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RESUMO

Nogueira MAS. Avaliagdo clinica, histologica e laboratorial do envelhecimento
cutaneo na suplementacao oral de coenzima Q10 em idosas [tese]. Sdo Paulo:
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina; 2022.

O presente estudo avaliou a ac&o antioxidante da coenzima Q10 (CoQ10) via oral
no envelhecimento cutédneo de idosas através de um ensaio clinico triplo cego,
randomizado, placebo controlado. Das 50 participantes triadas, 45 foram alocadas
em 3 grupos (placebo, CoQ10 100mg/dia e CoQ10 200mg/dia) e acompanhadas
por 12 semanas. As avaliagbes foram realizadas antes e apds a suplementacgao e
incluiram: analises clinicas de autopercepcdo da melhora estética global,
estereofotogrametria para vasos sanguineos e hiperpigmentagdes cutaneas,
elasticidade, hidratagdo, perda de agua transepidérmica, do inglés transepidermal
water loss (TEWL), espessura e densidade dérmica através de ultrassonografia
(USG) de 20MHz, analises histologicas com coloragdes para evidenciar epiderme
(hematoxilina-eosina), fibras colagenas (picrosirius) e elasticas (Weigert),
expressado das proteinas Nrf2 e p53 por imuno-histoquimica (IHQ), parametros
laboratoriais de func&o renal, hepatica e hematoldgica, citocinas séricas por
citometria de fluxo, dosagem de CoQ10 sérica, expressao de genes por PCR em
tempo real (RT-gPCR) para metaloproteinases e fatores oxidantes e antioxidantes
na pele. Houve melhora da autopercepgao estética global em todos os grupos, sem
diferengas. A reducao de eritema facial foi significativa nos grupos CoQ10 100mg
e CoQ10 200mg, sendo mais pronunciada neste ultimo. A reducdo da area e
intensidade das hiperpigmentagdes cutédneas aconteceu em todos os grupos,
sendo mais pronunciada no CoQ10 200mg. Na viscoelasticidade, houve reducéo
dos parametros da curva de sucgdo RS e R6 apenas no grupo CoQ10 100mg e
aumento de R9 nos grupos CoQ10 100mg e CoQ10 200mg, sendo RO, R2 e R7
sem alteragdes. Na hidratagao cutanea, todos os grupos apresentaram melhora. A
area de epiderme celular aumentou no grupo CoQ10 100mg e CoQ10 200mg. A
relacao entre a area de epiderme celular e a extensio total da superficie epidérmica
reduziu no grupo placebo e aumentou nos grupos CoQ10 100mg e, principalmente,
no CoQ10 200mg. Na derme profunda, a area de colageno novo aumentou no
grupo CoQ10 100mg, enquanto a area de colageno antigo reduziu. Na derme



superficial, houve redugao de fibras elasticas no grupo placebo e CoQ10 100mg.
Na derme profunda, a diminuigdo de fibras elasticas ocorreu no grupo placebo e
CoQ10 100mg. Na derme superficial e profunda, o grupo CoQ10 200mg a area de
fibra elastica permaneceu inalterada. A expressao de Nrf2 por IHQ na epiderme e
derme papilar reduziu no grupo CoQ10 100mg. Na derme reticular, houve
diminuicdo de Nrf2 nos grupos placebo e CoQ10 100mg. O grupo CoQ10 200mg
apresentou valores mais altos de Nrf2 na epiderme, derme papilar e reticular,
comparados aos grupos placebo e CoQ10 100mg. A expressao da p53 epidérmica
por IHQ calculada pelo escore de Liang mostrou redugao nos grupos CoQ10 100mg
e CoQ10 200mg. Entre os grupos, ndo houve diferenga na autopercepgao de
melhora estética global, na hidratagdo, na TEWL, na espessura e densidade
dérmica ao USG, na extensdo da juncdo dermo-epidérmica (JDE), na area
histolégica marcada por picrosirius sem polarizagao, na fungdo renal, hepatica e
hematoldgica, nas citocinas séricas (TNF, IL-1j3, IL-6 e IL-10), na dosagem sérica
de CoQ10 nem na expressédo de genes por RT-gPCR para metaloproteinases,
fatores oxidantes e antioxidantes. As correlagdes de Spearman n&o evidenciaram
correlacdes independentes fortes. A suplementacdo oral de CoQ10 demonstrou,
portanto, beneficios cutdneos em idosas, relacionados a eritema facial,
hiperpigmentacéo, viscoelasticidade, area de epiderme celular, sintese de
colageno, preservacao de fibras elasticas, manutencgéo do fator antioxidante Nrf2 e
reducdo de p53, sobretudo na dose diaria de 200mg, sem efeitos adversos ou
toxicidade evidentes no periodo analisado. Os resultados encontrados contribuem
para a saude da pele no envelhecimento, tornando a CoQ10 um suplemento a ser

considerado para a populagéao idosa.

Palavras-chave: Coenzimas. Envelhecimento. Envelhecimento da pele. Colageno.
Oxidantes. Antioxidantes. Suplementos nutricionais.



ABSTRACT

Nogueira MAS. Clinical, histological and laboratory evaluation of skin aging in the
oral supplementation of coenzyme Q10 in elderly women [thesis]. Sdo Paulo:
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina; 2022.

The present study evaluated the antioxidant action of oral coenzyme Q10 (CoQ10)
on skin aging in elderly women through a triple-blind, randomized, placebo-
controlled clinical trial. Of the 50 screened participants, 45 were allocated into 3
groups (placebo, CoQ10 100mg/day and CoQ10 200mg/day) and followed up for
12 weeks. Assessments were performed before and after supplementation and
included: clinical analysis of self-perception of overall aesthetic improvement,
stereophotogrammetry for blood vessels and skin hyperpigmentation, elasticity,
hydration, transepidermal water loss (TEWL), thickness and echo density of the
dermis by 20-MHz ultrasound (US), histological analysis with stains to highlight
epidermis (hematoxylin-eosin), collagen (picrosirius) and elastic fibers (Weigert),
expression of Nrf2 and p53 proteins by immunohistochemistry (IHC), laboratory
parameters of renal, hepatic, and hematological function, serum cytokines by flow
cytometry, serum CoQ10 measurement, gene expression by real-time PCR (RT-
gPCR) for metalloproteinases, and oxidant and antioxidant factors in the skin. There
was an improvement in global aesthetic self-perception in all groups, with no
differences. The reduction in facial erythema was significant in the CoQ10 100mg
and CoQ10 200mg groups, being more pronounced in the latter. The reduction in
the area and intensity of cutaneous hyperpigmentation occurred in all groups, being
more pronounced in the CoQ10 200mg. In viscoelasticity, there was a reduction in
the parameters of the suction curve R5 and R6 only in the CoQ10 100mg group and
an increase in R9 in the CoQ10 100mg and CoQ10 200mg groups, with RO, R2 and
R7 unchanged. In skin hydration, all groups showed improvement. The cell
epidermis area increased in the CoQ10 100mg and CoQ10 200mg groups. The
relationship between the cell epidermis area and the total extent of the epidermal
surface decreased in the placebo group and increased in the CoQ10 100mg and,
mainly, in the CoQ10 200mg group. In the deep dermis, the area of new collagen
increased in the CoQ10 100mg group, while the area of old collagen decreased. In
the superficial dermis, there was a reduction in elastic fibers in the placebo group



and CoQ10 100mg. In the deep dermis, the decrease in elastic fibers occurred in
the placebo group and CoQ10 100mg. In the superficial and deep dermis, in the
CoQ10 200mg group, the elastic fiber area remained unchanged. The expression
of Nrf2 by IHC in the epidermis and papillary dermis reduced in the CoQ10 100mg
group. In the reticular dermis, there was a decrease in Nrf2 in the placebo and
CoQ10 100mg groups. The CoQ10 200mg group had higher values of Nrf2 in the
epidermis, papillary and reticular dermis, compared to the placebo and CoQ10
100mg groups. The expression of epidermal p53 by IHC calculated by the Liang
score showed a reduction in the CoQ10 100mg and CoQ10 200mg groups. Between
the groups, there was no difference in the self-perception of global aesthetic
improvement, in hydration, in TEWL, in dermal thickness and density at US, in the
extension of the dermal-epidermal junction (DEJ), in the histological area marked
by picrosirius without polarization, in renal, hepatic and hematological function, in
serum cytokines (TNF, IL- 1B, IL-6 and IL-10), in the serum level of CoQ10 or in the
expression of genes by RT-gPCR for metalloproteinases, oxidant and antioxidant
factors. Spearman correlations did not show strong independent correlations.
Therefore, oral CoQ10 supplementation has shown cutaneous benefits in elderly
women, related to facial erythema, hyperpigmentation, viscoelasticity, cellular
epidermis area, collagen synthesis, preservation of elastic fibers, maintenance of
the antioxidant factor Nrf2 and reduction of p53, especially at the daily dose of
200mg, without evident adverse effects or toxicity in the analyzed period. The results
found contribute to skin health in aging, making CoQ10 a supplement to consider

for the elderly population.

Keywords: Coenzymes. Aging. Skin aging. Collagen. Oxidants. Antioxidants.
Dietary supplements.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 - Estrutura quimica da Coenzima Q10..........ccccooiiiiiiiei i 50
Figura 2 - Diagrama de fluxo das voluntarias do ensaio CliniCo..........ccccccceeerennn. 78

Figura 3 - Grafico de barras evidenciando a autopercepgéo das participantes da
pesquisa sobre melhora estética global, apds suplementagdo oral nos grupos
placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (N=14)......cceeiiirrrreerrnnns 82

Figura 4 - Boxplot evidenciando o percentual de area da face marcada por vasos
sanguineos, através da estereofotogrametria, nos tempos pré e pos
suplementagado, para os grupos placebo (n=8), CoQ10 100mg (n=9) e CoQ10
2010 o To T (a0 ) O PUSSPPR 83

Figura 5 - Boxplot evidenciando a intensidade da marcagdo, por
estereofotogrametria, na area da face marcada por vasos sanguineos, nos tempos
pré e pos suplementagéo, para os grupos placebo (n=8), CoQ10 100mg (n=9) e
(0710 N L0 12010 o To TN (a0 ) T PP SOUPURPR 84

Figura 6 - Boxplot evidenciando o percentual de area da face marcada por
hiperpigmentagdes cutaneas, através da estereofotogrametria, nos tempos pré e
pos suplementagdo, para os grupos placebo (n=8), CoQ10 100mg (n=9) e CoQ10
2010 o To T (a0 ) SO PRRSPPPR 86

Figura 7 - Boxplot evidenciando a intensidade da marcagéo de hiperpigmentagdes
cutaneas, por estereofotogrametria, nos tempos pré e pés suplementacao, para os
grupos placebo (n=8), CoQ10 100mg (n=9) e CoQ10 200mg (n=10)........cccuvuuee 87

Figura 8 - Boxplot evidenciando o parédmetro de viscoelasticidade R5, que
representa elasticidade liquida em percentual, nos tempos pré e pos
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
2010 o To T (A B SO PUSOPPR 89

Figura 9 - Boxplot evidenciando o parédmetro de viscoelasticidade R6, que
representa a porgdo de viscoelasticidade durante a curva de succdo, em



percentual, nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos placebo (n=13),
CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200MQg (NZ=14) ..ceeiiieiieeeeeeeee e 90

Figura 10 - Boxplot evidenciando o parametro de viscoelasticidade R9, que
representa fadiga apos repetidas sucgdes, em milimetros, nos tempos pré e pds
suplementagao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
2010 o To T (A B OO ROTPPR 91

Figura 11 - Boxplot evidenciando o conteudo hidrico da camada cérnea, em
unidades arbitrarias (U.A.), nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos
placebo (n=14), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (N=14)......cceeeirrrrreerrnnns 93

Figura 12 - Boxplot evidenciando a area de epiderme celular, em micrometros
quadrados (um2), nos tempos pré e pos suplementacéo, para os grupos placebo
(n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mMg (N=14) ...ceorrriiiiiiiiiirieeeeeeeeee 95

Figura 13 - Espessura da epiderme. Imagens de campos de aumento (20x) das

ldminas de amostras cutadneas do antebraco, coradas por hematoxilina-eosina.. 96

Figura 14 - Boxplot evidenciando a raz&o entre a area de epiderme celular, em
micrémetros quadrados (um2), e o comprimento total de superficie epidérmica, em
micrémetros (um), nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos placebo
(n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mMg (N=14) ....oorrrriiiiiiiiirieeeeeeeeee 97

Figura 15 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme profunda marcada
por colageno novo pela coloragdo de picrosirius vermelho com polarizagdo, nos
tempos pré e pds suplementagao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg
(n=13) € CoQ10 200MG (NZ14) .ot e e e e e e e 100

Figura 16 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme profunda marcada
por colageno antigo pela coloragao de picrosirius vermelho com polarizagéo, nos
tempos pré e pds suplementagao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg
(n=13) € CoQ10 200MG (NZ14) .ot a e e e e e e e 101

Figura 17 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme superficial marcada
por fibras elasticas, pela coloracdo de Weigert, nos tempos pré e pés



suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
200MG (NZT4) et e e e e e e e e e e e aaaaaaaeaaaeeaaanaannnn 103

Figura 18 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme superficial marcada
por fibras elasticas, pela coloracdo de Weigert, nos tempos pré e poés
suplementagao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
2010 o To T (AT B ORI 104

Figura 19 - Boxplot evidenciando percentual da area da epiderme e derme
superficial marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, nos tempos pré e pos
suplementagao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
2010 o To T (AT B OO SUP 106

Figura 20 - Boxplot evidenciando a intensidade da marcacéo de Nrf2 na epiderme
e derme superficial, por imuno-histoquimica, nos tempos pré e pds suplementacéo,
para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14) 108

Figura 21 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme profunda marcada
por Nrf2, pela imuno-histoquimica, nos tempos pré e pds suplementacao, para os
grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)............. 110

Figura 22 - Boxplot evidenciando a intensidade da marcagdo de Nrf2 na derme
profunda, por imuno-histoquimica, nos tempos pré e pds suplementagao, para os
grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)............. 112

Figura 23 - Boxplot evidenciando o percentual de nucleos epidérmicos com
expressao da proteina p53, pela imuno-histoquimica, nos tempos pré e pos
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
2010 o To T (AT B ORI 113

Figura 24 - Boxplot evidenciando a classificagdo da expressao da proteina p53 nos
nucleos epidérmicos, pela imuno-histoquimica, estabelecida em 4 graus, de 0 a 3,
nos tempos pré e pos suplementagédo, para os grupos placebo (n=13), CoQ10
100mg (N=13) € CoQ10 200MQG (N=14) ...eerriiieee e 114



Figura 25 - Boxplot evidenciando a classificacdo de Liang para expressao da
proteina p53 nos nucleos epidérmicos, pela imuno-histoquimica, nos tempos pré e
pos suplementagdo, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e
COQT10 200MQG (NZT4) ettt e e e e e e e e e e e e e reeaeeeeanas 115



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas da populagéo estudada ........ 79

Tabela 2 - Diferencga entre médias do percentual de area da face marcada por vasos
sanguineos, através da estereofotogrametria, pré e pos suplementagéo, nos grupos
placebo, CoQ10 100mg € CoQ10 200MQg ....evrriiiiiiiiiiiiieeeeeee e 83

Tabela 3 - Diferenga entre médias da intensidade de marcagdo, por
estereofotogrametria, em unidades arbitrarias (U.A.), na area da face marcada por
vasos sanguineos, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos placebo,
CoQ10 100mMg € COQT0 200MQ ...ttt e e e 85

Tabela 4 - Diferenga entre médias do percentual de area da face marcada por
hiperpigmentagbes cuténeas, através da estereofotogrametria, pré e pds
suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Tabela 5 - Diferenga entre médias da intensidade de marcagdo, por
estreofotogrametria, em unidades arbitrarias (U.A.), na area da face marcada por
hiperpigmentacdes cuténeas, pré e pos suplementacdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg € CoQ10 200MQg ....evrriiiriiiiiiiiiieeee e 88

Tabela 6 - Diferenga entre médias do percentual de viscoelasticidade liquida,
representada pelo parametro R5, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg € CoQ10 200MQg ....evrriiiiiiiiiiiiieeee e 89

Tabela 7 - Diferenca entre médias do percentual de viscoelasticidade na succéao,
representada pelo parametro R6, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg € CoQ10 200MQg ....evrriiiriiiiiiiiiieeee e 90

Tabela 8 - Diferenca entre médias do parametro de viscoelasticidade R9, que
representa fadiga apds repetidas sucgdes, em milimetros, pré e poés
suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg



Tabela 9 - Diferenga entre médias do conteudo hidrico da camada cérnea, em
unidades arbitrarias (U.A.), pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg € CoQ10 200MQg ....evrriiiiiiiiiiiiiiaeeeee e 93

Tabela 10 - Diferenca entre médias da area de epiderme celular, em micrometros
quadrados (um2), pré e pdés suplementagcdo, comparada nos grupos placebo,
CoQ10 100mMg € COQT0 200MQ ...ttt e e 95

Tabela 11 - Diferenca entre médias da razao entre area de epiderme celular, em
micrémetros quadrados (um2), e comprimento total de superficie epidérmica, em
micrémetros (um), pré e pos suplementagdo, comparada nos grupos placebo,
CoQ10 100mMg € COQT0 200MQ ...ttt e e e e e e e 98

Tabela 12 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme profunda
marcada por colageno novo, pela coloragdo de picrosirius vermelho com
polarizagéo, pré e pos suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10
100mMg € COQTO 200MQ ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e eeas 100

Tabela 13 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme profunda
marcada por colageno antigo pela coloragdo de picrosirius vermelho com
polarizagéo, pré e pos suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10
100mMg € COQT0 200G ...ttt e e e e e e e e e e e eeeeas 102

Tabela 14 - Diferenga entre médias dos percentuais da area da derme superficial
marcada por fibras elasticas, pela coloragdo de Weigert, pré e pés suplementacgao,
comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg ..........ccen...... 103

Tabela 15 - Diferenga entre médias dos percentuais da area da derme superficial
marcada por fibras elasticas, pela coloragdo de Weigert, pré e pés suplementacgao,
comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg ..........ccen...... 105

Tabela 16 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da epiderme e derme
superficial marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, pré e pos suplementacéo,

comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg ..........cccv....... 106



Tabela 17 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da epiderme e derme
superficial marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, nos grupos placebo, CoQ10
100mg e CoQ10 200mg, comparada nos periodos pré e pds suplementagao .. 107

Tabela 18 - Diferenga entre médias da intensidade da marcacdo de Nrf2 na
epiderme e derme superficial, pela imuno-histoquimica, pré e pés suplementacéo,
comparada entre os grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg.............. 108

Tabela 19 - Diferenga entre médias da intensidade da marcacdo de Nrf2 na
epiderme e derme superficial, pela imuno-histoquimica, nos grupos placebo,
CoQ10 100mg e CoQ10 200mg, comparada nos periodos preé e pos suplementagao

Tabela 20 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme profunda
marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, pré e pdés suplementacéo, comparada
entre os grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200Mg .....cceveveeeeriiiiiiiiiinnnes 110

Tabela 21 — Diferenga entre médias dos percentuais da area da derme profunda
marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, nos grupos placebo, CoQ10 100mg e
CoQ10 200mg, comparada nos periodos preé e pds suplementagéo................... 111

Tabela 22 - Diferenga entre médias da intensidade da marcagéo de Nrf2 na derme
profunda, pela imuno-histoquimica, pré e pds suplementagdo, comparada nos
grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200MQg ...ceeeeeeeeeiiieiieeeeiee e 112

Tabela 23 - Diferenga entre médias dos percentuais de nucleos epidérmicos com
expressao da proteina p53, pela imuno-histoquimica, pré e pds suplementacéo,
comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg ..........ccev....... 114

Tabela 24 - Diferenca entre médias da classificagcado da expressao da proteina p53
nos nucleos epidérmicos, pela imuno-histoquimica, estabelecida em 4 graus, de 0
a 3, pré e pos suplementagcdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e
(07010 ) L0 15200 4o TR PR UPPOPPRPRPR 115

Tabela 25 - Diferenga entre médias da classificacdo de Liang para expresséo da
proteina p53 nos nucleos epidérmicos, pela imuno-histoquimica, pré e pos



suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg



1.1

1.1.3

1.1.4

1.1.4.1
1.1.4.2
1.1.5

1.1.5.1
1.1.5.2
1.1.5.3
1.1.6

1.1.6.1
1.1.6.2
1.1.6.3
1.1.6.4
1.1.6.5
1.1.6.6

1.1.7

1.2

1.2.1

SUMARIO

13V 330 0] U 031\ o 2R 28
ENVELHECIMENTO ....ooiiiiiiiiecee e 28
(D=1 T oY To7= Lol e [0 T [0 1o 1 28
Definicdo de envelnecimento ...........coiiiiiiiiiiii e 29
(070] 01 (=) (U F= 1 === Lo L0 RS 32
Fatores iNtriNSECOS .......cooiiiiiiiii e 34
BN L ——— 34
Variaghes anatdmiCas .........coeeeviiiiiieeeiee e 35
Fatores eXtriNSECOS ........ooiiiiiiiiii e 35
EStIO de Vida ...cooeeiiiiiiiiieee e 36
TabagiSIMO ... 36
= To [ = Toz= T N U A 37
Fisiologia do envelnecimento ..............c.euuiiiiiiiiiiiiiie e 38
Estresse oXidatiVo ........coooiiiiiiiiiii 39
1 =1 0 0 F=To7= T L 41
MetaloproteiNASES ........cooiiiiiieee e 42
Via de antioxidag&o do NIf2 ... 43
Via sinalizadora da senescéncia celular relacionada ao TGF-B........... 45
Via de citoprotecao e senescéncia celular relacionada a p53.............. 46
Manifestagies ClINICAS .........ooeeuiueeiiiieee e 47
Evidéncias histolOgiCas ............coooiiiiiiiiiiiiieee e 47
ANTIOXIDANTES ORAIS .....ooiiiieiie et 49
(O707=T 0V 4 F= T @ 1 0 SRR 50
JUSTIFICATIVA .....cceeeeeeeeee e s e s e s nsn s sme e mn s mn s s me s 56
OBUETIVOS ... eeereerrress e e s seesssse s s e s sns s ness s e sssnsesssnsesssnesnnnes 57



3.1

3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.6.1
46.2
46.3
46.4
4.6.5

4.6.6

46.7
4.7
4.71
4.7.2
4.7.2.1
4722
4.7.3
4.7.4
4.8

4.8.1

OBJETIVO PRINCIPAL .....ooiiieie e 57
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o, 57
METODOS ......oooiieeeieerecceeeae et eas e e essse e sas e e sesse e s ssssesesasseseesssssesenes 59
DELINEAMENTO ..ottt eneee s 59
POPULAGAOD ..o 59
CRITERIOS DE INCLUSAO.........oioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 60
CRITERIOS DE EXCLUSAOQ ..o, 60
INTERVENGAO. ... .o 61
PARAMETROS CLINICOS ..ot 61
Observacgodes de eventos adversos, sinais e sintomas clinicos............ 61
Autopercepgao da melhora estética global ... 62
Imagens faciais por estereofotogrametria...............cccooiiiiiiiiiiiiieeene. 62
Viscoelasticidade dapele...........ooooriiiiiiiii e 62
Hidratagao da pele ..o 63

Perda de agua transepidérmica ou Transepidermal Water Loss (TEWL)

................................................................................................... 64
Exame ultrassonografico da pele ... 64
PARAMETROS HISTOLOGICOS .......cooovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 65
Hematoxilina-eosina (HE)...........ccooiiiiiii e 66
Picrosirius vermelno ... 66
Picrosirius vermelho sem polarizagao ...........cooovviieiiiiiiiiiicicieeee e 66
Picrosirius vermelho com polarizagao ..........ccooovviveiiiiiiiiiicicieeee e 67
WEBIGEIT ...t 67
Expressao de proteinas por imuno-histoquimica (IHQ) ....................... 68
PARAMETROS LABORATORIAIS .......ovovoieeeeeeeeeeeeeeeeee e 70

Exames bioquUimMICOS ........ooiiiiiii e 70



4.8.2

4.8.3

48.4

4.9

5.1
5.2

5.2.1

5.2.2
5.2.3.
5.2.3.1
5.2.3.2.
5.2.4
5.2.5.

5.2.6

5.2.7
5.2.7.1
5.2.7.2
5.3

5.3. 1
5.3.1.1

5.3.1.2

5.3.1.3

Dosagem de citocinas séricas por Cytometric Bead Array (CBA)........ 71
Dosagem de coenzima g10 no sangue (ELISA) ........ccccoiiiiiiiiiiiinnns 71

Expressdo dos genes por PCR em tempo real (g-RT-PCR) para
metaloproteinases, proto-oncogenes e fatores antioxidantes na pele .72

ANALISE ESTATISTICA ...t 75
RESULTADOS ...t nssss s ssss s ssss s s s snns 76
CARACTERISTICAS DA POPULAGCAO DO ESTUDO...........c.c..oc....... 76
PARAMETROS CLINICOS ......cocucuieieeeeeeeececeeecee e 80

.............................................................................................................. 80
Autopercepgao de melhora estética global ... 81
Imagens faciais por estereofotogrametria ...............cccooeiiiiiiiiiiiieeeen. 82
VaS0S SANQUINEOS ...ttt ettt e e ees 82
Hiperpigmentagdes CUtAN@aS ..........uuiiiiiii i 85
Viscoelasticidade dapele...........ooooiiiiiiiiiii e 88
Hidratagao da pele ..o 92

Perda de agua transepidérmica ou Trans-Epidermal Water Loss (TEWL)

................................................................................................... 94
Exame ultrassonografico da pele ... 94
Espessura total da pele (Micrémetros)..........ceeeevvvveiiiiiiiiiiiie 94
Densidade da derme ... 94
PARAMETROS HISTOLOGICOS .......cooovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen e 94
Hematoxilina-eosina (HE)...........ccooiiiiiiii e 94
Area de epiderme CelUlar ............c.c.ooooveoeeeeeeee e, 94
Razao entre area total de epiderme celular e extensao total da
superfiCie ePIderMiCa .......ccoouuiiee e 97

Extens&o da juncdo dermo-epidérmica (JDE)..........ccccciiiiiiiiiiiinnnns 98



5.3.14

5.3.2
5.3.2.1
5.3.2.2
5.3.3
534

5.3.4.1

5.3.4.2.

5.4

5.4.1
54.2
54.3

54.4

5.5

6.1
6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.1.3.1
6.1.3.2
6.1.4

6.1.5

Raz&o entre extens&o da juncdo dermo-epidérmica (JDE) e superficie

(o F= =T o] L0 =1 4 o1 PSP 98
Picrosirius vermelno ... 99
Picrosirius vermelho sem polarizagao ..........ccooovvvieiiiiiiiiiicicieee e 99
Picrosirius vermelho com polarizagao ...........cooovvieiieiiiiiiiicicieeee e 99
WERIGEIT ...t 102
Expressao das proteinas por imuno-histoquimica (IHQ).................... 105
N 722 SR 105
O 153 TSR 113
PARAMETROS LABORATORIAIS .......ovoveeeeeeeeeeeeee e 116
Exames bioqUIMICOS .......ooeiiiiiiiie e 116
Dosagem de citocinas séricas por Cytometric Bead Array (CBA)...... 116
Dosagem de coenzima Q10 sérica (ELISA).......cois 117

Expressdo dos genes por PCR em tempo real (g-RT-PCR) para
metaloproteinases, proto-oncogenes e fatores antioxidantes na pele117

CORRELACOES ENTRE VARIAVEIS........ccocvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 117
DISCUSSAD ......ooiceccerctreres e res e sassesas e sas e sas e sas e sse e sae e saesesassens 119
PARAMETROS CLINICOS ......cooiieieeeceeeeee e 119
Observacgodes de eventos adversos, sinais e sintomas clinicos.......... 119
Autopercepgao da melhora estética global ... 120
Imagens faciais por estereofotogrametria ...............ccooceiiiiiiiiiiiiieee. 121
VaS0S SANQUINEOS ...ttt e et 121
Hiperpigmentagdes CUtAN@AS ........uuuiiiiieee e 122
Viscoelasticidade dapele ... 124

Hidratagdo da pele ... 126



6.1.7
6.2
6.2.1

6.2.1.1

6.2.1.2

6.2.2
6.2.2.1
6.2.2.2
6.2.3

6.2.4

6.2.4.1
6.2.4.2
6.3
6.3.1
6.3.2
6.3.3

6.3.4

6.4
7

8

Perda de agua transepidérmica ou Transepidermal Water Loss (TEWL)

................................................................................................. 127
Exame ultrassonografico da pele ..., 127
PARAMETROS HISTOLOGICOS .......coeoeeeeeeeeeeeeeee e 128
Hematoxilina-eosina (HE)...........coooiiiiiiis 128

Area de epiderme celular e razdo entre area total de epiderme celular e
extenséo total da superficie epidérmica...........ccccceeeeeeiieieeieeiiieeeeeenns 128

Extensao da jungc&o dermo-epidérmica (JDE) e razédo entre JDE e

superficie da epPIderMe .......cccooi i 130
Picrosirius vermelno ... 130
Picrosirius vermelho sem polarizagao ..........ccoovveieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 130
Picrosirius vermelho com polarizagao ...........coovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 132
WEBIGEIT ...t 134

................................................................................................. 136
N 722 SR 136
O 153 TSR 141
PARAMETROS LABORATORIAIS .....c.ovoveeeeeeeeeeeeeee e 144
Exames bioqUIMICOS .......ooeiiiiiiie e 144
Dosagem de citocinas séricas por Cytometric Bead Array (CBA)...... 144
Dosagem de coenzima Q10 sérica (ELISA).......cois 145

Expressdo dos genes por PCR em tempo real (g-RT-PCR) para
metaloproteinases, proto-oncogenes e fatores antioxidantes na pele147

CORRELAGOES ENTRE VARIAVEIS ........ocooooveveeeeeeeceeeeeeeee e 149
(o0 ] N[ o I U L= 1Y o 100 150
REFERENCIAS .........cuceccccrereresasaeeesesesesasssasssssssesesssesssasasasssenes 151

APENDICES..........cucccceerererasasaeesesesesesssssasss s s seessssssasssasassssssssssssssasassssssssssnans 175



ANEXOS



28

1 INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

1.1.1 Definicao de idoso

A definicdo de envelhecimento e o limite de idade para se considerar uma
pessoa idosa sao motivos de inumeros debates internacionais. Em relacéo a idade,
o cerne da discusséao esta no fato de um individuo de 65 anos, atualmente, possuir
capacidade fisica e cognitiva compativel com 40 a 45 anos de idade, 30 anos atras
(Lima; Mendes, 2019).

Em 2018, a Sociedade Italiana de Geriatria e Gerontologia adotou o limite
de 75 anos ou mais para definir idosos naquele pais. Este novo limite surgiu a partir
da ideia de se considerar uma pessoa idosa quando estiver a 10 anos de atingir a
meédia de idade compativel com a expectativa de vida, numa determinada regiao.
Deste modo, o aumento da expectativa de vida elevaria proporcionalmente a idade
para conceituar idosos. Assim, esta nova definicdo na lItalia tomou por base a
expectativa de vida de 83 anos para homens e de 86 anos para mulheres naquele
ano. Seguindo a mesma tendéncia, o Reino Unido estuda a possibilidade de
aumentar o limite de idade de idosos para 70 anos (Lima; Mendes, 2019).

No Brasil, a Lei numero 10.741, de 1° de outubro de 2003, dispde sobre o
Estatuto do Idoso. O artigo 1° desta lei determina como idosa a pessoa com idade
igual ou superior a 60 anos (Brasil, 2003). Considerando a projegao de expectativa
de vida média brasileira em 2019 igual a 76,5 anos (Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica, 2021), surgiu o Projeto de Lei numero 5383/19, que propde alterar
para 65 anos a idade de classificagdo para idosos. O projeto tramita na Camara
Legislativa brasileira e sera analisado em carater conclusivo pelas comissbes de
Defesa dos Direitos da Pessoa Idosa (CIDOSO), de Constituicdo e Justica e de
Cidadania (Campos, 2019).
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1.1.2 Definicao de envelhecimento

As definicbes de envelhecimento sofreram inumeras lapidagbes ao longo
dos anos, por biologistas evolucionistas (Libertini, 2019). Na década de 70, o
principal conceito de envelhecimento era relacionado a qualquer mudanca
dependente do tempo, ocorrida apds o alcance da maturidade de tamanho, forma
e fungdo de um organismo, excluidas as alteragbes sazonais e diarias compativeis
com ritmos biologicos (Rockstein; Chesky; Sussman, 1977). Em 1979, foi
consolidado o conceito de envelhecimento como o aumento progressivo, ao longo
da vida ou ap6s uma determinada fase da vida, da probabilidade de um individuo

morrer durante a proxima unidade de tempo, por causas aleatorias (Comfort, 1979).

Ja na década de 80, a definichko de maior respaldo postulou o
envelhecimento como o aumento de mortalidade relacionado a progressdo da
idade cronoldgica (Libertini, 1988). Michael Rose (1991), por sua vez, descreveu
envelhecimento como um declinio persistente nas caracteristicas de aptidao
relacionadas a idade de um organismo, decorrente da degeneragao fisiologica
interna. Posteriormente, surgiu o conciso conceito de senescéncia atuarial
(Holmes; Austad, 1995).

Em 2007, Rose resgatou ideias publicadas 40 anos antes por William D.
Hamilton, definidas pelas forgas de sele¢cdo natural de Hamilton. De acordo com
esta teoria, a redugdo de fecundidade relacionada a progressdo da idade
funcionaria como uma selegao natural, interrompendo a proliferagdo de linhagens
reprodutivas danificadas. Assim, ndo seriam proliferadas células com acumulo de
mutacdes deletérias, de influéncias ambientais prejudiciais e de doengas
contagiosas, capazes de levar a completa extingdo das espécies. Portanto,
permitiria a sobrevivéncia apenas das linhagens potencialmente imortais (Hamilton,
1966; Rose et al., 2007).

Em 2012, Thomas Flatt contestou a definigdo de Rose alegando que o
declinio de fungdo com o aumento da idade ndo ocorre de forma persistente até
atingir o ponto nulo. Ao invés disto, defendeu a existéncia de um platdé antes de
chegar ao zero (Flatt, 2012). Em 2020, por sua vez, ganhou destaque o conceito
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da perda funcional progressiva acompanhada pela diminuigdo da fertilidade e pelo
aumento da mortalidade com o avangar da idade cronoldgica (Kirkwood; Austad,
2008). Mais recentemente, o envelhecimento foi sucintamente conceituado como o
aumento, dependente da idade, do risco de morte (Lenart; Bienertova-Vaskd;
Berec, 2018) ou ainda como a razdo entre danos acumulados e a agédo de
mecanismos compensatorios (Thuault, 2021).

Outro conceito que voltou as discussdes atuais € o de envelhecimento
saudavel, que estda além da auséncia de doengas, englobando também a
manutencado de habilidades funcionais ao longo da vida (United Nations, 2020). O
termo “envelhecimento bem sucedido” foi amplamente difundido por Rowe e Kahn,
que utilizaram trés fatores para avaliar um bom processo de envelhecimento: evitar
doengas e incapacidades por elas geradas, conservar elevadas fungdes fisicas e
cognitivas e ter um engajamento ativo com a vida (Rowe; Kahn, 1997).

As diferengas culturais podem também modificar a autopercepc¢ao de saude
e o proprio conceito de envelhecer bem (Teixeira; Neri, 2008; Hung; Kempen; Vries,
2010). Assim, surgiram definicbes mais amplas de “envelhecimento harmonico”,
englobando interpretagbes individuais de um processo adequado de
envelhecimento (Liang; Luo, 2012). Apesar de amplas discussdes e conceituagdes
de um envelhecimento adequado, muitas das intervencdes para melhorar a saude
da populagdo idosa sdao promovidas tardiamente, quando alguma doenga ou
disfuncao ja esta em curso (Berkman; Ertel; Glymour, 2011).

Do ponto de vista da Biogerontologia, o envelhecimento & classicamente
visto como um processo estocastico que ocorre apds o amadurecimento
reprodutivo e resulta da redugdo da energia disponivel para manter a fidelidade
molecular. ApO0s o0 sucesso reprodutivo, a energia para manter o bom
funcionamento do organismo diminui e ocorre o aumento das desordens
moleculares sistémicas, apesar do funcionamento adequado dos processos

reparativos (Hayflick, 2000).

Além de descrever o envelhecimento com base no individuo, algumas

definicdes segmentam o conceito de acordo com fatores influenciadores. Neste
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formato, o envelhecimento é visto como um processo no qual determinantes
intrinsecos e extrinsecos levam, progressivamente, a perda da estrutura de
integridade e fungdo fisiologica (Friedman, 2005). Os fatores considerados
intrinsecos sédo aqueles que ocorrem inevitavelmente como uma consequéncia
natural das alteragdes fisioldgicas ao longo do tempo, mediadas por padrbes
geneticamente determinados. Por outro lado, os fatores extrinsecos sao
controlaveis em diferentes niveis e incluem exposicado a radiagao solar, poluicéo,
tabagismo e diferentes componentes ligados ao estilo de vida, como dieta,
qualidade do sono, atividade fisica e saude global (Bergfeld, 1997).

Holisticamente, o envelhecimento afeta absolutamente todas as células de
um organismo, todos os diferentes sistemas fisiologicos, todas as especialidades
meédicas, além das diferentes estruturas de sociedades, com suas abordagens
éticas e econdémicas (Greengross, 1997). A pele humana, por sua vez, corresponde
a um sexto do peso corpoéreo total e constitui o indicador de envelhecimento mais
visivel (Farage et al., 2008), sendo um verdadeiro espelho do que ocorre nos
demais 6rgdos do corpo humano (Makrantonaki; Zouboulis; German National
Genome Research Network 2, 2007).

O envelhecimento n&o €, portanto, uma doenca e esta diferenciagao é crucial
para compreender por que a resolugao das principais causas de morte nos idosos,
como doengas cardiovasculares, acidentes vasculares cerebrais e neoplasias
malignas, contribui pouco para desvendarmos os fundamentos biol6gicos da
senescéncia (Hayflick, 2000). Estima-se que se todas estas trés principais causas
de morte fossem resolvidas, a expectativa de vida humana aumentaria em apenas
15 anos, pois o envelhecimento lideraria as causas de mortalidade (Anderson,
1999).

O estudo das doencas associadas ao envelhecimento e a manipulagao do
desenvolvimento de formas de vida inferiores dominam o que equivocadamente é
descrito como o campo de pesquisa do envelhecimento. Um bom exemplo disto é
o fato de mais da metade do orcamento de envelhecimento do Instituto Nacional
Americano ser investido em pesquisas sobre a doenca de Alzheimer (Hayflick,

2000). Entretanto, € importante destacar que a completa resolugdo desta doencga,
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acrescentaria apenas 19 dias na expectativa global de vida humana (Anderson,
1999).

Devemos enfatizar que autenticas pesquisas em envelhecimento deveriam
ter como objetivo principal ndo apenas aumentar a longevidade, mas fazé-lo com
qualidade de vida adequada, sem doencas ou dependéncias funcionais (Hayflick,
2000).

1.1.3 Contextualizagao

Mundialmente, a populagcdo acima de 65 anos alcangou a marca de 727
milhdes de pessoas, em 2020. A previsao para 2050 € que a quantidade de idosos
duplique globalmente, atingindo a marca de cerca de 1,5 bilhdo de pessoas (United
Nations, 2020). No Brasil, a transicdo demografica ainda esta acontecendo, com
aumento significativo da proporgao de individuos com 65 anos ou mais em relagao
ao total da populagdo. Em 1991, os maiores de 65 anos de idade representavam
4,8% do contingente populacional, passando para 5,9% em 2000, até atingir 7,4%
em 2010 (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2011).

Acompanhando esta tendéncia, em todas as regides do nosso Pais, o
numero relativo de idosos com 65 anos ou mais na populacdo aumentou,
respectivamente de 2000 a 2010, passando de 3,6% para 4,6% na regido Norte,
de 6,3% para 8,1% na regido Sul, de 6,4% para 8,1% na regido Sudeste, de 5,8%
para 7,2% na regido Nordeste, de 4,3% a 5,8% na regido Centro-Oeste (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2013).

Os principais motivos deste crescimento populacional de idosos estéo
relacionados a aspectos sociais e econbmicos, como aumento da expectativa de
vida e reducgao das taxas de natalidade. Globalmente, o aumento da expectativa de
vida € mais significativo em mulheres. No Brasil, de acordo com o ultimo censo
demografico realizado em 2010, a expectativa de vida ao nascer para homens era
de 70,21 anos, enquanto para mulheres representava cerca de sete anos a mais,
alcangando 77,60 anos (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2013). Em
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2021, a estimativa de expectativa de vida para homens brasileiros aumentou para
73,50, enquanto para mulheres atingiu 80,46 anos (Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica, 2021).

Apesar desta maior longevidade, mundialmente, as mulheres idosas
possuem maior risco de viver na pobreza, especialmente quando vivem sozinhas e
nao como parte de um casal (United Nations, 2019) e apresentam maior risco de
doengas psiquiatricas, como depressdao (United Nations, 2020). Em paises
desenvolvidos como os Estados Unidos, em 2014, cerca de 19% das idosas que
viviam sozinhas estavam em situacao de pobreza, enquanto esta mesma taxa era
de 15% para homens idosos (United Nations, 2020). Ja nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, o risco de pobreza em idosos € ainda mais
preocupante, uma vez que as prote¢des sociais sao inadequadas ou inexistentes e
muitos idosos s&o inteiramente dependentes do apoio da familia. (United Nations,
2020).

Além dos dados quantitativos, a forma como a populagdo idosa vive,
globalmente, também esta se transformando, principalmente através de mudancgas
da qualidade de vida, do tamanho e composi¢cdes das habitacbes e das relagdes
interpessoais. Aspectos como diferentes perfis de casamentos, coabitagbes e
divorcios, aumento dos niveis educacionais das populagdées mais jovens, crescente
movimento migratério das areas rurais para urbanas e rapido desenvolvimento
econdmico contribuem para este novo panorama, onde muitos idosos vivem
sozinhos, precisando cada vez mais de independéncia fisica e mental (United
Nations, 2020).

Aumentar a expectativa de vida e, consequentemente, viver mais que as
geragdes anteriores nao definem, portanto, uma melhor forma de envelhecimento.
Além de prolongar a vida humana em anos, é essencial promover qualidade de
vida, saude e independéncia aos idosos. A base da piramide etaria global continua
diminuindo, gerando proporcionalmente maior numero de idosos que jovens.
Portanto, € imprescindivel o desenvolvimento de estudos e pesquisas que
mantenham a populagdo idosa cada vez mais saudavel, atuando na prevengao e

promogéao de saude, reduzindo a progressiva dependéncia dos familiares.
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Apesar destes numeros populacionais crescentes, cerca de 90% das
referéncias cientificas relacionadas a mecanismos de envelhecimento utilizadas até
hoje foram obtidas a partir de estudos em animais e, portanto, ndo podem ser
extrapoladas para humanos (Thuault, 2021). Além disso, a maioria dos estudos
populacionais de envelhecimento destaca paises como Japao, Italia e Alemanha,
enquanto paises em desenvolvimento seguem no processo de transi¢cao
demografica, enfrentando questdes peculiares no contexto social e cultural, sem
muitos estudos (Coulmas, 2007; Sciubba, 2020).

Ante o exposto, apesar de formarem mundialmente o maior contingente
populacional acima de 60 anos (United Nations, 2019), as mulheres encontram
atualmente condi¢des sociais, econbmicas e culturais desafiadoras no
envelhecimento, especialmente em paises como o Brasil. Assim, o autocuidado e
a melhora da qualidade de vida ao tratar o envelhecimento cuténeo, otimizando a
funcdo da barreira cutanea, proporcionando melhora da fungédo imunologica da pele
e desenvolvendo a autoestima em mulheres idosas podem contribuir para um
envelhecimento mais saudavel. Portanto, urge o desenvolvimento de estudos

cientificos direcionados a estas populacoes.

1.1.4 Fatores intrinsecos

Serao detalhados dois dos principais fatores intrinsecos relacionados ao

envelhecimento: etnia e variagbes anatdmicas.

1.1.4.1 Etnia

A diferenca de pigmentacéo € a principal caracteristica relacionada ao efeito
do envelhecimento em diferentes etnias. Quanto maior a pigmentagédo cutanea,
maior o efeito protetor contra a agdo do fotoenvelhecimento, devido ao papel
protetor da melanina na pele. Assim, os negros apresentam pouca diferenga de
envelhecimento entre areas cobertas da pele e regides habitualmente fotoexpostas
(Robinson, 1999).
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Além disso, a pele negra é mais compacta e apresenta conteudo lipidico
intercelular maior que a caucasiana, também contribuindo como fatores para

resisténcia ao envelhecimento cutaneo (Robinson, 1999).

Ja em relagdo aos asiaticos, o enrugamento tende a ocorrer mais tarde e
com menor gravidade em relagdo aos caucasianos, mas os fatores responsaveis

por estas diferengas ainda nao foram explicados (Sude et al, 2005).

1.1.4.2 Variagdes anatbmicas

Grandes variagbes em parametros cutadneos sao observadas dependendo
da parte do corpo estudada, determinando a necessidade de padronizar o sitio
anatémico onde a pele sera avaliada, para que os resultados sejam comparaveis
(Elias, 1996). A espessura da pele, por exemplo, pode variar de menos de 0,5mm
nas palpebras até mais de 6mm nas plantas (Hwang; Kim; Kim, 2006; Lee; Hwang,
2002). A perda de espessura com o passar dos anos também é variavel e, na regido
temporal, por exemplo, tende a ser mais lenta que nos antebragos. A redugéo na
percepgao sensorial gerada pelo envelhecimento é mais pronunciada no sulco

nasolabial e na regido malar, se comparadas a fronte e ao mento (Elias, 1996).

Nas regides do corpo onde ha alto fluxo sanguineo, como labios, dedos,
fronte e ponta nasal, observa-se uma reducédo do fluxo com o avancar da idade,
enquanto nas areas de baixo fluxo, a irrigagdo sanguinea permanece semelhante

com o passar dos anos (Waller; Maibach, 2005).

1.1.5 Fatores extrinsecos

Serdo enfatizados, a seguir, os seguintes fatores extrinsecos
relacionados ao envelhecimento: estilo de vida, tabagismo e radiag&o ultravioleta
(UV).
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1.1.51 Estilo de vida

A pele é afetada por diferentes condigdes ambientais, como temperatura,
velocidade do vento e umidade. Um aumento de 7 a 8 graus Celsius na temperatura
da pele é capaz de duplicar a perda de agua por evaporagdo. Baixas temperaturas
enrijecem a pele e reduzem este tipo de perda de agua, pois as proteinas e lipideos
estruturais sao extremamente dependentes da temperatura para manter a

conformacao adequada (McCallion; Po, 1993).

Alguns medicamentos também afetam a fisiologia da pele. As estatinas, por
exemplo, podem induzir um aumento da descamacdo cutédnea (McCallion; Po,
1993).

1.1.5.2 Tabagismo

Ao lado da radiag&o ultravioleta, o tabagismo € um dos principais fatores
relacionados ao envelhecimento cutaneo (Kennedy et al., 2003). O consumo de
cigarros esta diretamente relacionado a elastose em ambos os sexos e as
telangiectasias em homens. O tabagismo causa danos cuténeos inicialmente por
reduzir o fluxo dos capilares sanguineos, gerando privagao de oxigénio e nutrientes
nos tecidos da pele. Ja foi demonstrado que fumantes apresentam menos fibras
colagenas e elasticas na derme, tornando a pele mais flacida, rigida e menos
elastica (Leow; Maibach,1998). A vasoconstricdo gerada pela nicotina também
contribui para o enrugamento da pele (Castelo-Branco et al.,1998).

O tabagismo aumenta a atipia dos queratindcitos e a rugosidade da pele
(Friedman, 2005). Alguns estudos mostram clara relagdo dose-resposta entre
tabagismo e enrugamento, evidenciando-o como maior contribuinte para as rugas
faciais, superando até mesmo a exposicdo solar. Controlando variaveis como
idade, exposi¢ao solar e pigmentagcdo da pele, o tabagismo demonstrou ser um
fator de risco independente para o enrugamento precoce (Leow; Maibach,1998).
Outros estudos demonstraram que a cessagado do tabagismo € benéfica para
caracteristicas relacionadas ao envelhecimento (Pirie et al., 2013).
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O risco de rugas moderadas a graves entre fumantes foi 2,57 vezes maior
que em nao fumantes, com intervalo de confianca de 1,83 a 3,06 e P<0,005
(Castelo-Branco et al.,1998). Os escores de rugas em fumantes foram trés vezes
maiores que em nao fumantes, com um significativo aumento do risco quando se
ultrapassa um consumo de 10 magos-ano (Farage et al., 2008). O tabagismo
também aumenta a formacgéo de radicais livres e é um fator de risco importante

para o carcinoma espinocelular (Leow; Maibach,1998).

1.1.5.3 Radiacédo UV

Dentre todos os fatores extrinsecos considerados, um unico fator é
responsavel por 80% a 90% do envelhecimento cutaneo visivel: a radiacdo UV. Isto
acontece por causa do dano direto ao DNA e pela ativagcdo de oncogenes
(Svobodova; Psotova; Walterova, 2003; Sudel et al, 2005).

A luz solar € composta por 3 tipos diferentes de radiagéo ultravioleta (UV):
UVC (100-290nm), UVB (290-320nm) e UVA (320-400nm). A primeira geralmente
€ bloqueada na camada de 0z6nio e possui pouco impacto na pele. A segunda, por
sua vez, penetra apenas na epiderme e € responsavel pelo eritema nas
queimaduras solares. A terceira, entretanto, € capaz de penetrar até a derme,
causando a maior parte dos danos cronicos associados ao fotoenvelhecimento
(Chen et al., 2021; Lubov; Cvammen; Kemp, 2021).

A radiacdo UV pode gerar inumeros danos biolégicos e acelerar o
envelhecimento através de diferentes mecanismos. Alguns envolvem
fotossensibilizantes enddgenos ou exégenos que absorvem comprimentos de onda
compativeis com UVA e até mesmo luz visivel, provenientes da luz solar ou de
fontes artificiais. Consequentemente, ocorre a formacao direta de oxigénio singlet
ou através de transformagdes fotoquimicas, gerando radicais livres que aceleram
o envelhecimento. Este processo é facilitado pelo fato da radiagdo UVA e luz visivel
serem menos absorvidas na epiderme e, portanto, penetrarem até a derme. Elas
ativam e excitam os compostos fotossensibilizantes desta camada cutanea. Assim,

clinicamente, a radiagcdo UV gera tanto alteragcbes agudas, como eritema e



38

gueimaduras solares, quanto crénicas, como envelhecimento cutaneo precoce e

neoplasias malignas (Glogau, 1997).

A radiacdo UVA penetra mais profundamente, causando mais danos na
derme que a radiagdo UVB, particularmente no tecido elastico, promovendo o
envelhecimento cutaneo. Estas alteracbes dérmicas sao constituidas
principalmente por degeneracédo do colageno e deposigao de material elastotico,
percebidos como rugas, sulcos e alteragbes da pigmentagdo da pele (Gilchrest,
1996).

A radiacdo UV também causa dano ao material genético. A radiagdo UVB
gera dimeros de pirimidinas que eventualmente resultam em muta¢des durante a
replicacédo do DNA. A radiagdo UVA, por outro lado, gera danos genéticos através
do estimulo a producgéo de espécies livres de oxigénio. Os radicais livres gerados,
por sua vez, sao capazes de estimular as metaloproteinases, aumentando os danos

celulares (Goukassian; Gilchrest, 2004).

Além destes danos, a radiagédo UV gera prejuizos indiretos a pele ao interferir
nas enzimas essenciais aos processos de reparo do DNA e nas células do sistema
imune, como linfocitos T e células de Langerhans, que erradicam possiveis células
carcinogénicas (Gilchrest, 1996). Outro mecanismo molecular responsavel pela
inducéo de tumores cutaneos através da radiagcéo UV ¢ a inibicao da apoptose de
células fotoexpostas com mutagdes (Guzman; Langowski; Owen-Schaub, 2003).

1.1.6 Fisiologia do envelhecimento

Diversas teorias sao consideradas para explicar o envelhecimento cutaneo.
As principais estdo relacionadas a: alteragdes do DNA mitocondrial, estresse
oxidativo, processos inflamatérios também conhecidos como inflammaging,
encurtamento dos teldbmeros, anormalidades cromossOmicas, redugao dos
mecanismos de reparo de DNA e mutagées em genes unicos (Mercado-Saenz et
al., 2010). Dentre todas essas complexas teorias, destacam-se o estresse oxidativo
e os processos inflamatérios, enfatizando o papel das metaloproteinases (MMPs),
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da via de protegao antioxidante do fator nuclear eritréide 2 (Nrf2) e da sinalizagao
de senescéncia relacionadas ao fator de transformagao do crescimento beta (TGF-
B) e da proteina p53.

1.1.6.1 Estresse oxidativo

Os radicais livres sdo produzidos como parte do processo fisiologico.
Quando gerados em excesso, podem induzir inumeros efeitos deletérios ao
organismo (Finkel; Holbrook, 2000). Um dos mecanismos moleculares amplamente
aceito para explicar o envelhecimento cutédneo é o dano direto causado por radicais
livres no material genético, proteinas e lipideos celulares (Svobodova; Walterova;
Vostalova, 2006; Yu; Xiao, 2021). O desequilibrio entre a crescente produgéo de
radicais livres, que ocorre com o aumento da idade cronoldgica, associado a
reducdo dos mecanismos endogenos de protegcdo causam danos celulares
capazes de acelerar o envelhecimento (Bogdan; Allemann; Baumann, 2008).

Queimaduras solares e outros tipos de inflamacao da pele atraem células
imunes e, consequentemente, aumentam o estresse oxidativo que contribui para o
processo de envelhecimento cutaneo (Kammeyer; Luiten, 2015). A radiagdo UV
que atinge a epiderme induz a formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
alterando fatores diretamente relacionados a transcricdo do DNA, podendo
culminar em mutagdes do DNA mitocondrial (Hernandez-Pigeon et al., 2007; Stege
et al., 2000).

Quando ocorre acumulo de EROs induzidas pela exposi¢cao a radiacdo UV,
as quinases sao ativadas, gerando fatores de transcricdo como o ativador de
proteina 1 (AP-1) e o fator nuclear kB (NFkB) (Landau, 2007). O AP-1, por sua vez,
estimula a transcricdo de genes relacionados a metaloproteinases de matriz
(MMP), como a MMP-1, MMP-3 e MMP-9. A MMP-1 é capaz de clivar fibras de
colageno tipos | e lll na pele, preparando-os para degradagao pela MMP-3 e MMP-

9. Por outro lado, o NFkp, ativado pelas EROs, estimula citocinas inflamatérias
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como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a interleucina-1p (IL-1), capazes de
estimular a produgado de MMPs e elastase (Landau, 2007).

A elastase é responsavel pela quebra e desorganizagéo das fibras elasticas,
que conferem caracteristicas primordiais de elasticidade e forga ténsil a pele (Heinz,
2020). Desde sua formacao, as fibras elasticas praticamente n&o sédo renovadas ao
longo da vida, pois possuem alta resisténcia e durabilidade, mantendo uma meia
vida superior a 70 anos (Shapiro, 1991; Powell; Vine, 1992). Assim, danos teciduais
induzidos pelo processo de envelhecimento podem levar a perda de fungdo da
elastina nos vasos sanguineos, pulmdes, ligamentos elasticos, cartilagens e pele
(Heinz, 2020).

As peroxirredoxinas, por sua vez, constituem uma ampla familia de
peroxidases, contendo residuos de cisteina conservados (Rhee, 2016), ativas em
diferentes 6rgdos humanos (Fatma et al., 2001). Estas proteinas desempenham
papel protetor e estdo envolvidas no equilibrio entre oxidantes e antioxidantes
celulares, atuando na neutralizagdo de EROs, exercendo papel fundamental na
protecdo celular contra danos oxidativos (Knoops et al., 2016). Nos mamiferos,
existem seis tipos diferentes de peroxirredoxinas, sendo a peroxirredoxina 6 a
responsavel pela reducdo do perdxido de hidrogénio, em resposta a fatores de
crescimento (Lyu et al., 1999; Fatma, 2001; Sparling; Phelan, 2003; Wood; Poole;
Karplus, 2003; Fisher,2011).

A peroxirredoxina 6 é, portanto, considerada uma proteina citoprotetiva
multifuncional, capaz de manter a integridade de membrana e a homeostase
celular. Atua diretamente na regulacdo da expressdo de EROs, desempenhando
papel antioxidante (Fatma et al., 2011). A deficiéncia de peroxirredoxina 6 em
células senescentes esta diretamente relacionada a ativacédo de fatores indutores
de apoptose (Fatma et al., 2011).

Outros agentes protetores relacionados ao sistema antioxidante s&o
representados pela superoxido dismutase (SOD) e pela catalase. A SOD é uma
enzima antioxidante que protege as células através da varredura de radicais livres.

Ja a catalase estimula a decomposig¢ao do peroxido de hidrogénio (Ciriolo et al.,
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1997). Em fibroblastos senescentes, ja foram demostradas elevadas
concentracbes de EROs, que consequentemente aumentam os niveis de SOD
(Sahoo; Chainy, 1997). O aumento de SOD em fibroblastos humanos também
acontece por estimulos gerados pela radiagao UV (Zs-Nagy; Steiber; Jeney, 1995;
Le Quéré et al., 2014). Por outro lado, a reducdo da atividade da SOD esta
relacionada a progressao de danos cutaneos cronicos induzidos pela radiagdo UV
(Rosa et al., 2021).

1.1.6.2 Inflamacéao

O envelhecimento esta intimamente associado a um estado de inflamacgao
cronica de baixo grau, denominado “envelhecimento por inflamag¢ao”, conhecido
como inflammaging. Estas cascatas inflamatorias envolvem vastos mecanismos
moleculares responsaveis pelo aumento da mortalidade e morbidade do processo
de envelhecimento (Bruunsgaard; Pedersen, 2003; Zhuang; Lyga, 2014).

Fatores pro-inflamatorios possuem um papel crucial no envelhecimento
cutaneo intrinseco e extrinseco. Particularmente no fotoenvelhecimento, a
exposicao a radiacdo UV desencadeia vias inflamatérias que culminam com um
prematuro envelhecimento da pele (Zhuang; Lyga, 2014). Importante
demonstracdo disto € observada através da liberacdo de citocinas pro-
inflamataorias, como IL-1 e TNF-q, pelos queratinéticos apés exposigao UV (Wood
et al., 1996). Estas citocinas sdo capazes de desencadear a resposta inflamatoria
na pele e induzir a sintese e liberacdo de inumeras outras citocinas proé-
inflamatorias (Kupper, 1996). Além disso, existem interleucinas, como a IL-8 e IL-
6, que recrutam neutrofilos e macrofagos, ativando fibroblastos dérmicos e
estimulando MMPs, degradando o colageno na pele (Pillai; Oresajo; Hayward,
2005).

Além da inflamacédo, este complexo processo de envelhecimento também
sofre significativas influéncias da imunidade inata. O sistema imunologico cutédneo
normalmente protege a pele de infecgbes, remove células danificadas e previne

reagcdes autoimunes contra proteinas da pele. Entretanto, com a exposi¢ao ao sol,
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o sistema imunoldgico passa a contribuir para o envelhecimento. As reagbes
inflamatorias induzidas por radiagdo UV promovem o fotoenvelhecimento através
da geragcdo de EROs, da producdo de enzimas proteoliticas, da supressdo do
sistema imunolégico e da indugcdo de fatores de crescimento para células

neoplasicas incipientes (Bennett et al., 2008).

A populacao de células que permeia a pele humana apds 6 a 72 horas de
radiacao UV é composta principalmente por células mieldides monociticas, das
quais muitas sofrem diferenciacdo em mondcitos e macréfagos ativados
(Hammerberg; Duraiswamy; Cooper, 1994; Meunier; Bata-Csorgo; Cooper, 1995).
Estas células sao relevantes fontes de IL-10 e possuem papel critico na
imunossupresséo e tolerancia UV-induzida (Hammerberg; Duraiswamy; Cooper,
1994). A linhagem monocitica-macrofagica ativada é necessaria ndo apenas para
a fagocitose UV-induzida das células apoptéticas, como também para destruir
células cutaneas contendo lipideos de superficie oxidados, que geram danos ao
DNA. A produgéo de IL-10 pode auxiliar na modulag&o desta resposta inflamatéria
e prevenir a autoimunidade (Yoshida et al., 1998; Takahara et al., 2003).

Como forma de regular esta inflamacédo relacionada ao processo de
envelhecimento, a inducao de citocinas como IL-10 e TGF- pode ser um potencial
mecanismo capaz de conter o inflammaging, colaborando para agao
antienvelhecimento na pele. A IL-10 € uma citocina imunossupressora produzida
por varios tipos celulares e que atua em diferentes leucocitos, incluindo as células
dendriticas e células T (Saraiva; O'Garra, 2010). O TGF-(, por sua vez, € o protétipo
regulador da matriz extracelular, atuando na interacdo mesenquimal e epitelial
durante todo o reparo tecidual (Mauviel, 2009). Ante o exposto, mister se faz avaliar
citocinas com potencial inflamatoério e anti-inflamatério, no estudo de mecanismos

promotores do equilibrio no envelhecimento cutaneo.

1.1.6.3 Metaloproteinases

A renovagdo do colageno € um processo fisiologico que ocorre

periodicamente na derme, mas também esta presente em reparagdes teciduais, na
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organogénese e em diferentes processos inflamatorios (Vu; Werb, 2000; Rohani;
Parks, 2015).

As MMPs sao responsaveis pela reparagao tecidual e degradagcédo do
colageno (Bonnans; Chou; Werb, 2014). Alguns estudos ja demonstraram o
mecanismo de degradacédo de colageno através das MMP colagenoliticas, que
quebram a molécula do colageno intersticial num sitio especifico da sua estrutura
de tripla-hélice, gerando duas partes de tamanhos correspondentes a 74 e % do seu
comprimento original (Tam et al., 2002; Chung et al., 2004; Pelman; Morrison;
Overall, 2005). Estes fragmentos desnaturam e sofrem degradagao posterior pelas
gelatinases, MMP-2, MMP-9 e outras proteases. As modificagdes relacionadas ao
envelhecimento possuem impacto direto na homeostase da matriz extracelular,
afetando sua degradagdo. Assim, o estudo das MMPs é ferramenta importante na
avaliacdo da degradacgédo do colageno cutaneo (Tam et al.,, 2004; Toth; Sohail,
Fridman, 2012).

No envelhecimento intrinseco, ha aumento da expressdo de MMPs e
reducdo da sintese de pré-colageno | e lll, por provavel alteragdo da via TGF-
B/smad. Consequentemente, a pele apresenta maior degradagao de colageno tipos
[, Il e IV, elastina e componentes fibroelasticos. Os principais constituintes da
matriz extracelular, como glicoproteinas e glicosaminoglicanos, também tendem a

diminuir com a idade.

No fotoenvelhecimento, sobreposto as alteracdes do envelhecimento
cronoldgico, existe o dano causado pela radiacédo UV, que induz a sintese de
MMPs, principalmente a MMP-1, MMP-3 e MMP-9. A MMP-1 cliva os principais
tipos de colagenos da derme, | e lll, cujos fragmentos sédo posteriormente
degradados pelas MMP-3 e MMP-9 (McGrath; Robinson; Binder, 2012).

1.1.6.4 Via de antioxidag&o do Nrf2

Os estudos de novas drogas capazes de atuar no processo de
envelhecimento destacam a via do fator nuclear eritroide 2 (Nrf2) (Yu; Xiao, 2021).
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O efeito antienvelhecimento da rapamicina (PrasSnikar; BoriSek; Perdih, 2021),
trealose (Sun et al., 2020), ergotioneina (Hseu et al., 2020) e astaxantina (Kohandel
et al., 2021), por exemplo, esta diretamente relacionado a ativagdo celular da via
Nrf2. Corroborando com estas evidéncias, o consumo de produtos considerados
agonistas naturais do Nrf2, como curcuma (Greenwald et al., 2017), resveratrol e
flavonoides, ja se mostrou benéfico em diferentes doencas associadas ao
envelhecimento (Xu et al., 2018).

O Nrf2 é o principal regulador do sistema de enzimas antioxidantes, capaz
de estimular a agdo da SOD, catalase, glutationa peroxidase e redutase, NAD(P)H:
quinona-oxidorredutase 1, heme-oxigenase 1 e ferritina (Sajadimajd; Khazaei,
2018; Yuan et al., 2021). Por isso, exerce acado fundamental na longevidade
(Gorbunova; Rezazadeh; Seluanov, 2016) e na prevenc¢ao da senescéncia celular
(Wati; Matsumaru; Motohashi, 2020).

Ao longo da evolugao, o Nrf2 desempenhou papel relevante na longevidade.
Isto pode ser explicado pelo fato de existirem mais de 350 genes citoprotetores, em
diferentes espécies animais, por ele regulados, responsaveis pelo combate ao
estresse oxidativo, em condicdes como elevadas temperaturas e desidratacéo
(Shiels et al., 2021). A alta capacidade de estimular sua expressdo génica é
observada em animais capazes de sobreviver em condi¢ées ambientais extremas
(Stenvinkel; Shiels, 2019; Stenvinkel et al., 2020). Atualmente, a via Nrf2/Keap1
esta relacionada n&o apenas ao controle de fatores oxidantes extrinsecos
ambientais e psicossociais como também de fatores intrinsecos do metabolismo
antioxidante (Shiels et al., 2021).

Esta importante via é ativada principalmente através de fatores do estresse
oxidativo, que induzem dissociagao entre Keap1 e Nrf2, no citoplasma celular. O
Keap1, Kelch-like ECH-associated Protein 1, habitualmente ligado ao Nrf2,
funciona como seu inibidor natural (Yu; Xiao, 2021). Logo apds a dissociagéo, o
Nrf2 sofre translocagédo para o nucleo celular, onde se conecta ao elemento de
resposta antioxidante de genes citoprotetores, inibe respostas inflamatérias
mediadas por NF-kB, estimula a fungdo mitocondrial e mantém a proteostase.

Desta forma, produz efeitos benéficos para prevenir o envelhecimento como
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aumento da citoprotecdo, melhora da homeostase antioxidante e redugdo do
impacto inflamatorio (Shiels et al., 2021). Sua ativagéo esta, portanto, diretamente
relacionada ao efeito protetor da senescéncia celular (Yu; Xiao, 2021), inclusive em
fibroblastos (Kapeta; Chondrogianni; Gonos, 2010).

Além desta importante fungcdo no processo natural de envelhecimento, a
sinalizagdo do Nrf2 possui influéncia também em doengas associadas ao
envelhecimento, como aterosclerose e doengas cardiovasculares (Ebert et al.,
2021). No epitélio pigmentar retiniano senescente, por exemplo, a sinalizagao desta
via esta reduzida (Sachdeva; Cano; Handa, 2014). Por outro lado, a atividade fisica
€ capaz de aumentar a atividade do Nrf2 nas células mononucleares do sangue
periférico (Done; Gage; Nieto, 2016). Existe, entretanto, um limite saudavel nesta
ativacao da via Nrf2, uma vez que a superexpressao desta proteina aumenta o risco
de mutagdo tumoral (Liu et al., 2021a) e induz resisténcia a medicamentos em

pacientes oncolégicos (Hu et al., 2013).

1.1.6.5 Via sinalizadora da senescéncia celular relacionada ao TGF-3

O TGF-f representa uma via relevante na regulagdo da senescéncia celular.
E expresso em todas as células do organismo e, assim como a p53, desempenha
importante papel na homeostase, regulando a apoptose, proliferagdo, migracéo e
diferenciacao celular (Vander-Ark; Cao; Li, 2018).

Existem 3 formas de TGF-3: TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3. Todos possuem
atividades biologicas semelhantes. Existem também 3 tipos de receptores para o
TGF-B: TGF-BR-1, TGF-BR-2 e TGFB-R3. O TGF-BR1 e o TGF-BR2 séao
serinas/treoninas e tirosina quinases, enquanto o TGF-BR3 n&o possui nenhuma
acao de quinase. A cascata de ativagao do TGF-f3 inicia-se quando uma das formas
deste fator de crescimento se conecta ao TGF-BR-2, que sequencialmente recruta
e fosforila o TGF-BR1, desencadeando sinalizagdes celulares que culminam na
transcricdo dos genes alvos do TGF-B, inclusive daqueles relacionados a
senescéncia (Vander-Ark; Cao; Li, 2018).
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1.1.6.6 Via de citoprotecdo e senescéncia celular relacionada a p53

A p53 é uma fosfoproteina tetramérica nuclear de 53 kDa, capaz de atuar
como fator de transcricdo (Hainaut; Hollstein, 2000). E conhecida como guardia do
genoma por desempenhar importante papel na manutengdo da integridade
genética. Através de um sitio de ligagao direta ao DNA, regula a expresséo de
genes relacionados ao reparo do material genético, apoptose e diferenciagao
celular (Loureiro et al., 2020).

Cerca de metade dos tumores malignos humanos possuem a fungéo da p53
suprimida através da interacdo com oncoproteinas. Na outra metade dos canceres,
a p53 possui mutacdo. Particularmente em relacdo aos canceres de pele a mutacao
da p53 € uma das mais comumente relacionadas ao dano ao DNA induzido pela
radiagcao UV (Loureiro et al., 2020).

Além de estar associada a oncogénese, esta proteina também esta
relacionada a radiagdo UVB e ao envelhecimento (Gray-Schopfer et al., 2006; Tran
et al., 2012; Joselow; et al., 2017) A expressao da p53 aumenta no envelhecimento
de diversos tecidos, incluindo a pele (Chen et al., 2017). Diversos fatores
estressantes como radiagdo UVB, bronzeamento artificial, inflamacéo e
envelhecimento induzem a expressao da p53 em fibroblastos e queratindcitos (Choi
et al., 2018).

A p53 é considerada essencial para o fotoenvelhecimento também dos
melandcitos, induzido pela radiaggo UVB e, consequentemente, pela
hiperpigmentagcédo associada a senescéncia. Sdo observados niveis elevados da
p53 apos exposicao a radiacdo UVB, enquanto o uso de inibidores da p53 podem
reverter danos induzidos por este tipo de radiagdo (Choi et al., 2018). Alguns
estudos demonstraram que a inibicio da atividade da p53 durante o
envelhecimento pode funcionar como um meétodo efetivo para prevencédo da

pigmentacdo associada a senescéncia celular (Choi et al., 2018).

Mais recentemente, drogas que possuem a p53 como alvo sédo estudadas e
consideradas promissoras para uso na prevencao e no tratamento do cancer de

pele melanoma e ndo-melanoma (Loureiro et al., 2020).
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1.1.7 Manifestagoes clinicas

As alteracdes senis nas areas da pele ndo expostas ao sol manifestam-se
clinicamente através do adelgacamento da pele e da redugdo do tecido
subcutaneo. Ja nas areas expostas, especialmente na face, ha formacao de rugas,
aspecto apergaminhado e adelgagcamento. Além disto, pode ocorrer distribuicdo
irregular de pigmento. Na regido cervical posterior, pode-se encontrar o aspecto de
cutis romboidal, caracteristico de pacientes que se expuseram cronicamente ao sol
e desenvolveram um aspecto cutdneo espessado, repleto de rugas profundas
geometricamente dispostas (Glogau, 1997; Oria et al., 2003).

Os principais sinais clinicos do fotoenvelhecimento sdo: discromias, lentigos,
pigmentacdo amarelo palido, perda da translucéncia habitual, surgimento gradativo
de telangiectasias e purpuras. Mudangas de textura incluem aspereza,
desenvolvimento de rugas finas, que progridem para sulcos profundos, aspecto
apergaminhado, culminando com o aparecimento de lesdes pré-neoplasicas, as
queratoses actinicas (Glogau, 1997). O fotoenvelhecimento representa a
superposig¢ao do dano solar na pele envelhecida cronologicamente, capaz de gerar
a maioria dos sinais cutaneos estéticos e aqueles comprometedores da saude da

pele.

Um dos sitios anatdbmicos mais propicios ao estudo do envelhecimento
cutaneo sao os antebracos, por apresentar areas acometidas pelo envelhecimento
cronoldgico e aquelas com a sobreposi¢cao do fotoenvelhecimento. Além disto, sdo
regides do corpo mais discretas para serem excisadas cirurgicamente em ensaios

clinicos (Guimarées et al., 2015).

1.1.8 Evidéncias histolégicas

O envelhecimento marca o declinio da fungdo e integridade de inumeros
tecidos. Particularmente na epiderme, ha redugdo da estratificacdo e da
diferenciagao celular. Sua espessura média € reduzida e ocorre retracdo das cristas
interpapilares. O balango entre a auto renovacéo e diferenciagdo de células tronco
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garante a manutencdo da epiderme, ao recuperar todas as camadas suprabasais
(Charruyer et al., 2021).

Na pele nédo fotoexposta, ha o desaparecimento progressivo do tecido
elastico na derme papilar. As principais responsaveis por esta alteracido sao as
fibras oxitalanicas que, com o passar dos anos, deixam de formar a habitual rede
delgada e superficial, perpendicular a jungcdo dermoepidérmica, observada na pele
jovem. Aos poucos, as fibras oxitalédnicas tornam-se mais esparsas e menos

numerosas, até desaparecem por completo na pele de idosos (Oria et al., 2003).

Por outro lado, na pele fotoexposta, a maioria das pessoas com 30 anos de
idade ja apresenta alguma alteracao do tecido elastico, mesmo sem sinais clinicos.
Apos os 40 anos, todos apresentam alteracdes de tecido elastico na pele da face.
Histologicamente, a pele fotoexposta apresenta elastose solar, representada por
degeneracgao basofilica do colageno na derme superficial, separada da epiderme
atrofica por uma fina camada de colageno normal, evidenciada pela coloragdo com
Hematoxilina-Eosina. As bandas eosinofilicas de colageno s&o substituidas por um
material amorfo, granular e basofilico. Nas areas de exposi¢ao solar grave, este
material elastotico pode estar localizado nas porgdes mais profundas da pele (Del
Bino; Duval; Bernerd, 2018).

Os queratindcitos das areas fotoexpostas acumulam anomalias como
retencao do nucleo remanescente, perda das camadas sobrepostas na epiderme e
retificacdo das cristas epidérmicas (Bergfeld, 1997). A espessura da epiderme
aumenta para depois tornar-se mais fina que o habitual, com eventual perda da
polaridade na maturacdo epidérmica e aumento da atipia dos queratinécitos
(Gilchrest, 1996).

O fotodano grave na derme gera uma grande quantidade de fibras elasticas
emaranhadas, espessadas e degradadas. Fibrilas de colageno compactadas
substituem microfilamentos elasticos, gerando uma massa amorfa (Gilchrest,
1996). Este tecido dérmico danificado deixa de fornecer suporte adequado para os

vasos sanguineos, que se tornam alargados e visiveis na superficie cutanea como
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telangectasias. A reducdo da perfusdo é mais evidente nas areas com fotodano
(McCallion; Po, 1993).

1.2 ANTIOXIDANTES ORAIS

Os antioxidantes orais estdo entre os suplementos nutricionais para
cuidados com a saude mais populares e sao vendidos sem a necessidade de
prescricdo médica (Villanueva; Kross, 2012). Alguns deles ja foram testados em
ensaios clinicos randomizados, como licopeno, betacaroteno, zinco, vitaminas C e
E, mas sem resultados dermatoldgicos moleculares evidentes no que concerne a
acao antienvelhecimento em humanos (Stahl et al., 2000; Stahl; Sies, 2012; Costa
et al., 2015; Sokoloski; Borges; Bagatin, 2015).

Outros antioxidantes orais, entretanto, vém sendo amplamente
comercializados com a promessa de efeito antienvelhecimento, apesar de pouco
avaliados em ensaios clinicos duplo-cegos e randomizados em humanos, como
ocorre com os suplementos orais contendo a Coenzima Q10 (CoQ10). Muitas
evidéncias cientificas destacadas como suporte a este uso sdo apenas resultados
promissores de ensaios pré-clinicos, realizados em animais (Kwong et al., 2002;

Santos-Gonzalez et al., 2007).

Além disso, ndo é recomendavel nem seguro promover antioxidagdo de
todas as vias celulares, indiscriminadamente. Afinal, o processo de oxidagao € de
primordial importancia em diversas fungdes fisiologicas celulares, como
proliferagdo e diferenciacdo celular (Lopez-Armada et al., 2013), ativagdo do
sistema imunolégico (Chen et al.,, 2016; Yarosz; Chang, 2018), sinalizacdo
hormonal (Shadel; Horvath, 2015) e sinalizagdo de vias do aprendizado e da
memoria (Kishida; Klann, 2007).

Existe ainda um limite ténue entre vias relacionadas ao envelhecimento e
vias oncogénicas (Zuo et al., 2019). Isto pode ser demonstrado pelo fato da
suplementagao oral de betacaroteno aumentar o risco de cancer de pulmao,

principalmente em tabagistas (Albanes et al., 1995; Albanes et al., 1996; Omenn et



50

al., 1996; Goralczyk, 2009; Middha et al., 2019). Além disso, o uso da vitamina E
por via oral também ja foi implicado no aumento do risco de cancer de prostata
(Klein et al., 2011) e no aumento de todas as causas de mortalidade (Miller et al.,
2005). Portanto, a elaboracédo de ensaios clinicos sobre seguranga e eficacia de
diferentes doses administradas, bem como a avaliacdo do tempo de uso de

suplementos orais antioxidantes € fundamental.

1.2.1 Coenzima Q10

A CoQ10 foi descoberta em 1957 por Fredrick Crane e sua equipe, na
mitocdndria de células de coragdo de boi (Crane et al., 1957). Por possuir uma
presencga ubiqua na natureza, com a estrutura quimica de uma quinona (Figura 1),
é também conhecida como ubiquinona (Kawamukai, 2016). E constituida por um
anel central de benzoquinona ligado a uma cadeia lipofilica de 10 unidades
isoprendides, formando quimicamente a estrutura de 2,3-dimetoxi-5-metil-6-
decaprenil-1,4-benzoquinona (Kumar et al., 2009; Hargreaves; Heaton; Mantle,
2020).

Figura 1 - Estrutura quimica da Coenzima Q10
on_ M cn,
CH,0 | ’ ™ Hio
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Fonte: Hargreaves; Heaton; Mantle, 2020.



51

O numero de unidades de isoprenos na cadeia varia entre os organismos,
por ser determinado a partir de uma poliprenil difosfato sintase especifica,
originando o algarismo relativo a coenzima Q. Assim, em humanos, s&o 10 cadeias,
formando a CoQ10. Ja na Escherichia coli, sdo 8 cadeias, formando a coenzima
Q8 (Tsui et al., 2019). Sua forma completamente reduzida, a hidroquinona
representada por CoQH2, é chamada ubiquinol. Ja a forma oxidada, a quinona
representada por CoQ, € denominada ubiquinona (Stefely; Pagliarini, 2017).

A biossintese da CoQ10 pode ser dividida em trés etapas principais. A
primeira € marcada pela sintese do anel de benzoquinona, partindo do 4-
hidroxibenzoato, que se origina da tirosina ou fenilalanina. A segunda é
caracterizada pela sintese da cadeia poliisoprendide, através da via do mevalonato,
a partir da acetil-coenzima A (acetil-CoA). Na terceira etapa, estas duas estruturas
formadas sdo condensadas numa mesma molécula. O anel de benzoquinona sofre
subsequentes modificagcdes através de hidroxilacdo, metilacdo e descarboxilagcédo
para finalmente constituir a CoQ10 (Hargreaves; Heaton; Mantle, 2020).

E, portanto, um composto lipossoluvel, encontrado em virtualmente todas as
células do corpo humano. Age como mediadora essencial da cadeia transportadora
de elétrons na mitocdndria, sendo necessaria na respiragao celular e produgao de
adenosina trifosfato (ATP). Atua, especificamente, na transferéncia de elétrons do
complexo |, de NADH desidrogenase, e do complexo IlI, de succinato
desidrogenase, para o complexo |l mitocondrial (Kawamukai, 2016). E considerada
um antioxidante intercelular e sua presenca ja foi demonstrada em diferentes
membranas celulares e no sangue, em lipoproteinas de alta e baixa densidade
(Crane, 2001).

Por estar relacionada a sintese de ATP, afeta o funcionamento de todas as
células do organismo, principalmente aquelas que possuem alta demanda
energética, tornando-se essencial & satde dos tecidos e 6rgdos. E, portanto, o
antioxidante endoégeno que previne a oxidagdo de proteinas, lipideos e DNA
(Littarru; Tiano, 2010).
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Evidéncias mais recentes mostram o efeito desta coenzima também como
reguladora da expressao génica, principalmente relacionada a sinalizag&o celular,
metabolismo intermediario, inflamacgao, controle de transporte e transcri¢ao.
Entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais exerce estas fungdes ainda
nao foram completamente elucidados (Groneberg et al., 2005; Santos-Gonzalez et
al., 2007; Schmelzer et al., 2008).

As atuais indicagdes clinicas para suplementacao oral de CoQ10 incluem:
deficiéncias primarias e secundarias de CoQ10 (Quinzii; Hirano, 2011), doengas
mitocondriais (Kerr, 2010), fibromialgia (Cordero et al., 2010), insuficiéncia cardiaca
(Adarsh; Kaur; Mohan, 2008), cardiopatia isquémica (Celik; lyisoy, 2009),
hipertensao arterial sistémica (Rosenfeldt et al., 2007), diabetes mellitus (Golbidi;
Ebadi; Laher, 2011), neoplasias malignas (Roffe; Schmidt; Ernst, 2004), doenga de
Parkinson (Henchcliffe; Beal, 2008), doenga de Huntington (Stack; Matson;
Ferrante, 2008), doenca de Alzheimer (Lee; Boo; Ryu, 2009), ataxia de Friedreich
(Cooper et al.,, 2008), astenozoospermia (Mancini; Balercia, 2011), doencgas
periodontais (Prakash; Sunitha; Hans, 2010), cefaléia migranea (Sandor et al.,
2005), pré-eclampsia (Teran et al., 2009) e sindrome de Down (Tiano et al., 2011).

As deficiéncias de CoQ10 podem surgir a partir de alteragdes nutricionais,
como deficiéncia de vitamina B6, um cofator essencial para biossintese de CoQ10,
por defeitos genéticos, por aumento da demanda em doencgas especificas (Quinzii;
Hirano, 2011), mas também podem aparecer com o avangar da idade, durante o
processo de envelhecimento (Sohal; Forster, 2007), pois a produ¢cdo da CoQ10

diminui com a idade (Saini, 2011).

As principais fontes dietéticas naturais sdo encontradas na proteina de
origem animal, especialmente carne de coragédo de animais, coxa de frango e em
peixes, como truta e arenque. A necessidade diaria de CoQ10 para evitar
deficiéncias é de 3 a 5mg por dia. Em tecidos normais, entretanto, esta coenzima
atinge um nivel de saturagdo a partir do qual a suplementagéo oral é incapaz de
ultrapassar os niveis normais de CoQ10 (Weber; Bysted; Holmer ,1997; Beal,
1999).
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Apos ingerida, a CoQ10 é absorvida lentamente no intestino delgado, devido
ao seu alto peso molecular e baixa hidrossolubilidade, depois alcanga os vasos
linfaticos e, finalmente, o sangue e os tecidos (Palamakula; Soliman; Khan, 2005).
Logo apoOs a absorgdo, pode ser detectada nas lipoproteinas plasmaticas e no
figado (Zhang et al., 1995). Quando administrada apos as refei¢gdes, sua absorgéo
pode ser até 3 vezes mais rapida (Ochiai et al., 2007). Além disto, suplementagdes
de altissimas doses diarias, como 150mg/Kg/dia, levam ao aumento significativo na
quantidade de CoQ10 no miocardio e musculos esqueléticos, sugerindo que
concentragcdes plamaticas elevadas sao necessarias para facilitar sua captacao
pelos tecidos periféricos (Kwong et al., 2002). Nao ha diferenga significativa da
absorgao da CoQ10 quando administrada na forma granulada, através de capsulas
ou em alimentos ricos em CoQ10, como coragao de porco (Weber; Bysted; Holmer
,1997).

A suplementagdo oral é comprovadamente segura, mesmo quando
utilizadas doses diarias altas (Hidaka et al., 2008). As doses avaliadas como
seguras e bem toleradas sdo de até 1.200mg/dia em adultos (Hathcock; Shao,
2006) e 10mg/kg/dia em criangas (Miles et al., 2006). Niveis plasmaticos estaveis
sdo obtidos apds 3 a 4 semanas de suplementacido, quando podem ser medidos
no plasma (Hosoe et al., 2007) e, para estas dosagens maximas de suplementacao,
variam de 5 a 10mcg/mL (Miles et al., 2006). Estes valores correspondem a 2,5 a
5 vezes o limite superior da normalidade dos niveis séricos de CoQ10 em individuos
saudaveis (Steele et al., 2004). As medidas séricas sdo amplamente utilizadas para
estimar o status de CoQ10 em humanos e, em individuos saudaveis nao
submetidos a suplementacéo, podem variar de 0,34 a 1,65 mcg/mL (Bhagavan;
Chopra, 2006).

Existem evidéncias de interagdes medicamentosas com a CoQ10, como o
uso de estatinas. Estas drogas, utilizadas no tratamento de dislipidemias, inibem a
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, necessaria tanto para
sintese de colesterol quanto para de CoQ10. Assim, pacientes em tratamento com
lovastatina ou pravastatina, por exemplo, tendem a apresentar niveis séricos

reduzidos desta coenzima (Mortensen et al., 1997). Outras medicagbes como os
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betabloqueadores, metoprolol e propranolol (Kishi; Watanabe; Folkers, 1977), além
das fenotiazinas e antidepressivos triciclicos, inibiram as enzimas dependentes de
CoQ10 (Moreno-Fernandez et al., 2012).

Em relacdo a coagulagdo sanguinea, pacientes que tomam drogas
antiplaquetarias, como acido acetil-salicilico, podem ter alteracdes na funcdo das
plaguetas pela CoQ10, aumentando as chances de sangramento (Serebruany et
al., 1997). Por outro lado, pacientes que usam anticoagulantes como a warfarina
podem apresentar reducdo do seu efeito terapéutico pela acdo da CoQ10
semelhante a vitamina K (Singh; Devaraj; Jialal, 2007). Em hipertensos, por sua
vez, a CoQ10 pode apresentar efeito hipotensor somado aos anti-hipertensivos
orais (Bonakdar; Guarneri, 2005). Ja nos diabéticos, esta coenzima aumenta a
sensibilidade a insulina, ao melhorar a funcdo das células beta pancreaticas,
reduzindo a necessidade diaria de hipoglicemiantes (Hodgson et al., 2002).

Em relacdo a toxicidade, a maioria dos ensaios clinicos ndo demonstrou
efeitos adversos significativos, que indicassem a interrupgcéo do tratamento. Os
efeitos colaterais registrados s&o, em geral, de baixa morbidade, tais como:
desconforto abdominal, nauseas, vémitos, diarréia, anorexia, cefaléia e rash
cutaneo (Hidaka et al., 2008). Por ser metabolizada pelo figado e eliminada através
do trato biliar, pode ser acumulada em pacientes com insuficiéncia hepatica ou

colestase (Greenberg; Frishman, 1990).

Portanto, a CoQ10 possui papel amplamente consolidado, descrito e
demostrado na literatura cientifica no tocante a sua agao antioxidante em diferentes
sistemas, como cardiovascular, neuroldgico e hepatico (Bor-Jen et al., 2012; Bor-
Jenetal., 2013; Noh et al., 2013; Liu et al., 2016; Liu et al., 2017). Apesar de muitos
suplementos dermatolégicos serem comercializados mundialmente com a
promessa de gerar atividade antioxidante e contribuir para o controle do
envelhecimento, poucos estudos duplo-cegos, randomizados, placebo controlados

foram realizados para demonstrar este efeito.

A hipotese deste estudo € que a CoQ10 possa ter algum efeito benéfico na

pele, principalmente na regido fotoexposta, ao reduzir o estresse oxidativo induzido
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pela radiag&o ultravioleta. Assim, propomos um ensaio clinico dermatoldgico triplo
cego, randomizado, placebo controlado para avaliar a agdo antioxidante da
Coenzima Q10, sua eficacia e segurangca neste complexo processo de

envelhecimento cutaneo.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da comprovada agao antioxidante nos sistemas cardiovascular,
neurologico e hepatico, poucos estudos foram desenvolvidos para avaliar o efeito

da suplementacéo oral de CoQ10 na pele, principalmente de mulheres idosas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar o efeito clinico, histolégico e laboratorial da suplementacéo oral
de CoQ10, em diferentes doses, no processo de envelhecimento cutaneo de idosas

sadias, através de um ensaio clinico triplo cego, randomizado, placebo controlado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a resposta cutanea, em relagdo as seguintes caracteristicas

clinicas:

a) Autopercepgao da melhora estética global;

b) Eritema e hiperpigmentag¢des cutaneas faciais;
c) Viscoelasticidade no antebraco;

d) Hidratagdo no antebraco;

e) Perda de agua transepidérmica ou transepidermal water loss (TEWL) no

antebraco;

f) Espessura e densidade da dérmicas no antebraco.

Avaliar os impactos histolégicos, nas seguintes estruturas:

a) Epiderme celular e jungédo dermo-epidérmica (JDE);

b) Fibras colagenas da derme;

c) Fibras elasticas da derme;

d) Proteinas cutaneas relacionadas a mecanismos de antioxidagdo e

envelhecimento, como Nrf2 e p53.
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Analisar a resposta laboratorial, sob os seguintes aspectos:

a)
b)
c)

d)

Seguranga clinica nas fun¢des hepatica, renal e hematologica;
Determinacgéao de citocinas séricas TNF, IL-1p3, IL-6 e IL-10;
Dosagem sérica de CoQ10, para monitorizagdo da absorgéo
sanguinea do suplemento;

Expressdo de genes de MMPs (MMP-1, MMP3, MMP9), proto-
oncogenes (c-JUN, FOS) e antioxidantes (TGF-beta, receptor Il de
TGF-beta e SOD).
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4 METODOS

4.1  DELINEAMENTO

Trata-se de um ensaio clinico de intervencdo terapéutica, prospectivo,
randomizado, placebo-controlado e triplo cego, em grupos paralelos para avaliar

seguranca e eficacia de um suplemento alimentar no envelhecimento da pele.

O estudo foi composto por trés bracos: duas doses diferentes do suplemento
e grupo placebo, em formato triplo cego para todos os pesquisadores e
participantes da pesquisa. Todos realizaram seguimento clinico-laboratorial,
durante o periodo de suplementagdo, com anamnese, exame fisico geral e

dermatoldgico. avaliagdes das fungdes renal e hepatica.

O cadastro deste estudo foi realizado na plataforma de Registro Brasileiro
de Ensaios Clinicos (ReBEC), através do numero UNT (Universal Trial Number)
U1111-1221-4225, gerado pela World Health Organization (WHO). A aprovagao
pelo Comité de Etica e Pesquisa da USP (CEP-USP) ocorreu em outubro de 2016,
sob numero 1.784.048, e o Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica
(CAAE) recebeu numero 58760016.5.0000.0068 (ANEXO A). Todas as
participantes da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO B).

42 POPULAGAO

Com base em estudo anterior (Zmitek et al., 2017) o valor de
viscoelasticidade da pele apds o tratamento, com o mesmo suplemento usado
neste estudo, apresentou valor médio de 1,63 MPa no grupo placebo e 1,97 MPa
no grupo com a maior dose de CoQ10 oral, sendo a maior variabilidade
apresentada de 0,23 MPa (DP = 0,23 MPa). Assim, supondo encontrar pelo menos
a diferencga entre os grupos apresentada no artigo citado, com um poder de 80% e
um intervalo de confianga de 95% (alpha de 5%), a amostra para a realizagao deste
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estudo foi calculada com 13 pacientes em cada grupo, ou seja, 39 pacientes no
total (Bratcher; Moran; Zimmer, 1970; Overall; Doyle, 1994).

Considerando perdas de seguimento esperadas em ensaios clinicos, foram
recrutadas 45 voluntarias, sendo 15 em cada grupo. O estudo foi realizado no
ambulatorio de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao
Paulo e no ambulatério da Unidade de Cosmiatria, Cirurgia e Oncologia (UNICCO)
da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), no periodo de 27 de setembro
de 2009 a 30 de janeiro de 2020.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo adotados foram: mulheres saudaveis com idade
entre 60 e 80 anos completos, fototipos | a Ill da escala de Fitzpatrick (Fitzpatrick,
1988), em boas condi¢bes de saude fisica e mental, capazes de seguir as
instrucdes do estudo, com desejo e disponibilidade para comparecer as consultas,
avaliacdes e coletas de exames nas datas pré-agendadas e que concordaram em
assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.4  CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas mulheres que estavam em uso de terapia de reposicéao
hormonal, estatinas, betabloqueadores, fenotiazinas, antidepressivos triciclicos,
antiplaquetarios e anticoagulantes varfarinicos. Outros fatores de exclusdo foram:
hipersensibilidade ou intolerancia a CoQ10, disturbios de absorgéo intestinal,
doengas renais e hepaticas, colagenoses e neoplasias vigentes.
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4.5 INTERVENCAO

As participantes foram distribuidas em trés grupos com 15 participantes, de
forma randomizada simples e computadorizada, através do Excel 2011 (Microsoft,
Redmond, WA, USA), seguindo a alocag¢do de 1:1 com os cddigos das capsulas de
suplementagao (Kim; Shin, 2014). O primeiro grupo (CoQ10 100mg) recebeu
suplementagao oral com 100mg por dia de CoQ10, com excipiente de amido, em
capsulas, durante 12 semanas. O segundo grupo (CoQ10 200mg) recebeu
suplementagao oral com 200mg por dia de CoQ10, com excipiente de amido, em
capsulas, durante 12 semanas. O terceiro grupo (placebo), por sua vez, recebeu

apenas excipiente de amido via oral, em capsulas, durante 3 meses.

Todas as voluntarias foram orientadas a ingerir as capsulas apds a primeira
refeicdo do dia e avaliadas clinicamente a cada 4 semanas. As medidas
instrumentais n&o invasivas como viscoelasticidade, hidratagéo e ultrassonografia
de area padronizada da pele, biopsias cutaneas e coletas de sangue foram
realizadas no dia anterior ao inicio da suplementagcao oral e ap6s 12 semanas de

intervencao.

46 PARAMETROS CLINICOS

4.6.1 Observacgoes de eventos adversos, sinais e sintomas clinicos

Nas 4 consultas médicas dermatologicas agendadas a cada 4 semanas
durante todo o periodo do estudo, as participantes foram incentivadas a reportar
quaisquer efeitos adversos e sintomas ocorridos nos ultimos 28 dias. Na mesma
ocasiao, as participantes passaram por consulta médica incluindo anamnese,
exame fisico geral e exame fisico dermatologico, para avaliagado de possiveis sinais

clinicos.
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4.6.2 Autopercepcao da melhora estética global

As participantes foram questionadas acerca de sua opinidao quanto a
melhora do aspecto geral da pele apds suplementagéo oral, segundo escala de 5
pontos de Likert (Cox et al., 2003), com as seguintes pontuagdes: 5 - muito melhor,
4 - melhor, 3 - inalterada, 2 - pior e 1 - muito pior.

4.6.3 Imagens faciais por estereofotogrametria

As imagens faciais foram obtidas antes e ao final da suplementagéo oral,
através do aparelho de estereofotogrametria Vectra H1 (Canfield Scientific,
Parsippany, Nova Jersey, Estados Unidos) por 2 operadores devidamente
treinados para reconhecer pontos de referéncia do posicionamento do aparelho, de
acordo com orientagdes do fabricante. Todas as participantes foram orientadas a
comparecer ao estudio sem usar maquiagem ou cremes. Uma faixa de cor preta foi
devidamente posicionada no limite da linha de implantagdo capilar, cobrindo o
cabelo, para favorecer a padronizagdo das imagens obtidas. A aquisicdo de
imagens foi realizada no estudio de fotografia do Departamento de Dermatologia
do Hospital das Clinicas da USP, garantindo o mesmo cenario e a mesma

intensidade de luz.

O desmembramento de imagens para exibir aspectos de manchas e vasos
sanguineos visiveis na face foi realizada através do software do proprio sistema.
As analises de fragdes da area facial acometidas por manchas e vasos sanguineos
foi realizada através do software Image-Pro Plus (Media Cybernetics Inc.,

Bethesda, Maryland).

4.6.4 Viscoelasticidade da pele

A medida nao invasiva da viscoelasticidade da pele foi realizada com o
aparelho Cutometer® MPA 580 (Courage & Khazaka, Cologne, Alemanha). O
transdutor deste aparelho, em contato com a pele, realiza sucg¢ao a vacuo de 350
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mbar, alternando medidas de sucg¢ao e de recuperacdo da pele a posicdo de
repouso. A resisténcia da pele a pressdo negativa, definida como firmeza, bem
como sua capacidade de retorno a posigao original, denominada elasticidade, sao
apresentadas em graficos ao longo da medigao (O’goshi, 1995).

Para analise da elasticidade cutanea, foram consideradas as seguintes
medidas: distensibilidade maxima da pele (RO), elasticidade (R2, R5 e RY7),
viscoelasticidade (R6) e fadiga apods repetidas succdes (R9) (Dobrev,2005;
Bracone 2020; Hameed, 2019). O valor RS representa a proporgao elastica da
curva de sucgao do aparelho versus a proporcao elastica da curva de relaxamento,
estabelecendo uma relagao entre a recuperagao imediata e a deformidade elastica
local, sendo considerado o parametro mais acurado para detectar alteragdes da
elasticidade da pele relacionadas ao envelhecimento (Krueger et al., 2011; Ryu et
al., 2008).

Antes de cada aferi¢cdo, as participantes foram aclimatadas a temperatura
de 21,5 + 1°C e 50 + 5% de umidade relativa do ar, por no minimo 30 minutos. As
afericbes foram realizadas 3 vezes em 2 pontos do antebrago esquerdo, distando
o primeiro 10 cm e o segundo 15 cm da prega antecubital. A medida final analisada
corresponde a média destas 6 medidas realizadas. Este mesmo procedimento foi
adotado para as medidas de hidratagdo e TEWL, descritas a seguir.

4.6.5 Hidratacao da pele

A hidratag&o da pele foi medida com o equipamento Corneometer® CM 825
(Courage & Khazaka, Cologne, Alemanha), que fornece valores em unidades
arbitrarias, através de capacitancia elétrica (Heinrich et al., 2003). O transdutor do
aparelho, ao tocar a pele, utiliza o estrato cérneo como membrana dielétrica do
sistema. As medidas sao arbitrariamente expressas em indices de hidratagao, que

aumentam conforme melhora da hidratag&o cutanea.



64

4.6.6 Perda de agua transepidérmica ou Transepidermal Water Loss (TEWL)

A perda de agua transepidérmica, do inglés transepidermal water loss
(TEWL), foi aferida através do aparelho Tewameter® TM 300 (Courage & Khazaka,
Cologne, Alemanha), que realiza a afericdo através de uma sonda com camara
aberta, contendo 4 sensores de temperatura e umidade capazes de inferir a taxa

de evaporagao de agua na pele em g/h/m?.

4.6.7 Exame ultrassonografico da pele

Os aparelhos de ultrassonografia (USG) de 20 MHz Dermascan C (Cortex
Technology, Hadsund, Dinamarca) e de 22 MHz Ultrascan UC 22 (Courage &
Khazaka, Cologne, Alemanha), foram utilizados para obter imagens da pele em
corte transversal. Com o intuito de reduzir possiveis influéncias de variagdes da
ecogenicidade na derme ao longo do dia (Tsukahara et al., 2001), todas as
participantes foram avaliadas entre as 8 e 10 horas da manha. A curva de
compensagao de ganho foi ajustada na posi¢ao obliqua entre 17-26 dB.

Para execugao do exame, a quantidade padrao de gel de USG indicada pelo
fabricante foi aplicada na abertura do transdutor de USG e o excesso foi removido.
O transdutor foi posicionado perpendicularmente a superficie cutdnea na face
dorsal do antebragco esquerdo, para afericdes em dois pontos: o primeiro a 10 cm
e 0 segundo a 15 cm da prega antecubital. Todas as participantes foram
posicionadas de forma padronizada (Caetano et al., 2016).

As imagens ultrassonograficas foram gravadas para processamento e
analise através do programa de analise digital fornecido pelos proprios fabricantes.
Foram analisadas medidas de densidade total da derme e espessura dérmica
(Waller; Maibach, 2005; Dgbrowska; Mielcarek; Nowak, 2018).
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4.7 PARAMETROS HISTOLOGICOS

Antes e apds a suplementacio oral, foram realizadas bidpsias com punch
de 6mm de didmetro na pele fotoexposta do antebraco, distando 10 cm da prega
antecubital, apds aplicagdo de anestesia local com xylocaina a 10%. As amostras
foram divididas ao meio com bisturi, sendo metade do fragmento de pele
armazenada em formol, para avaliagdes histologicas, e a outra metade
armazenada em solugdo RNA later (Sigma, CA, USA) a 20°C para posterior analise
de transcritos pelo método da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-
PCR).

O fragmento de pele acondicionado em formol 10% tamponado foi
posteriormente processada em até 48 horas para confecgao de blocos de parafina.
Os blocos foram estocados até o término da inclusdo de todas as participantes do
estudo, a fim de que as coloragdes e marcagdes de imuno-histoquimica fossem

realizadas num so6 tempo.

Os blocos foram colocados em freezer para resfriamento e cortados em
micrétomo manual na espessura de 5 micras. Em seguida, foram colocados em
banho-maria a +/-65°C e apostos nas laminas ja identificadas com o cédigo da
participante. Logo apds, permaneceram na estufa a 60°C durante 40 minutos para
posterior desparafinizagcédo e hidratagado dos cortes. Os fragmentos de pele foram

entdo submetidos as seguintes coloragdes/ reagdes:

a) Hematoxilina-Eosina (HE);
b) Picrosirius;
c) Weigert-oxona.

Todas as laminas foram digitalizadas no aparelho Aperio Scan-scope Cs
(Aperio Technologies, Vista, CA) no aumento de 40X e analisadas através do
programa Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29 (Media Cybernetics Inc., Bethesda,
Maryland). Para as avaliagbes de Weigert e Picrosirius com e sem polarizagao,

foram obtidas secbes digitais de 4000 x 2000 pixels, sendo analisados
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separadamente 3 campos da derme superficial e 3 campos da derme profunda,

para cada lamina digitalizada.

4.7.1 Hematoxilina-eosina (HE)

As laminas coradas pela HE foram analisadas através do programa Image-
Pro Plus verséo 4.5.0.29 (Media Cybernetics Inc., Bethesda, Maryland), para definir
as seguintes medidas: area completa da epiderme, excluindo-se a camada cornea,
comprimentos da superficie da epiderme e da jungdo dermo-epidérmica (JDE),
razao entre os comprimentos da JDE e da superficie da epiderme e razdo entre a

area de epiderme e o comprimento da superficie epidérmica.

4.7.2 Picrosirius vermelho

As laminas foram deixadas por uma hora na solucdo de Picrosirius
vermelho, preparada através da mistura de 0,2 g de picrosirius-red (Sirius red F3B;
Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) com 100ml de solugdo aquosa saturada de
acido picrico. Em seguida foram lavadas em agua corrente por 5 minutos, coradas
pela hematoxilina durante o dobro do tempo usual, lavadas novamente em agua
corrente por 10 minutos, desidratadas, diafanizadas e adequadamente montadas,
para analise das fibras colagenas (Junqueira; Bignolas; Brentani,1979).

4.7.2.1 Picrosirius vermelho sem polarizagao

A analise foi feita através do software Image-Pro Plus verséo 4.5.0.29 (Media
Cybernetics Inc., Bethesda, Maryland), tomando medidas de area marcada, area

total e razao area marcada/area total.
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4.7.2.2 Picrosirius vermelho com polarizagao

Para distingdo entre fibras de colageno maduro e colageno recém-formado,
foi utilizado um Microscéopio Zeiss Axioplan (Carl Zeiss Meditec AG, Jena,
Alemanha) equipado com filtros adequados para permitir a analise com microscopia
circularmente polarizada. A morfometria foi realizada a partir das imagens digitais

obtidas no microscopio e analisadas usando o programa FlJI (Madison, WI, USA).

A microscopia polarizada foi utilizada para observar a proporg¢ao de colageno
jovem, evidenciado nas cores verde e amarelo, assim como de colageno antigo,

definido pelas cores vermelho e laranja (Junqueira; Bignolas; Brentani,1979).

As imagens digitais das segdes das biopsias foram segmentadas em faixas
nas cores descritas, usando valores de matiz, saturacédo e brilho para criar uma
mascara. Neste estudo, os valores para o canal vermelho e laranja foram definidos
com matiz de 34 a 193, saturacédo de 81 a 255 e brilho de 90 a 255. Ja para o canal
verde/amarelo, foram determinados valores de matiz de 52 a 178, saturacao de 0
a 255 e brilho de 109 a 255. Os mesmos parametros foram aplicados para todas
as imagens sem qualquer modificagdo, permitindo uma comparagéo e avaliagao
quantitativa das fibras de colageno novas e antigas em termos de porcentagem,

em pixels, de areas ocupadas por vermelho/laranja e verde/amarelo.

4.7.3 Weigert

Os cortes histolégicos foram submetidos a coloragdo pelo método da
fucsina-resorcina de Weigert com oxidag&o prévia pela oxona na concentragéo de
1% (2KHSO5.KHS04.K2S04, Du Pont Co.) para evidenciagao das fibras elasticas.
A analise dos resultados foi feita em relacéo a fracdo de area marcada, através do
programa Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29 (Media Cybernetics Inc., Bethesda,
Maryland).
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4.7.4 Expressao de proteinas por imuno-histoquimica (IHQ)

Cortes histologicos de 4 micras de espessura foram obtidos a partir de
material embebido em parafina e colhidos em |laminas previamente preparadas com
solugéo adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO/USA, cod. A3648) a 2%.

Estes cortes histologicos foram desparafinizados em dois banhos de xilol
que duraram 20 e 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, foram
hidratados na sequéncia decrescente de etanol (absoluto, 95% e 70%) e agua

corrente, durante cinco minutos cada etapa.

Em seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena em camara
escura com trés incubacdes em agua oxigenada na concentragao de 3%, durante
10 minutos. As laminas foram entdo lavadas em agua corrente por cinco minutos e
submetidas a recuperagao antigénica em calor umido, banho maria a 95°C por 20
min em solugdo tampao ph 9,0 (Dako), de acordo com a particularidade do
anticorpo.

ApOs esta recuperagdo, foram lavadas duas vezes com agua corrente,
destilada e PBS em pH 7,4, sucessivamente. O bloqueio de proteinas inespecificas
foi feito através da incubag&o em solugéo de leite desnatado (Molico, Nestlé®), para
posteriormente serem realizadas as marcagdes com anticorpo primario NRF2 (ab
31163, DAKO) e p53 (M3629, DAKO) (Quadro 1), incubados por 18 horas. Apds
nova lavagem das laminas, por duas vezes, em tamp&o PBS em pH 7.4 durante
cinco minutos cada, foi realizada a incubagéo do anticorpo pos-primario Novolink
(Novolink Max Polymer Detection System, cdod. RE7159, Leica Biosystems,
Newcastle Upon Tine, UK) e ou Spring Reveal Polyvalent HRP (Spring Bioscience,
céd. DCMT 125 Pleasanton, CA EUA) pronto para uso, em camara umida, durante

30 min, a temperatura ambiente.

As laminas foram entdo lavadas em tampao PBS em pH 7.4, por duas vezes,
por cinco minutos cada, e incubadas com o polimero Novolink (Novolink Max
Polymer Detection System, c6d. RE7161, Leica Biosystems, Newcastle) ou Reveal
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(Spring Bioscience céd. DHRR 125, Pleasanton, CA EUA) pronto para uso, em

camara umida por 30 minutos, a temperatura ambiente.

Os sitios de ligagdes foram revelados com solugdo cromégena de
diaminobenzidina (3,3"-diaminobenzidine, SIGMA Chemical Co., St. Louis,
MO/USA, cod. D5637), na concentragdo de 0,03%, acrescida de 1,2 ml de agua
oxigenada com 3% de concentragdo. Novamente, as Iaminas foram lavadas em
agua corrente por cinco minutos, contracoradas com Hematoxilina de Carazzi
durante 30 segundos, lavadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente.
A montagem de todas as laminas foi realizada com resina Permount (FISHER
Scientific, Fair Lawn, NJ/USA, cod. SP15-100).

Quadro 1 - Anticorpos primarios utilizados na imuno-histoquimica para deteccao

das proteinas Nrf2 e p53 na pele das participantes

NRF2 (ab 31163) P53 (M3629)

Diluigao 1:80 Diluigao 1:200

Sistema: Reveal Spring bioscience Sistema: Novolink Leica Biosystems
Banho maria 95° C 20min Banho maria 95° C 20min

pH 9,0 DAKO pH 9,0 DAKO

Controle positivo: Placenta Controle positivo: Carcinoma célon

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2022.

Para avaliagcdo de p53 e NRF2, as laminas foram digitalizadas no aparelho
Aperio Scan-scope Cs (Aperio Technologies, Vista, CA), com aumento de 40X, e
analisadas através do software Image-Pro Plus versao 4.5.0.29 (Media Cybernetics
Inc., Bethesda, Maryland). No caso do p53, toda a extensao de epiderme de cada

lamina foi avaliada. Ja para o NRF2, foram obtidas seg¢des digitais de cada lamina,
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com medidas de 4000 x 2000 pixels, sendo analisados separadamente 3 campos

da derme superficial e 3 campos da derme profunda.

Para analises dos resultados de p53, foram contados os nucleos
positivamente marcados na epiderme e o numero total de células desta camada
em cada sec¢ao de fragmento de pele obtido. Além do valor percentual de nucleos
positivos, foram utilizados dois escores de categorizagao. O primeiro classificou o
percentual de nucleos marcados, considerando 0 quando menor de 1%, 1 quando
de 1 a 10%, 2 quando acima de 10 até 50% e 3 com mais de 50%. O segundo
categorizou a intensidade da marcagéo, tomando por 0 quando negativa, 1 para
fraca, 2 para moderada e 3 para forte (Liang et al., 1999). A soma destes dois

escores foi calculada e analisada, assim como o percentual de nucleos positivos.

Para analise de resultados de NRF2, foram consideradas a area com
coloragdo positiva, a area total avaliada e a densidade optica integrada (I0D), como

uma medida da intensidade da cor do anticorpo no tecido marcado.

4.8 PARAMETROS LABORATORIAIS

Antes e logo apds a suplementagcédo oral, foram coletadas amostras de
sangue de todos as voluntarias, apds devida assepsia local, por pungao venosa,
utilizando-se sistema de coleta a vacuo, em tubos estéreis, contendo o sal
dipotassico do acido etilenodiaminotetracético (EDTA-K2) como anticoagulante.
Parte das amostras foi destinada a realizagdo de exames bioquimicos, enquanto
as demais foram armazenadas a -20°C para posterior analise sérica do perfil de
citocinas e quimiocinas pelo método de cytometric bead array (CBA) e para

realizagdo de dosagem sérica de CoQ10.

4.8.1 Exames bioquimicos

Foram realizadas coletas de sangue antes e depois da suplementagao oral,

para avaliagdo dos seguintes parametros laboratoriais, na Divisdo de Laborat6rio
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Central (DLC) do HCFMUSP. Os itens analisados foram: alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), apolipoproteina A1 (APO A1),
apolipoproteina B (APO B), fosfatase alcalina (FA), bilirrubina direta (BD), bilirrubina
indireta (BIl), bilirrubina total (BT), creatinina (CR), uréia (UR), gama glutamil
transferase (GGT), glicemia de jejum (GLI), hemoglobina glicada (HBA1C),
contagem de plaquetas (PLQ), hemoglobina (HB), hematdcrito (HT), leucécitos
totais (LEUCO), neutrdfilos (NEUTRO), eosindfilos (EOS), basdfilos (BASO),
linfécitos (LINFO), mondcitos (MONO), insulina (INSUL), lipoproteina de alta
densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), colesterol total (COL), colesterol ndo-HDL (COL NAO-
HDL), triglicérides (TGL), lipoproteina A (LIPO A), proteinas totais (PT), albumina
(ALB) e globulina (GLOB).

4.8.2 Dosagem de citocinas séricas por Cytometric Bead Array (CBA)

A determinagcdo da concentracdo de citocinas de perfil pré e anti-
inflamatério, como TNF, IL-6, IL-18 e IL-10, nos sobrenadantes séricos foram
realizadas pela técnica de CBA, antes e apds a intervengdo, seguindo as
especificagdes do fabricante (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Os limites de
detecgao utilizados foram: TNF = 67,3 fg/mL; IL-6 = 68,4 fg/mL; IL-1B = 48,4 fg/mL;
IL-10 = 13,7 fg/mL. A aquisicdo das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo
(Fortessa X-20,BD Biosciences) e os resultados foram gerados em formato grafico
e tabular utilizando o programa BD FCAPArray 3.0 (BD Biosciences).

4.8.3 Dosagem de coenzima 10 no sangue (ELISA)

Essas dosagens séricas de CoQ10 foram realizadas antes da primeira dose
e 24 horas ap6s a ultima dose da suplementagao oral. Foi utilizada a metodologia
de imunoensaio enzimatico do tipo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
de acordo com orienta¢des do fabricante do kit E3164Hu, Human CoenzymeQ10
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ELISA kit (Bioassay Tech Laboratory, Bioassay Technologies), cujo alcance de

deteccéo varia entre 0,5ng/mL e 180ng/mL, com sensibilidade de 0,23ng/mL.

4.8.4 Expressao dos genes por PCR em tempo real (q-RT-PCR) para
metaloproteinases, proto-oncogenes e fatores antioxidantes na pele

A avaliagéo dos genes por q-RT-PCR foi realizada em fragmento de pele. O
tecido foi submetido a maceragdo com o uso do TissueRuptor (Qiagen) e a extragéo
de RNA total foi obtido com o auxilio dos kits RNeasy Plus Mini Kit e QlAshredder
(Qiagen, Alemanha), que conferem pureza e eliminagdo do gDNA. Os niveis de
RNA foram mensurados com auxilio do espectrofotbmetro Nanodrop (Thermo
Scientific, EUA). Para obtencdo de cDNA a partir do RNA total purificado foi
utilizado o kit Script (Biorad). Para a realizag&o da reagédo de amplificagdo em tempo
real foi utilizada, para cada amostra: 5 uL cDNA (30 ng/uL), 7 uL da solugdo SYBR®

Green (Applied Biosystem) e 2 uL (10 uM) dos primers sense e anti-sense.

Os iniciadores utilizados, sintetizados pela Invitrogen, foram:

MMP1
F (5-ATGTGGAGTGCCTGATGTGG-3)

R (6-TGGCGTGTAATTTTCAATCCTGT-3)

MMP3
F (5-CACTCACAGACCTGACTCGG-3)

R (5-AGTCAGGGGGAGGTCCATAG-3)



MMP9
F (5-AAGGATGGGAAGTACTGGCG-3)

R (5-GCTCCTCAAAGACCGAGTCC-3)

AP-1 c-JUN
F (5'- CCAACTCATGCTAACGCAGC -3’)

R (5- TCTCTCCGTCGCAACTTGTC-3’)

AP-1 FOS
F (5'- TGGCGTTGTGAAGACCATGA-3)

R (5- CTGTCTCCGCTTGGAGTGTA-3’)

TGF-B Receptor Il
F (5- GTCTGTGTGGCTGTATGGAGAA-3)

R (5- TTGGGGTCATGGCAAACTGT-3)

SOD
F (5- AGGCATGTTGGAGACTTGGG-3)

R (6- TGCTTTTTCATGGACCACCAG-3)

73



74

Catalase
F (6- CTCCGGAACAACAGCCTTCT-3)

R (5'- GAATGCCCGCACCTGAGTAA-3’)

Peroxirredoxina 6
F (5- TGCCTGGAGCAAGGATATCAA-3)

R (6- GGCAAGCTCCCGATTCCTAT-3)

TGF- B
F (5- GGAAATTGAGGGCTTTCGCC-3)

R (5- AGTGAACCCGTTGATGTCCA-3)

GAPDH
F: GAAGGTGAAGGTCGGAGT

R: GAAGATGGTGATGGGATTTC

A amplificacdo foi realizada através do aparelho ABI7500 (Applied
Biosystem) e os resultados foram avaliados pelo threshold cycle (Ct) do gene de
interesse normalizado com o Ct do controle interno de Glyceraldehyde-3-
Phosphate Dehydrogenase (GAPDH). O aumento da expressao do gene foi
comparado em relagdo as células n&do estimuladas de acordo com o método de
Livak et al., em 2001(2-AACt).
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para comparagao das variaveis entre os tempos de tratamento em cada
grupo e entre os grupos para cada tempo foi utilizado o modelo linear de efeitos
mistos, composto a partir de efeitos aleatérios e fixos. Esta metodologia é utilizada
na analise de dados onde as respostas de um mesmo individuo estdo agrupadas e
a suposicao de independéncia entre as observagées num mesmo grupo nao é
adequada (Schall, 1991).

As analises foram realizadas no software estatistico SAS 9.4. Foi fixado o
nivel de significancia a = 0,05 para todas as analises.

Para correlacionar as variaveis clinicas por tempo e ganhos residuais,
utilizou-se o coeficiente de correlagado de Spearman. Este coeficiente € uma medida
de correlagdo n&o-paramétrica, ou seja, avalia a relagdo entre duas variaveis
baseado nos postos das observagdes das variaveis sem fazer suposi¢cdes sobre a
distribuicdo de frequéncia dessas.

Para o calculo da correlacdo nao residual, inicialmente calcularam-se os
ganhos residuais em percentual de cada variavel entre os tempos (Rankin; Tracy,
1965). Posteriormente, utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman. As
analises foram realizadas no software estatistico SAS 9.4.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULAGCAO DO ESTUDO

Foram triadas 50 voluntarias que, espontaneamente, entraram em contato
com os pesquisadores apos visualizacdo do cartaz de recrutamento afixado nas
dependéncias da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP).
Trés voluntarias foram excluidas inicialmente, de acordo com critérios previamente
determinados, pois uma delas iniciaria tratamento com estatina via oral, outra
apresentava ao exame fisico lesdo dermatologica compativel com granuloma
anular e iniciaria fototerapia como método de tratamento e a terceira enquadrava-

se no fototipo VI da classificacdo de Fitzpatrick (Fitzpatrick, 1988).

As demais 47 voluntarias participaram da primeira reunido convocada para
esclarecimentos acerca do estudo, leitura, esclarecimento de duvidas e assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e agendamentos das
avaliacdes clinicas e laboratoriais. Destas, duas n&do compareceram ao primeiro
agendamento, onde realizariam avaliagdes clinicas e laboratoriais, por motivos
pessoais, como viagem de férias e acompanhamento do filho em internagao

hospitalar.

Cada uma das 45 voluntarias que prosseguiram nas avaliagdes recebeu um
cédigo variando de CQ-1 a CQ-45, mantido em sigilo e conhecido apenas por um
pesquisador independente, que nido fez analises neste estudo. As capsulas de
suplementacgao oral contendo CoQ10 100mg, CoQ10 200mg ou placebo também
receberam codigos numéricos determinados e conhecidos unicamente pelo
farmacéutico responsavel. A correspondéncia entre o codigo da participante e o
cédigo da capsula foi feita de forma computadorizada, randomizada simples,
através do Excel 2011 (Microsoft, Redmond, WA, USA), seguindo a alocagao de
1:1 (Kim; Shin, 2014). As capsulas possuiam cores e embalagens plasticas
semelhantes, diferindo apenas pelo registro do cédigo no rétulo.

Das 45 participantes randomizadas, uma desistiu por receio de realizar a
bidpsia cutanea, duas desistram por receio de efeitos adversos com a
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suplementacao oral, apos discutir o assunto com a familia, e uma terceira recusou-
se a manter o seguimento por ndo disponibilizarmos estacionamento gratuito no
local das coletas de exames. O diagrama de fluxo das participantes da pesquisa
clinica esta representado na Figura 2.

Ante o exposto, 41 voluntarias iniciaram a suplementacdo oral, sendo
randomizadas para 3 grupos: placebo (14), CoQ10 100mg (13) e CoQ10 200mg
(14). Todas mantiveram seguimento clinico regular com a mesma meédica
dermatologista, a cada 4 semanas, durante 12 semanas. Uma unica voluntaria,
identificada ao final do estudo apo6s a abertura do cegamento, estava alocada no
grupo placebo e faltou a ultima coleta de exames por receio de realizar uma nova

bidpsia de pele.

As medidas de TEWL e estereofotogrametria ndo foram realizadas em todas
as participantes da pesquisa porque o estudo teve inicio na Universidade Federal
de Sao Paulo (UNIFESP), onde os respectivos aparelhos ndo estavam disponiveis,
ou seja, apenas 31 (10 placebo; 10 CoQ10 100 mg e 11 CoQ10 200mg) foram
submetidas a medida de TEWL e 27 (8 placebo; 9 CoQ10 100 mg e 10 CoQ10
200mg) a estereofotogrametria. As analises através de CBA e PCR-TR também
foram realizadas em algumas participantes da pesquisa de cada grupo por causa
do elevado custo dos testes, ou seja, apenas 8 (3 placebo; 2 CoQ10 100 mg e 3
CoQ10 200mg) foram submetidas a essas analises. Do mesmo modo, a dosagem
sérica de CoQ10 através de ELISA nao foi realizada em todas as participantes da
pesquisa por limitagées de recursos financeiros deste projeto, ou seja, apenas 37
(10 placebo; 13 CoQ10 100 mg e 14 CoQ10 200mg) foram submetidas a essa
dosagem.



Figura 2 - Diagrama de fluxo das voluntarias do ensaio clinico
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Fonte: Adaptado de Eldridge et al., 2016.
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A idade das participantes da pesquisa variou entre 60 e 76 anos, com média
de idade, entre os grupos, de: 65,7, 63,7 e 66,3 para placebo, CoQ10 100mg e
CoQ10 200mg, respectivamente. O nivel de escolaridade, em anos de estudo,
variou de 5 a 20, em média de 12,4, 12,8 e 14,6 para placebo, CoQ10 100mg e
CoQ10 200mg, respectivamente. As profissbes mais frequentes relatadas foram
dona de casa, professora e secretaria. A maior parte das participantes da pesquisa
nao apresentou historia atual ou pregressa de tabagismo; a maioria n&o praticava
atividade fisica regularmente. As principais comorbidades encontradas foram:
asma, depressao, diabetes, dislipidemia, hipertensdo, hipotireoidismo e
osteoporose. As caracteristicas clinicas e demograficas da populagdo estudada

estdao demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas da populagédo estudada

_ CoQ10 100mg CoQ10 200mg
Placebo (n=14) (n=13) (n=14)
Idade 60-73 60-69 63-76
(anos) Média= 65,7 Média= 63,7 Média= 66,3
Fototipo de Il (n=6) Il (n=7) Il (n=7)
Fitzpatrick
Il (n=8) [l (n=6) Il (n=7)
Escolaridade 9-16 5-20 10-16
(anos de estudo) Média=12,4 Meédia=12,8 Meédia=14,6

Profissao

Dona de casa
(n=2)

Secretaria (n=3)
Professora (n=2)
Terapeuta (n=1)

Corretora (n=2)

Dona de casa (n=5)
Jornalista (n=1)
Médica (n=1)
Dancarina (n=1)
Vendedora (n=1)

Bibliotecaria (n=1)

Antropéloga (n=1)
Secretaria (n=2)
Dona de casa (n=1)
Jornalista (n=1)
Administradora (n=1)

Bidloga (n=1)
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CoQ10 100mg CoQ10 200mg
(n=13) (n=14)
Professora (n=1) Professora (n=2)

Placebo (n=14)

Auxiliar de
enfermagem (n=2)
Costureira (n=1) Vendedora (n=1)
Advogada (n=1)
Secretaria (n=1) Comerciante (n=2)
Publicitaria (n=1)

Historia de tabagismo

21,4% (n=3)

15,4% (n=2)

Enfermeira (n=1)
Artesa (n=1)

14,3% (n=2)

Atividade fisica 28,6% (n=4) 38,5% (n=5) 21,4% (n=3)
(2 a 5 vezes por
semana)
Comorbidades
Asma 7,1% (n=1) 7,7% (n=1) 14% (n=2)
Depressao 7,1% (n=1) 7,7% (n=1) 0% (n=0)
Diabetes 7,1% (n=1) 7,7% (n=1) 7,1% (n=1)
Dislipidemia 42,8% (n=6) 15,4% (n=2) 0% (n=0)
Hipertensao 35,7% (n=5) 30,8%(n=4) 28,6% (n=4)
Hipotireoidismo 21,4% (n=3) 23,1% (n=3) 7,1% (n=1)
Osteoporose 0% (n=0) 15,4% (n=2) 0% (n=0)

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.2 PARAMETROS CLINICOS

5.2.1 Relatos e observacgoes de eventos adversos, sinais e sintomas clinicos

Cinco participantes do grupo CoQ10 200mg relataram maior disposi¢ao para
desempenhar as atividades domésticas. Uma delas explicou que passou a aspirar
a casa inteira em metade do tempo habitual. Outras trés idosas, alocadas no grupo

da CoQ10 100mg, perceberam suas roupas mais folgadas, sinalizando provavel
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reducdo de gordura abdominal, uma vez que mantiveram o peso corporal. Duas
participantes, por sua vez, reportaram o evento de queda da propria altura durante
o periodo de seguimento clinico do estudo, sem fraturas ou comprometimentos

sistémicos. Ao final do estudo, revelou-se que ambas pertenciam ao grupo placebo.

Potenciais efeitos adversos reportados na literatura, como desconforto
abdominal, cefaléia, nauseas e vomitos (Singh, 2007), ndo foram detectados neste
estudo. O unico efeito adverso relatado por 3 participantes, sendo duas do grupo
CoQ10 100mg e uma do grupo CoQ10 200mg, foi queda de cabelo apds a oitava

semana de suplementacgao oral.

5.2.2 Autopercepgao de melhora estética global

Quando questionadas acerca da autopercepgao de melhora estética global,
numa analise pela escala de Likert (Cox et al., 2003), nenhuma das voluntarias
considerou-se nos extremos “muito pior’ ou “muito melhor”. Apenas no grupo
placebo foi marcada a opgao “pior”, representando 7,1%. Do total de participantes
da pesquisa em cada grupo, 50% daquelas do placebo, 46,1% CoQ10 100mg e
42,8% CoQ10 200mg perceberam seu aspecto estético global “inalterado”,
enquanto 42,8% placebo, 53,8% CoQ10 100mg e 57,1% CoQ10 200mg sentiram-

se “melhor” (Figura 3).
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Figura 3 - Grafico de barras evidenciando a autopercepc¢éo das participantes da
pesquisa sobre melhora estética global, apds suplementagdo oral nos grupos
placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: as repostas foram divididas entre 5 opg¢des, de acordo com a escala de Likert:
muito pior, pior, inalterado, melhor e muito melhor. Os resultados ndo mostraram diferengas
estatisticas.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.2.3. Imagens faciais por estereofotogrametria

5.2.3.1 Vasos sanguineos

O percentual de area da face marcada por vasos sanguineos mostrou
resposta significativa apds suplementagcdo com CoQ10. Houve redugcao média de
27,8% (p=0,0355) no grupo CoQ10 100mg e de 40,4% (p=0,0029) no grupo CoQ10
200mg. O grupo placebo ndo mostrou diferencga estatistica (Figura 4 e Tabela 2).



83

Figura 4 - Boxplot evidenciando o percentual de area da face marcada por vasos
sanguineos, através da estereofotogrametria, nos tempos pré e poés
suplementagado, para os grupos placebo (n=8), CoQ10 100mg (n=9) e CoQ10
200mg (n=10)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com *p<0,05 e **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 2 - Diferenca entre médias do percentual de area da face marcada por vasos
sanguineos, através da estereofotogrametria, pré e pds suplementagéo, nos grupos
placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

I
Suplemento entre Tempos

Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor

PLACEBO POS - PRE -3,531 -8,462 1,400 2,383 23 -148 0,152
100MG POS - PRE -4,763 -9,175  -0,352 2,133 23 -2,23 0,0355 *

200MG POS - PRE -6,752 -10,937  -2,667 2,023 23 -3,34 0,0029 **

Legenda: *p<0,05 e **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Quando avaliada a densidade optica integrada (DOI), que representa a
intensidade da marcagéo, na area da face marcada por vasos sanguineos, houve
reducdo meédia de 58,9% (p=0,0068) no grupo CoQ10 200mg. Os demais grupos
mostraram tendéncia a reducdo, mas sem significaAncia estatistica (Figura 5 e
Tabela 3).

Figura 5 - Boxplot evidenciando a intensidade da marcagdo, por
estereofotogrametria, na area da face marcada por vasos sanguineos, nos tempos
pré e pos suplementagéo, para os grupos placebo (n=8), CoQ10 100mg (n=9) e
CoQ10 200mg (n=10)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacdo, com **p<0,01.
U.A.: Unidades Arbitrarias

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 3 - Diferenga entre médias da intensidade de marcagdo, por
estereofotogrametria, em unidades arbitrarias (U.A.), na area da face marcada por
vasos sanguineos, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos placebo,
CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao
Suplemento entre Diferenca 1C(95%) EP GL Valort p-valor
Tempos

PLACEBO p6s - pré  -1691 -4754 1372 1481 23 -1,14 0,2652
100MG pos - pré -1837 -4586 910 1328 23  -1,38 0,1799

200MG pés - pré -3747 -6355 -1139 1260 23 -2,97 0,0068 **
Legenda: **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.2.3.2. Hiperpigmentagdes cutaneas

Analogamente as medidas de vasos sanguineos na face, as medidas de
hiperpigmentagdes cutdneas mostraram resultados significativos, comparando os
periodos pré e pds suplementacdo para cada um dos grupos. Ao avaliar o
percentual de area da face marcada por hiperpigmentagdes, apds a
suplementacgao, houve redugao em todos os grupos (Grafico 4). A diminuicdo média
foi de 19,5% (p=0,0086) no grupo placebo, 19,9% (p=0.0018) no grupo CoQ10
100mg e 31,7% (p<0,0001) no grupo CoQ10 200mg (Figura 6 e Tabela 4).
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Figura 6 - Boxplot evidenciando o percentual de area da face marcada por
hiperpigmentagdes cutaneas, através da estereofotogrametria, nos tempos pré e
pos suplementagdo, para os grupos placebo (n=8), CoQ10 100mg (n=9) e CoQ10
200mg (n=10)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 4 - Diferenga entre médias do percentual de area da face marcada por
hiperpigmentagbes cuténeas, através da estereofotogrametria, pré e pds
suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

I
Suplemento entre Tempos

Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor

PLACEBO POS - PRE -11,252 -19,358 -3,146 3,919 23 -2,87 0,0086 **
100MG POS - PRE -12,338 -19,566 -5110 3,494 23 -353 0,0018 **

200MG POS - PRE -17,617 -24474 -10,759 3,315 23 -531 <0,0001 ***

Legenda: **p<0,01, ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Ao avaliar a intensidade da marcagdo por hiperpigmentagdes cuténeas,
através da DOI, houve redugdo média de 29,9% (p=0,0052) no grupo placebo, 27%
(p=0,001) no grupo CoQ10 100mg e 49,1% (p<0,0001) no grupo CoQ10 200mg
(Figura 7 e Tabela 5).

Figura 7 - Boxplot evidenciando a intensidade da marcagao de hiperpigmentacgdes
cutaneas, por estereofotogrametria, nos tempos pré e pds suplementagao, para os
grupos placebo (n=8), CoQ10 100mg (n=9) e CoQ10 200mg (n=10)

o (o}
2 —
= 80000 | :
§
g i
% 60000 — ] —r
'§ —— " . :
‘g : S o
E) ] : *ok L
‘2 40000 1 .
5] ] H
§ 'Y — H Tk
L
o [e}
3 ; >
8 20000 - i v
: — :
E |
0 —
[ 1 [ 1 [ 1
Pré Pés Pré Pés Pré Pés
| | |
Placebo CoQ10 100mg CoQ10 200mg

Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com **p<0,01 e ***p<0,001.
U.A.: Unidades Arbitrarias.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 5 - Diferenga entre médias da intensidade de marcagdo, por
estereofotogrametria, em unidades arbitrarias (U.A.), na area da face marcada por
hiperpigmentagbes cuténeas, pré e pos suplementacdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao
Suplemento entre Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor
Tempos

PLACEBO POS - PRE -13476 -22495 -4458 4360 23 -3,09 0,0052 **
100MG POS - PRE -14611 -22613 -6610 3868 23  -3,78 0,001 **

200MG POS - PRE -21260 -28850 -13669 3669 23 -5,79  <0,0001 ***

Legenda: **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.2.4 Viscoelasticidade da pele

Os parametros de Vviscoelasticidade representados por R5 e R6
demonstraram diferenga significativa no grupo CoQ10 100mg. Apos a
suplementacgao, houve reducao de 42% (p=0,0185) em R5 e de 72% (p=0,0195)
em R6. Os grupos placebo e CoQ10 200mg permaneceram sem alteragbes

significativas (Figuras 8 e 9 e Tabelas 6 e 7).
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Figura 8 - Boxplot evidenciando o parametro de viscoelasticidade R5, que

representa elasticidade liquida em percentual, nos tempos pré e poés
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10

200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 6 - Diferenga entre médias do percentual de viscoelasticidade liquida,
representada pelo parametro R5, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor
PLACEBO POS - PRE -0,015 -0,388 0,357 0,184 36 -0,08 0,9337
100MG POS - PRE -0,440 -0,802 -0,078 0,178 36 -2,47 0,0185
200MG POS - PRE -0,017 -0,366 0,331 0,172 36 -0,1 0,9197

Legenda: *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



90

Figura 9 - Boxplot evidenciando o parametro de viscoelasticidade R6, que
representa a porgado de viscoelasticidade durante a curva de sucgcdo, em
percentual, nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos placebo (n=13),
CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 7 - Diferenca entre médias do percentual de viscoelasticidade na succéo,
representada pelo parametro R6, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos

Diferenca 1IC(95%) EP GL Valort p-valor

PLACEBO POS - PRE -0,015 -0,975 0944 0473 36 -0,03 0,9741
100MG POS - PRE -1,120 -2,049 -0,191 0,458 36 -244 0,0195 *

200MG POS - PRE -0,075 -0,970 0,820 0,441 36 -0,17  0,8661

Legenda: *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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No parametro R9, houve aumento significativo nos grupos CoQ10 100mg
(17%, p=0,0248) e CoQ10 200mg (34,3%, p=0,0004) sem alteragdes significativas
no grupo placebo (Figura 10 e Tabela 8).

Figura 10 - Boxplot evidenciando o parametro de viscoelasticidade R9, que
representa fadiga apos repetidas sucgdes, em milimetros, nos tempos pré e pés
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 8 - Diferenca entre médias do parametro de viscoelasticidade R9, que
representa fadiga apds repetidas sucgdes, em milimetros, pré e pdés
suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos

Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor

PLACEBO POS - PRE 0,001 -0,001 0,004 0,001 36 099 0,3276
100MG POS - PRE 0,003 0,000 0,006 0,001 36 2,34 0,0248 **

200MG POS - PRE 0,005 0,002 0,008 0,001 36 3,87 0,0004 **

Legenda: **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Todos os demais parametros de viscoelasticidade cutanea avaliados nao
demonstraram diferenca significativa entre os grupos. As respectivas tabelas estao
descritas em apéndices para os respectivos parametros: RO (Apéndices A e B), R2
(Apéndices C e D) e R7 (Apéndices E e F).

5.2.5. Hidratacao da pele

A hidratagdo da pele demonstrou melhora dos parametros em todos os
grupos apos a suplementagdo, com aumento médio de 15,3% (p<0,0001) no grupo
placebo, 10,8% (p=0,0009) no grupo CoQ10 100mg e 15,9% (p<0,0001) no grupo
CoQ10 200mg, conforme Figura 11 e Tabela 9.
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Figura 11 - Boxplot evidenciando o conteudo hidrico da camada coérnea, em
unidades arbitrarias (U.A.), nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos
placebo (n=14), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 9 - Diferenga entre médias do conteudo hidrico da camada cornea, em
unidades arbitrarias (U.A.), pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos

Diferenca 1IC(95%) EP GL Valort p-valor

Placebo POS - PRE 4,823 2,788 6,857 1,004 37 4,8 <0,0001 ***
100MG POS - PRE 3,642 1,605 5,680 1,006 37 3,62 0,0009 ***

200MG POS - PRE 4,701 2,737 6,664 0969 37 485 <0,0001 ***

Legenda: ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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5.2.6 Perda de agua transepidérmica ou Trans-Epidermal Water Loss (TEWL)

N&o houve alteragdo da perda de agua transepidérmica nos grupos CoQ10
100mg e CoQ10 200mg e grupo placebo (Apéndices G e H).

5.2.7 Exame ultrassonografico da pele
5.2.7.1 Espessura total da pele (micrémetros)

N&o houve alteragao significativa na medida de espessura total da pele,
incluindo epiderme e derme total, através da USG (Apéndices | e J).

5.27.2 Densidade da derme

A medida de densidade dérmica a USG nao mostrou diferengas
significativas apds a suplementagdo em nenhum dos grupos estudados (Apéndices
Kel).

5.3 PARAMETROS HISTOLOGICOS

5.3. 1 Hematoxilina-eosina (HE)
5.3.1.1 Area de epiderme celular

Houve aumento médio da area de epiderme celular de 16,4% (p=0,0283) no
grupo CoQ10 100mg e de 30,4% (p<0,0001) no grupo CoQ10 200mg conforme
dados do Figuras 12 e 13, Tabela 10.
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Figura 12 - Boxplot evidenciando a area de epiderme celular, em micrometros
quadrados (um2), nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos placebo
(n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com *p<0,05 e ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 10 - Diferenca entre médias da area de epiderme celular, em micrémetros
quadrados (um?), pré e pos suplementagido, comparada nos grupos placebo,
CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagdo Difereng

Suplemento 1C(95%) EP GL \Valort p-valor
entre Tempos a
Placebo POS - PRE -21891 -61438 17655 19518 37  -1,12 0,2693
100MG POS - PRE 44852 5028 84675 19654 37 2,28 0,0283 *
200MG POS - PRE 84556 46182 122931 18939 37 446  <0,0001 ***

Legenda: *p<0,05 e ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Figura 13 - Espessura da epiderme. Imagens de campos de aumento (20x) das

laminas de amostras cutaneas do antebraco, coradas por hematoxilina-eosina

Legenda: grupos: (a) placebo pré-suplementagao; (b) placebo pds-suplementagao; (c)
CoQ10 100mg pré-suplementacéo; (d) CoQ10 100mg pds-suplementacao; (e) CoQ10
200mg pré-suplementagéo; (f) CoQ10 200mg pés-suplementagao.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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5.3.1.2 Razao entre area total de epiderme celular e extensdo total da
superficie epidérmica

Na razéo entre a area de epiderme celular, em microbmetros quadrados, € a
extensdo da superficie total da epiderme, em micrémetros, do fragmento completo
de pele obtido por biopsia, houve evidéncias de diferencga significativa, comparando

o periodo pré e pos suplementagdo, em todos os grupos.

Houve reducdo média de 8,7% (p=0,0115) da referida raz&o para o grupo
placebo, enquanto foi observado aumento médio de 10,7% (p=0,0066) para o grupo
CoQ10 100mg e aumento médio em 20,4% (p<0,0001) no grupo CoQ10 200mg
(Figura 14, Tabela 11).

Figura 14 - Boxplot evidenciando a raz&o entre a area de epiderme celular, em
micrémetros quadrados (um?), e o comprimento total de superficie epidérmica, em
micrémetros (um), nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos placebo
(n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacdo, com *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 11 - Diferenca entre médias da razao entre area de epiderme celular, em
micrémetros quadrados (um?), e comprimento total de superficie epidérmica, em
micrémetros (um), pré e pos suplementagdo, comparada nos grupos placebo,

CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor
Placebo POS - PRE -4,682 -8,249 -1,114 1,761 37 -2,66 0.0115 *
100MG POS - PRE 5,089 1,507 8,670 1,767 37 2,88 0.0066 *
200MG POS - PRE 9,303 5,852 12,754 1,703 37 546  <.0001 *
Legenda: *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
5.3.1.3 Extens&o da jungdo dermo-epidérmica (JDE)

As medidas da extensdo da JDE ndo mostraram diferenga significativa para

nenhum dos grupos (Apéndices M e N).

53.1.4 Raz&o entre extens&o da jungdo dermo-epidérmica (JDE) e superficie

da epiderme

Na razdo entre as extensdes da JDE e a superficie da epiderme, néo

houve diferenga significativa entre os periodos pré e pos suplementagdo em

nenhum dos grupos (Apéndices O e P).
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5.3.2 Picrosirius vermelho
5.3.21 Picrosirius vermelho sem polarizagao

O percentual de area dérmica tanto superficial (Apéndices Q e R) quanto
profunda (Apéndices S e T) marcadas pela coloragado de picrosirius vermelho,
evidenciando fibras colagenas, nao apresentou diferengas significativas em

nenhum dos grupos, na comparacéao pre e poés suplementacgao.

5.3.2.2 Picrosirius vermelho com polarizagao

Os percentuais de area de colageno novo marcado na derme superficial pela
coloragdo de picrosirius vermelho com polarizagdo, ndo foram significantes
(Apéndices U e V).

De forma complementar aos resultados mostrados para fibras colagenas
novas, os percentuais de area de colageno antigo marcado na derme superficial
pela coloragdo de picrosirius vermelho com polarizagdo ndo foram significantes
(Apéndices W e X).

Os percentuais de area de colageno novo marcado na derme profunda, pela
coloragdo de picrosirius vermelho com polarizagdo, evidenciaram aumento
significativo de 40,6% (p=0,0174) no grupo CoQ10 100mg, mas nao significativo
nos demais grupos (Figura 15 e Tabela 12).
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Figura 15 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme profunda marcada
por colageno novo pela coloragdo de picrosirius vermelho com polarizagdo, nos
tempos pré e pds suplementagao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg

(n=13) e CoQ10 200mg (n=14)

*
~ 100 — : —_— —
X '
< ] N m— —
g 5 .
= -
§o 80 .
% . ° . 2
g
« 60 — L]
g
g
& :
< ! i
g 40 7 : i
2 | =
& E : ° ;
2 i | |
5§ 20 - e ; i 3
o i —
- 1t
=l
8 )
< 0 - © o
1 1 1
Pré Pés Pré Pdés Pré Pés
| |
Placebo CoQ10 100mg CoQ10 200mg

Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos

suplementacao, com *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 12 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme profunda
marcada por colageno novo, pela coloragdo de picrosirius vermelho com
polarizagéo, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10

100mg e CoQ10 200mg

Comparagao
Suplemento entre Diferenca IC(95%) EP GL \Valort p-valor
Tempos
Placebo POS - PRE 8,516 -10,833 27,865 9,549 37 0,89 0,3783
100MG POS - PRE 24,027 4469 43,585 9,653 37 2,49 0,0174 *
200MG POS - PRE 14,645 -4,201 33,492 9,302 37 1,57 0,1239

Legenda: * p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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De forma analoga ao observado para colageno novo, o percentual de area
de colageno antigo marcado na derme profunda pela coloragdo de picrosirius
vermelho com polarizagdo, demonstrou reducdo média de 58,8% (p=0,0174) no
grupo CoQ10 100mg, mas sem significancia nos demais grupos (Figura 16, Tabela
13).

Figura 16 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme profunda marcada
por colageno antigo pela coloragao de picrosirius vermelho com polarizagdo, nos
tempos pré e pds suplementagao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg
(n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



102

Tabela 13 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme profunda
marcada por colageno antigo pela coloragdo de picrosirius vermelho com
polarizagéo, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10
100mg e CoQ10 200mg

Comparagao
Suplemento entre Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor
Tempos

Placebo POS - PRE -8516 -27,865 10,833 9,549 37 -0,89 0,3783
100MG POS - PRE -24,027 -43,585 -4,469 9,653 37 -2,49 0,0174 *

200MG POS - PRE -14,645 -33,492 4,201 9,302 37 -1,57 0,1239

Legenda: * p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.3.3 Weigert

O percentual de area marcada pela coloragdo de Weigert, evidenciando
fibras elasticas na derme superficial, mostrou diferenga significante entre os grupos,
com redugao de 30,8% (p=0,0496) no grupo placebo e 39,3% (p=0,0037) no grupo
CoQ10 100mg. O grupo CoQ10 200mg nao apresentou diferenga significativa na
comparacgao pré e pos suplementagéao (Figura 17, Tabela 14).
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Figura 17 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme superficial marcada
por fibras elasticas, pela coloracdo de Weigert, nos tempos pré e pés
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com *p<0,05 e **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 14 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme superficial
marcada por fibras elasticas, pela coloragéo de Weigert, pré e pés suplementacao,
comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagdo -
Suplemento Diferenca 1C(95%) EP GL \Valort
entre Tempos valor

Placebo POS - PRE -4,594 -9,178 -0,009 2,263 37 -2,03 0,049 *
100MG POS - PRE -7,071 -11,693 -2,449 2,281 37 -3,1 0,0037 *

200MG POS - PRE -3,778 -8,232 0,676 2,198 37 -1,72 0,094

Legenda: * p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Consoante resultado na derme superficial, o percentual de area marcada
pela coloragdo de Weigert, evidenciando fibras elasticas na derme profunda,
mostrou diferencga significativa entre os grupos, com reducéo de 41% (p=0,0231)
no grupo placebo e 48,1% (p=0,0037) no grupo CoQ10 100mg. O grupo CoQ10
200mg, entretanto, ndo apresentou diferenca significativa entre os tempos de

suplementacao (Figura 18, Tabela 15).

Figura 18 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme superficial marcada
por fibras elasticas, pela coloracdo de Weigert, nos tempos pré e pés
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
200mg (n=14)

25

20

Area da derme profunda marcada por fibras elasticas (%)

15 g ; | o
* . é
10 L : *% . :
*
5 . L 7
5 ; : i
1 1 1
Pré Pés Pré Pos Pré Pés
| | |
Placebo CoQ10 100mg CoQ10 200mg

Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com *p<0,05 e **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 15 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme superficial
marcada por fibras elasticas, pela coloragdo de Weigert, pré e pés suplementacgao,
comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Suplemento ;:2'?'::;?5 Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor
Placebo POS - PRE -4,084 -7,574 -0,593 1,723 37 -2,37  0,0231
100MG POS - PRE -5,421 -8,970 -1,871 1,752 37 -3,09 0,0037
200MG POS - PRE -1,886 -5,306 1,535 1,688 37 -1,12 0,2712

Legenda: *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.3.4 Expressao das proteinas por imuno-histoquimica (IHQ)
5.3.4.1 Nrf2

Na analise da expressao de Nrf2, o fator requlador da resposta antioxidante,
na superficie da pele, o percentual de area marcada evidenciou diferenca
significante entre os tempos pré e pds suplementagao para o grupo CoQ10 100mg,
com reducao significativa de 45,5% (p=0,0056). Os demais grupos ndo mostraram

diferencgas significantes (Figura 19 e Tabela 16).
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Figura 19 - Boxplot evidenciando percentual da area da epiderme e derme
superficial marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, nos tempos pré e pos
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com *p<0,05.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 16 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da epiderme e derme
superficial marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, pré e pos suplementacgao,
comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos

Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor

Placebo POS - PRE  -1,046 -2,096 0,005 0,518 37 -2,02 0,051
100MG POS - PRE -1,552 -2,621 -0,482 0,528 37 -294 0,0056 *

200MG POS - PRE 0,448 -0,582 1,479 0,509 37 0,88 0,3839

Legenda: *p<0,05

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Quando comparados os valores pré e pos suplementacao, houve diferenca

significativa na expressao de Nrf2 na superficie da pele, considerando o percentual

de area marcada, pois o grupo o grupo CoQ10 200mg mostrou média

significativamente superior aos demais (Tabela 17).

Tabela 17 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da epiderme e derme
superficial marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, nos grupos placebo, CoQ10

100mg e CoQ10 200mg, comparada nos periodos pré e pds suplementagao

Comparagao entre

Tempo Suplementos Diferenca 1C(95%) EP GL Valort p-valor

PRE Placebo - 100MG  -0,313 -1,363 0,738 0,518 37 -0,6 0,5502
Placebo - 200MG 0,359 -0,672 1,389 0,509 37 0,7 0,4853
100MG - 200MG 0,671 -0,379 1,721 0,518 37 1,29 0,2034

POS Placebo - 100MG 0,194 -0,876 1,263 0,528 37 0,37 0,7155
Placebo - 200MG  -1,135 -2,185 -0,085 0,518 37 -2,19 0,0349 ~
100MG - 200MG  -1,329 -2,379 -0,279 0,518 37 -2,56 0,0145 ~

Legenda: *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Quando analisada a expressao de Nrf2 na superficie da pele, considerando

o percentual de area marcada e a intensidade da marcagdo pela imuno-

histoquimica, os achados foram mantidos, demonstrando redugao significativa, de

63,6% (p=0,0462) no grupo CoQ10 100mg, entre os periodos pré e poés

suplementagdo. O grupo placebo e o grupo CoQ10 200mg ndo mostraram

diferencgas (Figura 20 e Tabela 18).
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Figura 20 - Boxplot evidenciando a intensidade da marcagao de Nrf2 na epiderme
e derme superficial, por imuno-histoquimica, nos tempos pré e pds suplementacéo,
para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré

suplementacao, com *p<0,05.
U.A.: Unidades Arbitrarias.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 18 - Diferenga entre médias da intensidade da marcagdo de Nrf2 na
epiderme e derme superficial, pela imuno-histoquimica, pré e pos suplementacéo,
comparada entre os grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Suplemento Comparagao Diferenga 1C(95%) EP GL Valort p-valor
entre Tempos
Placebo POS - PRE  -21330 -44448 1787 11409 37 -1,87 0,0695
100MG POS - PRE -23970 -47511 -428 11619 37 -2,06 0,0462 *
200MG POS - PRE 18366 -4320 41051 11196 37 1,64 0,1094

Legenda: *p<0,05.

Fonte: Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



109

Ao comparar os trés grupos antes da suplementagdo, observamos que os

indices eram semelhantes, com p>0,05. Apds a suplementacgéo, o grupo CoQ10

200mg mostrou indices mais elevados que os demais (Tabela 19).

Tabela 19 - Diferenga entre médias da intensidade da marcagdo de Nrf2 na
epiderme e derme superficial, pela imuno-histoquimica, nos grupos placebo,
CoQ10 100mg e CoQ10 200mg, comparada nos periodos preé e pos suplementagao

Comparacgao entre

Tempo Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor
Suplementos

PRE Placebo - 100MG 339 -22778 23457 11409 37 0,03 0,9764
Placebo - 200MG 8824 -13861 31509 11196 37 0,79 0,4356
100MG - 200MG 8484 -14633 31601 11409 37 0,74 0,4618

POS Placebo - 100MG 2979 -20563 26520 11619 37 0,26  0,7991
Placebo - 200MG  -30872  -53989  -7755 11409 37 2,71 0,0102 *
100MG - 200MG  -33851 -56968 -10734 11409 37 -2,97 0,0052 *

Legenda: *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

A expressao de Nrf2 na profundidade da pele, considerando o percentual de

area marcada, mostrou diferenga significativa entre os periodos pré e pdés

suplementacgao para os grupos placebo e CoQ10 100mg. A diminuigdo média para
o grupo placebo foi de 56% (p=0,0035) e de 58,3% (p=0,0049) para o grupo CoQ10
100mg. Por outro lado, o grupo CoQ10 200mg ndo se alterou (Figura 21 e Tabela

20).
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Figura 21 - Boxplot evidenciando percentual da area da derme profunda marcada
por Nrf2, pela imuno-histoquimica, nos tempos pré e pds suplementagao, para os
grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementagao, com **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 20 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme profunda
marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, pré e pos suplementagéo, comparada
entre os grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos

Diferenca 1IC(95%) EP GL Valort p-valor

Placebo POS - PRE -30,7 -50,7 -108 99 37 -3,12 0,0035 **
100MG POS - PRE -30,1 -504 97 101 37 -2,99 0,0049 **

200MG POS - PRE 8.4 -112 281 97 37 087 0,3888

Legenda: **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Analisando apenas o tempo pré suplementacédo, observou-se que os trés
grupos iniciaram com valores estatisticamente homogéneos, porém ao final da
suplementacgao o grupo CoQ10 200mg apresentou niveis médios significativamente

mais altos que os demais (Tabela 21).

Tabela 21 - Diferenca entre médias dos percentuais da area da derme profunda
marcada por Nrf2, pela imuno-histoquimica, nos grupos placebo, CoQ10 100mg e
CoQ10 200mg, comparada nos periodos pré e pds suplementacao

Comparacao entre

Tempo Suplementos Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor
PRE Placebo - 100MG 3,3 -16,7 233 99 37 0,34 0,7363
Placebo - 200MG 19,0 -06 386 97 37 1,96 0,0574
100MG - 200MG 15,7 43 356 99 37 1,59 0,1213
POS  Placebo - 100MG 2,7 -17,7 23,0 101 37 0,26 0,7928

Placebo - 200MG -20,2 -40,2 -0,2 99 37 -205 0,0479

100MG - 200MG -22,9 -42,9 -29 99 37 -232 0,0262

Legenda: *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

A expressado de NRF2 na profundidade da pele, considerando o percentual
de area marcada e a intensidade da coloragdo, mostrou evidéncias de diferenca
significativa entre os periodos pré e pos suplementagéo para os grupos placebo e
CoQ10 100mg. Houve diminuigado média em 68% (p=0,0263) para o grupo placebo
e 80,2% (p=0,0164) para o grupo CoQ10 100mg. Por outro lado, o grupo CoQ10
200mg apresentou tendéncia de aumento, n&o significativa (Figura 22 e Tabela 22).
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Figura 22 - Boxplot evidenciando a intensidade da marcagdo de Nrf2 na derme
profunda, por imuno-histoquimica, nos tempos pré e pos suplementacio, para os
grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)

(o]
< 5000 ° 5
2 o
= o
Z 4000 —
Q i
= 1
,(_83. °
g 3000
SE— Q
' o]
3 :
[ 1
T 2000 — :
g .
8 ¢ :
K= o i .
1000 —
* * *
T b -1
- ; I B
1 1 1
Pré Pés Pré Pés Pré Pés
I I |
Placebo CoQ10 100mg CoQ10 200mg

Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos

suplementacao, com *p<0,05.
U.A.: Unidades Arbitrarias.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 22 - Diferenga entre médias da intensidade da marcac&o de Nrf2 na derme
profunda, pela imuno-histoquimica, pré e pos suplementagcdo, comparada nos

grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor
entre Tempos
Placebo POS - PRE -1112 20856 -1384 4805 37 -2,31 00263 *
100MG POS - PRE -1231 22225 -2395 4893 37 -252 00164 *
200MG POS - PRE 372,6 -582,9 1328,0 4715 37 0,79 04345

Legenda: *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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5.3.4.2. p53

Ao avaliar o percentual de nucleos epidérmicos com expressao da proteina
p53, observou-se diminuigao significativa de 75% (p=0,0057) para o grupo CoQ10
100mg, quando comparados os tempos pré e pos suplementagao. O grupo placebo
e o grupo CoQ10 200mg n&o se alteraram (Figura 23 e Tabela 23).

Figura 23 - Boxplot evidenciando o percentual de nucleos epidérmicos com
expressao da proteina p53, pela imuno-histoquimica, nos tempos pré e pos
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementagao, com **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 23 - Diferenga entre médias dos percentuais de nucleos epidérmicos com
expressao da proteina p53, pela imuno-histoquimica, pré e pds suplementacéo,
comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Suplemento Comparagao Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor
entre Tempos

Placebo POS - PRE 1,194 -2,395 4,783 1,771 37 0,67 0,5045

100MG POS - PRE -5,275 -8,916 -1,635 1,797 37 -2,94 0,0057

200MG POS - PRE -2,738 -6,247 0,770 1,732 37 -1,58 0,1223

Legenda: **p<0,01.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Ao proceder a analise de expressao da proteina p53 através do percentual
de nucleos marcados, classificados em 4 graus, de 0 a 3, foram detectadas entre
os tempos pré e pds suplementagdo para os grupos CoQ10 100mg e 200mg
diminuicdo da média de 78.6% (p<0,0001) para CoQ10 100mg e de 69,2%
(p<0,0001) para CoQ10 200mg (Figura 24 e Tabela 24).

Figura 24 - Boxplot evidenciando a classificagdo da expresséo da proteina p53 nos
nucleos epidérmicos, pela imuno-histoquimica, estabelecida em 4 graus, de 0 a 3,
nos tempos pré e pos suplementagéo, para os grupos placebo (n=13), CoQ10
100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com ***p<0,001.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 24 - Diferenca entre médias da classificagdo da expressao da proteina p53
nos nucleos epidérmicos, pela imuno-histoquimica, estabelecida em 4 graus, de 0
a 3, pré e pos suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e
CoQ10 200mg

Suplemento Comparagao Diferenga 1C(95%) EP GL \Valort p-valor
entre Tempos
Placebo POS PRE 0,213 -0,092 0,519 0,151 37 1,42 0,1651

100MG POS PRE -0,846 -1,155 -0,537 0,152 37 -5,65 <0,0001

200MG POS PRE -0,643 -0,940 -0,345 0,147 37 4,38 <0,0001

Legenda: ***p<0,001.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Analisando a expressao da proteina p53 através da soma das classificacoes
de percentual de nucleos marcados e da intensidade da marcacdo pela
classificagdo de Liang (Liang et al., 1999), houve evidéncia significativa de
diminuicdo média em 43,6% (p<0,0001) no grupo CoQ10 100mg e 29.4%
(p<0,0089) no grupo CoQ10 200mg, na comparagao pré e pds suplementagao
(Figura 25 e Tabela 25).

Figura 25 - Boxplot evidenciando a classificagdo de Liang para expressao da
proteina p53 nos nucleos epidérmicos, pela imuno-histoquimica, nos tempos pré e
pos suplementagdo, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e
CoQ10 200mg (n=14)
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Legenda: os asteriscos representam diferenga significativa entre valores pré e pos
suplementacao, com **p<0,01 e ***p<0,001.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Tabela 25 - Diferenca entre médias da classificagado de Liang para expressao da
proteina p53 nos nucleos epidérmicos, pela imuno-histoquimica, pré e poés
suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

. o i
entre Tempos Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor

Suplemento

Placebo POS PRE 0,464 -0,076 1,004 0,266 37 1,74 0,0898
100MG POS PRE -1,308 -1,852 -0,764 0,268 37 -4,87 <0,0001 ***

200MG POS PRE -0,714 -1,238 -0,190 0,269 37 -2,76 0,0089 **

Legenda: ** p<0,01 e ***p<0,001.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

54 PARAMETROS LABORATORIAIS

5.4.1 Exames bioquimicos

As analises séricas de fungdo renal, hepatica e hematolégica nao
demonstraram alteragdes significativas quando comparados os periodos pré e pés
suplementagdo nos grupos. Os parametros de glicemia, insulina, hemoglobina
glicada, proteinas totais e fragdes, colesterol total e fragdes, apolipoproteina A1,
apolipoproteina B e lipoproteina A também permaneceram inalterados nos grupos.

5.4.2 Dosagem de citocinas séricas por Cytometric Bead Array (CBA)

As citocinas pro-inflamatorias TNF e IL-13 n&o foram detectaveis no soro
das voluntarias, tanto antes quanto apds suplementagao de CoQ10. Por outro lado,
as citocinas IL-6 e IL-10 apresentaram niveis cutaneos detectaveis, mas sem

diferencas.
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5.4.3 Dosagem de coenzima Q10 sérica (ELISA)

N&o houve diferenga significativa entre as dosagens séricas de CoQ10 nos
grupos avaliados e tempos pré e pds suplementagao (Apéndices Y e Z).

5.4.4 Expressao dos genes por PCR em tempo real (q-RT-PCR) para

metaloproteinases, proto-oncogenes e fatores antioxidantes na pele

A analise por Q-RT-PCR da expressdo de RNAm de MMP-9, na pele das
voluntarias, ndo mostrou diferenca estatistica. A expressdo das demais
metaloproteinases avaliadas, MMP-1 e MMP-3, foi indetectavel na pele das idosas

tanto antes quanto apds a suplementacéo (Apéndices AA).

As fragbes C-JUN e FOS do AP-1, assim como TGF-beta e TGF BR I,
importantes fatores atuantes nas vias moleculares do processo de envelhecimento,
foram detectaveis em todas as participantes da pesquisa, antes e apds a

suplementagdo, mas ndo mostraram diferencas (Apéndice AA).

Os fatores antioxidantes avaliados, SOD, catalase e peroxirredoxina 6,
comparados no periodo pré e pds suplementagdo para cada grupo, também nao
evidenciaram diferencgas significativas (Apéndice AA).

5.5 CORRELAGCOES ENTRE VARIAVEIS

Todas as variaveis quantitativas foram relacionadas através do coeficiente
de correlagdo de Spearman e representadas através do mapa térmico de cor no
periodo pré suplementacdo (Apéndices AA) e no periodo pds suplementagao
(Apéndices AB, AC, AD e AE). As correlagdes positivas foram marcadas em azul e
as negativas em vermelho, assumindo variagdes de tonalidades de cores de acordo
com a intensidade da correlagéo.
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Foram adotados limites de intensidade das correlagcdes de acordo com os
seguintes intervalos dos coeficientes p de Spearman: entre 0 e +0,3 sao
biologicamente despreziveis, entre 0,31 e 0,5 (ou -0,31 e -0,5) sado fracas, entre
0,51 e 0,7 (ou -0,51 e -0,7) sdo moderadas, entre 0,71 e 0,9 (ou -0,71 e 0,9) séo
correlagdes fortes e maiores que 0,9 (ou menores que -0,9) sdo consideradas muito
fortes (Mukaka, 2012). Entre as 39 variaveis representadas, nao foram

evidenciadas correlagdes fortes entres variaveis ndo correlacionadas.
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6 DISCUSSAO

6.1 PARAMETROS CLINICOS

6.1.1 Observacoes de eventos adversos, sinais e sintomas clinicos

O efeito descrito por participantes do grupo CoQ10 200mg de melhora da
vitalidade, performance fisica e qualidade de vida em idosos ja foi descrito,
entretanto a suplementagcdo avaliada foi administrada diariamente durante 48
meses e continha a combinagdo de 200 ug de selénio organico com 200mg de
CoQ10 (Johansson et al., 2015). Tal efeito poderia ser explicado pelo papel
essencial da CoQ10 na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Ao
transportar elétrons do complexo | e Il até o complexo Ill, a CoQ10 induz aumento
da producdo de ATP e, consequentemente, de energia celular (Singer, 2014).
Correlacdes entre CoQ10 e indice de Massa Corpoérea (IMC), relatadas no grupo
CoQ10 100mg, também ja foram descritas em outros estudos (Del Pozo-Cruz et
al., 2014; Fischer et al., 2016).

Até o presente momento, ndo foram detalhados na literatura efeitos da
CoQ10 nos anexos cutaneos. Assim, ante o fato de algumas participantes terem
percebido queda de cabelo, é importante incluir, em futuros estudos, avaliacbes
clinicas de cabelos e unhas pré e pds suplementagcdo oral de CoQ10 para
esclarecer melhor este possivel efeito adverso.

Como as idosas que sofreram queda da propria altura estavam no grupo
placebo, a CoQ10 poderia ter atuado como fator protetor para quedas nos grupos
CoQ10 100mg e CoQ10 200mg. A CoQ10 confere protegao antioxidante associada
a performance dos musculos esqueléticos durante o processo de envelhecimento,
evidenciada pelo fato da elevada taxa CoQ10H2 /CoQ10 acompanhar o aumento
de forca muscular, enquanto a baixa correlacdo CoQ10H2 /CoQ10 pode ser
considerada preditor de sarcopenia em humanos (Fischer et al., 2016; Hernandez-
Camacho et al., 2018). Assim, o possivel efeito de prevengcdo de quedas da

suplementacao oral de CoQ10 poderia ser mais bem avaliado em outros estudos
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6.1.2 Autopercepgao da melhora estética global

A autopercepcao de melhora estética foi observada tanto no grupo placebo
quanto nos grupos tratados, com expressivos 42,8% das pacientes que tomaram
amido durante 12 semanas relatando autopercepc¢ao de melhora, indicando forte
influéncia do processo psicobioldgico conhecido como efeito placebo neste tipo de
analise (Blease, 2019). As ultimas evidéncias relacionadas ao assunto demonstram
que o efeito placebo € particularmente poderoso para sinais e sintomas
autoavaliados (Bernstein et al., 2020).

Recentemente, o impacto do efeito placebo foi definido a partir das
expectativas geradas de forma verbal e ndo-verbal, conscientes e inconscientes,
produzidas a partir do que é explicado sobre o tratamento, principalmente quando
existe um raciocinio l6gico e convincente envolvido com informagdes de valéncia
positiva (Bernstein et al., 2020). Assim, é de fundamental importéncia que estudos
relacionados ao envelhecimento tenham sempre um grupo placebo comparativo e
que, além de questionarios acerca da autopercepgao de resposta, sejam também
realizadas medidas clinicas e moleculares objetivas e comparaveis, para atestar

resposta.

Além disso, os fatores sociais e ambientais no contexto da interagao entre o
profissional de saude e o participante de pesquisa também s&o determinantes
(Leibowitz et al.,, 2019), além da caracteristica da substéncia utilizada no
tratamento, como sabor, tamanho e cor (Berna et al., 2017). O fato deste estudo
fazer parte de uma tese de doutorado e de ter sido realizado em duas grandes
universidades com respaldo cientifico pode ter significativamente influenciado a
autopercepcao de melhora das participantes da pesquisa.

Avaliacbes realizadas pelos proprios participantes de pesquisas, em
diferentes estudos, podem variar também com as esta¢des do ano, mostrando mais
otimismo no verdo que no inverno (Rehn; Schuster, 2017). O fato de as
participantes terem iniciado o estudo na primavera e finalizado no verdo pode

explicar as melhores notas de autopercepc¢ao estética ao final do estudo.
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Algumas participantes do grupo placebo descreveram detalhadamente
melhora da queda de cabelos apds a suplementacédo. Tal fato pode ser compativel
com o efeito da sazonalidade da queda de cabelos, cuja maior ocorréncia &
observada naturalmente no pico no outono (Kunz; Seifert; Trieb, 2009). Assim, as
participantes podem ter observado a auséncia de queda de cabelos durante todo o
periodo do estudo, executado na primavera e verdo, influenciando, portanto, as

respostas de autopercepgao estética.

6.1.3 Imagens faciais por estereofotogrametria
6.1.3.1 Vasos sanguineos

Quando considerada a area facial ocupada por eritema, houve resposta
significativa nos grupos CoQ10 100mg e CoQ10 200mg. Entretanto, quando a
analise incluiu, além da area de eritema, a intensidade captada, houve resposta
significativa apenas no grupo CoQ10 200mg com redugéao de 58,9% comparada ao
periodo pré suplementacao.

Alteracdes da estrutura vascular, inflamacdo e vasodilatagdo séao
clinicamente manifestados como eritema, uma vez que ocorre aumento anormal da
hemoglobina na derme papilar (Xu et al., 2016). O eritema, por sua vez, esta
fortemente associado ao envelhecimento da pele do rosto e do couro cabeludo,
surgindo por volta dos 20 anos de idade e intensificando-se a partir de 40 anos (Kim
et al., 2017). Além disso, eritema e telangiectasia séo relevantes manifestacdes de
fotoenvelhecimento (El Kahky; Diab; Ali, 2018).

O efeito antiinflamatério e antioxidante demonstrado pela CoQ10 (Lee et al.,
2013) pode estar associado a resposta clinica de melhora do eritema facial. Outros
estudos com substancias antiinflamatoérias e antioxidantes de uso topico, como a
niacinamida (Bissett et al, 2004) e ativos boténicos (Draelos; Donald, 2018),
também evidenciaram reducdo do eritema em 3 meses de tratamento. A resposta

ao tratamento do eritema facial ja instalado é distinta da sua prevenc¢do. Em outro
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estudo, a CoQ10 nas doses diarias de 50 e 150 mg via oral ndo foi capaz de

prevenir o eritema induzido pela radiagdo UVB (Zmitek et al., 2017).

Atualmente, os uUnicos medicamentos aprovados para uso topico no
tratamento do eritema facial persistente associado a rosacea sao oximetazolina e
brimonidina, que atuam através da ativagcado pds-sinaptica de receptores alfa-
adrenérgicos. Esses medicamentos podem induzir rebote do quadro de eritema,
além de efeitos adversos cardiovasculares e oftalmoldgicos (Okwundu; Cline;
Feldman, 2021). Considerando que a maioria dos pacientes com eritema facial
possui pele sensivel devido as alteragdes da barreira cutdnea (Draelos; Donald,
2018), o estudo da CoQ10 em pacientes com rosacea poderia revelar uma opg¢ao

oral segura de tratamento.

O tratamento do fotoenvelhecimento cutaneo, por sua vez, pode ser dividido
em duas etapas. A primeira inclui melhora do eritema e ectasias vasculares,
pigmentacdo, alteragdes pilosas e sebaceas. A segunda esta relacionada a
melhora do processo de envelhecimento dérmico e subcutaneo (Ganceviciene et
al.,2012). Assim, com a melhora da pigmentacdo e do eritema expostos
anteriormente, nosso estudo demonstrou importante papel da CoQ10 na primeira
etapa do tratamento do fotoenvelhecimento, principalmente com a dose oral diaria
de 200mg. Nos topicos subsequentes, destacaremos caracteristicas relevantes de
melhora também relacionadas a segunda etapa.

6.1.3.2 Hiperpigmentagdes cutaneas

A area e a intensidade das manchas foram reduzidas em todos os grupos
avaliados, porém a redugéo foi mais intensa no grupo CoQ10 200mg, que reduziu
em 31,7% a area de pele ocupada por hiperpigmentacdes na face e 49,1% quando
considerada também a intensidade da coloragcdo acastanhada. Nas avaliagdes
clinicas realizadas ao longo das consultas, tais hiperpigmentagdes correspondiam
a lentigos solares.
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A reducado, apesar de menos pronunciada, da area e intensidade das
manchas no grupo placebo semelhante ao grupo CoQ10 100mg pode estar
relacionada a sazonalidade, uma vez que o estudo foi concluido no inicio do verao,
em 2020. Esse momento estava distante do final do ultimo verdao, em 2019, que é
o periodo de maior exposi¢gdo solar, quando intensidade e area das

hiperpigmentagdes costumam aumentar (Hexsel et al., 2013).

O efeito clareador da CoQ10 ja foi demonstrado in vivo e in vitro, através da
via de sinalizagdo do a-MSH e da indugédo de genes antioxidantes pela via NRF2,
em queratindcitos expostos a radiagao UVA (Hseu et al., 2019). Em nosso estudo,
demonstramos ativagao da via NRF2 na superficie da pele, principalmente no grupo
CoQ10 200mg. Outro mecanismo de reducao de melanina foi demonstrado pela
CoQ10 em cultura de células B16, através da inibicdo da tirosinase (Zhang et al.,
2012).

Além disso, alguns ativos clareadores de amplo uso em cremes para
tratamento de hiperpigmentagdes cutaneas, como o acido kgjico, possuem como
principal mecanismo de acgéo a inibicdo da via NFkB nos queratinécitos (Searle; Al-
Niaimi; Ali, 2020). Ja foi demonstrado que a CoQ10 é capaz de modular NFkB e
IkB (Pala et al., 2016). Futuro estudo poderia avaliar a correlagdo entre o
clareamento das manchas e a inibicdo de NFkB na epiderme.

Apesar de estudos pré-clinicos mostrarem a capacidade da CoQ10 em
reduzir danos induzidos pela radiagao UV (Kim et al., 2007), o efeito de clareamento
da pele parece nao estar relacionado a protegao contra a radiacdo UV, pois o
estudo que avaliou o efeito da suplementagéo diaria com CoQ10 50 mg e 150mg
nao demonstrou modificagdes nas medidas da dose eritematosa minima (Zmitek et
al., 2017) e o uso topico também nao foi capaz de demonstrar fotoprotecao
(Tournas et al., 2006).
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6.1.4 Viscoelasticidade da pele

Houve impacto significativo (p=0,0195) na medida R6 da viscoelasticidade,
que representa a fluidez da pele e que aumenta no envelhecimento (Choi et al.,
2013). Este parametro diminuiu 72% quando comparados os periodos pré e pés
suplementagdo com a dose de 100mg de CoQ10. Quanto menor o valor de RG6,
melhor a elasticidade cutanea (Brancalion et al., 2016). Quanto maior o R6, mais
fluido € o material. Assim, os idosos costumam apresentar valores elevados deste
parametro devido a fragilidade das fibras colagenas, que se alongam facilmente,
deixando a pele com uma textura gelatinosa (Choi et al., 2013).

O grupo CoQ10 200mg mostrou leve tendéncia a queda de R6, mas n&o
significativa (p=0,8661), enquanto o grupo placebo manteve o valor inicial,
apresentando diferenca de apenas 0,015% entre os valores pos e pré
suplementagdo. O aumento da populagdo do estudo poderia evidenciar alguma

resposta significativa da CoQ10 200mg.

Em estudo anterior, a suplementac¢ao oral de CoQ10 nas doses de 50mg e
150mg/dia durante 12 semanas evitou a queda da viscoelasticidade naturalmente
esperada no inverno, em comparagao ao placebo (Zmitek et al., 2017). No grupo
placebo, comparado aos dois tratamentos, houve queda de 24,5% na unica medida
de elasticidade apresentada no estudo esloveno, concluido no inverno de 2015,
obtida na regido malar direita das participantes. O referido parametro utilizado mede
a elevacdo da pele induzida pela pressdo do ar em Megapascal (MPa). Vale
ressaltar que a Eslovénia € um pais de pequenas dimensdes geograficas cujas
regides de maior altitude, como Kredarica, atingem média de temperatura de 7
graus Celsius negativos nos meses de inverno (Ogrin et al., 2011). O estudo
esloveno concluiu, portanto, que a CoQ10 tanto na dose de 50 quanto de 150mg/dia
foi atil em evitar a reducéo sazonal da viscoelasticidade cutanea (Zmitek et al.,
2017).

Outro ponto importante que pode colaborar com resultados distintos de
medidas de ensaios clinicos prévios, além de aparelhos diversos, € o local onde a
medida de elasticidade foi aferida. Os valores encontrados para as variaveis de
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viscoelasticidade e suas correlacbes com o envelhecimento sdo diferentes quando
comparadas medidas em diferentes sitios anatémicos do corpo, como face, braco
e dorso (Ryu et al.,, 2008). Em nosso estudo, a regido analisada foi a face
fotoexposta do antebrago, onde também foram colhidos os fragmentos de pele por
bidpsia para as analises histoldgicas. No estudo citado anteriormente, a medida foi

feita na face.

Na face, o envelhecimento tem correlagdo positiva com R1, R4 e R6 e
negativa com R2, R5, R7 e R8. Ja no brago, o envelhecimento tem correlagao
positiva com R1, R3, R4, R6 e R9 e negativa com R2, R5 e R7 (Ryu et al., 2008).
As medidas de RO, R2 e R7 ndo demonstraram alteragdes significativas, apesar
de, em outros estudos, a medida R7 ter sido apontada como a mais relacionada ao
envelhecimento (Ryu et al., 2008).

Em relagao a variavel RS, que indica a elasticidade liquida, houve reducéao
significativa de 42% no grupo CoQ10 100mg (p=0.0185), enquanto placebo e
CoQ10 200mg permaneceram inalterados. A espessura da pele sugada pela sonda
durante a analise de viscoelasticidade, particularmente nas areas fotoexpostas, em
decorréncia do envelhecimento extrinseco, pode influenciar a reducdo do
paréametro R5 (Takema et al, 1994, Ryu et al., 2008).

Houve aumento significativo de R9, que representa a histerese, nos grupos
tratados, correspondendo a 17% para CoQ10 100mg (p=0.0248) e 34,3% para
CoQ10 200mg (p=0.0004), permanecendo estavel no grupo placebo. Esta medida
esta relacionada as deformidades residuais ao final do ciclo de relaxamento apos
sucgao pelo aparelho, além de mostrar correlagdo positiva com a hidratacéo
cutanea (Choi et al., 2013). Como a CoQ10 possui papel importante na integridade
da barreira cutdnea (Marcheggiani et al., 2019), os grupos tratados podem
apresentar melhor histerese. Alguns cremes contendo lipideos do estrato corneo,
por exemplo, sdo capazes de melhorar a hidratacdo da pele e, consequentemente,
trazer beneficios para as analises da elasticidade (Yilmaz; Borchert, 2006).

Quanto maior a densidade de ligagdes entre as fibrilas de colageno, mais
rigido é o tecido (Avery; Bailey, 2008). Assim, um tempo maior de suplementagao
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com CoQ10 poderia gerar mais conexdes entre as fibrilas construidas e,

consequentemente, melhorar a viscoelasticidade da pele.

6.1.5 Hidratacao da pele

A melhora da hidratagcédo da pele ocorreu de forma semelhante em todos os
grupos e pode ser justificada pelo fato de as participantes terem iniciado o estudo
na primavera e terminado no verdo. Na regido sudeste do Brasil, as quatro estagbes
apresentam uniformidade de distribui¢do de chuvas, mas consideravel diferenca na
umidade relativa do ar (Rao; Cavalcanti IFA, Hada, 1996). Durante o verdo na
cidade de S&o Paulo, s&o encontradas as melhores médias de umidade relativa do
ar, em oposicao a taxas inferiores a 20% encontradas no inverno (Masiero; Souza,
2018). Novamente, a inclusdo de um grupo placebo mostra fundamental
importancia em estudos com analise de respostas clinicas cutaneas a intervencoes

orais ou topicas.

Outro fator plausivel é a influéncia do efeito Hawthorne em ensaios clinicos,
quando os participantes mudam de comportamento pelo fato de estarem sob
analise (Sedgwick; Greenwood, 2015). Um maior cuidado global com a saude
durante o estudo pode ter estimulado a maior ingesta diaria de agua por parte das
participantes, explicando a melhora nos trés grupos.

O fato da suplementagéo oral de CoQ10 100mg ou 200mg n&o ter mostrado
diferenca quando comparada ao placebo esta de acordo com ensaio clinico prévio,
placebo controlado, realizado com doses de 50mg e 150mg de CoQ10 (Zmitek et
al., 2017). Para medidas de hidratagcdo da pele o sitio anatdmico de afericdo nao
impacta no resultado, assim o antebrago € considerado representativo de regides
da face (Bazin; Fanchon, 2006).
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6.1.6 Perda de agua transepidérmica ou Transepidermal Water Loss (TEWL)

Houve tendéncia a redugdo nos valores de TEWL nos grupos
suplementados com CoQ10. O grupo CoQ10 100mg mostrou redugcao de11,5 %
(p=0,0935), enquanto o CoQ10 200mg, 4,7 % (p=0,5106), porém nao significante.
O grupo placebo mostrou aumento de 8,7%, também n&o significante (p=0,2456).

Estudo recente, com 17 participantes no grupo placebo e 17 usando
suplementagéo oral diaria combinada de 50mg CoQ10 com 4000mg de colageno
hidrolisado de peixe, 80mg de vitamina C, 920 ug de vitamina A e 150ug de biotina,
também n&o mostrou diferenca na TEWL (Zmitek et al., 2020). Um estudo com
populagado maior poderia ser util para evidenciar a tendéncia observada em nossos

resultados.

6.1.7 Exame ultrassonografico da pele

Em relacdo a medidas de espessura total da pele e densidade dérmica
aferidas na regido extensora do antebrago das participantes pelo ultrassom de alta
frequéncia, ndo houve alteragdes significativas em nenhum dos grupos. Este dado
corrobora com outro ensaio clinico com CoQ10 nas doses diarias de 50mg ou
150mg por 12 semanas, onde a densidade e a espessura dérmicas, medidas na
regido zigomatica facial, ndo mostraram diferenca em relagéo ao placebo (Zmitek
et al., 2017).

Por outro lado, quando combinada com colageno oral, vitamina C, vitamina
A e biotina, a CoQ10 na dose diaria de 50mg por 12 semanas, foi capaz de
aumentar a densidade dérmica da regido zigomatica facial, mas nao influenciou a

espessura da derme (Zmitek et al., 2020).

Apesar do ultrassom de alta frequéncia ser amplamente utilizado para medir
eficacia de produtos para tratar envelhecimento cutadneo, existem inumeras
variagdes de resultados de acordo com o sitio anatdmico e até mesmo com a idade

(Vergilio et al., 2021). Para medidas realizadas no antebrago, existem diferencas
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biofisicas significativas encontradas quando avaliada a superficie extensora e
flexora, sendo maior a ecogenicidade na regido flexora (Carvalho et al., 2017). Os
parametros de espessura dérmica também variam com a idade e com o sitio
anatémico avaliado (Crisan et al., 2012). Isto pode explicar diferengas encontradas
entre os ensaios clinicos. Um tempo maior de suplementagao oral poderia ser util

em demonstrar mais resultados.

6.2 PARAMETROS HISTOLOGICOS

6.2.1 Hematoxilina-eosina (HE)

6.2.1.1 Area de epiderme celular e razdo entre area total de epiderme celular

e extensao total da superficie epidérmica

A area de epiderme celular, apdés a suplementacdo, aumentou
significativamente no grupo CoQ10 100mg e apresentou aumento duas vezes
maior no grupo CoQ10 200mg. Quando ajustada de acordo com a extenséo total
da superficie epidérmica, a observagdo de aumento nos grupos suplementados foi

significativamente mantida, enquanto o valor para o placebo diminuiu em 8,7%.

Este resultado mostra ajuste de alteragdes epidérmicas proprias do
envelhecimento, uma vez que a espessura da epiderme tende a diminuir, apos os
60 anos de idade, nas regides de pele fotoexposta como antebrago e regido
zigomatica (Crisan et al., 2012). Isto ocorre devido a redugédo da quantidade de
células tronco epidérmicas, que diminuem a capacidade de regeneracéo da pele
durante o envelhecimento (Niamtu, 2019). A CoQ10, na forma reduzida de
ubiquinol, possui acéo antiapoptotica epidérmica ao regular o mecanismo de morte
celular programada induzido no ambiente extracelular através da liberagdo de
ceramidas pela esfingomielina (Marcheggiani et al., 2019).

O aumento da area de epiderme é relevante porque a pele € a primeira
barreira de defesa do organismo contra agressdes externas, incluindo radiagéo UV,

microrganismos, substancias contaminantes e traumas. Este papel de protecéo é
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desempenhado principalmente pela epiderme e sua fungao de barreira cutanea
(Yang et al., 2020). Quando ocorrem alteragbes na barreira, frequentes no
envelhecimento, ha predisposicdo a inumeras afecgbes dermatoldgicas
(Chambers; Vukmanovic-Stejic, 2020), além de uma maior susceptibilidade a um
aumento na absorgcdo de substancias téxicas do ambiente e perda de agua
(Edamitsu et al., 2022), reduzindo a hidratagdo e aumentando a formagéo de rugas
(Niamtu, 2019).

A matriz lipidica da epiderme é constituida principalmente por colesterol,
acidos graxos livres e ceramidas. Considerando que a biossintese de CoQ10 e de
colesterol compartilham a via comum enddgena do mevalonato (Pravst et al, 2020;
Gutierrez-Mariscal et al., 2021), o mecanismo de a¢cdo da CoQ10 na epiderme pode
estar relacionado ao colesterol presente nesta camada e poderia ser mais bem

esclarecido em futuros estudos.

Ja foi previamente descrito que a administragcdo oral de CoQ10 é capaz de
elevar os niveis epidérmicos desta coenzima e possui agao de produgao de energia
celular além de antioxidante na pele (Ashida, 2009). Além disso, um dos principais
mecanismos de agéo sugerido para agao antienvelhecimento cutdneo da CoQ10
esta relacionado a protecdo dos queratindcitos contra radiagdo UV (Inui, 2008),
apesar de dose de 50mg e 150mg por dia ndo terem demonstrado alteragbes
significativas na dose eritematosa minima, que reflete apenas protegédo anti-UVB
(Zmitek et al., 2017)

Em ensaios clinicos, os efeitos da CoQ10 nas células epidérmicas sao pouco
descritos, pois a maioria dos estudos nao realizam biopsias cutaneas (Zmitek et al.,
2017; Zmitek et al., 2020). Assim, estudos complementares futuros analisando
expressdes de importantes estruturas epidérmicas como involucrina, loricrina e
filagrina poderiam ser realizados para melhor esclarecer o papel da CoQ10 na

barreira cutanea de idosos.
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6.2.1.2 Extensdo da jungdo dermo-epidérmica (JDE) e raz&o entre JDE e

superficie da epiderme

A medida do comprimento da JDE isoladamente ou corrigida pela razdo com
a superficie epidérmica do fragmento de pele representado na histologia nao

demonstrou alteragéo significativa apos suplementagdo em nenhum dos grupos.

No envelhecimento cutdneo, a redugcédo de colageno VIl evidenciada nas
rugas parece estar relacionada a JDE aplanada, que altera a conexdo entre a
derme e a epiderme (El-Domyati, 2014). Como estudos com suplementagao oral
de CoQ10 ja demonstraram melhora das rugas faciais, com doses de 50mg e
150mg diarios (Zmitek et al., 2017), esta analise histoldgica foi realizada no intuito
de revelar este possivel mecanismo de agdo. Como tal efeito ndo foi demonstrado,
podemos levantar a hipétese de que a melhora das rugas possa acontecer pela

recuperacao da barreira cutanea epidérmica, demonstrada no nosso estudo.

6.2.2 Picrosirius vermelho
6.2.2.1 Picrosirius vermelho sem polarizagao

A primeira avaliagéo histologica de colageno pré e pds suplementagao foi
realizada pela coloragao de picrosirius vermelho (PSV), com quantificagao da area
marcada, que nao evidenciou resposta significativa na derme superficial e
profunda. Entretanto, durante estas analises, foram observadas imagens
microscopicas que sistematicamente apresentavam finos prolongamentos das
fibras de colageno. Considerando que na pele as fibrilas de colageno sao dispostas
de forma dispersa, com o objetivo de conferir resisténcia a deformagbdes em
diversas diregbes (Flynn, 2014), diferente das fibrilas dos tendbes, que séo
perfeitamente alinhadas em um Junico eixo (Chavaunne; Hazel, 2016),
consideramos que poderiam representar o inicio da produg¢do de colageno novo.
Porém, por representarem uma area extremamente pequena comparada com a

area total de fibras colagenas, os resultados n&o foram representativos.
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Historicamente, as coloragdes para colageno possuem como principal
desvantagem a baixa deteccédo de fibras finas (Rich; Whittaker, 2005). Uma
comprovacgéo disto € a falta de precisdo em detectar fibras muito finas de colageno
demonstradas na microscopia eletrénica (Liu et. al, 2021b). Desta forma, a
quantificacdo de colageno € subestimada. Em busca de um método capaz de
quantificar melhor estas fibras, surgiu o PSV (Sweat et al., 1964), um método que
foi progressivamente aprimorado e difundido por pesquisadores brasileiros, que
utilizaram a polarizagdo da luz para melhorar os resultados (Junqueira; Bignolas;
Brentani,1979; Vidal, Mello; Pimentel, 1982). Apesar de toda especificidade
conferida pela combinagdo de PSV e luz polarizada, o método ainda hoje nao é
amplamente explorado, pois muitos estudos usam a microscopia de campo claro,
em vez da polarizagao circular, para detectar colageno corado por PSV quantificado
por programas de computador, subestimando a contagem de fibras mais finas
(Rich; Whittaker, 2005).

Coloragbes amplamente utilizadas para deteccdo de colageno, como o
tricrdomio de Mason e o pentacromo de Movat, possuem especificidade limitada e
maior probabilidade de desaparecer ao longo do tempo, quando comparadas ao
PSV (Greiner et al., 2021). Além disso, a coloracéo verde da fibra colagena
marcada com PSV polarizado torna-se vermelha quando progride de fibra fina para
espessa (Rich; Whittaker, 2005). O PSV ¢, portanto, um dos melhores e mais
especificos métodos histoquimicos para detectar estas fibras, quando combinado
com a microscopia de luz polarizada (Liu et al., 2021b).

Esta baixa capacidade de detecgao de fibras finas, mesmo através de
analises histologicas, pode explicar por que ensaios clinicos prévios com objetivo
de avaliar rejuvenescimento da pele através da suplementagéo oral de colageno
nao demonstraram melhora da espessura ou densidade dérmica, quando avaliadas
exclusivamente por USG apés 12 semanas de suplementacéo (Zmitek et al., 2017;
Zmitek et al., 2020).
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6.2.2.2 Picrosirius vermelho com polarizagao

Tornou-se de extrema importadncia para nosso estudo a melhor
caracterizagao das fibras de colageno com a técnica de polarizagéo circular da luz
na coloracao de picrosirius vermelho, no intuito de identificar se novas fibras haviam
sido formadas em algum dos grupos. Ao proceder este refinamento da analise,
houve resultado significativo de 40,6% de aumento do colageno novo, na derme
profunda, no grupo CoQ10 100mg. Neste mesmo grupo, foi evidenciada redugao
também significativa de 58,8% do colageno antigo na derme profunda. Estes
resultados sugerem, portanto, a recuperagdo do processo de biossintese de

colageno, caracteristicamente reduzido no envelhecimento (Quan; Fisher, 2015).

Apesar do grupo CoQ10 200mg apresentar aumento de colageno novo na
derme profunda correspondente a um valor 72% maior que a tendéncia de aumento
observada no grupo placebo (Tabela 24), ndo houve diferenga significativa. O

aumento do numero de participantes poderia evidenciar melhor este dado.

Na derme superficial, apesar da tendéncia observada de reducdo de
colageno novo no grupo placebo e aumento nos grupos suplementados com
CoQ10, ndo houve significancia (Apéndice AF e AG). Como as fibras de colageno
| na derme papilar ja sdo finas e convolutas fisiologicamente, enquanto na derme
reticular sdo espessas e organizadas (Kroger et al., 2021), o surgimento destas
fibras finas pode ter sido mais bem diferenciado na marcacédo da derme profunda.

Além disso, a distancia entre as fibras de colageno | é maior na derme
reticular enquanto a densidade destas fibras € menor, quando comparadas com a
derme papilar (Kroger et al., 2021), podendo facilitar a representatividade numérica
na quantificacdo destes valores na camada mais profunda da derme. Assim,
analises qualitativas da estrutura de colageno na derme reticular e papilar poderiam
ser incluidas para detalhar melhor estas possiveis alteragdes.

Quando analisados resultados de tratamentos consagrados para
envelhecimento cutaneo, como a luz intensa pulsada, a melhora vascular e
pigmentar é praticamente imediata, como observamos neste estudo, enquanto a

resposta de estimulo a producéo de colageno é tardia, com resultados perceptiveis
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entre 3 e 12 meses apods o tratamento (Ganceviciene et al., 2012). Assim, o tempo
de suplementacédo pode ter sido suficiente para demonstrar apenas o inicio da
indugdo do processo de formacgdo de colageno, mas insuficiente para evidenciar
fibras novas completamente constituidas. Portanto, mais tempo de suplementagao

poderia demonstrar maiores beneficios.

O tempo exato para construgdo de novas fibras de colageno na pele ainda
nao esta bem definido (Revell et al., 2021). A formagédo de feixes de fibrilas
colagenas acontece inicialmente no espaco intracelular, através da produgéo de
mondémeros, numa velocidade de 2x10° por hora (Calverley et al., 2020).
Posteriormente ha a montagem da tripla hélice, realizada em segundos, e o
transporte e distribuicdo destas estruturas até a membrana plasmatica, durante
minutos (Revell et al., 2021). A migragéo celular, por sua vez, favorece a disposi¢cao
e alinhamento de feixes de fibrilas vizinhas, para que aconteca a fusao de suas
extremidades, num processo de aumento do comprimento destas estruturas
(Graham et al., 2000), cuja duragao ainda ndo esta bem definida, podendo levar
dias ou meses (Revell et al., 2021).

Sequencialmente, a estrutura do procolageno tem seus dominios globulares
terminais, conhecidos como N- e C-propeptideos, removidos de forma enzimatica
para formar o colageno (Bekhouche; Colige, 2015). O colageno une-se entdo para
construir fibras estriadas, por meio de ligagdes covalentes estabilizadas através da
enzima lisil oxidase (Shoulders; Raines, 2009). Assim, por depender de uma reagao
de oxidagao para manter estas estruturas estaveis, talvez a maior dose de CoQ10
testada, ao predispor a processo mais intenso de antioxidag&o, ndo tenha induzido
formacgao de colageno téao significativa quanto a menor dose utilizada em nosso

estudo.

Ainda considerando o processo fisiologico de sintese de colageno, outra
possibilidade € que no grupo tratado com CoQ10 200mg, eventualmente, possam
ter sido incluidas mais participantes com deficiéncia de vitamina C, que é
fundamental na etapa de ac¢ao da lisil oxidase e na hidroxilagdo. Apesar da CoQ10,
na forma reduzida de ubiquinol, ser capaz de regenerar antioxidantes importantes

como tocoferol e vitamina C (Marcheggiani et al., 2019), as participantes podem ter
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iniciado o estudo com niveis séricos basais diferentes destes antioxidantes. Neste
estudo, por limitagdes de custos, a dosagem sérica de vitamina C nao foi realizada.
O baixo nivel sérico de vitamina C poderia ser acrescentado como critério de

exclusdo para proximos estudos.

Esta acdo de estimulo de producdo de colageno evidenciada na derme
profunda do grupo CoQ10 100mg, ja foi anteriormente descrita em estudos pré-
clinicos. Em cultura de células, a CoQ10 foi capaz de induzir proliferacdo de
fibroblastos, aumentar a expressao de colageno tipo IV e reduzir MMP-1 induzida
pela radiacdo UV (Zhang et al., 2012). Neste mesmo sentido, o tratamento de
fibroblastos com CoQ10 inibiu 0 aumento de PGE-2, IL-6 e MMP-1 pds irradiagao
UV (Fuller et al., 2006).

Em ensaio clinico, por sua vez, a CoQ10 na dose de 180mg por dia, durante
28 dias, foi capaz de reduzir significativamente uma hidroquinona oxidase
relacionada ao envelhecimento celular (Morré et al., 2008). Assim, os mecanismos
sugeridos para agéo antienvelhecimento da CoQ10 na pele estédo relacionados a
proliferacédo de fibroblastos, aumento dos constituintes da membrana basal e agao
antioxidante capaz de proteger o dano celular que induz a pigmentagao da pele
(Ashida, 2009).

6.2.3 Weigert

Tanto na derme papilar quanto na reticular, houve redugéo significativa da
area ocupada por fibras elasticas no grupo placebo e CoQ10, sendo até mais
proeminente na derme reticular. No grupo CoQ10 200mg, esta redugdo nao
ocorreu. O afinamento e a fragmentacdo das fibras elasticas é uma das
caracteristicas do processo de envelhecimento, gerando comprometimento da
funcao destas fibras (Heinz, 2021). Este processo de perda de elasticidade cutédnea

manifesta-se clinicamente como flacidez (Ganceviciene et al., 2012).

Além da pele, outros tecidos de vital importancia presentes no sistema
cardiovascular, respiratorio e oftalmologico (Robert; Robert; Fulop, 2008) sao
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acometidos, tornando este processo de vital importancia. O aumento da regulagao
de lisil oxidase (LOX), por exemplo, induz estresse oxidativo responsavel pelo
remodelamento de elastina e consequente rigidez vascular nos hipertensos
(Martinez-Revelles et al., 2017).

Molecularmente, o envelhecimento da elastina e das fibras elasticas envolve
mecanismos de degradacdo enzimatica, dano oxidativo, glicacdo e peroxidagao
lipidica, dentre outros (Heinz, 2021). Mesmo um estilo de vida saudavel ndo é capaz
de prevenir este processo de envelhecimento intrinseco onde a elastina acumula
danos progressivamente, com o passar do tempo (Robert; Robert; Fulop, 2008).
Acredita-se que o envelhecimento da elastina seja, portanto, o fator limitante da
expectativa de vida em humanos (Robert; Robert; Fulop, 2008).

Além disso, considerando que a amostra de pele analisada foi retirada da
regido fotoexposta do antebrago, € importante ressaltar que o envelhecimento
extrinseco promovido pela radiacdo UV aumenta a degradagdo enzimatica de
elastina e de fibrilina-1 (Mora Huertas et al., 2016; Eckersley et al., 2020). No
processo de fotoenvelhecimento, os aldeidos da peroxidagcdo lipidica,
principalmente o 4-hidroxinonenal (HNE) e a acroleina conectam-se a elastina e
contribuem na formagdo do material elastotico na pele (Tanaka et al.,, 2001)
associado a elastose solar e a presenga de rugas profundas (Larroque-Cardoso et
al., 2015).

Assim, o mecanismo pelo qual a CoQ10 evitou a reducao de fibras elasticas
pode estar relacionado tanto a mecanismos de envelhecimento intrinseco quanto
extrinseco, pois os resultados foram observados na derme papilar e reticular. Em
estudo realizado com cultura de células, o tratamento com CoQ10 foi capaz de
induzir a expressao do gene de elastina nos fibroblastos e diminuir a produgéo de
IL-1a induzida pela radiagdo UV na linhagem de queratindcitos HaCat (Zhang et al.,
2012), mecanismo que poderia explicar o resultado encontrado neste ensaio
clinico. Outros estudos clinicos ja demonstraram o papel da suplementagéo oral na
melhora de rugas faciais (Zmitek et al., 2017, Zmitek et al., 2020).
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6.2.4 EXPRESSAO DE PROTEINAS POR IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)
6.2.4.1 Nrf2

O envelhecimento estudado em 6rgdos como o figado evidencia disturbios
celulares induzidos pela ativacdo de ROS e producao de citocinas inflamatérias
(Kim; Kisseleva; Brenner, 2015), culminando em alteragbes de superficie do
reticulo endoplasmatico e do numero de mitocéndrias (Liochev, 2013). Em modelo
animal de envelhecimento hepatico induzido por D-galactose, os polifendis de cha
verde administrados por via oral foram capazes de atenuar o envelhecimento do
figado através da via NRF2, suprimindo o estresse oxidativo e os marcadores
inflamatdrios. No estudo citado, houve estimulo da superoxido desmutase, catalase
e glutationa S-transferase, além de supressao de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, de
importantes marcadores do estresse oxidativo como malondialdeido e éxido nitrico
e de relevantes marcadores inflamatérios como TNF-a, TGF-f3, IL-18 e IL-6 (Wang
et al., 2022).

De forma analoga, avaliamos a via NRF2 no intuito de buscar a potencial
acao antienvelhecimento da CoQ10. Neste sentido, estudos de mecanismos
fisiologicos de envelhecimento evidenciaram a reduzida capacidade de acumulo
intranucleo de NRF2, como um dos sinais de envelhecimento em diferentes tecidos
(Suh et al., 2004; Ungvari et al., 2011; Muthusamy et al., 2012), sugerindo a
alteracdo desta via de sinalizagdo como importante caracteristica do complexo
processo de envelhecimento celular (Yates et al., 2007).

O NRF2 é, portanto, um fator chave no processo de antioxidagao, regulando
mais de 90% dos genes envolvidos (Lisk et al., 2013), capaz de prevenir a
senescéncia celular (Sheriman et al., 2022). Regula a adaptagédo das mitocéndrias
no estresse oxidativo, processo conhecido como mitohormese, a sintese de
glutationa, o reparo de DNA, a producdo de NADPH e a proteostase (Musci;
Hamilton; Linden, 2019; Yu; Xiao,2021).

Ao considerarmos o provavel mecanismo de agdo da CoQ10 junto a via
NRF2, tomamos como referéncia outras analises que ja demonstraram, por

exemplo, que exercicio fisico induz mitohormese através do estimulo da via de
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NRF2 (Sheriman et al., 2022). De forma possivelmente complementar, a CoQ10
poderia estimular esta via, uma vez que ja foi demonstrado que a suplementagao
da coenzima Q10 apos atividade fisica aumenta a expressao de NFkB, IkB, NRF2
e HO-1 (Pala et al., 2016).

Entretanto, a ativagdo de NRF2 é extremamente sensivel a variagdes como
duragao e intensidade da atividade fisica realizada. Quanto maior a duragéo e
intensidade, mais intensa a resposta da via NRF2 (Sheriman et al., 2022). Assim,
a ativacdo de NRF2 na pele, através da suplementacao oral de CoQ10, também
poderia seguir este padrdo dose dependente, uma vez que o grupo CoQ10 200mg
apresentou, ao final do estudo, valores superiores ao grupo placebo e CoQ10
100mg. Um aumento da populacdo do estudo poderia ser suficiente para

demonstrar esta tendéncia.

Outro fator importante na ativacdo de NRF2 é que o excesso de ROS ativa
a MAPK10, proteina quinase 10 ativada por mitégeno, que por sua vez regula a
expressao e translocacao intranucleo do NRF2. Consequentemente, inumeros
genes relacionados a antioxidagao sao transcritos (Atyah et al., 2022). As enzimas
antioxidantes ativadas pela via NRF2 incluem NAD(P)H desidrogenase quinona 1
(NQO1), heme oxigenase-1 (HO-1), peroxirredoxina 1 (Prdx1), superoxido
dismutase-1 (SOD-1) e diversas enzimas relacionadas a sintese de glutationa,
como glutationa S-transferases (GSTs) e modificador de glutamato-cisteina ligase
(GCLM) (Bruns et al., 2015). A ampliagao do estudo, por imuno-histoquimica com
marcadores para fatores antioxidantes poderia revelar quais genes sao ativados na

pele, apds a suplementacdo de CoQ10, via NRF2.

Além disso, o NRF2 é capaz de realizar autorregulagéo, intensificando sua
propria expressao no intuito de elaborar uma resposta celular extremamente eficaz
ao estresse oxidativo (Bruns et al., 2015). Assim, a suplementagao oral ofertada
por um periodo maior poderia evidenciar niveis mais significativos de NRF2 no
grupo CoQ10 200mg atraveés desta potencial autorregulagao.

A opgao de prolongar o tempo de suplementacdo para idosas parece mais
benéfica dermatologicamente que aumentar a dose de CoQ10 além de 200mg por
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dia, uma vez que a superexpressao de NRF2 pode induzir descamacgao e
ressecamento da pele (Schafer et al., 2012). Em casos extremos, onde existe uma
mutacdo capaz de manter NRF2 permanentemente ativo, a analise histologica
evidencia espessamento da epiderme, com acantose e hiperqueratose, mostrando

clinicamente a pele descamativa e extremamente seca (Schafer et al., 2012).

Além da dose e tempo de suplementagcdo, a grande miscigenagdo da
populacao brasileira pode refletir diferentes graus de resposta a ativagao de NFR2,
uma vez que existem varios polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs, do inglés
“single nucleotide polymorphism”) documentados no locus NRF2, situado no
cromossomo 2g31.2. A frequéncia do alelo menor de NRF2 617 C>A, por exemplo,
€ alta entre asiaticos, reduzindo progressivamente em europeus e africanos
(Edamitsu et al., 2022).

A caracteristica cor da pele, considerada na classificacdo de Fitzpatrick
utilizada em nosso estudo como critério de inclusdo, para estimar ancestralidade
individual, pode ser inadequada para brasileiros (Parra et al., 2003). Isto acontece
porque diversas etnias, como amerindia, caucasiana e africana, contribuiram para
a imensa miscigenagao da nossa populagdo, desde a colonizacdo do Brasil.
Particularmente na cidade de S&ao Paulo, onde o estudo foi realizado, ha grande
influéncia de italianos, espanhdis e alemaes, além de indigenas e africanos
(Oliveira et al., 2011). Assim, apesar do critério de inclusdo limitar categorias de
Fitzpatrick, a ativacdo de NRF2 pode ter sofrido variagdes étnicas.

Um outro desafio encontrado para ativagao de NRF2 na faixa etaria do nosso
estudo é o fato de estimulos ndo patolégicos, que sabidamente aumentam a
sinalizacao nuclear de NRF2, apresentarem resposta reduzida em idosos, devido
a diminuida capacidade de realizar importacido nuclear de NRF2 no envelhecimento
(Done; Gage; Nieto, 2016). Isto acontece, por exemplo, na resposta de NRF2
induzida por exercicio aerébico submaximo, quando comparada entre homens
jovens com média de idade de 23 anos e idosos com média de 63 anos de idade.
O exercicio induz expressao génica de HMOX1, enzima de fase Il, nas células
mononucleares do sangue periférico dos jovens, gerando acumulo de NRF2
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intranucleo, enquanto tal resposta esta reduzida nos idosos (Done; Gage; Nieto,
2016).

Esta mesma resposta reduzida de NRF2 é observada em diferentes
estruturas ao longo do processo de envelhecimento, como musculo esquelético,
musculo cardiaco e figado, gerando aumento de radicais livres e deplegdo de
glutationa. Por isso, acredita-se que intervencdes capazes de ativar NRF2 podem
impactar positivamente no controle do envelhecimento e longevidade (Bruns et al.,
2015). O aumento de expressdo de NRF2 induziu aumento de longevidade em
diferentes espécies de animais como ratos, nematdédeos e moscas (Bruns et al.,
2015).

Neste sentido, estudos com individuos centenarios especulam que a via de
sinalizagdo NRF2 é constitutivamente regulada positivamente em humanos
longevos, proporcionando extensao da expectativa de vida. Tal idéia vem do fato
da alimentacdo de muitos centenarios ser extremamente rica em fitoquimicos,
como flavondides e polifendis. A agédo antienvelhecimento gerada pela ingestao de
fitoquimicos decorre provavelmente da indugao de resposta adaptativa ao estresse,
conhecida por hormese, envolvendo a ativagdo da via NRF2 (Davinelli; Willcox;
Scapagnini, 2012). De forma analoga, o estudo detalhado da hormese apoés
suplementacdo oral de CoQ10 poderia contribuir para evidenciar possiveis

mecanismos de acao antienvelhecimento.

Apesar da fungdo do NRF2 reduzir progressivamente com o aumento da
idade, as células neoplasicas, mesmo no envelhecimento, sdo capazes de burlar
este mecanismo, mantendo elevados niveis de NRF2, para garantir a
sobrevivéncia. Assim, s&o capazes de assegurar significativa resisténcia

terapéutica e comportamento mais agressivo (Atyah et al., 2022).

Em condigbes gerais, o NRF2 protege as células do organismo das
transformagdes carcinogénicas através de mecanismos da imunidade celular e da
antioxidacdo (Atyah et al.,, 2022). Porém, inumeros estudos ja sugeriram os
elevados indices neoplasicos de NRF2 como marcadores de mau prognostico para
cancer de pulmao (Romero et al., 2017), es6fago (Shibata et al., 2011), cabeca e
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pescogo (Martinez et al., 2015) e figado (Raghunath et al., 2018). Assim,
paradoxalmente, o NRF2 induz protecdo nos hepatdcitos saudaveis enquanto
propicia mais agressividade para células de hepatocarcionoma (Raghunath et al.,
2018). Portanto, € necessario ter cautela antes de suplementar com antioxidantes
pacientes com diagnostico de cancer.

Na diregao oposta, a supressao da via NRF2 esta associada ao aumento do
estresse oxidativo e envelhecimento prematuro, como na Sindrome de Hutchinson-
Gilford ou progeria (Kubben et al., 2016). Portanto, o equilibrio entre ativagéo e
supresséo da via NRF2 pode definir o ténue limiar entre a longevidade e o pior

progndstico neoplasico.

Assim, no estudo do envelhecimento, talvez seja mais relevante administrar
pequenas doses de substancias capazes de modular sistemas intracelulares
especificos de defesa e antioxidagdo do que suplementar grandes quantidades de
antioxidantes para atingir niveis intracelulares significativos capazes de induzir o
efeito de combate ao estresse oxidativo (Boo, 2020). Uma vez que, dentre as
inumeras vias celulares de resposta ao estresse oxidativo na pele, a via NRF2 &
reconhecida como a mais importante (Boo, 2020), um estudo com maior numero
de participantes suplementadas com placebo, 100mg e 200mg diarios seria
relevante para definir a dose mais apropriada para idosas.

Em nosso estudo, considerando as idosas dos grupos placebo e CoQ10
100mg, esta importante via de antioxidagao nao foi suficientemente ativada nem na
superficie nem na camada profunda da pele, apresentando resultados
decrescentes apds os 3 meses de avaliagdo. Entretanto com 200mg diarios de
CoQ10 foi possivel observar tendéncia de aumento da resposta NRF2.

Outro risco de ter esta via ndo apropriadamente ativada na faixa etaria
estudada esta relacionado ao fato de a reduc¢ao da resposta intracelular de NRF2
também ja ter sido associada a patogénese da Doencga de Parkinson, considerada
a segunda principal causa de disturbio neurodegenerativo relacionado ao
envelhecimento (Anandhan et al., 2021). O potencial terapéutico do NRF2 nos
processos neurodegenerativos (Calkins et al., 2009) e oncoldgicos (Saw; Kong,
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2011) ja esta bem estabelecido. Neste sentido, a via de NRF2 é estimulada por
intervengdes relacionadas a longevidade em diferentes espécies, pois o estresse
oxidativo esta presente em inumeras doengas crénicas (Bruns et al., 2015).

Além disso, o NRF2 é importante para respostas imunes tipo 2 locais ou
sistémicas e estimula defesas epidérmicas antioxidantes (Ogawa et al., 2020). A
reducdo da atividade de NRF2 nos queratindcitos, por exemplo, prejudica a
memoria das células T citotoxicas (Ogawa et al., 2020).

Quando consideramos apenas as camadas profundas da pele, a
suplementagcao oral de CoQ10 200mg por dia foi capaz de evitar a significativa
reducdo de NRF2 apresentada nos grupos placebo (56%) e CoQ10 100mg (58%)
ao longo dos 3 meses. O grupo CoQ10 200mg manteve os niveis de NRF2 nas
camadas mais profundas da pele, com tendéncia a aumento, embora nao

significativo.

Ao analisarmos as camadas mais superficiais, houve redugdo nos grupos
placebo e CoQ10 100mg, sendo significativa neste ultimo grupo. Ja o grupo CoQ10
200mg, assim como nas analises da derme profunda, apresentou tendéncia a
aumento de NRF2. Acreditamos que um aumento da populacédo do estudo poderia
evidenciar significativamente esta tendéncia, uma vez que o conteudo de CoQ10
na epiderme corresponde a dez vezes mais que o0 detectado na derme

(Marcheggiani et al., 2019).

Na superficie da pele, o NRF2 & um fator de transcricdo capaz de induzir a
expressao de inumeros genes citoprotetores que codificam enzimas antioxidantes
e desintoxicantes, em resposta a estimulos externos, desempenhando papel
fundamental na barreira cutanea e homeostase epidérmica (Edamitsu et al., 2022).
Por este motivo, a camada superficial da pele foi analisada separadamente em
relagdo a profunda, mas ndo houve diferenga significativa nos resultados.

6.2.4.2 p53

A analise de expressao da proteina p53 na epiderme mostrou redu¢ao nos
grupos CoQ10 100mg e CoQ10 200mg, sendo mais significativa quando foram
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combinados além do percentual, a intensidade de marcagao imuno-histoquimica,
seguindo classificacdo previamente descrita (Liang et al., 1999). O grupo placebo,
por sua vez, mostrou uma tendéncia oposta aos grupos suplementados, com

aumento dos valores.

Ja foi descrito que a CoQ10 induz apoptose em células neoplasicas de
linhagens cutaneas, como melanoma e carcinoma espinocelular, mantendo
intactas as células normais da pele (Persaud et al., 2008). Quando aplicada
topicamente na concentracao de 1 a 1,5% em base lipossomal, durante 30 dias, a
CoQ10 induziu redugao de 55% do tamanho do tumor do tipo melanoma, em estudo
pré-clinico (Persaud et al., 2006). Uma possivel explicagao para este resultado esta
no fato de mais da metade dos melanomas apresentarem desregulagao dos genes
mdm2 e p14ARF, relacionados ao controle da p53, que também pode ser
responsavel pela resisténcia a quimioterapicos (Persaud et al., 2008).

Em outro estudo, a dieta mediterranea, quando suplementada com 200mg
diarios de CoQ10, reduziu o dano oxidativo do DNA e diminuiu a oxidagao celular
em idosos através da reducgao citoplasmatica e nuclear de p53 em células
mononucleares do sangue periférico (Gutierrez-Mariscal et al, 2012), em
consonancia ao observado na pele no nosso estudo. Analogamente, em células
tronco mesenquimais, a CoQ10 reduziu a expresséo de p53, p21 e p16 no grupo
tratado com d-galactose, mostrando protecdo destas células contra o estresse
oxidativo e sugerindo papel relevante da via Akt/mTOR na prevencédo da
senescéncia celular (Zhang et al., 2015).

De maneira oposta, a suplementacdo de CoQ10 em animais
orquiectomizados aumentou a expressdo génica de p53, sugerindo potenciais
efeitos no controle da imunossenescéncia no sexo masculino (Souri; Bidmeshki-
Pour; Karimi, 2017). Quando consideradas células neoplasicas, muitas analises
demonstraram aumento da expresséo de p53 induzida pela CoQ10. Em linhagem
celular de hepatocarcinoma humano, por exemplo, a CoQ10 combinada com
piperina foi responsavel pela ativacdo de bcl-2, caspase-3, caspase-9 e p53,
demonstrando potencial efeito anticancer (Al-dJohani et al, 2022). Em cultura de

células de cancer colorretal humano, a CoQ10 inibiu o crescimento de células
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neoplasicas através da produgdo de Oxido nitrico regulada pela sinalizagao

apoptotica de Bax, Bcl-2, p21 e p53 (Jang et al., 2017).

Em duas linhagens celulares humanas de cancer de pancreas, o excesso de
CoQ10 induziu apoptose das células neoplasicas através do aumento de EROs,
mostrando que o estado pré-oxidativo é essencial neste tipo de atividade anticancer
(Dadali et al., 2021). Tanto a deficiéncia quanto o excesso de CoQ10 aumentam os
niveis de EROs, induzindo disfungdo mitocondrial, culminando em morte celular.
Niveis normais de CoQ10 mitocondrial favorecem a homeostase e a sobrevivéncia
celular. O limite de excesso de CoQ10 mitocondrial que gera morte celular varia em
diferentes tipos de células (Dadali et al., 2021). Em nosso estudo, as doses de
100mg e 200mg n&o pareceram representar excessos para as células cutaneas.

A acao antiproliferativa mediada pela ativacdo de p53, que em células
neoplasicas é fundamental para a supressao tumoral, pode afetar a funcéo de auto
renovagao das ceélulas progenitoras, favorecendo o envelhecimento (Zhao et al.,
2018). Em humanos, o polimorfismo de nucleotideo unico no cédon 72 do gene
TP53, que regula a atividade da p53, influencia o envelhecimento e a longevidade
através da fungdo de auto renovacédo das células tronco (Zhao et al., 2018).
Enquanto o polimorfismo Pro/Arg no codon 72 da p53 altera o potencial de indugéo
de apoptose (Ou; Schumacher, 2018). Por sua vez, em uma meta-analise foi
demonstrado que portadores da forma menos potente de ativacdo da apoptose da
p53, a Pro/Pro, possuem maior longevidade apesar de alta mortalidade por cancer
(van Heemst et al., 2005).

Estudos em animais mostram que a permanente ativagcdo da p53 no
organismo pode evitar o cancer, porém confere uma expectativa de vida menor ao
propiciar a atrofia precoce dos tecidos (Tyner et al, 2002). Como a longevidade € o
equilibrio entre a supressdo tumoral e a renovagéo tecidual (Campisi, 2003),
acredita-se que a p53 proteja humanos do surgimento de neoplasias, mas as custas
do encurtamento da longevidade (van Heemst et al., 2005).

De acordo com estas evidéncias, a CoQ10 parece aumentar a ativagéo da
p53 em células neoplasicas, enquanto reduz em células sadias, podendo
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representar um papel importante neste equilibrio entre a supressdo tumoral e

manutengao da longevidade.

6.3 PARAMETROS LABORATORIAIS

6.3.1 Exames bioquimicos

Em consonancia com outros estudos clinicos envolvendo suplementacao
oral de CoQ10 (Shults et al., 2002; Shults, 2003; Chew; Watts, 2004; Galpern;
Cudkowicz, 2007, Matthews-Brzozowska; Kurhanska-Flisykowska; Stop, 2007,
Kumar et al., 2009; Gao et al., 2012; Lafuente et al., 2013; Mortensen et al, 2014),
nao houve alteragdes deletérias das fungdes hematologicas, hepaticas ou renais,

corroborando com a seguranga do uso desta substancia.

6.3.2 Dosagem de citocinas séricas por Cytometric Bead Array (CBA)

As citocinas pro-inflamatorias TNF e IL-13 n&o foram detectaveis no soro
das participantes, tanto antes quanto apds suplementacdo de CoQ10. Estas
citocinas estdo elevadas e suficientemente detectaveis no sangue em estados
inflamatdrios intensos, como sepse, quando os pacientes reduzem 0s niveis séricos
de CoQ10 (Donnino et al., 2011). Mas, mesmo em ensaios clinicos com
suplementacao de CoQ10 em pacientes sépticos, ndo houve diferenga significativa
nos niveis séricos de TNF ap6s uso de CoQ10 (Donnino et al., 2015). Assim, niveis
séricos indetectaveis de TNF e IL-13 sdo plausiveis em idosas sadias e nao
demonstraram relevancia para a populacao de interesse deste estudo, podendo ser
excluidas de analises futuras com participantes saudaveis.

Por outro lado, as citocinas IL-6 e IL-10 apresentaram niveis séricos
detectaveis e podem representar correlagcdbes com respostas a suplementacao de
CoQ10. Na populagdo analisada, ndo houve significancia. Ja foi demonstrada
correlagdo inversa entre niveis séricos de IL-10 e de CoQ10, sugerindo que a
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CoQ10 pode desempenhar papel importante na resposta inflamatoéria (Donnino et
al., 2011).

Em ensaio clinico com 200mg/dia de Ubiquinol, a forma reduzida de CoQ10,
0s pacientes sépticos mostram aumento de IL-6 sérica, sem alterar niveis séricos
de IL-10, TNF e IL-2 apds suplementacdo. O motivo desta alteracdo permanece
inexplicado (Donnino et al., 2015). Analogamente, alguns estudos mostram
reducdo dos niveis séricos de fatores inflamatorios como oxido nitrico, lactato e
piruvato apos suplementagcdo com doses maiores de CoQ10, como 400mg/dia
(Nattagh-Eshtivani et al., 2018). Deste modo, a analise de IL-6 e IL-10 podem

representar dados relevantes em futuros estudos.

Alguns ensaios clinicos recentes também avaliaram TNF e IL-6. Quando
suplementados com CoQ10 100mg/dia por 8 semanas, pacientes com artrite
reumatoide apresentaram redugao significativa nos niveis séricos de TNF-alfa,
enquanto a IL-6 permaneceu inalterada (Abdollahzad et al.,, 2015). Da mesma
forma, pacientes com esteatose hepatica ndo-alcodlica suplementados com CoQ10
100mg/dia por 3 meses mostraram niveis séricos diminuidos de TNF-alfa, sem
demonstrar alteragdes da IL-6 (Farsi et al., 2016). Por outro lado, quando doses
maiores de CoQ10 foram administradas, como 500mg/dia por 12 semanas em
individuos com esclerose multipla, houve significativa queda dos marcadores

inflamatorios plasmaticos, IL-6 e TNF-a (Sanoobar et al., 2015).

Ante o exposto, é relevante destacar que diferentes estudos indicaram boa
tolerancia a ingestbes diarias de CoQ10 de 400mg, 600mg, 800mg e até 1.200mg
em pacientes com doenca de Parkinson, por exemplo, e indicaram melhores
respostas a medida em que a dose diaria ofertada foi aumentada (Shults et al.,
1998; Shults et al., 2002). Portanto, novo grupo de intervengdo, com dose mais
elevada da suplementacéao oral, podera ser considerado em futuros estudos.

6.3.3 Dosagem de coenzima Q10 sérica (ELISA)

N&o houve diferenga significativas nos niveis séricos de CoQ10 entre os

grupos no periodo pré e pds suplementagéo.
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A curva farmacocinética da concentracao plasmatica de CoQ10, descrita em
inumeros estudos, mostra um padrédo bifasico com primeiro pico por volta 6h e
segundo entre 10 e 24 horas apos administracdo oral (Bhagavan; Chopra, 2007,
Constantinescu et al., 2007; Evans et al., 2009; Pravst et al, 2020; Beaulieu et al.,
2022). Este padrédo é explicado pela redistribuicdo de CoQ10 nos tecidos e
recirculacdo entero-hepatica pds-prandial mediada por LDL e VLDL, que precede
estes dois picos séricos (Pravst et al, 2020).

Em nosso estudo, as medidas séricas de CoQ10 foram realizadas nas
amostras de sangue colhidas antes de iniciar a suplementagéo e apds 24h da
administragao da ultima dose oral, ao final dos trés meses. Assim, os picos séricos
nos grupos suplementados com CoQ10 podem néo ter sido detectados.

Alguns ensaios clinicos com CoQ10 controlam a alimentagédo das
participantes, fornecendo a mesma dieta no periodo do estudo ou até mesmo
internando-as durante os dias do estudo, pois a CoQ10 administrada via oral pode
ser armazenada no figado ou em outros tecidos ricos em lipideos, sendo distribuida
na circulagado sanguinea apdés alimentagao, variando de acordo com o teor lipidico
da dieta (Pravst et al, 2020; Beaulieu et al., 2022). Por questdes de limitagdes de
recursos financeiros, as participantes ndo receberam alimentacao padronizada, o

que pode ter contribuido para a variabilidade nos niveis séricos.

Além disso, para obter quantificagdes séricas mais homogéneas apds
administragao oral de CoQ10, alguns estudos admitem como critério de excluséo a
presenca de comorbidades e o uso de quaisquer medicamentos (Pravst et al,
2020). Em nosso recrutamento, com os critérios de exclusdo selecionados, houve
dificuldade de inclusdo de mulheres idosas que concordassem com a realizacéo de
biopsias cutaneas. Assim, acrescentar mais critérios de exclusao dificultaria ainda

mais a obtencao de populagdo de tamanho satisfatorio para a pesquisa.

Ademais, poucos estudos de biodisponibilidade da CoQ10 incluem idosos,
apesar de ser a faixa etaria que provavelmente mais se beneficiaria desta
suplementagcdo, uma vez que sua biossintese é reduzida no envelhecimento

(Pravst et al, 2020). Apesar disto, sabe-se que existe uma grande variabilidade
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individual na resposta plasmatica a suplementagao oral de CoQ10. Alguns dos
principais fatores como idade e género (Beaulieu et al., 2022) foram controlados no
nosso estudo. Entretanto, outros fatores como ingestao diaria de lipideos, estado
redox, fatores genéticos e comorbidades (Molyneux et al., 2008; Pravst et al, 2020)
nao foram controlados, podendo explicar a auséncia de diferenga significativa nos

niveis séricos de CoQ10 pds suplementagdo nos 3 grupos.

Outro fator que pode explicar a uniformidade de resultados séricos pos
suplementacdo é o fato de que apesar de ser consumida como ubiquinona, a
CoQ10 aparece no plasma quase exclusivamente na sua forma reduzida, o
ubiquinol (Pravst et al, 2020). Para futuros estudos, a forma reduzida de CoQ10
pode ser separada da oxidada através da metodologia de HPLC com o método
gradiente de metanol-propanol e detecgao eletroquimica (Rodriguez-Aguilera et al.,
2017).

6.3.4 Expressao dos genes por PCR em tempo real (q-RT-PCR) para
metaloproteinases, proto-oncogenes e fatores antioxidantes na pele

A analise por Q-RT-PCR da expressdao de RNAm de MMP-9 foi detectavel
na pele das participantes, pré e pés suplementagcéo, mas ndo mostrou diferengas.
Em estudo recente, foi demonstrada redugédo de MMP-9 no sangue dos pacientes
suplementados com CoQ10 400mg/dia (Nattagh-Eshtivani et al., 2018), mas nao
foram realizadas analises cutaneas diretas. O fato de niveis séricos estarem
reduzidos em outros estudos ndo indica necessariamente resultado semelhante
nas células cutaneas. Assim, o aumento do numero de participantes em futuros
estudos poderia demonstrar, com mais clareza, o efeito da suplementagéo oral na
MMP-9 da pele.

A expressao das demais metaloproteinases avaliadas, MMP-1 e MMP-3,
foram indetectaveis antes e apds a suplementacdo, demonstrando nao serem

parametros relevantes para futuras analises.
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As fragcdes C-JUN e FOS do AP-1, assim como TGF-beta e TGF BR I,
importantes fatores atuantes nas vias moleculares do processo de envelhecimento,
foram detectados em todas as participantes. Estudos mais detalhados podem ser

conduzidos com estes proto-oncogenes e antioxidantes no futuro.

Os fatores antioxidantes avaliados, SOD, catalase e peroxirredoxina 6 nao
mostraram diferengas significativas nos periodos pré e pds suplementagdo, em
nenhum dos grupos. O aumento era esperado nos grupos suplementados com
CoQ10, devido a atuacao desta coenzima na cadeia transportadora de elétrons
mitocondriais, com importante papel protetor na fungcdo de antioxidante celular
(Shen; Pierce, 2015). Estes dados, entretanto, ndo foram significantes,

provavelmente pelo tamanho da populacéo estudada.

Outros estudos ja demonstraram beneficios da CoQ10 em idosos ao
prevenir o estresse oxidativo associado a doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas (Gonzalez-Guardia et al., 2015). Além disso, a CoQ10
desempenha papel chave na via mitocondrial transportadora de elétrons para
producédo de energia, durante a fosforilagado oxidativa. Pode carregar 1 a 2 elétrons
nesta cadeia transportadora e, portanto, ser completamente oxidada, parcialmente
oxidada ou completamente reduzida, na forma de ubiquinona, ubisemiquinona ou
ubiquinol, respectivamente. Deste modo, age como antioxidante celular,
neutralizando radicais livres (Aberg et al., 1992). Portanto, a avaliagdo do sistema
redox nas células cutaneas, até o presente momento nao relatada na literatura,

podera indicar relevantes acdes dermatologicas da suplementagéo oral de CoQ10.

A analise de Q-RT-PCR indica o transcrito de RNA mensageiro, mas nao
evidencia a proteina. Assim, para alguns dos fatores analisados nesta metodologia,
como aqueles do sistema redox (SOD, catalase e peroxirredoxina 6), seria
interessante complementar as possiveis evidéncias com a pesquisa da prépria

proteina através da imunohistoquimica, para dar mais suporte aos futuros estudos.
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6.4 CORRELACOES ENTRE VARIAVEIS

As correlagbes analisadas entre as variaveis estudadas ndo demonstraram
resultados relevantes, uma vez que as principais, tanto positivas quanto negativas,
foram estabelecidas apenas entre variaveis que utilizaram medidas semelhantes

de quantificacio.
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7 CONCLUSAO

A suplementagédo oral de CoQ10 mostrou beneficio cutaneo em idosas
sadias, sobretudo na dose diaria de 200mg. Nos aspectos clinicos, melhorou o
eritema facial, a hiperpigmentacéo e a viscoelasticidade. Nos critérios histoldgicos,
evidenciou resposta no aumento da area de epiderme celular, na sintese de
colageno, na preservagao de fibras elasticas, na manutenc¢ao do fator antioxidante
Nrf2 e na reducdo da proteina indutora de apoptose p53. Nos parametros
laboratoriais, demonstrou seguranga clinica nas fungdes hepatica, renal e

hematologica, sem efeitos adversos ou toxicidade evidentes no periodo do estudo.

Nos demais parametros avaliados, como autopercepcao de melhora estética
global, hidratagdo, TEWL, espessura e densidade dérmica a USG, extensido da
JDE, expressédo de citocinas séricas (TNF, IL-1(3, IL-6 e IL-10), niveis séricos de
CoQ10, expressao de genes por RT-gPCR de MMPs (MMP-1, MMP-3, MMP-9),
proto-oncogenes (c-JUN, FOS) e antioxidantes (TGF-beta, receptor || de TGF-beta
e SOD), nédo houve diferengas em relagao ao placebo. As correlagbes de Spearman
nao evidenciaram correlagdes independentes fortes.

Assim, a CoQ10 demonstrou contribuir para a saude da pele em diferentes
mecanismos relacionados ao envelhecimento, de modo seguro e acessivel,
tornando-se um suplemento oral a ser considerado para a populacédo idosa,
mantendo a individualizagdo da indicagcdo de acordo com comorbidades e

medicamentos em uso, para evitar efeitos adversos.
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APENDICES

APENDICE A - Boxplot evidenciando o parametro de viscoelasticidade RO, que
representa distensibilidade maxima da pele, em milimetros, nos tempos pré e pds
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
200mg (n=14)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE B - Diferenca entre médias do parametro de viscoelasticidade RO, que
representa distensibilidade maxima da pele, em milimetros, pré e pods

suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

I
Suplemento entre Tempos

Diferenca IC(95%) EP GL \Valort p-valor

PLACEBO POS - PRE -0.006  -0.024 0.013 0.009 36 -0.6 0.5542
100MG POS - PRE 0.012 -0.006 0.030 0.009 36 1.36 0.1819

200MG POS - PRE -0.012  -0.029 0.006 0.009 36 -1.35 0.1866

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



177

APENDICE C - Boxplot evidenciando o parametro de viscoelasticidade R2, que
representa a resisténcia a forga mecanica, em percentual, nos tempos pré e pds
suplementacgao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10
200mg (n=14)
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APENDICE D - Diferenca entre médias do parametro de viscoelasticidade R2, que
representa a resisténcia a forga mecanica, em percentual, pré e pods

suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos

Diferenga 1C(95%) EP GL Valort p-valor

PLACEBO POS - PRE -0.011 -0.039 0.018 0.014 36 -0.76 0.4529
100MG POS - PRE -0.017 -0.045 0.010 0.014 36 -1.28 0.2091

200MG POS - PRE 0.004 -0.023 0.030 0.013 36 0.28 0.7774

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE E - Boxplot evidenciando o parametro de viscoelasticidade R7, que
representa o restabelecimento imediato da pele apds sucgao, em percentual, nos
tempos pré e pds suplementagao, para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg
(n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE F - Diferenca entre médias do parametro de viscoelasticidade R7, que
representa o restabelecimento imediato da pele apds succgao, em percentual, pré e
pos suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10
200mg

Comparagao

I
Suplemento entre Tempos

Diferenca IC(95%) EP GL \Valort p-valor

PLACEBO POS - PRE -0.006 -0.042 0.029 0.018 36 -0.37 0.7157
100MG POS - PRE -0.006 -0.040 0.029 0.017 36 -0.35 0.7289

200MG POS - PRE -0.022 -0.055 0.011 0.016 36 -1.34 0.1896

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE G - Boxplot evidenciando a perda de &agua transepidérmica ou
transepidermal water loss (TEWL), em g/h/m? nos tempos pré e poés
suplementacgao, para os grupos placebo (n=10), CoQ10 100mg (n=10) e CoQ10
200mg (n=11)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE H - Diferenca entre médias das medidas de perda de agua
transepidérmica ou transepidermal water loss (TEWL), em g/h/m?, pré e pos
suplementag¢ao, comparada nos grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

I
Suplemento entre Tempos

Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor

AMIDO POS - PRE 0.537 -0.390 1.464 0.453 28 1.19  0.2456
100MG POS - PRE -0.795 -1.733 0.143 0.458 28 -1.74 0.0935

200MG POS - PRE -0.291 -1.185 0.603 0.437 28 -0.67 0.5106
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APENDICE | - Boxplot evidenciando a espessura total da pele & USG, incluindo
epiderme e derme total, em micrémetros, nos tempos pré e pds suplementacéo,
para os grupos placebo (n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE J - Diferenga entre médias de espessura total da pele & USG, incluindo

epiderme e derme total, em micrémetros, pré e pds suplementagao, comparada nos

grupos placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Comparagao
Suplemento entre Diferenga 1IC(95%) EP GL
Tempos

Valort p-valor

AMIDO POS - PRE -17.099 -88.635 54.437 35.306 37
100MG POS - PRE -28.769 -100.480 42.944 35.393 37

200MG POS - PRE 29.929 -39.176  99.033 34.105 37

-0.48  0.631
-0.81 0.4215
0.88 0.3859

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE K - Boxplot evidenciando a densidade dérmica @ USG, em unidades

arbitrarias (U.A.), nos tempos pré e pds suplementagao, para os grupos placebo

(n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE L - Diferenca entre médias de densidade dérmica & USG, em unidades

arbitrarias (U.A.), pré e pds suplementacdo, comparada nos grupos placebo,
CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Suplemento ;:zertr?\ii(; Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor
AMIDO POS - PRE  -0.747 -6.723 5230 2.947 36 -0.25 0.8015
100MG POS - PRE -2.325 -8.318 3.667 2955 36 -0.79 0.4364
200MG POS - PRE -4413 -10.390 1.564 2947 36 -1.5  0.143

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE M - Boxplot evidenciando a extensdo da juncdo dermo-epidérmica (JDE),
medida em micrOémetros, nos tempos pré e pos suplementacdo, para os grupos placebo

(n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE N - Diferenca entre médias da extens&o da juncdo dermo-epidérmica

(JDE), medida em micrometros, pré e pos suplementagdo, comparada nos grupos
placebo, CoQ10 100mg e CoQ10 200mg

Suplemento Comparagao Diferenga 1C(95%) EP GL Valort p-valor
entre Tempos

AMIDO POS - PRE 138.1 -639.99 916.19 384.02 37 0.36 0.7212

100MG POS - PRE 323.15 -465.02 1111.33 388.99 37 0.83 0.4114

200MG POS - PRE 516.79 -242.72 1276.29 374.84 37 1.38 0.1763

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE O - Boxplot evidenciando a razdo entre os comprimentos da juncéo
dermo-epidérmica (JDE), em micrometros, e da superficie da epiderme, em
micrémetros, pré e pos suplementacdo, para os grupos placebo (n=13), CoQ10
100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE P - Diferenca entre médias da raz&o entre o comprimento da jungéo
dermo-epidérmica (JDE), em micrdmetros, e da superficie da epiderme, em
micrémetros, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10
100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

Suplemento entre Tempos

Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor

AMIDO POS - PRE 0.008 -0.056 0.073 0.032 37 0.26 0.7927
100MG POS - PRE  -0.001 -0.066 0.064 0.032 37 -0.03 0.9726

200MG POS - PRE 0.000 -0.063 0.063 0.031 37 0 0.9969

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE Q - Boxplot evidenciando o percentual da area da derme superficial
marcada por fibras colagenas, pela coloracdo de picrosirius vermelho sem
polarizagéo, nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos placebo (n=13),
CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE R - Diferenca entre médias do percentual da area da derme superficial

marcada por picrosirius vermelho sem polarizagéo, que evidencia fibras colagenas,

nos tempos pré e pos suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10

100mg e CoQ10 200mg

Comparagao
Suplemento entre Diferenca 1C(95%) EP GL Valort p-valor
Tempos
AMIDO POS - PRE -3933 -8.947 1.080 2474 37 -159 0.1204
100MG POS - PRE 1.362 -3.718 6.443 2507 37 054 0.5902
200MG POS - PRE -0226 -5.122 4669 2416 37 -0.09 0.9258

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE S - Boxplot evidenciando o percentual da area da derme profunda
marcada por fibras colagenas, pela coloracdo de picrosirius vermelho sem
polarizagéo, nos tempos pré e pos suplementagao, para os grupos placebo (n=13),
CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE T - Diferenca entre médias do percentual da area da derme profunda

marcada por picrosirius vermelho sem polarizagéo, que evidencia fibras colagenas,

nos tempos pré e pos suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10

100mg e CoQ10 200mg

Comparagao
Suplemento entre Diferenca 1C(95%) EP GL \Valort p-valor
Tempos
AMIDO POS - PRE -3.316 -11.357 4725 3.969 37 -0.84 0.4088
100MG POS - PRE 2.948 5214 11109 4.028 37 0.73 0.4689
200MG POS - PRE 1.165 -6.700 9.030 3.882 37 0.3 0.7658

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE U - Boxplot evidenciando o percentual da area da derme superficial
marcada por colageno novo, pela coloragdo de picrosirius vermelho com
polarizagéo, nos tempos pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos placebo
(n=13), CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE V - Diferenca entre médias do percentual da area da derme superficial
marcada por colageno novo, pela coloragdo de picrosirius vermelho com
polarizagéo, pré e pods suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10
100mg e CoQ10 200mg

Comparagao
entre Tempos
AMIDO POS - PRE -5724 -25869 14.420 9.942 37 -0.58 0.5683

Suplemento Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor

100MG POS - PRE 12911 -7.493 33.314 10.070 37 1.28 0.2078

200MG POS - PRE 11.616  -8.045 31.278 9.704 37 1.2 0.2389

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE W - Boxplot evidenciando o percentual da area da derme superficial
marcada por colageno antigo, pela coloragdo de picrosirius vermelho com
polarizagéo, pré e pds suplementagdo, para os grupos placebo (n=13), CoQ10
100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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APENDICE X - Diferenca entre médias do percentual da area da derme superficial
marcada por colageno antigo, pela coloracdo de picrosirius vermelho com
polarizagéo, pré e pods suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10
100mg e CoQ10 200mg

Comparagao

. o i
entre Tempos Diferenga IC(95%) EP GL Valort p-valor

Suplemento

AMIDO POS - PRE 5.724 -14.420 25869 9.942 37 0.58 0.5683
100MG POS - PRE -12.911 -33.314  7.493 10.070 37 -1.28 0.2078

200MG POS - PRE -11616 -31.278 8.045 9.704 37 -12 0.2389

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE Y - Resultados dos parametros bioquimicos séricos analisados em cada
grupo, no periodo pré e pds suplementagéo. Os valores estdo expressos em média

e desvio padréo (DP)

Amido CoQ10 100 mg CoQ10 200 mg
Variavel Tempo
n Média DP n Média DP n Média DP
APO A1 (mg/dL) Pré 14 176,929 26,069 13 189,846 29,277 14 172 25,477

Pés 13 159,077 18,127 13 182,077 26,566 14 153,143 24,688

APO B (mg/dL) Pré 14 115,421 20,248 13 102,015 26,83 14 108,936 17,46

Pés 13 115,392 21,119 13 107,469 17,282 14 108,114 17,856

LIPO A (nmol/L) Pré 13 67,692 112,777 13 71,231 99,8556 13 38,308 46,212

Pés 13 60,846 103,534 13 69,231 87,19 14 45143 55,901

ALT (U/L) Pré 14 15,929 5,622 13 17,692 4,07 14 17,214 5,087
Pés 14 15,857 4,33 13 20,077 6,344 14 18,143 8,264
AST (U/L) Pré 14 17,714 5,757 13 18,538 4,789 14 16,429 3,673

Pés 14 17,786 3,906 13 20,308 4,191 14 17,571 3,524

GGT (U/L) Pré 14 23,643 14,031 13 20,538 6,253 14 22,286 8,371

Pés 14 25,857 18,157 13 22,231 7,715 14 22,357 10,097

FA (U/L) Pré 13 79,231 17,055 13 67,846 25,638 14 68,5 12,101

Pés 13 77,615 14,609 13 68,615 19,94 14 64,571 9,581

Bl (mg/dL) Pré 14 0,324 0,242 13 0,202 0,103 14 0,264 0,138
Pés 13 0,333 0,296 13 0,232 0,102 14 0,268 0,154
BD (mg/dL) Pré 14 0,234 0,13 13 0,174 0,046 14 0,205 0,062
Pés 13 0,241 0,135 13 0,188 0,048 14 0,204 0,059
BT (mg/dL) Pré 14 0,557 0,369 13 0,376 0,144 14 0,469 0,195
Pés 13 0,574 0,427 13 0,419 0,145 14 0,472 0,21
UR (mg/dL) Pré 14 31,857 9,494 13 34,538 7,568 14 33,929 9,747

Pés 14 30,857 10,904 13 36,308 8,616 14 33,786 6,518

CR (mg/dL) Pré 14 0,7 0,133 13 0,733 0,089 14 0,704 0,136
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Amido CoQ10 100 mg CoQ10 200 mg
Variavel Tempo
n Média DP n Média DP n Média DP
Pos 14 0,716 0,148 13 0,733 0,052 14 0,675 0,098
GLI (mg/dL) Pré 14 93,714 32,946 13 78,923 11,317 14 83,429 11,732
Pos 14 94,714 30,183 13 82,462 11,155 14 82,643 10,653
INSUL (uU/mL) Pré 14 10 3,58 13 10,038 3,577 13 14,015 11,472
Pos 13 10,562 5,103 13 11,592 5158 14 12,143 6,438
HBA1C (%) Pré 14 6,036 1,345 13 5,608 0,617 14 5,386 0,33
Pos 14 5,957 1,372 13 5,615 0,713 14 5,329 0,345
HB (g/dL) Pré 14 13,543 1,023 13 13,562 1,286 14 13,936 0,763
Pos 14 13,486 1,091 13 13,562 0,964 14 13,743 0,844
HT (%) Pré 14 40,5 2,997 13 40,654 2,898 14 41,564 2,341
Pos 14 39,943 3,337 13 40,685 2,286 14 40,8 2,149
LEUCO (mil/mm?) Pré 14 6,44 1,578 13 5,645 1,357 14 6,698 2,175
Pos 14 6,421 1,259 13 6,192 1,104 14 6,322 1,965
NEUTRO (mil/mm?) Pré 14 3,549 0,998 13 3,055 0,997 14 3,82 1,554
Pos 14 3,469 0,768 13 3,419 0,849 14 3,544 1,432
EOS (mil/mm?) Pré 14 0,14 0,082 13 0,144 0,091 14 0,126 0,077
Pos 14 0,131 0,086 13 0,157 0,085 14 0,15 0,07
BASO (mil/mm?) Pré 14 0,032 0,017 13 0,032 0,013 14 0,031 0,019
Pos 14 0,035 0,025 13 0,039 0,014 14 0,029 0,014
LINFO (mil/mm3) Pré 14 2,213 0,758 13 1,975 0,447 14 2,194 0,975
Pos 14 2,317 0,785 13 2,109 0,453 14 2,098 0,915
MONO (mil/mm?) Pré 14 0,506 0,138 13 0,44 0,12 14 0,527 0,21
Pos 14 0,694 0,786 13 0,468 0,139 14 0,502 0,212
PLQ (mil/mm?) Pré 14 254,714 36,979 13 253,846 43,944 14 232,214 53,786
Pos 14 249,357 33,621 13 272,615 50,150 14 233,785 48,939
COL (mg/dL) Pré 14 216,071 27,139 13 202,769 38,717 14 205,643 20,883
Pos 13 212,308 37,252 13 212,615 3525 14 199,786 29,699
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Amido CoQ10 100 mg CoQ10 200 mg
Variavel Tempo
n Média DP n Média DP n Média DP

COL NAO-HDL

Pré 14 156,786 31,716 13 137,308 36,723 14 147,143 22,685
(mg/dL)

Pos 13 155,462 33,972 13 146,923 30,625 14 144,286 28,784
HDL (mg/dL) Pré 14 59,286 13,035 13 65,462 15,349 14 58,5 14,821

Pos 13 56,846 11,216 13 65,692 14,273 14 55,5 13,288
LDL (mg/dL) Pré 14 132,571 23,761 13 114,231 33,402 14 125,071 21,858

Pos 13 133,538 32,564 13 121,231 27,572 14 123,429 27,394
VLDL (mg/dL) Pré 14 24,214 8,622 13 23,077 5823 14 22,143 5,112

Pos 13 21,923 5,22 13 25,769 8,398 14 20,429 5,316
TGL (mg/dL) Pré 14 124,286 54,464 13 126,462 43,882 14 113 36,61

Pos 13 111,692 40,432 13 143,769 67,902 14 100,571 40,563
PT (g/dL) Pré 6 6,817 0,256 4 7,05 0,238 5 7,04 0,428

Pos 10 6,62 0,278 9 7,033 0,642 11 6,8 0,486
ALB (g/dL) Pré 6 4,433 0,151 4 4,625 0,275 5 4,48 0,286

Pos 10 4,27 0,125 9 44 0,335 11 4,255 0,163
GLOB (g/dL) Pré 6 2,383 0,293 4 2,425 0,506 5 2,56 0,329

Pos 10 2,35 0,299 9 2,633 0,55 11 2,545 0,437

Legenda: APO A1: Apolipoproteina A1; APO B: Apolipoproteina B; LIPO A: Lipoproteina

A; ALT: Alanina Aminotransferase; AST: Aspartato Aminotransferase; GGT: Gama Glutamil

Transferase; FA: Fosfatase Alcalina; BIl: Bilirrubina Indireta; BD: Bilirrubina Direta; BT:
Bilirrubina Total; UR: Uréia; CR: Creatinina; GLI: Glicose; INSUL: Insulina; HBA1C:
Hemoglobina Glicada; HB: Hemoglobina; HT: Hematdcrito; LEUCO: Leucdcitos; NEUTRO:
Neutréfilos; EOS: Eosindfilos; BASO: Basdfilos; LINFO: Linfocitos; MONO: Mondcitos;
PLQ: Plaquetas; COL: Colesterol Total; COL NAO-HDL: Colesterol ndo-HDL; HDL: High
Density Level Colesterol; LDL: Low Density Level Colesterol; VLDL: Very Low Density Level
Colesterol; TGL: Triglicérides; PT: Proteinas Totais; ALB: Albumina; GLOB: Globulina.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE Z - Niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias. Os niveis séricos de

(a) IL-6 e (b) IL-10 foram avaliadas no periodo pré e pds suplementagéo oral, dos

grupos placebo (n=3), CoQ10 100mg (n=2) e CoQ10 200mg (n=3) por citometria

de fluxo, utilizando o método de Cytometric bead array

(@)
8000

6000+

4000+

fg/mi

20004

oL i

=]

IL-6

[+]

O
O I

[+

(b)
1507

100+

o 504

Placebo

100 mg

200 mg

IL-10

o @ D Pré
M ros

Isall

Placebe 100 mg 200 mg

Legenda: Os pontos representam valores absolutos em fg/ml. A barra da coluna indica a

mediana de cada grupo. Os limites de detecgao utilizados foram: IL-6 = 68,4 fg/mL e IL-10
= 13,7 fg/mL.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE AA - Boxplot evidenciando dosagem de CoQ10 sérica, por ELISA, em
ng/ml, nos tempos pré e pos suplementagdo, para os grupos placebo (n=10),
CoQ10 100mg (n=13) e CoQ10 200mg (n=14)
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50 —

Dosagem de Coenzima Q10 sérica (ng/mL)

0 - o
1 1 1
Pré Pés Pré Pés Pré Pés
| | |
Placebo CoQ10 100mg CoQ10 200mg

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE AB - Diferenca entre médias da dosagem de CoQ10 sérica, por ELISA,

em ng/ml, pré e pds suplementagdo, comparada nos grupos placebo, CoQ10
100mg e CoQ10 200mg

Suplemento Comparagao Diferenca IC(95%) EP GL Valort p-valor
entre Tempos

AMIDO POS - PRE 3,538 -6,926 14,003 5,149 34 0.69 0.4966

100MG POS - PRE 2,597 -6,604 11,799 4,528 34 057  0.57

200MG POS - PRE -1,881 -10,748 6,986 4,363 34 -043 0.6691

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE AC - Expressao de transcritos de RNAm na pele de participantes, por
g-RT-PCR, de MMPs, proto-oncogenes e fatores antioxidantes, no periodo pés

suplementacgao oral, comparada nos grupos placebo (n=3), CoQ10 100mg (n=2) e
CoQ10 200mg (n=3)
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Legenda: Os graficos representam niveis de (a) metaloproteinase 1 (MMP-1); (b) metaloproteinase
3 (MMP-3); (c) metaloproteinase 9 (MMP-9); (d) ativador de proteina 1, fragdo c-JUN (AP-1, cJUN);
(e) ativador de proteina 1, fragédo fos (AP-1, fos); (f) fator de crescimento tumoral beta (TGF-beta);
(g) receptor Il de TGF beta (TGF-BRII); (h) superoxido dismutase (SOD); (i) catalase; (j)
peroxirredoxina 6. Os pontos representam valores absolutos em fg/ml. A barra da coluna indica a

mediana de cada grupo. O limite de detecgéo variou de 0,5ng/mL a 180ng/mL, com sensibilidade
de 0,23ng/mL.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE AD - Variaveis codificadas de 1 a 39 para utilizacdo do coeficiente de

Spearman
cédigo | Variavel
v1 area total de epiderme celular
v2 extensdo da JDE
v3 Razao entre area de epiderme celular e superficie epidérmica
v4 Razao entre JDE e superficie epidérmica
VS viscoelasticidade RO
V6 viscoelasticidade R2
\'Z4 viscoelasticidade RS
v8 viscoelasticidade R6
v9 viscoelasticidade R7
v10 viscoelasticidade R9
v11 espessura total da pele a USG
v12 densidade dérmica a USG
v13 densidade dérmica automatica a USG
v14 densidade da derme automatica a USG
v15 TEWL
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v16 classificagdo em 4 graus para p53

v17 classificagéo de Liang para p53

v18 percentual de nucleos epidérmicos positivos para p53

v19 dosagem de CoQ10 sérica (ELISA)

v20 percentual da area dérmica superficial marcada por picrosirius vermelho sem
polarizacéo

v21 percentual da area dérmica profunda marcada por picrosirius vermelho sem
polarizacéo

v22 percentual de area dérmica superficial de colageno novo marcada por picrosirius
vermelho polarizado

v23 percentual de area dérmica superficial de colageno antigo marcada por picrosirius
vermelho polarizado

v24 percentual de area dérmica profunda de colageno novo marcada por picrosirius
vermelho polarizado

v25 percentual de area dérmica profunda de colageno antigo marcada por picrosirius
vermelho polarizado

v26 percentual de area dérmica superficial de fibras elasticas coradas por Weigert

v27 percentual de area dérmica profunda de fibras elasticas marcadas por Weigert

v28 Intensidade da area da face marcada por vasos sanguineos, através da
estereofotogrametria

v29 percentual da area da face marcada por vasos sanguineos, através da
estereofotogrametria




208

v30 razdo entre percentual da area da face marcada por vasos sanguineos e a
intensidade da marcacgéo, através da estereofotogrametria

v31 Intensidade da area da face marcada por hiperpigmentagbes, através da
estereofotogrametria

v32 percentual de area da face marcada por hiperpigmentagbes, através da
estereofotogrametria

v33 razdo entre percentual da area da face marcada por hiperpigmentagdes e a
intensidade da marcacgéo, através da estereofotogrametria

v34 intensidade da area cutanea superficial corada por NRF2, por IHQ

v35 percentual da area cutanea superficial corada por NRF2, por IHQ

v36 razdo entre percentual da area cutanea superficial corada por NRF2 e intensidade
da marcacgao, por IHQ

v37 intensidade da area cutanea profunda corada por NRF2, por IHQ

v38 percentual da area cutanea profunda corada por NRF2, por IHQ

v39 razao entre percentual da area cutanea profunda corada por NRF2 e intensidade da
marcacao, por IHQ

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



APENDICE AE - Correlagdo de Spearman entre as variaveis quantitativas,

codificadas por v1 a v39, no periodo pré suplementacao
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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APENDICE AF - Correlacdo de Spearman entre as variaveis quantitativas no periodo pré suplementacao
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APENDICE AG - Correlacdo de Spearman entre as varidveis quantitativas no

periodo pos suplementacao
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



APENDICE AH - Correlacdo de Spearman entre as varidveis quantitativas no periodo pés suplementacéo
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APENDICE Al - Correlagéo de Spearman dos ganhos residuais entre as

variaveis quantitativa
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APENDICE AJ - Correlagdo de Spearman dos ganhos residuais entre as variaveis quantitativas
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

4 and HOSPITAL DAS CLINICAS DA
A\ FACULDADE DE MEDICINA DA Wﬂv
USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DE METALOPROTEINASES E FATORES OXIDANTES E ANTI-
OXIDANTES RELACIONADOS AO ENVELHECIMENTO CUTANEO NA
SUPLEMENTAGAO ORAL DE COENZIMA Q10 EM IDOSOS

Pesquisador: JOSE ANTONIO SANCHES JUNIOR

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 58760016.5.0000.0068

Instituicao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU SP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.784.048

Apresentacao do Projeto:
AVALIAGAO DE METALOPROTEINASES E FATORES OXIDANTES E ANTI-OXIDANTES
RELACIONADOS AO ENVELHECIMENTO CUTANEO NA SUPLEMENTAGAO ORAL DE COENZIMA Q10

Objetivo da Pesquisa:
Trata-se de um estudo randomizado duplo cego com objetivo de avaliar o efeito molecular
antienvelhecimento da suplementagéao oral de Coenzima Q10 em individuos idosos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: A suplementacédo oral é comprovadamente segura, mesmo quando utilizadas doses diarias altas
(Hidaka, 2008). As doses avaliadas como seguras e bem toleradas s@o de até 1.200mg/dia em adultos
(Hathcock, 2006) e 10mg/kg/dia em criangas (Miles, 2006). Niveis plasmaticos estaveis sao obtidos apos 3 a
4 semanas de suplementagao, quando podem ser medidos no plasma (Hosoe, 2007) e, para estas
dosagens de suplementagao, variam de 5 a 10mcg/mL (Miles, 2007).Estes valores correspondem a 2,5 a 5
vezes o limite superior da normalidade dos niveis séricos de CoQ10 em individuos saudaveis (Steele, 2004).
As medidas séricas sdo amplamente utilizadas para estimar o status de CoQ10 em humanos e, em
individuos saudaveis nao submetidos a suplementagao, podem variar de 0,34 a 1,65 mcg/mL (Bhagavan,
2006). Existem evidéncias de

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuagao do Parecer: 1.784.048

interacdes medicamentosas relacionadas a CoQ10, como o uso de estatinas.Estas drogas utilizadas no
tratamento de dislipidemias, inibem a HMG-CoA redutase, necessaria tanto para sintese de colesterol
quanto para de CoQ10. Assim, pacientes em tratamento com lovastatina ou pravastatina, por exemplo,
tendem a apresentar niveis séricos reduzidos desta coenzima (Mortensen, 1997) Outras medicagdes como
os betabloqueadores metoprolol e propranolol (Kishi, 1977), além das fenotiazinas e antidepressivos
triciclicos, mostraram inibir as enzimas dependentes de CoQ10 (Moreno-Fernandez, 2012).Em relagéao a
coagulagdo sanguinea, pacientes que tomam drogas antiplaquetarias, como a aspirina, podem ter
alteracdes na funcdo das plaquetas pela CoQ10, aumentando as chances de sangramentos (Serebruany,
1997). Por outro lado, pacientes que usam anticoagulantes como a warfarina podem apresentar redugéo do
efeito terapéutico pela agdo da CoQ10 semelhante a vitamina K (Singh, 2007). Em hipertensos, a CoQ10
pode apresentar efeito hipotensor superajuntado aos anti-hipertensivos orais (Bonakdar, 2005). Nos
diabéticos, por sua vez, esta coenzima aumenta a sensibilidade a insulina, ao melhorar a fungao das células
beta pancreaticas, gerando redugao da necessidade diaria de hipoglicemiantes (Hodgson, 2002). Em relagéo
a toxicidade, a maioria dos ensaios clinicos ndo demonstrou efeitos adversos significativos, que indicassem
a interrupgao do tratamento. Os efeitos colaterais registrados sao, em geral, de baixa morbidade, como
desconforto abdominal, nauseas, vomitos, diarréia, anorexia, cefaléia e rash cutaneo (Hidaka, 2008). Por ser
metabolizada pelo figado e eliminada através do trato biliar, pode acumular em pacientes com insuficiéncia
hepética ou colestase (Greenberg, 1990). Beneficios: A coenzima Q10 age como mediadora essencial da
cadeia transportadora de elétrons na mitocéndria, sendo necessaria na respiragao celular e produgéao de
ATP. E considerada um antioxidante intercelular e sua presenca ja foi demonstrada em diferentes
membranas celulares e no sangue, em lipoproteinas tanto de alta quanto de baixa densidade (Crane, 2001).
Evidéncias mais recentes mostram o efeito desta coenzima também como reguladora da expressao génica,
principalmente relacionada a sinalizagao celular, metabolismo intermediario, inflamagéao, controle de
transporte e transcricdo. Entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais exerce estas fun¢des ainda
ndo foram completamente desvendados (Groeneberg; 2005; Schmelzer; 2008; Santos-Gonzalez; 2007). Por
estar relacionada a sintese de ATP, afeta o funcionamento de todas as células do organismo,
principalmente aquelas que possuem alta demanda energética, tornando-se essencial a saude dos tecidos e
érgdos. E, portanto, o antioxidante endégeno lipossolivel que previne a oxidagdo de proteinas, lipideos e

DNA (Littarru, 2010). As comprovadas indicagdes atuais para suplementacao oral de Coenzima Q10 incluem:

deficiéncias primarias e secundarias de CoQ10 (Quinzii, 2011), doengas mitocondriais
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(Kerr, 2010), fibromialgia (Cordero, 2011, 2012), insuficiéncia cardiaca (Adarsh, 2008), cardiopatia
isquémica (Celik, 2009), hipertensao arterial sistémica (Rosenfeldt, 2007), diabetes mellitus (Golbidi, 2011),
neoplasias malignas (Roffe, 2004), doenca de Parkinson (Henchcliffe, 2008), doenca de Huntington (Stack,
2008), doencga de Alzheimer (Lee, 2009), ataxia de Friedreich (Cooper, 2008), astenozoospermia (Mancini,
2011), doencgas periodontais (Prakash, 2010), cefaléia migranea (Sandor, 2005), pre-eclampsia (Teran,
2009), sindrome de Down (Tiano, 2011). As deficiéncias de CoQ10 podem surgir por alteragdes nutricionais,
como deficiéncia de vitamina B6, um cofator essencial para sua biossintese, defeitos genéticos, aumento da
demanda em doengas especificas (Quinzii, 2007), mas também podem aparecer com o avancgar da idade,
durante o processo de envelhecimento (Soha,l 2007). As principais fontes dietéticas naturais séao
encontradas na carne de coraga@o de animais, coxa de frango e em peixes como truta e arenque. A ingestao
diaria de CoQ10 para evitar deficiéncias é calculada em torno de 3 a 5mg por dia. Em tecidos normais,
entretanto, esta coenzima atinge um nivel de saturagéo a partir do qual a suplementagao oral € incapaz de
ultrapassar os niveis normais de CoQ10 (Beal, 1999; Weber, 1997). Apo6s ingerida, a CoQ10 é absorvida
lentamente no intestino delgado, devido ao seu alto peso molecular e baixa hidrossolubilidade, depois
alcancga os vasos linfaticos e, finalmente, o sangue e os tecidos (Palamakula, 2005). Logo apés a absor¢éo,
pode ser detectada nas lipoproteinas plasmaticas e no figado (Zhang, 1995). Quando administrada as
refeigdes, sua absorgado pode ser até 3 vezes mais rapida (Ochiai, 2007). Além disto, suplementagées de
altissimas doses diarias, como 150mg/Kg/dia, levam ao aumento significativo na quantidade de CoQ10 no
coracdo e musculos esqueléticos, sugerindo que concentragdes plasmaticas elevadas sao necessarias para
facilitar sua captagao pelos tecidos periféricos (Kwong, 2002). Nao ha diferenga significativa da absorgao de
CoQ10 quando administrada na forma de p6, através de capsulas, ou em alimentos ricos em CoQ10, como
coracao de porco (Weber, 1997).

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Nenhum.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Nenhuma.

Recomendacoes:
A solicitagdo de adequagdo do TCLE foi atendida, solicitamos aprovagéo do estudo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
A solicitagdo de adequagédo do TCLE foi atendida, solicitamos aprovagéo do estudo.
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Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatorios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgédo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 672482.pdf 10:29:52
TCLE/ Termos de |TCLE_corrigido.doc 06/10/2016 |JOSE ANTONIO Aceito
Assentimento / 10:29:34 [SANCHES JUNIOR
Justificativa de
Auséncia
Outros Registro_on_line_14771.pdf 16/08/2016 |JOSE ANTONIO Aceito

11:48:54 |SANCHES JUNIOR
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 04/08/2016 |JOSE ANTONIO Aceito
10:12:39 [SANCHES JUNIOR
Projeto Detalhado / | Avaliacao_de_Metaloproteinases.docx 02/08/2016 |JOSE ANTONIO Aceito
Brochura 08:46:22 |SANCHES JUNIOR
Investigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 20 de Outubro de 2016

Assinado por:

ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as regulamentag¢des da Resolugdo CNS 466/2012 — CONEP)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo sobre
envelhecimento da pele intitulado: “AVALIACAO DE METALOPROTEINASES E
FATORES OXIDANTES E ANTI-OXIDANTES RELACIONADOS AO
ENVELHECIMENTO CUTANEO NA SUPLEMENTACAO ORAL DE COENZIMA
Q10 EM IDOSOS”.

Muitos tratamentos via oral sao utilizados atualmente com o objetivo de melhorar
aspectos do envelhecimento da pele. Uma das substancias prescritas por
dermatologistas para evitar ou tratar a pele envelhecida ¢ a Coenzima Q10,
geralmente tomada em capsulas. Apesar de ser indicada por muitos médicos,
existem poucos estudos sobre o mecanismo molecular da acado da Coenzima Q10
na pele de humanos. Ela é utilizada ha mais de 50 anos, com beneficios
importantes para o coragéo e para o sistema nervoso central. E bastante segura e

nao oferece riscos para sua saude.

As informagbes abaixo estdo sendo fornecidas para esclarecé-lo(a) sobre sua
possivel participagdo voluntaria neste estudo, que tem como objetivo demonstrar
os efeitos moleculares da agdo da Coenzima Q10 no envelhecimento da pele.

Este estudo sera feito da seguinte maneira: vocé passara por uma entrevista
meédica (anamnese), sobre seus dados pessoais e outros relacionados a sua saude
e sera submetido(a) a exame clinico da pele. Seréo colhidos exames de sangue e,
apos anestesia local de uma regido da pele do antebrago, sera retirado um pedaco

de pele de 6mm de didmetro para analise laboratorial (biopsia). Neste local, seréo



220

dados pontos cirurgicos, que deverao ser retirados num periodo de 10 a 14 dias.
Com este material colhido, estudaremos os fatores de inflamacgao, oxidantes e anti-

oxidantes.

Os participantes do estudo serdo divididos em 3 grupos: um tomara capsulas
contendo 100mg de Coenzima Q10, outro grupo tomara capsulas contendo 200mg
de Coenzima Q10 e o terceiro grupo tomara capsulas contendo amido. Cada
participante tomara 1 (uma) capsula por dia, durante 3 meses. O objetivo é
comparar o efeito na pele de diferentes doses, além de ter um grupo placebo para
controlar esta avaliagdo. Quando acabar este periodo, serdo realizadas novas
coletas de sangue e uma nova biopsia da pele (retirada de 1 pedago de 6mm de
pele, sob anestesia local), para compararmos com as amostras iniciais. Tanto os
pesquisadores quanto os participantes s6 saberdo a qual grupo cada voluntario

pertenceu quando terminar o estudo, para que seja valido cientificamente.

Os exames serao feitos no préprio Hospital das Clinicas sem nenhum custo para
os participantes, que podem aproveitar o dia das consultas para realizar a coleta
das amostras de sangue ou biopsia de pele. Vocé sera acompanhado(a) no
ambulatério da Dermatologia, durante todo o periodo da pesquisa. Se houver a
necessidade de mais algum exame, vocé podera ser convocado via telefone ou
carta para vir a uma consulta, mesmo antes do seu retorno, e tera todos os

esclarecimentos e assisténcia que precisar.

Todos os participantes terdo acesso aos resultados de seus exames no momento
em que quiserem e com as explicagdes necessarias para seu entendimento. Vocé

pode em qualguer momento ndo concordar em fazer os exames que serao pedidos.

Riscos: o risco € minimo. A picada da agulha para colher sangue pode levar a um
leve desconforto que passara em poucos minutos. Um dia depois, vocé podera
apresentar uma mancha roxa no local, que desaparecera em poucos dias, sem
maiores problemas. Durante o procedimento da bidpsia de pele no antebraco, vocé
podera sentir dor minima no momento da aplicacédo da anestesia, parecida com

uma picada de formiga. No local da biopsia, podera ocorrer uma pequena cicatriz.
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Beneficios: ao participar deste estudo vocé estara colaborando para o
esclarecimento dos mecanismos de acdo da Coenzima Q10 relacionados ao
envelhecimento da pele. Nao ha beneficio direto para o participante, pois estamos

avaliando um efeito, ainda ndo comprovado, de antienvelhecimento da pele.

Vocé tem toda a liberdade de retirar o seu consentimento e deixar de participar do
estudo a qualquer momento sem penalizagdo alguma, sem obrigatoriedade de
justificar ou de participar de qualquer atividade posterior do estudo. Neste caso
vocé podera continuar a receber atendimento na Instituicdo, sem problemas.
Todas as informacdes obtidas a seu respeito neste estudo serdo analisadas em
conjunto com as de outras participantes, ndo sendo divulgado a sua identificagdo
ou de outras participantes em nenhum momento. Assim, se seus dados forem
repassados para finalidade cientifica, serdo completamente anénimos.

Vocé tem a garantia de que todos os dados obtidos a seu respeito s6 serdo utilizados neste estudo.

Os dados do seu prontuario sdo de sua propriedade; sera preservada a relagao de sigilo profissional

entre vocé e os investigadores.

Caso seja necessario, vocé tera assisténcia integral e gratuita, sem necessidade
de comprovacao de nexo causal com a pesquisa durante o estudo, ou mesmo apos
o término ou interrupgao do estudo, ou seja, pelo tempo que for necessario.

Se ocorrer qualquer problema ou dano pessoal comprovadamente decorrente dos
procedimentos do estudo, aos quais vocé sera submetido(a), lhe sera garantido o
direito a tratamento gratuito na Instituicdo e a indenizagédo determinada por lei, sem
restricoes.

Vocé nao recebera nenhuma compensacao financeira relacionada a sua
participacdo neste estudo. Da mesma forma, vocé n&o tera nenhuma despesa
pessoal em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.

A qualquer momento, se for de seu interesse, vocé podera ter acesso a todas as
informacdes obtidas a seu respeito neste estudo, ou a respeito dos resultados
parciais ou gerais do estudo.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € o
Dr. José Antdnio Sanches Junior, que pode ser encontrado no seguinte endereco:
Instituto Central do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo — HC
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FMUSP, 3° andar, Bloco de Dermatologia, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 255.
Telefone (11) 2661-3346, e-mail: jasanches@usp.br. Se vocé tiver alguma
consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
(11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:
cappesqg.adm@hc.fm.usp.br.

Quando o estudo for finalizado, vocé sera informado(a) sobre os principais
resultados e conclusdes obtidas no estudo.

Esse termo foi elaborado em duas vias originais devidamente assinadas, sendo que

uma ficara com vocé e a outra com os investigadores.

Acredito ter sido suficientemente informado(a) a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “AVALIACAO DE
METALOPROTEINASES E FATORES OXIDANTES E ANTI-OXIDANTES
RELACIONADOS AO ENVELHECIMENTO CUTANEO NA SUPLEMENTACAO
ORAL DE COENZIMA Q10 EM IDOSOS”. Eu discuti com o (a) Dr(a)

sobre a

minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais séo os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos,
riscos e beneficios, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagcao € 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 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou nho meu atendimento
neste Servigo.

Declaro ter recebido uma via do presente termo de consentimento.

Data
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Nome do(a) participante da pesquisa

Assinatura

Eu, abaixo assinado, confirmo ter explicado este termo e os objetivos do estudo a

participante da pesquisa e ter-lhe entregado uma viarubricada, assinada e datada

deste termo de consentimento.

Todas as paginas serdo rubricadas pela participante da pesquisa e pelo

pesquisador principal no momento da assinatura.

Data

Nome do pesquisador principal ou co-pesquisador ou carimbo

Assinatura



