR TRAT-SO
Grupos

Legenda: CTR: controle; TRAT-ES: tratamento com estrogénio; CTR:
Controle; TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas. *** p < 0,001

Figura 5 - Meédias das anadlises quantitativas da imuno-
histoquimica do colageno tipo I, em pm?2.

Tabela 1 — Médias e desvio padrdo (DP) dos resultados da analise quantitativa da imuno-
histoquimica para o colageno tipo I.

Colageno tipo |

Grupos CTR-ES TRAT-ES CTR-ISO TART-ISO
Média (um?) 47,502 100,50 47,50¢ 75,174
DP +1,09 +2,07 12,22 +1,02

Legenda: CTR-ES: controle do grupo com estrogénio; TRAT-ES: tratamento com estrogenio; CTR-
ISO: controle do grupo com isoflavonas; TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas.
* a<b: p<0,001; c<d : p<0,001; e b>d: p<0,001
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Houve aumento do colageno tipo Ill, observado por meio de preparo
histologico (Figura 6) e imuno-histoquimica (Figura 7 e Tabela 2), apds o tratamento
com estrogénio tépico e apds o uso da isoflavona, comparados aos seus respectivos
grupos controles, com diferenca estatisticamente significante. Nessa analise, o

estrogeno também se mostrou superior ao fitoestrogeno.

150+

100+

Collagen type Il

CTR TRAT-ES CTR TRAT-ISO
Groups

Legenda: CTR: controle; TRAT-ES: tratamento com estrogénio; CTR:
Controle; TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas.

Figura 6 - Avaliagdo semi-quantitativa da concentracao de
Colageno tipo Il por grupos de tratamento e respectivos
controles.
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CTR TRAT-ES CTR TRAT-SO
Grupos

Legenda: CTR: controle; TRAT-ES: tratamento com estrogénio; CTR:
Controle; TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas. *** p < 0,001

Figura 7- Médias das analises quantitativas da imuno-histoquimica
do colageno tipo lll.
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Tabela 2 — Médias e desvio padrao (DP) dos resultados da analise quantitativa da imuno-
histoquimica para o colageno tipo lll.

Colageno tipo Il

Grupos CTR-ES TRAT-ES CTR-ISO TART-ISO
Média (um?) 41,832 110,30 45,50° 63,83¢
DP +1,60 +1,08 +1,26 +1,08

Legenda: CTR-ES: controle do grupo com estrogénio; TRAT-ES: tratamento com estrogenio; CTR-
ISO: controle do grupo com isoflavonas; TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas.
* a<b: p<0,001; c<d : p<0,001; e b>d: p<0,001* a<b: p<0,001; c<d : p<0,001; e b>a: p<0,001

Em relacdo a concentragao total de colageno, em ambos os tipos | e lll,
observamos aumento significante apds o tratamento com estrogénio e isoflavonas,
quando comparado com o controle, e resultados superiores com estrogénio topico,

com diferenga estatisticamente significante (Figura 8 e Tabela 3)

150+ exx
— f =¥ 5 I
m .
oy
S 100+ ‘ '
E - .
et
¥
o 504
O

0

CTR TRAT-ES CTR TRATISO
Grupos

Legenda: CTR: controle; TRAT-ES: tratamento com estrogénio; CTR:
Controle; TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas. *** p < 0,001

Figura 8 - Média das analises quantitativas da imuno-histoquimica
do colageno total (correspondente a Tabela 3).
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Tabela 3 — Médias e desvio padrao (DP) dos resultados da analise quantitativa da imuno-
histoquimica para o colageno total.

Colageno total

Grupos CTR-ES TRAT-ES CTR-ISSO TART-ISO
Média (um?) 71,832 97,17° 64,67°¢ 80,671
DP +1,32 +1,42 1,23 +1,18

CTR-ES: controle do grupo com estrogénio; TRAT-ES: tratamento com estrogénio; CTR-ISO:
controle do grupo com isoflavonas; TRAT-ISO: tratamento com isoflavonas. * a<b: p<0,001; c<d :
p<0,001; e b>d: p<0,001



5. DISCUSSAO

A possibilidade de absorcao sistémica, com o uso tépico de estrogénio foi
uma das questdes levantadas, e, com o objetivo de esclarecer tal questdo, foram
utilizados esfregagos vaginais, ultrassonografia transvaginal para a medi¢cdo da
espessura do endométrio, e a dosagem de estradiol no soro, antes e depois das 24
semanas de tratamento. Todas as mulheres selecionadas apresentavam antes do
tratamento, esfregaco vaginal atrofico, atrofia do endométrio e niveis de estradiol no
soro inferior a 20 pg/mL, os quais ndo foram alterados apos a sua conclusdo. Pode-
se inferir a partir destes resultados que a terapia de estrogénio topico ndo produz
efeitos sistémicos significativos, talvez devido a pequena area de aplicagdo e/ou
pelo curto periodo de observacdo. O tratamento com genisteina também néo alterou
tais marcadores. O resultado concorda com relatorios anteriores que mostraram que
as mulheres que receberam a substancia por via topica ndo mostraram nenhuma

mudanga no trofismo vaginal (Kaari et al., 2006; Patriarca et al, 2013).

Isoladamente ou em combinagdo com outros agentes, as isoflavonas de soja
tém muitos efeitos benéficos sobre o aspecto e estrutura da pele. Accorsi Neto et al.
relataram uma epiderme mais espessa, aumento do teor de colageno e elastina,
além do aumento significativo da quantidade de vasos sanguineos dérmicos em 30
mulheres menopausadas que utilizaram uma dieta rica em isoflavona de soja por
seis meses. Entre os fitoestrogenos, a genisteina, que tem uma estrutura molecular
muito semelhante a do estradiol, apresenta os efeitos mais expressivos, pois pode
facilmente ligar-se a receptores de estrogénio.

O papel da deficiéncia de estrogénio nas mudangas de pele relacionadas a
idade - integridade estrutural e capacidade funcional — sdo bem definidas, porém a
diminuicdo na espessura e conteudo de colageno na pele foi mais correlacionada ao
periodo de deficiéncia estrinica do que a idade em mulheres mais velhas, ocorrendo
ainda rapido declinio apés auséncia do estrogénio (Thornton, 2016). Mudancgas
significativas foram observadas em até 24 semanas, entretanto, ainda n&o esta
definido se tais mudancas decorrem de resposta imediata ao rapido declinio nos
niveis de estrogénio (Toz et al., 2016).

Ao longo das ultimas décadas, moduladores seletivos do receptor de
estrogénio (SERMSs), tais como o raloxifeno, tém sido desenvolvidos a fim de
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alcancarem os mesmos efeitos benéficos do estrogénio, com minimos efeitos
secundarios prejudiciais em tecidos-alvo através de interagbes dos receptores de
estrogénio especificos. Marini et al., 2010, revelaram que tanto o estradiol quanto a
genisteina sdo mais eficazes do que o raloxifeno para melhorar os danos da pele na
vigéncia de hipoestrogenismo. Observaram ainda que, surpreendentemente, uma
menor dose de genisteina foi mais eficaz para restabelecer as propriedades da pele
do que o raloxifeno ou o estradiol, o que foi reforcado pela descoberta de que a
genisteina pode aumentar a migragao celular, a inflamacao, a sintese da matriz
provisoria, a deposigdo de colageno, angiogénese e reepitelizagdo, todos os quais
sao processos importantes na reparacdo da pele. Curiosamente, os dados
experimentais também sinalizam que a administragdo sistémica de genisteina na
mesma dose que a utilizada em mulheres na pés-menopausa tem efeitos positivos
sobre alteragdes da pele induzida pela ooforectomia (Polito et al., 2012).

As isoflavonas e os seus derivados tém sido utilizados topicamente para
prevenir e tratar o envelhecimento da pele apds a menopausa, sem evidéncia
cientifica consistente até a presente data. Patriarca et al., 2013, em estudo
utilizando a mesma populacdo do presente ensaio, analisaram a concentragao de
acido hialurénico na derme apoés tratamento com estrogénio e genisteina topicos, e
demonstraram aumento da concentragdo deste glicosaminoglicano, bem como de
fibroblastos, com ambas as terapias, sugerindo provavel acréscimo de diversos
componentes da derme secretados por estas células, entre eles, o colageno.
Embora existam numerosos estudos que mostram aumento somente no colageno
dérmico tipo Ill com o uso tépico de estradiol, sem aumento significativo no colageno
do tipo I, que é o mais abundante na pele, nosso estudo evidenciou incremento na
concentragao de colageno total, bem como quando analisados isoladamente os tipos
| e tipo Ill, apds o uso de estradiol ou genisteina topicos, com significancia
estatistica. Tal achado esta de acordo com Sator et al., 2004, que demonstraram
resultados semelhantes.

A eficacia do tratamento com estradiol topico foi superior ao uso do
fitoestrogeno, o que também concorda com os estudos ja citados (Sator et al., 2004;
Patriarca et al., 2013). Nossos resultados sdo importantes porque muitas mulheres

desistem da terapia hormonal na pds-menopausa pelo receio dos efeitos colaterais,
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principalmente pelo medo do cancer de mama. Diante disto, a opgado de drogas
alternativas com efeitos similares ao estradiol torna-se extremamente oportuna.

O mecanismo pelo qual as isoflavonas levaram a um aumento na
concentragao do colageno na derme ainda nao esta esclarecido. Sugere-se que esta
agao nao seja mediada diretamente por fibroblastos, mas pelo efeito inibidor ja
conhecido destas drogas sobre a enzima tirosina-quinase, a qual impede a
expressao do mRNA que, como é bem conhecido, codifica metaloproteinases
(colagenases e as elastases), dificultando a degradagao dos componentes da matriz
extracelular. Ao que parece, a agédo das isoflavonas de soja ndo somente se
relaciona com o receptor de estrogénio, mas também com os seus efeitos
antioxidantes e, por conseguinte, protetor de ambos os envelhecimentos — o
intrinseco ou cronolégico da pele, bem como o extrinseco, que € determinado
principalmente por radiagao ultravioleta (Wei et al., 2003).

Os efeitos do uso de estrogénio topico em relacdo a concentragcdo de
colageno na pele de mulheres na pds-menopausa ainda sao controversos na
literatura. Yoon et al., 2014 (Coreia), em estudo prospectivo randomizado e duplo
cego, investigaram se a terapia tépica com estrogénio poderia melhorar a pele facial
envelhecida pelos efeitos da radiagcdo ultravioleta, particularmente no que diz
respeito a severidade das rugas e elasticidade da pele, quantificando objetivamente
a expressao de pré-colageno e de metaloproteinase-1 (colagenase). Tal estudo
revelou que apods 24 meses de terapia topica de estrogénio ndo houve diferencga
estatisticamente significante em relagédo as rugas faciais, a elasticidade da pele ou a
producdo de pro-colageno nas amostras obtidas. Além disso houve aumento na
expressdo da metaloproteinase-1, proteina que regula a degradagéo do colageno.
Vale ressaltar que tal estudo avaliou os efeitos da terapia estrogénica sobre a pele
exposta ao sol e o estrogénio utilizado foi a estrona, limitagdes relevantes, mas que
nao diminuem a importancia dos resultados. Chama a atengéo o fato de ainda nao
estar totalmente elucidado o mecanismo pelo qual o estrogénio pode regular a
producao de colageno na pele humana e se tal mecanismo se da de forma diferente
quando ha exposicdo a radiacdo ultravioleta, que sabidamente aumenta as
metaloproteinases que degradam o colageno.

Estudos futuros comparando o efeito do estrogénio e das isoflavonas em

pacientes com e sem exposi¢cao solar seriam certamente esclarecedores.
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Quanto as repercussdes sistémicas, nao esta claro se podem estar presentes
com o0 uso prolongado desses medicamentos em uma area maior do que a facial.

Novas pesquisas com o objetivo de buscar esta resposta s&o necessarias.



6 CONCLUSAO

Os dados deste estudo sugerem que ambas as terapias estudadas podem
aumentar tanto o colageno do tipo | quanto o tipo Il da pele facial pés-menopausa,
sendo que a agao da genisteina foi inferior a do estrogénio.
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Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Analise Critica do Uso Topico de Estrogénios e Isoflavonas sobre o Colageno e
Glicosaminoglicanos Dérmicos.

Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria
neste estudo, que visa avaliar os efeitos dos estrogénios e isoflavonas de uso topico
na pele facial durante 24 semanas.

Sera avaliado no sangue o horménio estradiol, através de coleta de sangue
por puncao periférica da veia do antebraco, ou seja, sera retirada quantidade de
sangue equivalente a duas colheres de sopa, para saber se existe absor¢gdo no
sangue do creme usado na face, previamente ao tratamento e ao final deste.

O estudo avalia o envelhecimento da pele e a sua relagcdo com os hormdnios
da mulher na menopausa, assim decidimos por estudar a pele da face por ter esta
sentido mais estético, e ser area mais exposta ao sol, tendo assim caracteristicas
diferentes de areas ndo expostas, devido a agressédo que o sol causa na pele.

Deste modo, sera realizada uma bidpsia,que é retirada de pequeno pedaco
da pele, na face, na frente da orelha, com instrumento tipo agulha com corte menor
do que a cabeca de um alfinete, antes e depois do tratamento. Antes sera feito
anestesia no local, com uma agulha bem pequena e quase nenhum desconforto
nem sangramento. N&o precisa tomar pontos depois, apenas um discreto curativo,
sem qualquer prejuizo as atividades do dia a dia, sem precisar de repouso.

O estudo ira avaliar se existe ou ndo melhora do ténus, hidratacdo e
cicatrizacao da pele, por conseguinte com melhora da prote¢ao ao organismo, como
tém sido descritos em trabalhos experimentais e clinicos, porém estes pouco
controlados.

As pacientes serdo dividas em dois grupos de 20, um recebera estrogénio,
outro isoflavona, a distribuicdo sera aos acaso, o médico e a paciente ndo saberédo o
tipo do creme que estara sendo usado, sem qualquer prejuizo as mesmas.

Em qualquer etapa do estudo, o paciente tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.

O principal investigador € a Dra. Andrea Moraes, que pode ser encontrada na
rua Embau, 66, tel: 11- 5549-6174, Vila Clementino. Se tiver alguma consideragao
ou duvida sobre a ética da pesquisa, entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP)- rua Botucatu, 572-primeiro andar , cj 14, tel: 11- 55711062, FAX:
11-5539-7162, Email: cepunifesp@epm.br

E ainda garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de
seu tratamento na instituicio.

S&o ainda, direitos do paciente:

-Confidencialidade: as informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente:

-Ser mantido atualizado sobre os resultado parciais das pesquisas, quando
em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

-Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também n&o ha compensacao financeira relacionada




a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa;

-Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (anexo causal comprovado), o participante tem
direito a tratamento médico na instituicdo, bem como as indenizagbes legalmente
estabelecidas.

O pesquisador compromete-se a utilizar os dados e material coletado
somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li
ou foram lidas para mim, descrevendo o estudo- Efeitos histomorfologicos, imuno-
histoquimicos e clinicos dos estrogénios e isoflavonas de uso topico na pele facial
de mulheres na pés menopausa. Discuti com a Dra. Andrea Moraes sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais os propoésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagdo é isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servigo.

data: _/ [
Assinatura do paciente/ representante legal

data: _/ [/
Assinatura da testemunha

data: _/ [

Assinatura do responsavel pelo estudo



Anexo 3 - Citologia hormonal vaginal antes e apos trés e seis meses de
tratamento nas 30 pacientes estudadas.

Paciente N° Pré-tratamento 3 meses de Pés-tratamento
tratamento
1 90/10/00 90/10/00 100/00/00
2 80/20/00 70/30/00 70/30/00
3 100/00/00 90/10/00 90/10/00
4 100/00/00 100/00/00 100/00/00
5 90/10/00 90/10/00 80/20/00
6 90/10/00 90/10/00 90/10/00
7 100/00/00 100/00/00 100/00/00
8 100/00/00 90/10/00 90/10/00
9 80/20/00 80/20/00 90/10/00
10 80/20/00 80/20/00 80/20/00
11 80/20/00 90/10/00 100/00/00
12 90/10/00 100/00/00 100/00/00
13 90/10/00 80/20/00 80/20/00
14 100/00/00 90/10/00 90/10/00
15 80/20/00 80/20/00 80/20/00
16 80/20/00 100/00/00 100/00/00
17 100/00/00 100/00/00 90/10/00
18 90/10/00 90/10/00 90/10/00
19 100/00/00 90/10/00 90/10/00
20 100/00/00 100/00/00 100/00/00
21 100/00/00 100/00/00 100/00/00
22 80/20/00 80/20/00 90/10/00
23 100/00/00 90/10/00 90/10/00
24 90/10/00 80/20/00 80/20/00
25 80/20/00 80/20/00 90/10/00
26 100/00/00 100/00/00 90/10/00
27 100/00/00 100/00/00 80/20/00
28 80/20/00 100/00/00 100/00/00
29 100/00/00 100/00/00 100/00/00
30 90/10/00 90/10/00 100/00/00




Anexo 4 — Nivel sérico de estradiol antes e apds trés e seis meses de
tratamento nas 30 pacientes estudadas.

Paciente N° Pré-tratamento 3 meses de Pés-tratamento
tratamento
1 <20 <20 <20
2 <20 <20 <20
3 <20 <20 <20
4 <20 <20 <20
5 <20 <20 <20
6 <20 <20 <20
7 <20 <20 <20
8 <20 <20 <20
9 <20 <20 <20
10 <20 <20 <20
11 <20 <20 <20
12 <20 <20 <20
13 <20 <20 <20
14 <20 <20 <20
15 <20 <20 <20
16 <20 <20 <20
17 <20 <20 <20
18 <20 <20 <20
19 <20 <20 <20
20 <20 <20 <20
21 <20 <20 <20
22 <20 <20 <20
23 <20 <20 <20
24 <20 <20 <20
25 <20 <20 <20
26 <20 <20 <20
27 <20 <20 <20
28 <20 <20 <20
29 <20 <20 <20
30 <20 <20 <20




