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Agen

Descrigao
|

Bioestimulador de colageno |, lll e IV que atua por meio da regulagdo epigenética melhorando a firmeza e
elasticidade além de reduzir rugas e estimular a renovagao e diferenciagao celular garantindo uma pele mais jovem

e saudavel. Agen é composto por extrato da maga e extrato supercritico do gengibre.

INCI

Canola Oil (and) Malus Domestica Fruit Extract (and) Zingiber officinale (Ginger) Extract

Introdugao
|

0 aumento da expectativa de vida e o impacto do envelhecimento sobre a func¢ao bioldgica e a aparéncia da
pele é diretamente proporcional ao aumento da demanda na busca por dermatologistas, esteticistas, cirurgioes
plasticos e ao abundante interesse por produtos anti-idade, uma vez que os individuos nao sao motivados apenas
pelo desejo de estender sua existéncia, mas também de permanecerem e aparentarem saudaveis'?.

0 envelhecimento é um processo biolégico multifatorial e complexo compartilhado por todos os seres vivos.
Ele se manifesta por um declinio gradual dos processos fisioldgicos normais e acontece de maneira dependente
do tempo. Por este motivo, diversos estudos sao realizados constantemente para identificar os biomarcadores
celulares e moleculares deste processo.

Os fenétipos comumente identificados durante o amadurecimento da pele sao: aparigao de rugas finas,
ressecamento da pele, palidez e a falta de elasticidade do tecido?**. Desta forma, torna-se necessario destacar que
estas alteragdes fisioldgicas sao observadas nas trés primeiras camadas da pele, como por exemplo a redugado na
fungao de barreira e 0 aumento do tempo de renovagéo celular na regido da epiderme?®, o enfraquecimento da regido
subsequente (jungdo dermoepidérmica) e na camada mais profunda, derme, a redugao da atividade celular e o
conteudo de fibras elasticas®.

A derme é a camada conjuntiva situada abaixo da jungdo dermoepidérmica e é composta principalmente
de matriz extracelular (MEC), uma mistura complexa de macromoléculas bioativas produzidas por fibroblastos. A
principal fungdo da derme é provisionar forga e elasticidade a pele, e sua espessura varia de 0,5 mm a 3 mm®78, Os
fibroblastos sao células responsdveis pela produgao e organizagao da MEC e exercem um papel importante na
homeostase da pele, por meio da sintese de colageno e elastina. O colageno é o principal componente da MEC,
cerca de 90% da proteina dérmica total, sendo os tipos predominantes: colageno tipo | (85-90%), Ill (8-11%) e V (2-
4%)7°.

Isto posto, é importante destacar que a espessura da derme é um dos principais fatores responsaveis
pela espessura total da pele e a sua variagao é determinada diretamente pelo contetido de colageno presente nesta
camada'®'’. Durante o envelhecimento cronolégico a derme é caracterizada por uma perda gradual de sua
espessura, e apresenta atrofia da MEC devido ao nivel baixo de fibras colagenas e elasticas?
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As fibras de colagenos proporcionam a pele resisténcia, firmeza e elasticidade, entretanto, com a idade,
os niveis de colageno diminuem entre 1,0 e 1,5% ao ano (Figura 1). Desse modo, a medida que os niveis de colageno
comegam a diminuir, a estrutura dele se torna mais fragil, quebradica e desorganizada, levando ao enfraquecimento
do suporte estrutural do tecido cutaneo, assim, a pele perde volume e firmeza e observa-se o aparecimento de

linhas finas e rugas mais profundas'?.
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Figura 1 — Contetido de Colageno | e Ill em diferentes faixas etarias'®

E necessario ressaltar que a reducdo de colageno-lll (COL-Ill) ao longo dos anos é significantemente
superior que a de colageno-I (COL-I), com destaque ao grupo idoso no qual a diminuigéo é trés vezes maior's. Em
estudos realizados em fragmentos de pele humana, foi observado que a decomposigao do colageno tipo Ill no
tecido cutaneo normal pode exceder sua sintese imediatamente apés o nascimento e posteriormente levando a
sua redugao'.

O COL-IIl é uma fibra crucial para a fibrilogénese e regulagao do diametro do COL-I, desta forma, observa-
se que a regulagdo e a homeostase dos niveis de COL-I e COL-Ill sdo importantes marcadores biolégicos no
envelhecimento da pele'.

Nove biomarcadores do envelhecimento foram recentemente identificados como denominadores comuns
em diferentes organismos: instabilidade genémica, desgaste telomérico, alteragdes epigenéticas, homeostase
proteica, desregulagao de nutrientes, disfungdo mitocondrial, exaustao das células tronco e comunicagao
intercelular alterada'®. No entanto, é preciso levar em conta que essas causas do envelhecimento ndo sao
independentes. Mecanismos epigenéticos controlam a atividade génica e, portanto, diretamente ou indiretamente,
afetam todos os outros biomarcadores. Portanto, epigenética representa um mecanismo crucial por tras da

deterioragéo das fungdes celulares observadas durante o envelhecimento e em transtornos relacionados a idade'”.

Epigenética e seus mecanismos

O termo “epigenética” tem origem do grego, em que “epi” significa “acima, perto, a seguir” e foi utilizado
pela primeira vez em 1942419, e representa os mecanismos hereditarios reversiveis, espontaneos ou estimulados

por influéncias internas e externas (tais como: alimentagao, atividades fisicas, exposi¢cdo ao sol ou poluigao e
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interagbes sociais) que ocorrem sem qualquer alteragao da sequéncia do DNA e que podem causar padrées de
envelhecimento distintos mesmo entre dois individuos geneticamente iguais'”.

Aregulagao de alguns dos genes relacionados a componentes celulares e estruturais da pele sao afetadas
por mecanismos epigenéticos podendo desencadear alteragdes bioldgicas comumente encontradas na pele
envelhecida, tais como: desorganizagao de componentes da matriz extracelular (MEC) e perda da integridade da
derme, devido a alteragdes na MEC, impedindo sua associagao com fibras de coldgeno e, como consequéncia,
reduzindo as propriedades mecanicas da pele?°.

Existem diferentes tipos de mecanismos epigenéticos, incluindo, mas nao limitado a presenga ou auséncia
de histonas em qualquer sequéncia de DNA especifica, a metilagdo do DNA, modificagées pds-traducionais das
histonas e a transcricdo de RNAs nao codificadores (ncRNAs)'"18,

Apesar dos mecanismos de metilagdo do DNA e modificagbes de histonas serem mediadores epigenéticos
durante o envelhecimento, os ncRNAs receberam consideravel atengao pelo seu papel nao apenas no
envelhecimento, mas também em doencas relacionadas ao avango da idade?'. O RNA (4cido ribonucleico) é a
principal molécula envolvida durante o processo e controle de sintese de proteina celular. Composto por uma Unica
fita, o RNA é produzido no nucleo da célula (mimetizando uma das fitas do DNA), e em seguida é encaminhado para
o citoplasma para produgao de proteinas. Duas classes de espécies de RNA (Figura 2) sao transcritas a partir de
genomas de todos os organismos: RNAs mensageiros (MRNAs) e RNAs no-codificadores (ncRNAs)?2. 0s mRNAs
sao moléculas capazes de carregar a mensagem até o citoplasma para a tradugao e, em seguida, sintetizar uma
determinada proteina de acordo com a informacgao genética contida. Os ncRNAs nao sao traduzidos em proteinas,
porém muitos deles sdo capazes de regular a expressao génica, a transcri¢cao ou até a tradugao de mRNAs, sendo

assim, uma espécie de “interruptor genético”?.

DNA: armazena informagao genética
Genoma

ncRNA podem atuar como
enzimas: riboenzimas
A ncRNA associa com
proteinas: RNP
RNA mRNAs
non-coding RNAs
Tradugao em proteina

Sem tradugao

Muitos ncRNA regulam expressao genética
ao guiar complexos de proteinas aos seus
mRNA — “RNA auias”

Figura 2: RNAs mensageiros (MRNAs) e RNAs nao-codificadores (ncRNAs)

Os RNAs nao-codificantes podem ser divididos em duas categorias: infra estruturais e reguladores.

Pertencentes a classe dos reguladores, os miRNAs sao os mais estudados dentre as pequenas espécies dos
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ncRNAs, por serem melhor caraterizados e também pela sua influéncia no envelhecimento e na expectativa de vida.
Além disso, dentre a categorias apontadas, os miRNAs atuam na regulagdo de processos fisiolégicos do
silenciamento génico, por meio de mecanismos pos-transcricionais??.

De fato, o controle da regulagao do miRNA tem um impacto importante nos processos de degeneragao
molecular, presentes nos estagios finais do envelhecimento?'. Os numeros referentes ao estudo dos miRNAs vém
aumentando significativamente e, ha a previsao da existéncia de pelos menos 1200 miRNA diferentes, sendo que
mais de 800 deles ja foram mapeados e identificados?®. Os miRNAs, presentes em mamiferos, sdo fundamentais
para regulagao de linhagens celulares, sendo os miRNA dominantes o caminho para vias especificas de
diferenciacéo da célula?.

O perfil da regulagao do miRNA no tecido envelhecido é evidenciado em inimeros estudos e demonstram,
de maneira global, que a regulagdo positiva é maior que a negativa?*. Outros estudos também apontam que
marcadores epigenéticos entre diferentes células do mesmo tecido aumentam com o avango da idade?®. Ha
indicios que os genes controlados pelos miRNA atuantes neste cendrio sao associados a fungao mitocondrial,
estresse oxidativo e proliferacdo celular?®.

Uma pesquisa evidenciou que miRNAs relacionados ao mecanismo de envelhecimento cutaneo analisados
em fragmentos de peles jovens (<10 anos) e idosos (>60 anos) sao significantemente regulados de forma positiva
no tecido dérmico dos idosos, quando comparado ao dos jovens?’. Além disto, os miRNAs supra-regulados
influenciam em mRNAs importantes para integragao da estrutura dérmica da pele, em que um dos miRNAs
estudados apresentou, via estudo funcional, impacto nos fibroblastos tendo como resposta a indugao a apoptose
celular e alteragdo na expressao génica de marcadores relativos ao envelhecimento da pele?”.

Por este motivo e, buscando explorar mecanismos epigenéticos possiveis de serem regulados e
relacionados ao envelhecimento, a Chemyunion desenvolveu o Agen um novo ingrediente ativo bioestimulador de
colageno |, lll e IV que proporciona firmeza e elasticidade para a pele por meio da regulagéo epigenética de miRNA
(miRNAs).

Agen foi inspirado em componentes nutricionais que sao amplamente reconhecidos por afetar a saide e o
envelhecimento. H4 um velho ditado que diz "uma maga por dia mantém o médico longe". De fato, ha muitos
componentes na maga que podem contribuir para isso e alguns deles podem estar relacionados ao controle
epigenético. Esse é o mesmo caso do gengibre, pois € um dos principais componentes da dieta de uma populagao
famosa pela grande concentragao de centendrios. A epigenética parece ser um dos mecanismos pelos quais os
componentes nutricionais apresentam seu efeito, a Chemyunion entao procurou estudar as bases cientificas
relacionadas ao conhecimento milenar da maca e do gengibre para a saude e na redugao de fenétipos relacionados

aidade para criar o Agen.

Descricao dos componentes
Agen é contituido pela mistura sinérgica do extrato da maga (Malus domestica) e do extrato supercritico do

gengibre (Zingiber officinale) (Figura 3).
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Figura 3: Malus domestica e Zingiber officinale

Malus domestica é uma arvore pequena, conhecida pelo mundo inteiro por seus frutos deliciosos e nutritivos,
a maga, que sao cultivados em regides temperadas do mundo. Floresce na primavera e tem flores brancas com
uma tonalidade rosa?®. A Malus domestica exibe propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias. A fruta da macieira
é considerada nutritiva, pois tem constituintes benéficos para a saude, como fibra alimentar, agucares, proteinas,
vitaminas (C e B6, B1, B2, B9), minerais (calcio, potassio, magnésio e fésforo), acidos organicos (acido malico
predominante) e compostos fendlicos (acido cafeoilquinico, catequinas, procianidinas, quercetina etc.)?%0,
Estudos indicam também a presenca de diversos flavondides em magas, e destacam alguns deles como exclusivos
do fruto, como phloretin e seu glicosideo phloridzin (phloretin-2"-glucose)®'.

As aplicagdes farmacoldgicas da phloretin sdao inimeras e ja documentadas por inimeros autores, sendo
elas: antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria e sua potente eficacia como agente antioxidante e hidratante3”
34 As propriedades da phloretin, em estudos voltados para a pele, ressaltam a inibigdo da atividade da tirosinase
em melandcitos, sendo assim utilizado como clareador cosmético®. Além disto este flavonéide pode atuar como
potencializador da permeacéo em aplicagdes tépicas na pele®.

Devido a sua composicao quimica, a Malus domestica apresenta acao contra o envelhecimento da pele. E
bem conhecido que a vitamina C tem agao antienvelhecimento ja que age contra a perda de elasticidade da pele
através do aumento de fibras colagenas e elasticas®®. Além disto, a quercitrina, um glicosideo formado a partir do
flavonoide quercetina, aumenta os niveis de decorina em fibroblastos®®. Analisando a atuacdo da Malus domestica
em cosmeéticos, estudos demostram que produtos contendo extrato da fruta podem reduzir a perda de agua
transepidermal e melhorar as propriedades mecanicas da pele, isto &, reduzir a profundidade das rugas®’.

Ja o gengibre (Zingiber officinale) ¢ amplamente utilizado no mundo em comidas como especiaria. Por
séculos tem sido um importante ingrediente nas medicinas tradicionais Chinesa, Ayurvedica e Unani-Tibb (Sul da
Asia), possivelmente devido sua composigao®.

Os constituintes do gengibre sao numerosos e variam dependendo do lugar de plantio. Mais de 50
componentes do 6leo foram caracterizados e estes sdo principalmente monoterpendides (b-phellandrene, (+)-
camphene, cineole, geraniol, curcumeno, citral, terpineol, borneol) e sesquiterpendides (a-Zingibereno, b-
sesquiphellandrene, b-bisabolene, (E-E)-a-farneseno, arcurcumeno, zingiberol). E rico em gingerols, que sdo uma
série de fenois. O mais abundante é [6]-Gingerol, embora as quantidades menores de outros gingerols com
diferentes tamanhos de cadeias estejam também presentes. Um total de 115 compostos foi identificado, dos quais
88 foram relatados, que incluiram metil [8]-paradol, metil [6]-isogingerol e [6]-isoshogaol. [6]-(14), [8]-, [10]-e [12]-

gingerdiones®.
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O gingerol é capaz de inibir a AP-1, cuja indugao suprime a ativagao de SMADSs, que por sua vez participam
das vias de regulacao de colageno ja que sdo co-fatores de transcricdo e regulam a transcricdo de genes
dependentes de TGF-B (fator de crescimento de tecido beta)®.

Outra substancia ativa encontrada no Zingiber officinale é o 6-Dehydrogingerdione. Esta substancia atua
aumentando o colageno, reduzindo a expressao da proteina metaloproteinase-1 (MMP-1) e como inibidor tecidual
recuperado da secrecédo do inibidor da metaloproteinase-1 (TIMP-1)#°. Outros estudos corroboram seu potencial
antienvelhecimento j& que a aplicagdo tépica de um extrato de Zingiber officinale inibiu significativamente a
formagao de rugas induzida pela irradiagao UV-B cronica, além de prevenir significativamente a diminui¢cao da
elasticidade da pele*'. No entanto, muitos destes fitocomponentes constituintes de Zingiber officinale sao extraidos
em concentragao pequena utilizando-se métodos convencionais de extragao, tais como percolagao e destilagao,
com ou sem ajuda de solventes organicos e inorganicos. Estes compostos ativos podem ser extraidos por métodos
de extragao convencionais com o uso de solventes organicos com alto grau de perigo. Portanto, a busca por
métodos de extragdo mais seguros e mais efetivos, para esta e outras plantas, se torna essencial.

O uso de técnicas mais sofisticadas tais como extragdo supercritica por diéxido de carbono (CO:
Supercritico ou Fluido Supercritico) favorece o isolamento de fontes vegetais, na sua forma mais pura e
concentrada, eliminando, até certo nivel, o uso de solventes assim como reduzindo o acumulo de residuo no
produto final. Em vista destas vantagens, Chemyunion definiu esta técnica de extragdo como crucial para o

desenvolvimento do extrato de Zingiber officinale usado na combinagao sinérgica de Agen.

Beneficios
Agen
e estimula a produgao de colageno Il (baby collagen) em 1223%, colageno | em 136% e colageno tipo
IV em 45%, principais fibras da MEC que proporcionam resisténcia, firmeza e elasticidade a pele;
e promove a melhora da firmeza e da elasticidade da pele apds 14 dias;
e redensifica a derme em 28,6% e melhora a espessura da epiderme em 40%;
e reduzrugas em até 31%;
e melhora a resisténcia, integridade e regeneragao da pele;
e estimula arenovacao e diferenciagao celular garantindo uma pele mais jovem e saudavel;
e melhora a uniformidade do tom da pele significativamente;
e regula vias epigenéticas por meio da redugao da expressado génica de 5 miRNA essenciais para

reduzir e desacelerar o aparecimento de sinais do envelhecimento.

Testes

[
1. Eficacia Ex Vivo
1.1. Perfil de miRNA

Para detectar a influéncia do tratamento na produgao de miRNA, fragmentos de pele humana de

bleforopatia de 6 pacientes saudaveis com idade entre 45-60 anos foram incubados com uma formulagao com 1%
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de Agen por 24 horas. O tecido foi entdo submetido ao processo de maceragdo com o auxilio do aparelho Tissue
Ruptor® (Qiagen), em seguida o miRNA foi extraido usando mini kit miRNAse (217004 Qiagen).

Para identificar os miRNAs que poderiam ser induzidos pelo tratamento com Agen, analisou-se o perfil de
expressao do miRNA comparativo. Para esta analise, foram utilizados painéis de miRNAs TagMan OpenArray
Human. O software de analise gPCR em tempo real do OpenArray (Applied Biosystems) foi usado para analisar e
revisar os valores obtidos de amplificagao e ciclo de limiar (Ct). Valores médios de expressao foram calculados
para cada miRNA usando o grupo placebo como referéncia para identificar miRNAs diferencialmente regulados.

Para a predicao de alvos de miRNA diferencialmente expressos, foi utilizado o software Diana Tools MR-microT.

57% 2% 70% 95% 32%
hsa-miR-1305 hsa-miR-338- hsa-miR-663b hsa-miR-580- hsa-miR-519-
Colageno-l Colageno-1V Colageno-IV Colageno-IV Colageno-IV
Fibronectina Decorina
Decorina EGF
EGF

Figura 4: Expressao de miRNA. (EGF: Fator de Crescimento Epidermal, COL1A2: Colageno Tipo 1 cadeia Alfa 2,
COL4A3: Colageno Tipo 4 cadeia Alpha 3, COL4A4: Colageno Tipo 4 cadeia Alpha 4, COL4A6: Colageno Tipo 4
cadeia Alpha 6, DCN: Decorina, FN1: Fibronectinal).

Agen demonstrou regular negativamente 5 miRNAs relacionados ao silenciamento de EGF, colageno
tipo I, colageno tipo IV, decorina e fibronectina (Figura 4).

O controle do crescimento e proliferagao de células epidérmicas é mediado pela expressao do gene EGF
(fator de crescimento epidermal). Quando o EGF se conecta ao seu receptor (EGFR), desencadeia uma cascata de
reagOes que culminardo no aumento da proliferagao e diferenciagdo. Estudos indicam que a reducao da atividade
de sinalizagao do EGF esta associada a alteragdes relacionadas ao envelhecimento, como a xerose cutanea e o
tecido atrofiado*?.

O colageno tipo | (COL1) é o principal responsavel pelas propriedades mecanicas da pele e sua redugao
na sintese é uma caracteristica do envelhecimento endégeno da pele, através de dois mecanismos distintos: a
senescéncia dos fibroblastos e a diminuigdo do nivel de estimulagdo mecénica®. Além disso, fibrilas de COL1 n&o
se formam ou se estabilizam sem a fibronectina, uma glicoproteina da matriz extracelular que se liga a proteinas
receptoras de membrana chamadas integrinas**. As fibronectinas desempenham um papel importante na adesao,
crescimento, migragao e diferenciacdo celular e sdo importantes para processos como a cicatrizagao de feridas #4.

A principal fungao do colageno tipo IV presente na membrana basal é a manutengao da integridade da
juncao dermoepidérmica, a fim de garantir sua funcionalidade e nutrigao das células epidérmicas da camada basal.
A redugao do colageno tipo IV (COL4) compromete a estabilidade mecanica do tecido cutaneo, além de interferir
negativamente na regeneragao tecidual, uma vez que a estabilidade mecanica é necessaria para a sintese de novas

moléculas®®. A medida que a pele envelhece, 0 COL4 também é reduzido*®.
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A decorina (DCN) é um membro da pequena familia de proteoglicanos ricos em leucina (SLRP) e é um fator
chave no processo de fibrilogénese do colageno*’. Além da fibrilogénese do colageno, as SLRPs desempenham
papéis importantes na modulagao do fator de crescimento e na regulagao direta do crescimento celular. Os efeitos
da auséncia de decorina na pele incluem uma pele incomumente frouxa e fragil com afinamento dérmico visivel no
exame microscopico®.

Assim, ao diminuir a expressdao dos miRNAs que silenciam a expressdo génica dessas proteinas

importantes, Agen pode apresentar um resultado relevante como agente antienvelhecimento.

1.2. Proteinas da Matriz Extracelular

Fragmentos de pele humana de blefaropatia de pacientes saudaveis com idade entre 45-60 anos foram
tratados por 72 horas com 10mg / cm? de uma férmula contendo 2% de Agen ou seu placebo. Secgbes de 10um
foram coletadas, incubadas com anticorpos primarios para Anti-Colageno 1 (Abcam; ab90395) ou Anti-Colageno3
(Santa Cruz Biotechnology; sc 271249) ou Anti-Colageno 4 (Sigma; SAB4500382) ou Anti-Decorina (Abcam;
ab151988) ou Anti-Fibronectina (Santa Cruz Biotech; sc 69681) ou Anti-Fibrilina-1 (Santa Cruz Biotech; sc20084)
ou Anti-Fibulina-5 (Santa Cruz Biotech; sc23062), seguido de incubagdo com anticorpo secundario (Invitrogen
A11001) e contra-coloragao por DAPI (4'-6-Diamidino-2-fenilindole, marcador de DNA).

Aintensidade de fluorescéncia emitida pelos anticorpos especificos utilizados no tratamento das secgoes
foi analisada com o Microscépio de Fluorescéncia (Leica-DM1000 / LAS-Leica Application Suite). As imagens
obtidas foram tratadas com o software ImageJ® para quantificagcdo dos pixels gerados pela proteina alvo. A
andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA e teste de Dunnett. Os grupos estudados sao considerados
estatisticamente significativos quando o valor de p € menor ou igual a 0,05.

Em comparagao ao placebo, Agen aumentou a producao de colageno tipo |, tipo Ill e tipo IV em 136%,
1223% e 45%, respectivamente. Agen também elevou a produgao de decorina em 138% e de fibronectina em 102%

em comparagao com o placebo (Figura 5).
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Placebo 2% Agen

Colageno tipo |

Colageno tipo IlI

Colageno tipo IV

Decorina

Fibronectina

Figura 5: Avaliagao por imunofluorescéncia de colageno tipo |, colageno tipo Ill, colageno tipo 1V, decorina e
fibronectina (verde) e contra-coloragao por DAPI (azul, marcador de nucleos celulares). Imagens de microscépio
com ampliagao de 40x.

Além desses biomarcadores Agen, em comparagao ao seu placebo, foi capaz de aumentar a produgao de
fibrilina-1 (FB1) e fibulina-5 em 39% e 33%, respectivamente (Figura 6). A fibrilina (FB) também é uma glicoproteina
essencial para a formagao de microfibrilas, que por sua vez formam fibras que conferem a aparéncia elastica da
pele e servem de suporte para tecidos mais rigidos. Além disso, o FB1 desempenha um papel importante na
manutencgao da arquitetura da derme papilar®. Por outro lado, a fibulina-5 também é uma glicoproteina essencial

para a elasticidade do tecido cutaneo, capaz de regular a deposicao de elastina. Localizada na matriz extracelular,
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a fibulina-5 age sinergicamente com a LOXL1 (importante enzima na renovagdo das fibras elasticas) e a
tropoelastina (precursora da elastina) para a formacgao eficiente de ligagdes cruzadas e, como consequéncia,

culminando na formacéo de estabilizagio das fibras elasticas®.

Controle Placebo 2% Agen

Fibrilin-1

Fibulina 5

Figura 6: Avaliagado por imunofluorescéncia de fibrilina-1 e fibulina-5 (verde) e contra-coloragao por DAPI (azul,
marcador de nucleos celulares). Imagens de microscopio com ampliagao de 40x.

1.3. Fator de Crescimento Epidermal

Seguindo o mesmo protocolo usado para a avaliagao da matriz extracelular, fragmentos de pele humana
de blefaropatia de pacientes saudaveis com idade entre 45 e 60 anos foram tratados por 72 horas com 10mg / cm?
de formula contendo 2% de Agen ou seu placebo. Secgdes de 10um foram coletadas, incubadas com anticorpos
primarios para Anti-EGF (Santa Cruz Biotech; sc1341), seguidas de incubagao com anticorpo secundario (Invitrogen
A11001) e contra-coloragao com DAPI (4-6-Diamidino-2 -Fenilindole, marcador de DNA).

Aintensidade de fluorescéncia emitida pelos anticorpos especificos utilizados no tratamento das secgdes
foi analisada com o Microscépio de Fluorescéncia (Leica-DM1000 / LAS-Leica Application Suite). As imagens
obtidas foram tratadas com o software ImageJ® para quantificagdo dos pixels gerados pela proteina alvo. A
andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA e teste de Dunnett. Os grupos estudados sao considerados

estatisticamente significativos quando o valor de p € menor ou igual a 0,05.

Controle Placebo 2% Agen

Figura 7: Avaliacao por imunofluorescéncia de EGF (vermelho) e contra-coloragao por DAPI (azul, marcador de
nucleos celulares). Imagens de microscépio com ampliagao de 40x.
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Os resultados obtidos por Agen mostraram que o tratamento foi capaz de aumentar a produgao de EGF
em 232% em comparagao com o placebo (Figura 7). Como o EGF, um importante regulador do crescimento e
diferenciagao celular, diminui com a idade, esses dados nao apenas corroboram os achados do miRNA, mas
também sugerem que Agen pode regular positivamente a proliferagao e diferenciagao celular e, portanto, apresenta

uma importante eficacia antienvelhecimento.

1.4. Produgao de Colageno-I comparado a ativos cosméticos classicos

Fragmentos de pele humana de blefaroplastia de cinco pacientes saudaveis com idade entre 45-60 anos
foram tratados por 72 horas com 10 mg/cm? com férmulas contendo 2% de Agen, 10% acido ascorbico, 5% de acido
glicélico, 5% coenzima Q10, 4% de niacinamida ou 0,1% de retinol. Sec¢oes de 10um foram coletadas, incubadas
com anticorpos primarios para Anti-Colageno 1 (Abcam; ab90395) seguido de incubagao com anticorpo secundario
(Invitrogen A11001) e contra-coloragao por DAPI (4-6-Diamidino-2-fenilindole, marcador de DNA).

Aintensidade de fluorescéncia emitida pelos anticorpos especificos utilizados no tratamento das secgoes
foi analisada com o Microscépio de Fluorescéncia (Leica-DM1000 / LAS-Leica Application Suite). As imagens
obtidas foram tratadas com o software ImageJ® para quantificagao dos pixels gerados pela proteina alvo.

A Figura 8 demonstra a sintese de colageno-l nas diferentes amostras em comparagao da formulagao

placebo.
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o
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©
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Agen 2% Acido Ascérbico 10% Acido Glicélico 5%  Coenzima Q10 5% Niacinamida 4% Retinol 0,1%

Figura 8: Comparativo da eficacia do Agen 2% na sintese de colageno-1 com diferentes ativos anti-idade.

Agen apresentou eficacia superior no estimulo de colageno-1 quando comparado a diferentes ativos
comumente utilizados no mercado cosmético demostrando seu potencial na melhora da firmeza, elasticidade e

redensificacao da pele.

2. Eficacia In Vivo

A avaliagao clinica do Agen foi realizada em dois estudos de eficacia descritos abaixo:
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Estudo 1: 44 mulheres, com idades entre 40 e 60 anos, com sinais de envelhecimento facial (rugas
profundas e linhas finas) avaliaram uma formulagdo contendo 2% de Agen ou placebo. Os
produtos foram aplicados duas vezes ao dia no rosto e os voluntarios foram analisados no dia 0,
14,28 e 56. Para firmeza e elasticidade, utilizou-se um Cutometer® MPA 580 (Courage & Khazaka)
na regiao periorbital, analisando o parametro RO e R7, respectivamente. Para avaliagao da
espessura da pele, os voluntarios foram submetidos a andlise ultrassonografica com o Voluson
E®. Para avaliagdo do tom da pele, foram aplicados o Visia e a analise de imagens pelo software
Image Pro Plus.

Estudo 2: 23 mulheres, com idades entre 45 e 65 anos, com sinais de envelhecimento facial (rugas
profundas e linhas finas) avaliaram uma formulagdo contendo 2% de Agen ou placebo (meia
face). Os produtos foram aplicados duas vezes ao dia no rosto e os voluntarios foram analisados

nos dias 0, 30, 60 e 90. As rugas e a textura da pele foram avaliadas por Primos® e VisiaCR®.

Estudo 1

A formulagao contendo Agen proporcionou um aumento satisfatério nos valores dos parametros RO e R7,

o que indica melhora na firmeza e elasticidade da pele, respectivamente (Figura 9). De fato, existem diferengas

significativas entre o placebo e Agen desde 0 D14 (p <0,05). Como essas caracteristicas na pele sdo proporcionadas

por uma matriz extracelular saudavel e funcional, é possivel correlaciona-la com os dados ex vivo obtidos para

todos os biomarcadores da MEC (colageno tipo |, colageno tipo IV, decorina, fibronectina, fibrilina-1 e fibulina-5).

Agen demonstrou eficacia estatisticamente significativa (p <0,05) em melhorar a firmeza e elasticidade da regido

periorbital apds 14, 28 e 56 dias de uso, enquanto o placebo nao apresentou resultados significativos (p> 0,05) para

esses parametros nos tempos experimentais.

Agen

Melhora (%) em comparagao a DO

18%
15,9%
16%
14%
12% 105%
9,5%
10% 8,6%
8% 7.3% 6.8% 71%
6% 57%
’ 4.2% 3,5%
4% 26% =
0%
D0-D14 D0-D28 D0-D56 D0-D14 D0-D28 DO0-D56
firmeza elasticidade

Placebo ®2% Agen

Figura 9: Efeito do Agen e do seu placebo na firmeza e elasticidade da pele facial.
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Figura 10: Efeito do Agen e do seu placebo na espessura da pele facial.

E importante notar também que Agen foi capaz de aumentar em 40% a espessura da epiderme (Figura 10),
0 que mostra que o EGF est4, de fato, sendo ativado para estimular a proliferagao celular de queratinécitos. Além
disso, Agen aumentou a espessura da derme em cerca de 28% (Figura 10), o que também valida os resultados
prévios da matriz extracelular obtidos pelos estudos ex vivo. Nesse caso, todos os resultados obtidos pelo Agen
foram estatisticamente diferentes do DO e do placebo (p <0,05) que ndo mostraram diferenga no D56.

Agen apresentou melhora de 4,58% até 22,4% (resultado maximo atingido) na uniformidade do tom da pele,
apos 56 dias de tratamento (Figuras 11 e 12), diferindo estatisticamente (p <0,05) do placebo e DO em todos os

periodos avaliados. O placebo nao foi estatisticamente diferente de DO (p <0,05) em todos os periodos avaliados.

Figura 11: Efeito do Agen no tom da pele.
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Figura 12: Efeito do Agen e seu placebo no tom da pele facial.

2.2. Estudo 2

E evidente o desempenho do Agen na redugao de rugas na regido periorbital dos voluntarios que utilizaram
férmula contendo 2% por 60 dias observados pelo VisiaCR. Também é claro a sua eficacia na uniformizagao do

tom da pele e manchas escuras, corroborando o estudo clinico anterior.

DO D60

Figura 13: Efeito do Agen nas rugas periorbitais.

Ja a andlise por Primos® permitiu avaliar parametros como rugosidade (Sq), profundidade maxima de

rugas (Smax) e profundidade média das rugas (Sz). Apds 90 dias de uso, Agen reduziu significativamente a
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rugosidade da pele em 13% até 32,4% (melhor resultado obtido). Agen também atuou reduzindo a profundidade

maxima e média das rugas em 12,7% e 12,5%, chegando a apresentar redugbes maximas de 31,6% e 31,1%,

respectivamente.

DO D90 150

100

Figura 14: Imagens captadas pelo equipamento PRIMOS® para analise do relevo cutaneo (rugas, linhas de
expressao e textura da pele), no inicio do estudo (D0) e apds 90 (D90) dias de utilizagao de 2% de Agen.
(Escala lateral em pm).

Sq Smax Sz
0%
§ -3% -1,70%
3 -3,80%
s 6%
o
T
< o,
2 9% -8,00%
o
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-15%

m Placebo ®2% Agen

Figura 15: Variagao percentual dos pardmetros Sq (rugosidade), Smax (profundidade méaxima da ruga) e Sz
(profundidade média da ruga) para Agen e Placebo no tempo experimentais D90 em relagao a DO.

Aplicacao

e Adicionar na fase oleosa entre 75-80°C
e pH:3,0-7,0

e Emulsoes e séruns com beneficios antienvelhecimento
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Estabilidade e Compatibilidade

Pode ocorrer exsudagao durante o prazo de validade. Homogeneizar o ingrediente sob agitagao sem

comprometimento da performance do produto.

Concentragao de Uso

2% (p/p)
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