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RESUMO

A alopecia, conhecida popularmente como queda capilar, atinge tanto homens
quanto mulheres, em todas as faixas etdrias. Sua incidéncia tem aumentado com o
ritmo de vida cada vez mais estressante. E a doenca com maior impacto psicossocial,
levando a casos extremos até mesmo ao suicidio. A alopecia pode ocorrer devido a
diversos fatores, sendo que a acdo hormonal andrégena de diidrotestosterona (DHT) é
a causa mais frequente. Esse hormonio € responsdvel pela miniaturizacdo do foliculo
capilar e consequente queda dos fios de cabelo. O fungo Ganoderma lucidum §é
amplamente utilizado na medicina chinesa por suas propriedades anticancerigenas.
No céncer de prostata, ele atua inibindo a enzima 5—-a-redutase, responsavel pela
conversdao de testosterona em DHT. Com base nessas informagdes, esporos de G.
lucidum foram rompidos e seu material foi extraido em solucdo aquosa. Essa solu¢do
foi utilizada no desenvolvimento de uma lo¢do capilar para tratamento de alopecia. A
avaliacdo da locdo capilar foi feita em duas etapas. Na primeira testou-se a lo¢cdo em
modelo experimental usando camundongos C57BL/6. Foram avaliados crescimento,
desenvolvimento dos foliculos e atividade hormonal em machos e fémeas dos
animais.macro e microscopicamente. Neste modelo constatou-se aumento superior a
50% na quantidade de foliculos, e de até 10 vezes o diametro dos mesmos. Em
machos as analises hormonais indicaram alteracdes nao significativas (p>0,05) dos
niveis de testosterona, decréscimo significativo (p<0,05) para DHT e aumento dos
niveis de estradiol (p<0,05). Para as fémeas, a unica resposta hormonal diferente foi a
queda dos niveis de testosterona (p<0,05). A segunda etapa consistiu em avaliar a
locio em homens e mulheres. Os mesmos parametros realizados no modelo
experimental foram aqui avaliados. Pode-se observar o surgimento de novos foliculos
capilares, melhora da queda capilar, aumento da haste dos fios de cabelo, tornando-os
mais fortes e resistentes, brilhosos e hidratados, com aceita¢do da férmula por 99%
dos pacientes. A locdo capilar formulada a partir do extrato de esporos de G. lucidum
mostrou ser um cosmético de alto potencial tecnoldgico e industrial.

Palavras-chave: Alopecia. Foliculos capilares. Lo¢do capilar. Ganoderma lucidum.
S5-a-redutase. Testosterona. Diidrotestosterona.



ABSTRACT

Alopecia, popularly known as hair loss, affects both men and women in all
age groups. Its incidence has increased with the increasingly stressful of lifestyle. It is
the disease with the greatest psychosocial impact, leading to extreme cases even to
suicide. Alopecia can occur due to several factors, and the androgenic hormone action
of dihydrotestosterone (DHT) is the most frequent cause. This hormone is responsible
for the miniaturization of the hair follicle and consequent fall of hair strands. The
fungus Ganoderma lucidum is widely used in Chinese medicine for its anticancer
properties. In prostate cancer, it works by inhibiting the enzyme 5-a-reductase,
responsible for the conversion of testosterone to DHT. Based on this information,
spores of G. lucidum were disrupted and their material was extracted in aqueous
solution. This solution was used in the development of a hair lotion for the treatment
of alopecia. The evaluation of capillary lotion was done in two stages. In the first
experiment the lotion was tested in an experimental model using C57BL/6 mice.
Growth, follicle development and hormonal activity were evaluated in males and
females of the animals, machro and microscopically. In this model, an increase of
more than 50% in the number of follicles and up to 10 times the diameter of the
follicles was observed. In males, hormonal analyzes indicated non-significant changes
(p> 0.05) in testosterone levels, a significant decrease (p <0.05) for DHT and an
increase in estradiol levels (p <0.05). For females, the only different hormonal
response was the decrease in testosterone levels (p <0.05). The second stage consisted
in evaluating lotion in men and women. The same parameters performed in the
experimental model were evaluated here. It was observed the growth of new hair
follicles, improved hair loss, hair shaft enlargement, making them stronger and
resistant, shiny and hydrated, with acceptance of the formula by 99% of the patients.
The hair lotion formulated from the spore extract of G. lucidum showed to be a
cosmetic of high technological and industrial potential.

Key words: Alopecia. Hair follicles. Hair lotion. Ganoderma lucidum. 5-a-reductase.
Testosterone. Dihydrotestosterone.
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1 INTRODUCAO

A vida estressante que os seres humanos levam hoje em dia afeta o organismo
de diversas maneiras. A queda capilar é a mais comum afetando homens e mulheres.
Conhecida como alopecia, tem impacto significativo na aparéncia tanto de homens
como das mulheres, podendo levar a casos sérios de depressdo e até ao suicidio. Os
cabelos sdo uma grande preocupacdo em praticamente todas as culturas,
representando sinal de satde, higiene, forca, beleza, estando intimamente ligado a
autoestima. Segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia, estima-se que 1,7% da
populacdo apresente um episddio de alopecia a0 menos uma vez na vida. A alopecia
pode levar a perda parcial ou total dos cabelos, sendo mais comum em homens. Em
homens, a perda de cabelo tende a ser no topo do couro cabeludo, e nas mulheres, de
maneira mais difusa.

As causas de alopecia sdo varias e envolvem fatores como: doengas,
deficiéncias nutricionais, idade, efeitos hormonais e estresse, além de tratamentos
quimioterapicos (Choi et al., 2014). A causa mais comum € a acdo hormonal da
diidrotestosterona (DHT), forma ativa do hormoénio testosterona. A DHT ¢é formada a
partir da conversao enzimadtica da testosterona pela enzima S—o-redutase. As células
da papila dérmica sdo afetadas principalmente por DHT dentre todos os hormonios
andrégenos. Esse hormonio aumenta o risco de queda capilar por alterar o ciclo de
crescimento do cabelo (Patel et al., 2015).

O tratamento atual, e mais corriqueiro, € o uso topico de minoxidil, utilizado
tanto para homens quanto para as mulheres. O tratamento € longo, podendo gerar
resultados satisfatorios apenas apos um ano de uso € nao € suficientemente eficaz
(Harfmann e Bechtel, 2015). Associado a ele os homens tem outra alternativa, que é o
uso oral do medicamento finasterida. Porém, este produto reduz em até 2/3 a
quantidade de DHT livre e é relatado, em vdrios pacientes, um efeito adverso
indesejdvel como a impoténcia e perda de desejo sexual. Outros efeitos associados ao
uso de finasterida sdo: ansiedade/depressdo, rigidez muscular, cdlicas, tremores e
fadiga cronica (Caruso et al., 2015). Em mulheres a sua eficicia ndo foi comprovada e
seu uso nao € indicado (Price et al., 2000).

O fungo Ganoderma lucidum é comumente utilizado na medicina chinesa e
tem chamado a atenc@o por seus metabdlitos de estrutura altamente diversificada com

propriedades quimicas e bioldgicas, principalmente sob o sistema autoimune
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(Habijanic et al., 2015; Guo et al., 2009; Bao et al., 2002). Estudos foram feitos
utilizando seus polissacarideos e efeitos citotoxicos em células tumorais e foram
comprovados como nos canceres de mama, atividade antioxidante, atividade inibitéria
da protease HIV-1, supressdo de resposta inflamatoria e efeitos neuroprotetores entre
outros (Min et al., 1998, 2001; Sliva et al., 2003; Dudhgaonkar et al., 2009; Smina et
al.,2011; Zhou et al., 2012).

Em busca de substancias naturais que pudessem ser utilizadas no tratamento
do cancer de préstata, os compostos bioativos do fungo G. lucidum mostraram
eficacia (Sliva et al., 2003). O método pelo qual essas moléculas agem no combate ao
cancer de préstata nao estd completamente elucidado. Mas, uma importante forma de
acdo descrita foi a atividade inibitéria da enzima 5-o-redutase, responsdvel pela
conversao de testosterona em DHT (Liu et al., 2006, 2012; Zhang et al., 2016). Com
esta informacdo levantou-se a hipétese que compostos de G. lucidum poderia ser
usado na prevencdo e tratamento a alopecia, por diminuicdo dos niveis de DHT ou
outras alteragdes que possam acontecer em células de foliculos capilares. Uma vez
comprovada a primeira hipétese, espera-se encontrar a dosagem ideal de extrato para
que essa locdo seja capaz de cessar a queda capilar, aumentar a quantidade e
qualidade dos fios de cabelo, independente de interferentes como idade,
medicamentos ou tratamentos anteriores, € que seja de facil utilizacdo e esteja a

disposi¢do de toda a populacdo que sofre com esse problema.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Produzir uma lo¢do capilar obtida a partir de biocompostos extraidos de

esporos do fungo Ganoderma lucidum, e comprovar sua eficidcia no tratamento de

alopecia em humanos e melhora da qualidade dos fios de cabelo.

1.1.2 Objetivos Especificos

- desenvolver método de rompimento para romper os esporos de Ganoderma

lucidum;
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- extrair compostos bioativos de esporos do fungo G. lucidum;

- formular uma loc@o capilar contendo esses compostos que seja estavel de
acordo com os padroes exigidos pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA);

- avaliar a eficdcia da lo¢cdo em modelo animal para observar os efeitos
referentes ao crescimento capilar;

- testar o potencial da locao formulada no tratamento a alopecia em humanos;

- definir doses efetivas de extrato de esporos de G. lucidum na log¢do, para
crescimento capilar em homens e mulheres, levando em consideracdo alteracdes
hormonais, medicamentosas e de faixa etaria;

- avaliar outros parametros como: melhoras nos fios de cabelo, como aumento

de brilho, resisténcia, volume.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CABELO

O cabelo € uma estrutura propria dos mamiferos. Em humanos, protege a pele
contra danos mecanicos, contra raios ultravioletas e facilita o controle homeotérmico.
Outras funcdes podem ser conferidas ao cabelo, como o aumento da percep¢do da
superficie da pele para estimulos tateis e importante papel na comunicacdo social e
sexual, variando conforme a cultura de cada regido. Uma desordem no seu
crescimento, como perda de cabelo ou hirsutismo, apresenta um fator psicolégico de
alto impacto na qualidade de vida dos seres humanos (Randall e Botchkareva, 2009;
Buffoli et al., 2014).

O cabelo tem duas estruturas (Figura 1). A haste, que € uma estrutura tubular,
longa (maior de 2 cm), fina (geralmente com pouco mais de 60 mm de didmetro) e
flexivel, de células epiteliais queratinizadas e visivel na superficie da epiderme. A
outra estrutura se estende por mais de 3 mm e estd na camada mais profunda da pele,
derme, sendo a estrutura viva do cabelo: os foliculos capilares, de crescimento
epitelial cilindrico, anexo a glandula sebacea, que se amplia na base dentro do bulbo
capilar, envolvendo a papila dérmica mesenquimal (Buffoli et al., 2014). O resto do
corpo humano € recoberto com velus, um cabelo independente de horménio, curto
(menos de 2 cm), fino (didmetro menor que 30 mm), sem pigmentagdo € que se
estende por apenas 1 mm dentro da derme (Vogt et al., 2007; Wosicka e Cal, 2010).

A haste do cabelo (Figura 2) consiste do cortex, das células cuticulares e da
medula. A medula € a parte central do cabelo. O cortex representa a maior
composi¢do de fibras, tem um papel muito importante nas propriedades fisicas e
mecanicas do cabelo, e € a parte periférica, composta aproximadamente de 50-60% de
macrofibrilas (hastes de microfibrilas incorporadas em uma matriz). A cuticula
recobre a haste do cabelo desde a sua raiz até o topo da epiderme, e ¢ formada por
células sobrepostas planas, formada por vdrias estruturas sublamelares (a epicuticula,
a exocuticula A, a exocuticula B e a endocuticula). A integridade e as propriedades da
cuticula tem um papel importante na protecdo do cértex a danos fisicos e quimicos e
na manuten¢do da limpeza e do desembaraco do cabelo, com um grande impacto na

sua aparéncia (Randall e Botchkareva, 2009; Buffoli ez al., 2014).



FIGURA 1 — ESTRUTURAS BASICAS DO FOLICULO CAPILAR.
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FIGURA 2 - ESTRUTURA DA HASTE CAPILAR.
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O foliculo capilar € a estrutura essencial para o crescimento do cabelo. O
foliculo é uma invaginagio epidérmica que se estende até a hipoderme. E composto
por bainha radicular externa, bainha radicular interna e bulbo capilar (Randall e
Botchkareva, 2009; Buffoli ez al., 2014).

A bainha radicular externa ¢ um reservatorio de células tronco multipotentes
(queratindcitos e melandcitos) e queratindcitos. Essa bainha forma uma protuberancia
entre a inser¢do do musculo pilo eretor e o ducto da glandula sebdacea. Ao lado
dérmico da bainha existe um arranjo de duas camadas de fibras coldgenas, a camada
vitrea (Azulay e Azulay, 2008; Randall e Botchkareva, 2009).

A bainha radicular interna consiste de 3 camadas: a camada de Henley, a
camada de Huxley e a cuticula. A camada cuticular prende a haste do cabelo ao
foliculo. As células da bainha radicular interna produzem queratina e trico-hialina,
que servem como um cimento intracelular, dando for¢a a bainha radicular interna para
suportar e moldar o crescimento da haste do cabelo, bem como guiar seu movimento
para cima. A bainha radicular interna separa a haste do cabelo da bainha radicular
externa (Azulay e Azulay, 2008; Randall e Botchkareva, 2009).

O bulbo capilar € a porcao do foliculo que ativamente produz o cabelo. Ele
inclui a papila dérmica folicular, células da papila dérmica, mucopolissacarideos ricos
em estroma, fibras nervosas e um loop capilar tnico. Acima do bulbo, o foliculo é
composto de duas partes anatomicas: o infundibulo e o istmo. O infundibulo é uma
estrutura em forma de funil preenchida com sebo, produzido pela glandula sebacea.
Ele se estende da superficie da pele ao duto sebaceo, serve como um reservatorio e
fornece uma interface para interacdes das células associadas ao foliculo piloso. O
istmo se estende do duto da glandula sebacea a inser¢cdo do musculo pilo eretor
(Figura 3) (Azulay e Azulay, 2008; Randall e Botchkareva, 2009).

Os foliculos capilares produzem os fios de cabelo passando pelo mesmo ciclo
repetitivo de crescimento (Figura 4), alternando entre as fases de crescimento ativo
(andgena), de transicdo (catdgena) e de repouso (telégena) (Oh et al., 2016). A
duracdo de cada ciclo é coordenada por diversos hormdnios e citocinas, e depende de
alguns fatores como idade, estidgio de desenvolvimento do individuo, hébitos
nutricionais, e alteragdes ambientais, como a luz do dia (Buffoli et al., 2014).

Normalmente, a fase andgena dura entre dois e seis anos e € essencial para a

formacdo do cabelo sauddvel. Essa fase pode ser subdividida em seis outras etapas.
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Na etapa andgena [ a V (pré andgena) as células progenitoras se proliferam, englobam
a papila dérmica em crescimento, crescem dentro da pele e comecam a diferenciacdo
em haste capilar e bainha radicular interna; a haste formada comeca o
desenvolvimento e os melandcitos localizados na matriz comecam a producdo de
pigmentos. A etapa andgena VI (meta andgena) € na qual ha a restauragdo total da
unidade produtora da fibra de cabelo, que é caracterizada pela formagdao do bulbo
capilar circundando a papila dérmica, e uma nova haste capilar aparece na superficie
da pele. O metabolismo da papila dérmica € bastante ativo e garante a rapida divisao
celular. Nesta fase o cabelo € bastante sensivel e qualquer alteracdo, como estresse ou
deficiéncia nutricional, pode limitar o seu crescimento (Krause e Foitzik, 2006;

Buffoli et al., 2014; Panteleyev, 2016).

FIGURA 3 - ESTRUTURAS CAPILARES AMPLIADAS.

FONTE: Adaptado de Azulay e Azulai, 2008.

A fase catdgena inicia logo apds o término da fase andgena, e caracteriza-se
pela reducdo significativa da diferenciacdo e proliferacio da matriz capilar em
queratindcitos e pelo término da producdo do pigmento melandcito. Essa fase dura

apenas algumas semanas. O foliculo capilar diminui em torno de 1/6 do tamanho
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original. A haste capilar se solta do foliculo e sobe para o couro cabeludo (Krause e

Foitzik, 2006; Buffoli et al., 2014; Panteleyev, 2016).

FIGURA 4 — FASES DO CRESCIMENTO CAPILAR.
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FONTE: Adaptado de Johnstone e Albert, 2002.

A fase telégena comeca quando a fase catdgena termina e pode durar de trés a
oito meses. Nesta fase ndo hd crescimento capilar, a papila dérmica entra em repouso
e o cabelo cai por si s6 ou é empurrado para fora pelo cabelo que comega a nascer. Os
foliculos em fase telégena sdo caracterizados por uma falta de producdo de pigmento
melandcito e bainha radicular interna. A papila dérmica estd intimamente ligada a

uma pequena cédpsula de queratindcitos secunddrios contendo células tronco do
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foliculo capilar. Aproximadamente 15% dos foliculos capilares estdo em fase teldgena
a qualquer momento (Krause e Foitzik, 2006; Randall e Botchkareva, 2009; Buffoli et
al., 2014; Langan et al., 2015; Panteleyev, 2016). Um pequeno aumento na
porcentagem dos foliculos telégenos ja é o necessdrio para que surjam as falhas de
cabelo (Oh et al., 2016).

O conhecimento do mecanismo do ciclo capilar € essencial ao entendimento

das desordens capilares.

2.1.1 Queda capilar

2.1.1.1 Impacto psicossocial e sécio cultural

A vida estressada e depressiva em que vivemos afeta nosso corpo de diversas
maneiras, € a mais comum delas € pela queda capilar. A cada ano que passa o nimero
de pessoas calvas cresce exponencialmente, principalmente mulheres com menos de
40 anos de idade, que sofrem de queda capilar devido a uma rotina de vida cada vez
mais estressante.

Em um mundo onde a aparéncia é supervalorizada, a queda capilar é mais
significante social e psicologicamente do que biologicamente importante, levando a
quadros sérios de depressio e até ao suicidio (Harfmann e Bechtel, 2015). E
socialmente aceito que homens fiquem calvos, porém ndo as mulheres. Apenas uma
pequena parcela da populagdo ndo se incomoda com a calvicie, afirmando que faz
parte do envelhecimento. A grande maioria chega at€é a mudar seus habitos evitando a
socializacdo (Buffoli et al., 2014). Alguns pacientes recusam tratamentos
quimioterdpicos por medo de perder os cabelos (Oh et al., 2014).

Segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia estima-se que cerca de cinco
milhdes de pessoas tenham alopecia, e que 5% delas perdem todos os pelos do corpo.
Estima-se que cerca de 1,7% da populacdo apresente pelo menos um episédio de
alopecia durante a vida (Rivitti, 2005).

A incidéncia da alopecia em homens € de cerca de 50% dos afetados com mais
de 50 anos (Avram et al., 2008), porém 60% dos doentes apresentam o primeiro
episddio da doenca antes dos 20 anos (Rivitti, 2005). A maioria das mulheres

comecam a ter queda de cabelo depois dos 50 anos, porém pode ocorrer a qualquer



32

momento depois da menarca. Por volta dos 70 anos de idade, mais da metade das

mulheres tem sinais de alopecia (Mesinkovska e Bergfeld, 2015).

2.1.2 Principais tipos e causas de alopecia

Os tipos de alopecia podem ser divididos em dois: ndo cicatriciais e

cicatriciais.

2.1.2.1 Alopecia cicatricial

A perda de cabelo cicatricial é causada por agentes fisicos ou quimicos, como
traumas ou queimaduras; infeccdes fungicas, bacterianas, treponémicas (sifilis tardia),
tripanossomica (leishmaniose) ou viréticas (herpes simples, varicela, zoster);
neoplasias (carcinoma, linfoma, metdstase); ou dermatoses (pseudopelada, lupus
eritematoso, foliculites, entre outros). Caracteriza-se pela destrui¢do dos foliculos

capilares (Radwanski ef al., 2009).

2.1.2.2 Alopecia nio cicatricial

As causas de alopecia ndo cicatricial sdo vdrias e envolvem fatores como:
doencas, defici€ncias nutricionais, idade, estresse, efeitos hormonais, entre outros

(Choi et al., 2014).

2.1.2.2.1 Alopecia androgenética

Com excecdo dos cilios e das sobrancelhas, o cabelo humano é dependente de
regulacdo hormonal. O principal hormdnio com agdo direta sobre a regulacdo dos
cabelos € a diidrotestosterona (DHT). O DHT ¢ formada a partir da conversdo
intracelular enzimdtica da testosterona pela enzima 5-a-redutase. Esse hormodnio
aumenta o risco de queda por provocar a diminuicdo da fase andgena e a
miniaturizacio dos foliculos capilares resultando em uma acelera¢ido do afinamento e
encurtamento dos fios (Randall e Botchkareva, 2009; Harfmann e Bechtel, 2015;
Patel et al., 2015).
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Depois da sua conversdo, o DHT se liga ao receptor andrégeno e age no fator
de transcricdo para genes andrégeno dependentes. No couro cabeludo calvo, a
concentracdo de 5-a-redutase € aumentada, aumentando também a producdo de
DHT. A concentracdo de receptor andrégeno também aumenta, o que leva a
abundancia de genes andrégeno dependentes. Tudo isso ocorre na papila dérmica, que
¢ onde ocorre a formacdo do foliculo piloso. A relacdo entre moléculas
indutoras/repressoras do foliculo, enviadas pela papila dérmica e as células epiteliais,
determina o tamanho da papila dérmica. Alteracdes no tamanho do cabelo podem
causar diminuicdo do volume da papila dérmica e na quantidade de células do
foliculo, mas a relacdo entre cabelo e tamanho da papila dérmica continua constante.
Isso sugere que alteracOes dentro da préopria papila dérmica sdo o alvo para
modificagdes andrégenas no ciclo do cabelo e na miniaturizagdo do foliculo
(Schweiger, Boychenko e Bernstein, 2010).

A enzima que converte a testosterona em DHT, a 5-a-redutase, apresenta
duas isoformas em humanos: tipo 1 e tipo 2. A isoenzima tipo 1 é encontrada no
figado, glandula sebacea e possivelmente na regido infraindibular dos foliculos
capilares presentes no couro cabeludo. O tipo 2 da enzima 5—o-redutase € encontrada
na prostata, na genitdlia masculina, nas bainhas radiculares dos foliculos pilosos, € no
figado. Homens que nascem com deficiéncia genética no tipo 2 dessa enzima nao
desenvolvem alopecia androgenética. Associada a essa observacao, constatou-se que a
pele do couro cabeludo calvo apresenta aumento na isoenzima tipo 2 e elevados niveis
de DHT. Concluiu-se entdo que a isoenzima tipo 2 deve ser o alvo no tratamento de
alopecia androgenética (Price et al., 2000).

A questdo genética influencia na dependéncia androgena do crescimento
capilar. Caucasianos apresentam uma taxa de crescimento maior que a de japoneses,
apesar dos niveis de testosterona serem similares, € homens africanos apresentam
muito menos alopecia. Muitos genes tem sido estudados comparando pessoas calvas e
ndo calvas, onde diferencas entre alelos e sequencias génicas tem justificado a
sensibilidade dos receptores a esses hormonios (Randall e Botchkareva, 2009).

Os hormonios estrégenos sdo capazes de modificar o metabolismo andrégeno
dentro de subunidades distintas do foliculo capilar (ex: na papila dérmica),
diminuindo a quantidade de DHT formado. Esse fendmeno que ocorre em humanos é

chamado de aromatizacdo, pela qual a testosterona presente, ao invés de ser
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convertida em DHT, tem sua rota metabdlica desviada para a conversao de estradiol,
pela enzima aromatase (Ohnemus et al., 2006).

A ampla distribuicdo de receptores estrogenos nas unidades pilosebdceas de
humanos sugerem que os estrogenos desenvolvam um papel importante também na
manutengdo e na regulacdo do foliculo capilar. Em um estudo de imunoreatividade
dos receptores estrogenos foi constatado que, na etapa IV da fase andgena, ha uma
notdvel diferenca entre homens e mulheres na distribuicdo desses receptores em
foliculos da pele frontotemporal. Para os homens, a quantidade predominante foi
encontrada na matriz de queratindcitos, enquanto para mulheres, foi predominante na
papila dérmica. Esse resultado mostra a importancia do 6rgdo alvo de acdo do
estradiol e sua localizag@o no efeito paradoxal aos hormoénios andrégenos (Schweiger,
Boychenko e Bernstein, 2010). Nessa mesma regido da pele, em mulheres, hd um alto
nivel da enzima aromatase, aumentando a conversdo de testosterona em estradiol
nessa regido, explicando a preservacdao de cabelo na linha frontal que é mais
acentuada nas mulheres ao contrario dos homens (Harfmann e Bechtel, 2015).

Outra constatacao importante do papel do estradiol na manutencao capilar € o
papel protetor dos mesmos nas mulheres: esse hormdnio prolonga o ciclo na fase
anagena, evidenciado por seus altos niveis em idade fértil e gravidez. Na fase de pds
parto esse hormonio cai, a fase catdgena e telogena sao altamente induzidas e ha uma
maior queda capilar (Randall e Botchkareva, 2009; Harfmann e Bechtel, 2015).

Outra causa da alopecia € o estresse psicoemocional severo. Nessas condigdes,
acredita-se que o hormonio adrenocorticotréfico, cujo produto final € o cortisol, possa
ser o responsdvel. Ele € liberado e pode agir diretamente como um peptideo pro
inflamatorio ou agir pela ativacdo de mastocitos (células do sistema imunoldgico),

levando a destruicao do foliculo capilar (Kim et al., 2006).

2.1.2.2.2 Efluvio tel6geno

O efldvio telégeno € outro tipo de alopecia ndo cicatricial e mais comum em
mulheres. Caracteriza-se por uma anormalidade no ciclo do cabelo durante a qual uma
porcentagem muito grande dos cabelos encontram-se na fase telégena (Harfmann e

Bechtel, 2015).



35

Essa condi¢do pode ser passageira, como ocorre, por exemplo, na situacio de
pos parto, onde os niveis de estradiol caem abruptamente e os foliculos capilares sdo
induzidos a fase telégena. Apds o periodo de recuperagdo dos foliculos, o cabelo volta
a crescer normalmente (Harfmann e Bechtel, 2015).

Quando a condi¢do de efldvio telégeno nao tem um gatilho, ele é considerado
cronico, e acontece apenas em mulheres. A maioria dessas pacientes apresentam
evidéncias histologicas de miniaturizacao folicular (Harfmann e Bechtel, 2015), sendo
comumente confundido com a alopecia androgenética. Nesses casos, compara-se
areas sensiveis aos andrégenos (frontotemporal) a 4reas ndo sensiveis (regido
occipital). No eflivio teldgeno sdo encontrados foliculos vazios e numerosos cabelos

curtos nascendo com espessura normal (Tosti e Torres, 2009).

2.1.2.2.3 Alopecia areata

Alopecia areata sdo diagnosticadas por auséncia de cabelo em locais bem
delimitados, néo difusos, como dreas circulares. E uma forma de alopecia rara e
predominante em mulheres. Os achados dermatoscopicos sdo claros na diferenciagdo
desse tipo de alopecia: pontos enegrecidos, pontos amarelados, cabelos velus curtos,
cabelos facilmente dobraveis com efeito cotovelo, entre outros (Inui et al., 2008; Tosti

e Torres, 2009; Molina et al., 2011).

2.1.3 Tratamentos disponiveis

O tratamento atual e mais corriqueiro € o uso topico de minoxidil. Essa
substincia era usada inicialmente como um agente anti-hipertensivo, e o efeito
promotor de crescimento capilar era considerado um efeito adverso. O minoxidil é
convertido em sulfato de minoxidil apds sua aplicacdo. O seu mecanismo de acdo nio
estd completamente elucidado, mas acredita-se que ele aja de mais de uma maneira:
aumentando o fluxo sanguineo ao redor do foliculo capilar, o que estimula a
proliferacdo celular; diminuindo a fase telégena e estimulando a fase andgena,
prolongando-a e estimulando o crescimento do fio de cabelo e o aumento do seu
diametro; e recentes estudos tém evidenciado que o minoxidil abre canais de potdssio

sensiveis a adenosina trifosfato (ATP) na papila dérmica, o que causa o relaxamento
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do musculo liso vascular, aumentando o fluxo sanguineo cutaneo (Randall e
Botchkareva, 2009; Higgins e Christiano, 2014; Choe et al., 2017).

A resposta clinica ao minoxidil varia dependendo da sua concentracdo,
preconizada em 5% para homens e 2 a 5% para mulheres. Essa variacdo na faixa de
dosagem pode indicar que hd uma sensibilidade genética ou outros fatores ambientais
que contribuam na eficicia do minoxidil (Mulinari-Brenner, Seidel e Hepp, 2011;
Higgins e Christiano, 2014). O pico de acdo ocorre por volta de 16 semanas de uso, e
apods seis meses de descontinuacdo do tratamento o quadro de alopecia volta ao seu
estdgio inicial (Mulinari-Brenner, Seidel e Hepp, 2011; Choe et al., 2017). Os efeitos
adversos observados sdo aumento de prurido, irritacdo local, hipertricose facial
(principalmente em mulheres), dermatite de contato, caspa e ressecamento do cabelo
(Mulinari-Brenner, Seidel e Hepp, 2011; Harfmann e Bechtel, 2015).

A finasterida, medicamento oral bastante utilizado no tratamento da alopecia,
era inicialmente utilizada para tratamento de hiperplasia benigna da préstata (Higgins
e Christiano, 2014). Esse medicamento inibe a enzima S5-o-redutase tipo II,
responsavel pela conversdo de testosterona em DHT e consequente queda capilar
(Higgins e Christiano, 2014; Harfmann e Bechtel, 2015).

Apesar de aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) como um
medicamento para queda capilar, hd diversos relatos na literatura dos efeitos adversos
graves da finasterida e de sua ndo eficdcia, principalmente em mulheres (Harfmann e
Bechtel, 2015). Price et al. (2000) analisaram o crescimento de cabelos em pacientes
mulheres utilizando finasterida quando comparados a um grupo placebo, € nao
observaram diferencga significante. Os pacientes, em respostas a um questiondrio de
auto avaliacdo, também ndo viram crescimento capilar apos 12 meses de uso. A
biopsia de couro cabeludo e as fotos analisadas por especialistas da area acabaram por
confirmar a sua ndo eficdcia.

Quanto aos efeitos adversos, eles sdo relatados mesmo quando a dosagem
usual indicada (1 mg por dia) ndo € ultrapassada. Os mais comum sao perda de libido,
disfuncdo erétil, dores de cabeca, nduseas, ondas de calor, quadros de ansiedade e
depressdao (Harfmann e Bechtel, 2015). Um estudo realizado em 2015 (Caruso et al.)
mostrou que os efeitos adversos de ansiedade e depressdo persistem mesmo apds o
término do tratamento com finasterida, pois estd associada com altera¢des nos niveis

de esteroides neuroativadores, tanto homens quanto mulheres. O efeito inibidor de
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5-a-redutase foi observado juntamente com uma diminuicdo de metabdlitos da
testosterona, de progesterona, estradiol, entre outros hormonios no plasma sanguineo
dos pacientes. Nas mulheres, um dos maiores motivos do nio uso de finasterida é seu
efeito adverso considerado mais grave: a sua teratogenicidade e feminizacdo de feto
masculino. Um efeito adverso ligado apenas ao sexo masculino € o cancer de mama,
porém, mais estudos em relacdo a isso sdo necessdrios para poder concluir sobre o
tema (Harfmann e Bechtel, 2015).

Outro agente topico utilizado tem sido os estrégenos, principalmente para
mulheres (Harfmann e Bechtel, 2015). O estradiol, estrégeno utilizado, aumenta a
taxa de proliferacdo celular, diminui a taxa de diferenciacdo e, assim, posterga a fase
telégena (Ohnemus et al., 2006). Acredita-se que a acdo do estradiol € a supressao da
enzima 5—-a-redutase, € inducdo da atividade de aromatase nos foliculos capilares,
aumentando a conversao de testosterona em estradiol, ao invés de DHT (Choe et al.,
2017). Kim et al. (2012) mostraram que os fios de cabelo continuaram a diminuir seu
didmetro mesmo com o uso de estradiol tdpico. Estradiol topico ndo é recomendado
para homens, pois pode causar ginecomastia devido as altas doses necessdrias para a
visualiza¢do de resultados positivos. Nesses casos, o esteroisomero 17-o—estradiol
pode ser prescrito por um médico. Solu¢des contendo benzoato de estradiol, valerato
de estradiol ou 17-p-estradiol estdo disponiveis comercialmente tanto para homens
quanto para mulheres, apesar de toda a controvérsia sobre seu uso (Ohnemus et al.,
2006).

A flutamida, inicialmente utilizada no tratamento de cancer de prostata, € um
antiandrégeno (bloqueador competitivo de receptor andrégeno) ndo esteroidal que
demonstra efeitos no crescimento do cabelo. Teve seu uso proibido para esse fim no
Brasil em 2008, pela Agencia Nacional da Vigilancia Sanitdria (ANVISA) devido
seus graves efeitos colaterais hepaticos, quando administrado sistematicamente. Tem
efeito teratogénico, diminuidor de libido, e pode causar graves alteracdes no sistema
cardiovascular (Mulinari-Brenner, Seidel e Hepp, 2011; Harfmann e Bechtel, 2015).

A espironolactona ¢ um inibidor da aldosterona, que age bloqueando o
receptor androgénico e inibe a sintese de andrégenos. Apesar de ndo haver aprovacgao
da FDA para uso dermatolégico, e nenhum estudo de centro de pesquisa autorizado
(apenas relatos de casos e ensaios nao reconhecidos), seu uso estd indicado apenas

para mulheres, devido ao alto risco de feminizacdo aos homens. A dosagem indicada
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¢ de 50 a 300 mg por dia. Os efeitos adversos sdo passageiros e incluem hipotensao
ortostatica, irregularidades no ciclo menstrual, nduseas, dores de cabeca, perda de
peso, ressecamento da pele, aumento da frequéncia urindria e fadiga. Esse
medicamento nio é recomendado para mulheres gravidas ou em fase de amamentacao
(Mulinari-Brenner, Seidel e Hepp, 2011; Harfmann e Bechtel, 2015).

O acetato de ciproterona é um esteroide sintético que compete com o DHT no
sitio de ligacdo dos receptores andrégenos. Sua eficdcia é controversa e seus efeitos
adversos incluem aumento de peso, fadiga, diminuicdo da libido, hepatotoxicidade,
depressdo, nduseas, dores de cabeca, teratogenicidade e feminizacdo do feto
masculino (Mulinari-Brenner, Seidel e Hepp, 2011; Harfmann e Bechtel, 2015).

Polivitaminicos e suplementos sdo utilizados no tratamento de alopecia, mas
nao ha nenhuma prova de que eles realmente funcionem (Harfmann e Bechtel, 2015).
Em pacientes com deficiéncia de ferro observa-se, geralmente, a ocorréncia de eflivio
telégeno, o que € resolvido pela reposi¢ao desse elemento (Mulinari-Brenner, Seidel e
Hepp, 2011).

O tratamento a laser consiste em um mecanismo nao bem definido, mas
acredita-se que seja na ativacdo de foliculos capilares adormecidos, aumentando o
fluxo sanguineo ou regulando positivamente a produgdo de ATP (Randall e
Botchkareva, 2009; Harfmann e Bechtel, 2015).

A combinagdo de medicacOes com diferentes mecanismos de agdo €
amplamente utilizada para aumentar o sucesso do tratamento (Harfmann e Bechtel,
2015; Choe et al.,2017).

Outra alternativa € o implante capilar. Foliculos capilares androgeno-
independentes sdo retirados da base do couro cabeludo e recolocados nas dreas calvas
(Randall e Botchkareva, 2009). Essa € uma solu¢do ainda cara, agressiva e dolorosa,
que envolve riscos e deixa cicatrizes, além do aspecto artificial que o cabelo novo

pode ter, conhecido como “cabelo de boneca” (Harfmann e Bechtel, 2015).

2.1.4 Potencial econdmico

Uma vez que um fio de cabelo fino e danificado emerge do couro cabeludo,

nao hd maneira eficiente de tratd-lo. O couro cabeludo deve ser normalizado primeiro.
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Os cosméticos sao a forma de minimizar esses impactos recuperando os foliculos
capilares, sem maiores efeitos adversos ao paciente (Schwartz et al., 2015).

Uma industria multibiliondria ao redor do mundo tenta encontrar métodos de
resolver o problema de alopecia através de procedimentos e produtos estimulantes,
como vitaminas, ervas exdticas, aminodcidos, que ndo foram submetidas a estudos
para comprovacao de eficacia (Ohnemus et al., 2006; Hyde, Bahkali e Moslen, 2010).

Existem solugdes tempordrias, como perucas ou apliques, que disfarcam a
alopecia e sdo procuradas por pessoas que ndo desejam algo tdo invasivo como 0s
tratamentos existentes, ou por pessoas frustradas apds um tratamento de 6 a 12 meses
sem os resultados esperados (Harfmann e Bechtel, 2015).

Diante desse cendrio, o desenvolvimento de novos produtos no setor de
cosméticos se faz cada vez mais necessdrio (Rivitti, 2005; Panteleyev, 2016). Nesse
setor, os bioprodutos ganham cada vez mais espaco, por serem menos alergénicos e
mais biocompativeis, menos danosos ao meio ambiente, e, geralmente, mais vidveis
economicamente.

O Brasil € o terceiro maior mercado consumidor de cosméticos do mundo,
onde produtos capilares lideram esse ranking, sendo o tnico setor que cresce apesar
da crise (Sociedade Brasileira de Dermatologia). De acordo com o veiculado pela
revista da Associacdo Brasileira de Cosmetologia, grandes marcas, como Johnson e
Johnson e L‘oreal, estimam que o mercado cosmético tende a crescer cerca de 17%

até 2020.

2.2 MACROMICETOS

2.2.1 Ganoderma lucidum

Os fungos sdo historicamente utilizados como ervas medicamentosas e
suplementos na China e em outros paises da Asia (Murata ef al., 2016). Fujita e
colaboradores (2005) compararam a atividade de 19 diferentes macromicetos e
observaram que o Ganoderma lucidum apresentava uma atividade anti-androgenética

bastante significativa.



40

Ganoderma lucidum também € conhecido como Lingzhi na China e Reishi no
Japao, e consta na Farmacopeia Americana, no compendium Americano de Plantas
Medicinais, bem como na Farmacopeia Chinesa (Wu et al., 2013).

Esse fungo tem chamado a aten¢do por seus metabdlitos de estrutura altamente
diversificada com propriedades quimicas e bioldgicas, principalmente sob o sistema
autoimune (Bao et al., 2002; Guo et al., 2009; Habijanic et al., 2015), sendo utilizado
no tratamento de alergias, artrite, bronquite, inflamacdes, entre outros (Sliva, 2003).

As duas substincias ativas de Ganoderma lucidum mais reportadas como
tendo atividades benéficas a saide sdo os polissacarideos e os triterpendides (Chen et
al., 2012). Estudos foram feitos utilizando seus polissacarideos e efeitos citotoxicos
em células tumorais foram comprovados (Min et al., 2001), como nos canceres de
mama e proéstata (Sliva et al., 2003), além de atividade antioxidante (Smina et al.,
2011), atividade inibitdria da protease HIV-1 (Min et al., 1998), supressao de resposta
inflamatéria (Dudhgaonkar et al., 2009), efeitos neuroprotetores (Zhou et al., 2012),
entre outros.

Outra propriedade interessante dos bioativos de G. lucidum, evidenciada na
busca a uma alternativa de cura do cancer de prostata, é a inibicdo da enzima
S5-a-redutase, responsavel pela conversao de testosterona em DHT (Liu et al., 2006a;
Boh, 2012; Wu et al., 2013; Zhang et al., 2016). A pele € um dos tecidos responsivos
a androgeno onde se da essa conversdo. Aliada a todas as outras propriedades dos
ativos desse fungo, ele pode ser cogitado como preventivo da queda capilar € no
tratamento de outras doencas androgenéticas.

A 1inibi¢do enzima 5—-o-redutase com o uso de moléculas orginicas tem sido
estudada. Varios compostos esteroidais € ndo esteroidais foram desenhados e
sintetizados como inibidores competitivos ou ndo competitivos dessa enzima. Entre
eles podemos citar, como exemplo a finasterida, e, como ja citado, todos os seus
efeitos adversos. Para uma minimizagdo desses efeitos, é que as moléculas organicas
sdo tao desejaveis. Liu et al. (2006b) revelaram que a fracdo do extrato de G. lucidum
significativa para a inibicdo da enzima 5-a-redutase, é basicamente composta por
triterpenoides. Mais de 150 triterpenoides tem sido isolados e identificados do corpo
de frutifica¢do, dos micélios e dos esporos de G. lucidum (Liu et al., 2015), sendo ao
menos 50 triterpenoides tinicos desse fungo e a maioria sdo dcidos ganodéricos (Boh,

2013; Wu et al., 2013). O 4cido ganodérico DM, cuja estrutura é andloga a do DHT,
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apresenta funcdo como inibidor da enzima S5-o-redutase (Wu et al., 2013). Os
esporos possuem cerca de 5 a 20 vezes mais triterpenoides que o corpo de
frutificacdo, e apds o rompimento celular o conteido de triterpenoides aumenta em
85% (Russel e Paterson, 2006; Liu et al., 2012).

A qualidade e a quantidade do conteddo de substancias ativas presentes no
fungo sao de dificil controle, e variam de cepa para cepa, local e condi¢des de cultivo,
procedimento de processamento e formulacdo, e preparacao (Boh, 2013).

Devido aos beneficios de G. lucidum na protecdo da saide humana e
tratamento de muitas doencas, muitos produtos naturais contendo o fungo tem
aparecido no mercado. Chds, pds, suplementos alimentares sdo consumidos ao redor
do mundo todo. Essas formulacdes sdo preparadas de corpo de frutificacdo, micélio e
esporos, sem danos a satide humana (Russel e Paterson, 2006; Wu et al., 2013).

As caracteristicas do fungo citadas acima, aliadas ao crescimento do mercado
cosmético, faz com que formulacdes cosmecéuticas contendo G. lucidum sejam
desenvolvidas, principalmente a partir de seus esporos, pois apresentam maior

quantidade de triterpenoides e potencial antioxidante.
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3. METODOLOGIA

Uma vez estabelecidos os objetivos necessita-se buscar metodologias para
realizar o trabalho proposto. Neste topico abordaremos quias metodologias usadas e

os critérios de escolha das mesmas.

3.1 ROMPIMENTO DOS ESPOROS

O método de rompimento de esporos escolhido foi baseado em estudos
anteriores de Novak (2012). Novak (2012) testou os solventes descritos na literatura
utilizados para esse fim (metanol, etanol, cloroférmio e éter) e demonstrou que o
solvente dgua permite extrair a porcdo triterpénica dos esporos do fungo. Nos
produtos medicinais em comércio na Asia o extrato bruto é utilizado, sem qualquer
tipo de intolerancia ou toxicidade (Boh, 2012; Wu et al., 2013). Assim, no presente
trabalho optamos por utilizar 4gua como solvente para extrair os biocompostos do

esporo de G. lucidum.

3.2 LOCAO CAPILAR

Cosméticos sao produtos aplicados topicamente e por isso, sdo melhor aceitos
pelos consumidores (Hyde, Bahkali e Moslen, 2010). A lo¢do capilar é uma
alternativa cosmética para tratamentos capilares, tendo em vista que principios ativos
veiculados em xampus apresentam baixa absor¢do, pois permanecem por tempo
insuficiente para a¢ao no couro cabeludo (Mulinari-Brenner, Seidel e Hepp, 2011). A
forma farmacéutica escolhida para veicular os ativos extraidos de G. lucidum foi a

locdo capilar sem enxdgue, pela facilidade de uso e menor rejeicdo do consumidor.

3.3 MODELO ANIMAL

A avaliagdo de um composto indutor de crescimento capilar em cultura pode
ndo ser condizente ao que ocorre no organismo, ji que para esse processo o

microambiente tem papel fundamental (Higgins e Christiano, 2014).
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Os roedores como modelos experimentais sdo Uteis para esse tipo de estudo. A
fase andgena do couro cabeludo humano pode demorar muitos anos, enquanto a fase
andgena da pele dorsal dos roedores dura apenas 2 a 3 semanas. O ciclo capilar é
sincronizado nos roedores, diferente dos foliculos capilares humanos, que ndo
apresentam sincronia alguma entre si (Oh et al., 2016). Os roedores mais utilizados
sdao os camundongos da linhagem C57BL/06, por apresentarem pelagem negra, o que
facilita a visualizacdo do crescimento de pelos (Choi et al., 2014). Por essas razdes,
foi escolhido este modelo animal para testes iniciais.

Para dosagem da resposta hormonal do tratamento em animais, foi eleito o
método comumente utilizado para esse fim, o ensaio imunoenzimatico (ELISA). Este
teste permite a dosagem de anticorpos especificos pela interacdo antigeno-anticorpo,

detectdveis por meio de reacOes enzimaticas.

34 TESTES EM HUMANO

Para cumprir com nossos objetivos e finalizar a ultima etapa deste trabalho, os
testes foram realizados em 70 humanos, 35 homens e 35 mulheres. Analises
subjetivas foram feitas através de questionario de auto-avaliagdo. O acompanhamento
dos pacientes e a obtencdo das imagens para andlises posteriores foi feito por uma
médica, de acordo com as recomendagdes do Comité de Etica. As andlises hormonais
foram realizadas por testes de laboratorio previamente autorizado (RioLab).

Todas as etapas necessarias para a realizacao da metodologia foram resumidas

em fluxograma (Figura 5).
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FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS REALIZADAS NO ESTUDO.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DE EXTRATO DE ESPOROS DE Ganoderma lucidum

4.1.1 Método de extracdo de compostos bioativos

O método para obtencdo do extrato de esporos de Ganoderma lucidum
visando a extracdo de compostos bioativos, foi realizado por meio de método fisico
(maceragdo, contato com solvente e filtracdao). O protocolo utilizado foi adaptado com
base nos estudos de Novak, 2013.

Os esporos mantidos a temperatura de -80°C, foram climatizados a
temperatura ambiente em fluxo laminar esterilizado por luz UV. A extracdo de seus
polissacarideos foi feita em meio aquoso, respeitando a proporcdo de massa de
esporos/solvente previamente definida de 1:32 (Novak, 2013).

O material foi macerado em cadinho com pistilo (amostra a); em cadinho com
pistilo e adi¢do de pérolas de vidro (amostra b); e em cadinho com pistilo, adi¢do de
pérolas de vidro e agitagdo em vortex (amostra c), para avaliagdo do melhor método
de ruptura celular. O solvente, dgua, foi acrescentado ao material. Essa solucdo
aquosa do material a ser extraido foi incubado em shaker, sob uma agitacdo de
120 rpm e temperatura de 30°C, por 24 horas. Esse material foi incubado em estufa,
por 24 horas, a temperatura de 60°C. Os compostos bioativos foram extraidos na
por¢do aquosa € a massa celular foi separada do sobrenadante por filtracdo em papel
filtro Whatman n° O1, por trés vezes, para remog¢ao completa dos debris dos esporos.

O sobrenadante separado foi denominado a partir daqui como extrato (Novak, 2013).

4.1.2 Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos

A andlise da atividade antioxidante dos extratos foi feita por meio da
metodologia de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), adaptado a partir de Rufino et
al, 2007. Esse método baseia-se na redu¢do de DPPH em difenil-picril-hidrazina por
meio de um agente antioxidante. Essa reacdo € evidenciada pela modifica¢do da cor
purpura do DPPH em amarela do difenil-picril-hidrazina, e consequente decréscimo

de absorbancia.
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Uma aliquota de 0,5 mL de extrato foi adicionada a 4,95 mL do reagente de
DPPH (DPPH em pé, P.A., diluido em metanol puro a 0,004%). A leitura foi feita em
espectrofotometro, a 517 nm, e comparado a um branco (apenas metanol).

O potencial antioxidante do extrato foi calculado utilizando a equagao abaixo:

Atividade Antioxidante (%) = (AbS \,uneor— AbBS (imosuar) X 100
AbS (branco)

4.1.3 Avaliacdo da eficicia de rompimento celular por microscopia eletronica de

varredura

As amostras foram observadas antes e depois do rompimento celular em
microscopio eletronico de varredura (JEOL JSM 6360-LV).

O material foi fixado e desidratado com acetona e transferido para camara de
secagem ao ponto critico de CO,. Injetou-se CO, liquido até completa remoc¢do da
acetona, a 0°C. Logo o ponto critico foi excedido, a cAmara foi despressurizada até
pressdo atmosférica e as amostras foram removidas da camara. As amostras foram
montadas em suporte metdlico e metalizadas com particulas de ouro para visualizagao

em microscopio eletronico.

4.2 PREPARO DA LOCAO

As locdes capilares testadas foram 3 denominadas de tratamento 1 (T1),
tratamento 2 (T2) e tratamento 3 (T3). Elas foram comparadas as lo¢des controle
positivo (CP) e controle negativo (CN).

A logdo utilizada como CP foi feita a base de minoxidil 5%, farmaco
amplamente utilizado nos tratamentos de calvicie (Matos, 2014). A lo¢do CN foi
composta apenas do veiculo utilizado em todas as outras lo¢des, para que se exclua a
hipétese de algum dos componentes veiculares exercerem a funcdo esperada do
extrato (ANVISA, 2012; Choi et al., 2014). O veiculo foi composto por 20% de
tintura de Passiflora, 5% de 6leos essenciais de bergamota e de laranja e solucdo
hidro alcodlica gsp.

As locoes T1, T2 e T3 foram preparadas incluindo ao veiculo, o extrato de

esporos de G. lucidum, com 1, 5 e 10% do extrato, respectivamente. Essas
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concentracdes foram preestabelecidas de acordo com estudos anteriores de Soccol,

2014.

4.2.1 Testes farmacotécnicos da locao capilar formulada

O Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos, da Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitdria — ANVISA (2004) recomenda que as formulacdes cosméticas
sejam submetidas a um teste de centrifugacdo previamente aos testes de estabilidade.
Uma amostra de cada uma das logdes foram entdo centrifugadas a 2000 g durante 30
minutos.

Apés estabilidade em teste de centrifugagdo, as amostras foram
acondicionadas em frascos de vidro dmbar, com canula de vidro e tampa de plastico,
devidamente vedados. O head space utilizado em cada frasco foi o de
aproximadamente um terco da capacidade total da embalagem, de acordo com o
recomendado pela ANVISA (2004).

A escolha da embalagem de vidro e canula com tampa foi feita para antecipar
a avaliacdo da compatibilidade entre a formulacdo e a embalagem final escolhida

(ANVISA, 2004).

4.2.1.1 Teste de estabilidade preliminar da lo¢ao capilar

A duragdo desse teste foi de quatro semanas, nos quais as formulagdes foram
submetidas a condigdes de estresse visando acelerar o surgimento de possiveis sinais
de instabilidade. Os ciclos aos quais as amostras foram submetidas foram: 24 horas a
40 = 2°C, e 24 horas a 4 + 2°C (ANVISA, 2004).

As avaliacOes organolépticas (odor, sensacdo ao tato, aspecto e cor) e fisico-
quimicas (pH e centrifugacdo) foram feitas no tempo zero e a cada 24 horas. A
amostra dita referéncia foi mantida em temperatura ambiente, ao abrigo da luz

(ANVISA, 2004).

4.2.1.2 Teste de estabilidade acelerada da locao capilar

A durag@o desse teste foi de 90 dias, nos quais as formulacGes foram
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mantidas em condi¢des adversas para verificagdo da estabilidade em cada um dos
casos. Amostras foram mantidas em estufa, a 40 + 2°C, em temperatura ambiente
controlada de 25 =+ 2°C e em geladeira a 4 =+ 2°C (ANVISA, 2004).

As avaliagdes organolépticas (odor, sensacdo ao tato, aspecto e cor) e fisico-
quimicas (pH e centrifugacdo) foram feitas no tempo zero e a cada 7 dias. A amostra
dita referéncia foi mantida em temperatura ambiente, ao abrigo da luz (ANVISA,

2004).

4.2.1.3 Tempo de prateleira do produto

A duracdo desse teste foi de oito meses, nos quais as formulacdes foram
mantidas em temperatura ambiente controlada de 25 + 2°C e ao abrigo de luz
(ANVISA, 2004). As avaliagdes organolépticas (odor, sensagdo ao tato, aspecto e cor)
e fisico-quimicas (pH e centrifugacdo) foram feitas no tempo zero e a cada 15 dias

(ANVISA, 2004).

4.2.14 Teste de compatibilidade entre formulagdo e material de acondicionamento

As amostras foram avaliadas quanto as alteracdes na formulacao (aspecto, cor,
odor, sensacdo ao tato e pH) e quanto ao aspecto e funcionalidade da embalagem

(resisténcia mecanica) (ANVISA, 2004).

4.3 MODELO DE AVALIACAO IN VIVO — ANIMAIS

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parand (CEUA/BIO - UFPR),
instituida pela Resolucdo N° 86/11 do Conselho de Ensino Pesquisa e Extensdo
(CEPE), de 22 de dezembro de 2011, processo 23075.078191/2015-31 (Anexo A).

A quantidade de animais utilizada foi determinada respeitando-se a regra dos
3R’s (reduzir, refinar e substituir). Quarenta camundongos foram utilizados, sendo 20
machos e 20 fémeas. Os animais eram da linhagem C57BL/06, comumente
empregados nesse tipo de experimento (Choi et al, 2014). Os camundongos estavam
todos na faixa de cinco semanas de idade, tempo necessdrio para que todos os

foliculos pilosos sincronizassem seus ciclos de crescimento (Oh et al., 2016).
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Os animais foram acondicionados em caixas de policarbonato em sala com
temperatura (18 a 20°C), umidade (45 a 55%) e taxa de ventilagdo (10 a 15 trocas de
ar/hora) controladas. A luminosidade da sala foi alternada entre ciclos de claro e
escuro de 12 horas cada. A cama das caixas foi feita utilizando maravalha esterilizada,
com troca a cada dois dias e limpeza de bebedouros a cada semana. Os animais foram
alimentados com ragdo especifica e hidratados com 4gua ad libitum.

Os grupos foram definidos com oito animais cada, quatro machos e quatro
fémeas, sendo mantidos em caixas separadas e identificadas de acordo com o teste aos

quais os animais foram submetidos (CN, CP, T1,T2 e T3 — Tabela 1).

TABELA 1 - QUANTIDADE DE ANIMAIS POR GRUPO E COMPOSICAO DA LOCAO CAPILAR

AO QUAL CADA ANIMAL FOI SUBMETIDO.

QUANTIDADE QUANTIDADE % P
GRUPOS ANIMAIS MACHOS | ANIMAIS FEMEAS COMPOSICAO DA LOCAO TESTADA
CN 4 4 Solucao hidro alcodlica
CP 4 4 Minoxidil 5% + solu¢do hidro alcodlica gsp.
T1 4 4 Extrato de esporo de G. lucidum 1% + tintura de
Passiflora 20% + 6leos essenciais de bergamota e
laranja 5% + soluc¢do hidro alcodlica gsp.
T2 4 4 Extrato de esporo de G. lucidum 5% + tintura de
Passiflora 20% + 6leos essenciais de bergamota e
laranja 5% + soluc¢do hidro alcodlica gsp.
T3 4 4 Extrato de esporo de G. lucidum 10% + tintura de

Passiflora 20% + 6leos essenciais de bergamota e
laranja 5% + soluc¢do hidro alcodlica gsp.

Para aplicag¢do do produto, os pelos dos animais foram removidos com auxilio
de um tosador de pelos, elétrico, especifico para animais, de uma area dorsal
equivalente a 2 x 3 cm (Figura 6) (Chot et al, 2014).

As locdes foram aplicadas topicamente na area sem pelos. A quantidade
aplicada foi de 100 L. do material teste, uma vez ao dia, por quatro semanas
consecutivas (Choi et al, 2014).

Apés o término do experimento, os animais foram submetidos a coleta de
sangue, por puncdo cardiaca, sob anestesia geral por inalacdo de isoflurano em
campanula de vidro. Logo ap6s, foi feita a eutandsia de todos os animais para a coleta
do 6rgdo em estudo, a pele. O método de eutandsia utilizado foi por anestésico
inalatério em dosagem 2 a 3 vezes superior a utilizada para anestesia e colheita de

sangue, aceito pela legislacdo vigente, por promover morte humanitaria aos animais.
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FIGURA 6 — CAMUNDONGO C57BL/06 ANTES (a) E DEPOIS (b) DA REMOCAO DE
PELOS DE AREA DORSAL DE 2 x 3 CM.
I 1cm

a I 1cm b

As amostras de pele foram retiradas com auxilio de punch descartivel, de
4 mm de diametro (Figura 7). Trés amostras foram retiradas de cada animal e fixadas
em ALFAC (dlcool 85%, formaldeido 10% e é4cido acético glacial 5%) por 16 horas.
A conservacdo das amostras foi feita em alcool 70°, em geladeira, até o

processamento para andlise microscopica.

FIGURA 7 - PROCESSO DE RETIRADA DE AMOSTRA DE PELE DE CAMUNDONGOS
UTILIZANDO PUNCH DESCARTAVEL (a) COM AUXILIO DE PINCA (b).
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As carcagas dos animais foram congeladas até o descarte em lixo hospitalar do

Biotério da UFPR, onde foram encaminhadas para incineracao.

4.3.1 Andlise macroscOpica da drea com aplicacdo do produto

Para a avaliacdo macroscépica foram tomados dados do crescimento visivel
dos pelos. A cada animal, uma nota foi atribuida: O para néo crescimento de pelos em
area de aplicacdao do produto (0%), 1 para pouco crescimento de pelos em drea de
aplicacdo do produto (1 a 20%), 2 para crescimento médio de pelos em &drea de
aplicagdo do produto (21 a 50%), 3 para muito crescimento de pelos em area de
aplicagao do produto (51 a 80%) e 4 para crescimento total de pelos em area de
aplicacdo do produto (81 a 100%) (Choi et al, 2014).

Com os resultados obtidos, a partir dessa anélise, foi possivel realizar a
triagem das amostras para a selecao e confeccdo das laminas histoldgicas para analise

microscopica.

4.3.2 Estudos histologicos de pele de animais utilizados no estudo

Os fragmentos histoldgicos retirados dos animais, apds a conservagdo, foram
fixados em parafina. Os blocos de parafina, endurecidos e esfriados com gelo, foram
seccionados em micrétomo com cortes a cada 4 ym. Os cortes foram colocados em
banho-maria (40 °C) e em seguida distendidos em laminas de vidro apropriadas para
microscopia. Em seguida, foi feita a desparafinizacao com xilol e banhos de alcool
absoluto até a solucdo de alcool 70%. A coloragdo foi feita mergulhando as laminas
em cubetas com corantes hematoxilina e eosina (HE) e em agua, para remog¢ao do
excesso de corante. Por fim, as 1aminas foram recobertas com laminula para seguir a
leitura.

As leituras foram realizadas em microscopio Optico, em objetiva de 100x e
ocular de 10x, em 6leo de imersdo. Seis cortes de cada lamina foram lidos: o primeiro
corte para andlise do tecido, o segundo e terceiro cortes para andlise de foliculos em
fase andgena, o quarto e quinto cortes para andlise de foliculos em fase catdgena e
telégena e o sexto corte para visualizacdo de estruturas mais profundas (Mulinari-

Brenner, 2006).
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Os foliculos foram contados, classificados e seus didmetros foram medidos de

acordo com o exemplo da Figura 8.

FIGURA 8 — FOLICULOS CAPILARES EM FASE DE CRESCIMENTO ANAGENA (1) E
CATAGENA/TELOGENA (2) E MEDIDAS UTILIZADAS COMO PARAMETROS.

a: maior didmetro do foliculo; b: menor didmetro do foliculo; ¢: maior medida da bainha epitelial; d:
menor medida da bainha epitelial. FONTE: Zanchet e Lunelli, 2010.

4 3.3 Testes hormonais realizados em animais utilizados no estudo

Para a avaliacdo hormonal dos animais, antes e durantes os testes foi
primeiramente padronizado a metodologia de dosagem hormonal. O teste de eleicao
para essa andlise foi ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para sua padronizacdo foram
primeiramente determinadas as concentragdes de antigenos para cada hormonio,

dilui¢des de soros a serem usadas e a dilui¢do do conjugado.

4.3.3.1 Padronizacdo do teste imunoenzimatico (ELISA) para a determinag¢do dos

hormonios estradiol, testosterona e DHT em modelo animal

Amostras de sangue de todos os animais foram coletadas para a avaliacdo dos
hormonios estradiol, testosterona e DHT. O teste de eleicdo para essa andlise foi

ensaio imunoenzimatico (ELISA).
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Para a padronizacio de cada hormoénio foram analisadas diferentes
concentracdes do hormonio, diluicdo de soro e do conjugado (Tabela 2). O teste foi
realizado com adsor¢@o de hormodnio diluido em coating buffer (pH 9,6) e adicionado
100 uL por cavidade da placa de polietileno com alta afinidade e em seguida incubada
overnight (4°C). Foi realizada uma lavagem da placa com 200 yL/cavidade de solucao
de lavagem (NaCl + Tween 20) e distribuido 200 pL/cavidade de tampao de bloqueio
(caseina a 1%, PBS pH 7.4) e incubado a 37°C por uma hora. Em seguida foram
realizadas trés lavagens da placa e adicionou-se 100 uL/cavidade de soro diluido em
tampao de incubacdo (caseina, Tween-20 e PBS, pH 74) e incubado a 37°C por uma
hora. Apés, foram realizadas trés lavagens da placa e adicionado 100 uL/cavidade de
anticorpo de cabra anti camundongo IgG H&L (HRP) (Abcam - 6789) incubado a
37°C por uma hora. Na tltima etapa foram realizadas trés lavagens da placa,
adicionando-se 100 uL/cavidade de soluc@o de solucdo de substrato (tampdo citrato
com pH 50 + 2 mg de ortofenilenodiamina — OPD + perdxido de hidrogénio) e
incubado por 15 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, foi
adicionado 20 uL de solucdo de 4cido sulftrico 2 N para parada da reacdo. Enfim, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro PowerWave SX (BioTek), em comprimento

de onda de 492 nm.

TABELA 2 — CONCENTRACOES E DILUICOES FEITAS DE CADA REAGENTE PARA A
PADRONIZACAO DO TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA A
DETERMINACAO DOS HORMONIOS ESTRADIOL, TESTOSTERONA E
DIIDROTESTOSTERONA, EM ANIMAIS.

A CONCENTRACAO DE DILUICAO DE
HORMONIOS ANTIGENO (ng/uL) SOROS CONJUGADO
Estradiol 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 1:100 1:6.250; 1:12.500;
15,62 1:200 1:25.000; 1:50.000
Testosterona 1.000; 500; 250; 125; 62.,5; 31,25; 1:100 1:6.250; 1:12.500;
15,62 1:200 1:25.000; 1:50.000
.. 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 1:100 1:5.000; 1:10.000;
Diidrotestosterona(DHT) 15.62 1:200 1:12.000

Foram utilizadas amostras de soros de animais machos do grupo controle
negativo (CN) e grupo controle positivo (CP) para padronizacdio da dosagem de
estradiol, testosterona e DTH. Apds a padronizagdo, foram submetidas as amostras
CN, CP e tratamentos (T1, T2 e T3) para comparagdo, entre grupos, de niveis

hormonais dos animais ao término do estudo (4 semanas).
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4.3.3.2 Determinacdo de estradiol pelo método ELISA

O teste ELISA para dosagem de estradiol foi realizado com adsor¢do de
antigeno estradiol para camundongos (Abcam - 116648) diluido em coating buffer
(pH 9,6), adicionado 100 uL por cavidade da placa de polietileno com alta afinidade e
em seguida incubada overnight (4°C). Foi realizada uma lavagem da placa com
200 uL/cavidade de solucdo de lavagem (NaCl + Tween 20) e distribuido
200 uL/cavidade de tampao de bloqueio (caseina a 1%, PBS pH 7.4) e incubado a
37°C por uma hora. Em seguida foram realizadas trés lavagens da placa e adicionado
100 uL/cavidade de soro dos animais em tampao de incubac¢do (caseina, Tween-20 e
PBS, pH 7.4), incubado a 37°C por uma hora. Apds a lavagem da placa (3x), foi
adicionado 100 uL/cavidade de anticorpo de cabra anti camundongo IgG H&L (HRP)
(Abcam — 6789), incubado a 37°C por uma hora. Depois foram realizadas trés
lavagens da placa e adicionado 100 uL/cavidade de solucdo de substrato (tampao
citrato com pH 5,0 + 2 mg de ortofenilenodiamina — OPD + perdxido de hidrogénio),
incubado por 15 min a temperatura ambiente € ao abrigo da luz. Em seguida, foi
adicionado 20 uL de solucdo de acido sulftirico 2 N para parada da reagdo e realizada
a leitura em comprimento de onda 492 nm utilizando espectrofotdmetro PowerWave

SX (BioTek).

4.3.3.3 Determinacgdo de testosterona pelo método ELISA

O teste ELISA para dosagem de testosterona foi realizado com adsor¢iao de
antigeno testosterona para camundongos (Life Sciences — L16101407) diluido em
coating buffer (pH 9,6) e adicionado 100 uL por cavidade da placa de polietileno com
alta afinidade e em seguida incubada overnight (4°C). Foi realizada uma lavagem da
placa com 200 uL/cavidade de solucdo de lavagem (NaCl + Tween 20) e distribuido
200 pL/cavidade de tampdo de bloqueio (caseina a 1%, PBS pH 7.4) e incubado a
37°C por uma hora. Em seguida foram realizadas trés lavagens da placa e adicionado
100 puL/cavidade de soro em tampdo de incubacdo (caseina, Tween-20 e PBS,
pH 7,4), incubado a 37°C por uma hora. Apéds, foram realizadas trés lavagens da placa
e adicionado 100 uL/cavidade de anticorpo de cabra anti camundongo IgG H&L
(HRP) (Abcam - 6789), incubado a 37°C por uma hora. Apds trés lavagens da placa,
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adicionou-se 100 uL/cavidade de solug¢do de substrato (tampao citrato com pH 5,0 +
2 mg de ortofenilenodiamina — OPD + perdxido de hidrogénio), incubado por 15 min
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, foi adicionado 20 pL de
solucdo de dcido sulfirico 2 N para parada da reacdo e feito a leitura em comprimento

de onda 492 nm utilizando espectrofotometro PowerWave SX (BioTek).

4.3.3.4 Determinacdo de DHT pelo método ELISA

O teste ELISA para dosagem de DTH foi realizado com adsor¢@o de antigeno
DHT para camundongos (Cloud-Clone Corp. — PAA443Ge01) diluido em coating
buffer (pH 9,6) e adicionado 100 pL por cavidade da placa de polietileno com alta
afinidade e em seguida incubada overnight (4°C). Foi realizada uma lavagem da placa
com 200 uL/cavidade de solucdo de lavagem (NaCl + Tween 20) e distribuido
200 uL/cavidade de tampao de bloqueio (caseina a 1%, PBS pH 7,4) e incubado a
37°C por uma hora. Em seguida foram realizadas trés lavagens da placa e adicionado
100 pL/cavidade de soro em tampao de incubagdo (caseina, Tween-20 e PBS,
pH 7.4), incubado a 37°C por uma hora. Depois foram realizadas trés lavagens da
placa e adicionado 100 ulL/cavidade de anticorpo de cabra anti camundongo IgG
H&L (HRP) (Abcam - 6789) e incubado a 37°C por uma hora. Foram realizadas trés
lavagens da placa e adicionado 100 ulL/cavidade de solu¢cdo de substrato (tampao
citrato com pH 5,0 + 2 mg de ortofenilenodiamina — OPD + perdxido de hidrogénio),
incubado por 15 min a temperatura ambiente € ao abrigo da luz. Em seguida, foi
adicionado 20 uL de solucdo de 4cido sulfurico 2 N para parada da reagdo e a leitura
foi realizada no comprimento de onda de 492 nm utilizando espectrofotdometro
PowerWave SX (BioTek).

De acordo com as médias das absorbancias dos grupos, pode-se verificar a

alteracdo dos hormonios entre grupos controles e grupos tratamentos.

4.4 AVALIACAO DA LOCAO CAPILAR EM HUMANOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Parand — Setor de Ciéncias da Saide (SCS), criado em 2003,

pela Resolugao CNS 196/96, regulamentada pelo Conselho Nacional de Satude (CNS),
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de acordo com a Resolugdo 466/2012, por meio da Plataforma Brasil. O projeto foi
aprovado com o nimero do parecer 1.817.016 (Anexo B).

Foram selecionados 70 pacientes, 35 homens e 35 mulheres, maiores de 18
anos, que apresentavam queixas relacionadas a queda e falha de cabelo.

Os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) previamente aprovado pelo CEP (Anexo C).

O estudo realizado foi duplo-cego, no qual cada participante recebeu um
frasco contendo a lo¢do controle (CN) ou a lo¢do teste (T2 para mulheres e T3 para
homens) identificado apenas por um cdédigo desconhecido aos participantes e a
médica responsavel pelo acompanhamento do estudo. Na figura 9 é dado um exemplo
de como os frascos foram embalados e entregues aos pacientes. Os codigos foram
anotados juntamente ao nome do paciente em uma planilha, para posterior analise de

resultados.

FIGURA 9 — IMAGEM DOS FRASCOS ENTREGUES AOS PACIENTES. A FLECHA SINALIZA
0 CODIGO CONTIDO EM CADA ROTULO DA LOCAO DO ESTUDO DUPLO-CEGO.

(i0 CAPILAR MASCULINA

10CA0 CAPILAR FEMININA LOCAO CAPILAR FEMI)

OCAO CAPILAR FEMININA

; . Usar 153 2
w152 20 gotas 2x ao dia Usar 152 20 gotas 2xa0dé Mar 15 5 20 gotas 2x a0 i O 2x v

Sem enxéague Sem enxgue Sem enx4gue

*m enxague Sem enxague

COD LF22

COD LF9

(0D LM16 COD LM26 COD LF34



57

Os pacientes receberam as orientagdes de uso da lo¢do, que deveria ser usada
em couro cabeludo na quantidade de 20 gotas ou 1 mL, sem enxdgue, 2 vezes ao dia,

por aproximadamente 90 dias.

4.4.1 Fichas de auto-avaliacdo e andlise subjetiva dos pacientes do estudo

Ao inicio do estudo os participantes foram submetidos a um questionério para
levantamento de dados clinicos (uso de medicamentos anticoncepcionais, anti-
hipertensivos, antidepressivos, hipoglicemiantes), histérico capilar (presenca ou
auséncia de alopecia areata, falha capilar, uso prévio de algum medicamento para
queda de cabelo, como minoxidil, finasterida e suplementos vitaminicos orais), auto
avaliagdo capilar (presenca ou auséncia de quebra e queda dos fios de cabelo, e
espessura) e demais anotagdes que o paciente ou a médica responsdvel achassem
pertinentes (Anexo D).

Ao completar 30 dias de experimento, os pacientes foram convidados a
comparecerem novamente ao consultrio de pesquisa, para uma avaliacdo de 30 dias
de uso da lo¢ao. Um novo questiondrio de auto avaliagdo foi entregue aos pacientes e
respondidos por eles. Esse questiondrio tratava de uma avaliacdo da melhora capilar,
caso o paciente a tivesse notado, especificando qual melhora havia ocorrido (melhora
em queda, melhora em quebra, brilho, nascimento de novos fios de cabelo, ou outros).
Nesse questiondrio o paciente também teve de relatar a presenca ou auséncia de
efeitos adversos e demais observacdes que considerasse pertinente (Anexo E).

Esse procedimento repetiu-se aos 60 e 90 dias de uso da logao.

4.4.2 Andlises macroscopicas das imagens obtidas dos pacientes participantes do

estudo

Subsequente ao questiondrio inicial, foram feitas fotos macroscépicas de cada
paciente utilizando camera fotogréfica de 12 megapixels.

Novas imagens foram obtidas com 30, 60 e 90 dias de uso da lo¢do para
comparar a evolug¢do ou nao da melhora na quantidade e qualidade dos fios de cabelo

em couro cabeludo.
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4.4.3 Andlises microscépicas obtidas de couro cabeludo de pacientes participantes do

estudo

A captura de imagem microscépica do couro cabeludo de cada paciente foi
realizada por meio de dermatoscépio (Castells). As imagens foram obtidas no inicio
do tratamento e a cada 30 dias, até completar os 90 dias de estudo, para comparar a
evolugdo ou ndo da melhora na quantidade dos fios de cabelo e possiveis alteracdes

em couro cabeludo.

4 .44 Analises Hormonais em Humanos

Antes de dar inicio ao uso da locdo, foi solicitado aos participantes que
fizessem coleta de sangue para dosagem de niveis hormonais (DHT, testosterona e
estradiol). Esses exames foram realizados em rotina no laboratério RioLab

Laboratério de Andlises Clinicas, previamente autorizado pelo Comité de Etica.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os efeitos dos tratamentos capilares sobre o crescimento de pelos nos animais
foram avaliados por uma andlise estatistica de varidncia (ANOVA) com nivel de
significancia de 95% (p=0,05). Um pos Teste de Tukey foi realizado para comparar a
diferenca significativa entre as amostras. Os cdlculos foram realizados utilizando o
software Statistics V. 7.0 (Statsoft).

Para humanos, foram utilizados os testes de ANOVA, pds testes Tukey,
Kruskal-Wallis € Dunn, todos com nivel de significancia de 95%. Os cdlculos foram

realizados utilizando o software Graphpad 6.0.
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S RESULTADOS

5.1 RUPTURA DOS ESPOROS

5.1.1 Eficécia dos processos de ruptura celular

Para os trés processos de ruptura dos esporos houve diferenca, sendo que no
processo 1 (amostra 1) 90% dos esporos foram rompidos. No segundo e terceiro
processos de ruptura o percentual foi o mesmo, 98% de ruptura. O processo 2 apesar
de ter apresentado a mesma taxa de ruptura se mostrou com maior viabilidade por ter
menor nimero de passos, sendo entdo o escolhido para a avaliagdo microscopica

eletronica.

5.1.2 Avalia¢do microscopica do rompimento dos esporos

Na avaliacdo dos esporos antes e depois do processo de rompimento,
verificou-se que, em comparagdo aos esporos sem rompimento (Figura 10A), os
esporos rompidos (Figura 10B) apresentaram a parede celular total ou parcialmente
destruidas, o que permitiu a liberagdo do conteudo intracelular onde estdo presentes
os biocompostos.

FIGURA 10 - MICROSCOPIA ELETRONICA DOS ESPOROS DE G. lucidum ANTES DO

ROMPIMENTO (a) E APOS O ROMPIMENTO CELULAR (b) PELO METODO DE MACERACAO
COM PEROLAS DE VIDRO.

SEM H\-",.“l,ﬂ kv WD: 12.21 mm | VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 12.24 mm I VEGA3 TESCAN|

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm
View field: 55.4 um  Date(m/d/y): 09/28/16 CME-UFPR View fleld: 55.4 pm  Date(m/dly): 09/28/16 CME-UFPR
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52 PRODUCAO DO EXTRATO A PARTIR DE ESPOROS DE

Ganoderma lucidum

5.2.1 Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de G. lucidum para posterior

utilizacdo em locao capilar

Os trés produtos oriundos dos diferentes processos de ruptura celular se
mostraram eficientes pois seus extratos apresentaram potencial antioxidante
(Figura 11). Os trés extratos obtidos por macera¢do, maceragao com pérolas de vidro,
e maceracdo com pérolas de vidro e agitacdo em vortex, apresentaram,
respectivamente, atividades antioxidantes de 33,2 pg/mL, 15,8 pg/mL e 16,3 pg/mL
(Tabela 3).

FIGURA 11 — ASPECTO DOS EXTRATOS OBTIDOS A PARTIR DOS ESPOROS DO FUNGO
G. lucidum. a: EXTRACAO COM MACERACAO EM CADINHO E PISTILO; b: EXTRACAO
COM MACERACAO EM CADINHO E PISTILO + PEROLAS DE VIDRO; c: EXTRACAO POR
MACERACAO EM CADINHO E PISTILO + PEROLAS DE VIDRO + AGITACAO EM VORTEX.

TABELA 3 — POTENCIAL ANTIOXIDANTE (EXPRESSO EM ICs, — pG/ML) OBTIDOS NOS
TRES DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO DE ESPOROS DE G. lucidum,
AVALIADOS PELO METODO DE DPPH.

. % ATIVIDADE ANTIOXIDANTE p VALOR
METODOS DE EXTRACAO 1Cy, — pg/mlL T ik
Maceracdo (1) 332
Maceragéo + Pérolas (2) 158 <0,01
Maceragdo + Pérolas + Vértex (3) 16,3 <0,01 0,94

p Valor: probabilidade de significancia
*1 — Método Maceragdo
*#72 — Método Maceracdo + Pérolas
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A medida de IC,, expressa a quantidade de antioxidante necessdria para
reduzir em 50% a concentracdo inicial de DPPH. O extrato obtido a partir da
maceracao dos esporos de G. lucidum apresentou um valor de 1C, de 33,2 ug/mL, o
que indica que € necessario 33,2 ug/mL desse extrato para reduzir 50% da quantidade
de DPPH. Os extratos obtidos a partir da maceracdo com pérolas de vidro e o extrato
obtido adicionando a etapa de agitacdo em voértex foram estatisticamente iguais
(p 0,94) e superiores ao extrato obtido somente com maceracao em cadinho e pistilo,
sendo necesséria a metade de extrato para a mesma redugao do radical DPPH (15,8 e
16,3 ug/mL). Portanto, o método escolhido para extracdo dos compostos bioativos
dos esporos do fungo G. lucidum foi de maceracdo em cadinho e pistilo com pérolas
de vidro, eliminando a etapa de agitacdo em vortex, que agrega um maior custo a

producgao.

5.3 PREPARO DA LOCAO CAPILAR

O extrato contendo os compostos bioativos de esporos de G. lucidum foi
centrifugado e filtrado, como descrito em Material e métodos, para remocao dos
debris celulares dos esporos. O extrato resultante desse processamento foi utilizado

para preparo da locdo capilar.

5.3.1 Caracteristicas da lo¢ao capilar

A locdo capilar formulada (Figura 12) possui aspecto liquido limpido,

coloracao levemente amarelada, de odor citrico, toque suave e seco e pH 5.5.

FIGURA 12 - FOTOGRAFIA DA LOCAO CAPILAR FORMULADA A PARTIR DE
BIOCOMPOSOS ATIVOS EXTRATO DE ESPOROS DO FUNGO G. lucidum.
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5.3.2 Testes farmacotécnicos da locdo capilar

Os testes farmacotécnicos foram realizados na locdo capilar contendo o
extrato de esporos de G. lucidum. As andlises realizadas foram: estabilidade
preliminar, estabilidade acelerada, tempo de prateleira e compatibilidade entre
produto e embalagem. Os parametros analisados foram organolépticos (aspecto da
locdo, cor, odor e sensacdo ao tato) e fisico-quimicos (pH e estabilidade da
formulacdo frente a centrifugacdo).

A amostra referéncia foi mantida a 25°C e utilizada para a comparagdo das
locdes submetidas aos testes de estabilidade preliminar e acelerada, tempo de
prateleira e compatibilidade com embalagem.

As amostras avaliadas nos testes de estabilidade preliminar foram submetidas
a ciclos de 40°C + 2°C e 4°C %+ 2°C a cada 24 horas, por 4 semanas. Nos testes de
estabilidade acelerada, as amostras foram submetidas a estufa a 40°C + 2°C e a
geladeira a 4°C + 2°C por 90 dias. O aspecto das logdes ndo apresentou alteracao
quando comparadas a amostra referéncia. A cor das formulagdes, quando submetidas
ao aquecimento a 40°C + 2°C, apresentou uma intensifica¢do da colora¢do amarela, o
que € aceitdvel de acordo com a regulamentagdo técnica (ANVISA, 2004), onde
pequenas alteracdes sdo aceitdvels em temperaturas elevadas. O odor e a sensagdo ao
tato permaneceram inalteradas em todas as amostras submetidas a todas as condi¢cdes
(aquecimento e resfriamento). Os parametros fisico-quimicos avaliados foram pH e
centrifugacdo, no qual apenas o pH teve alteracao, variando entre 5,3 a 5,7, dentro dos
parametros aceitaveis (ANVISA, 2004) (Tabela 4).

O teste de determinacdo de tempo de prateleira foi conduzido por 8 meses e
nao houve alteragdo nas amostras em nenhum dos paradmetros, quando comparadas a
amostra referéncia (Tabela 4).

O teste de compatibilidade da locdo capilar com o material da embalagem ndo
apresentou alteracdo na formulagdo, e a embalagem mostrou-se integra durante todo o

periodo, mantendo a vedacdo e a sua funcionalidade (Tabela 4).
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54 AVALIACAO DA LOCAO CAPILAR EM MODELO ANIMAL
5.4.1 Avaliacdo da logdo capilar em modelo animal: Machos
5.4.1.1 Andlise macroscopica de animais machos utilizados no estudo
A andlise macroscopica mostrou diferenca entre as respostas dos animais
machos frente aos produtos em experimentacdo e aos controles positivos € negativos

(Figura 13). O grupo que teve o maior crescimento visivel de pelos, a olho nu, foi o

grupo T3 (Figura 13-e).

FIGURA 13 - FOTOGRAFIAS EXEMPLIFICANDO OS ANIMAIS MACHOS DOS GRUPOS (a)
CONTROLE NEGATIVO (CN) E (b) CONTROLE POSITIVO (CP) COM OS GRUPOS DE
TRATAMENTOS T1 (c), T2 (d), T3 (e).
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A classificacdo foi utilizada para andlise estatistica (teste de Tukey) entre os
grupos CN, CP, T1, T2 e T3 (Tabela 5). Ao se comparar os grupos controles (CN e
CP), observa-se que ndo houve diferenca significativa entre eles. Os tratamentos 1 e 2
também nao diferiram dos controles e nem entre si.

O tratamento que difere significativamente é o T3. Nos camundongos machos
observa-se um melhor resultado no crescimento de pelos quando se faz o uso dessa
dosagem.

Com esses resultados, deu-se continuidade as andlises histoldgicas dos grupos

CN, CP e T3 dos animais machos utilizados no estudo.

TABELA 5 — VALORES DAS MEDIAS OBTIDAS A PARTIR DA CLASSIFICACAO VISUAL DE
CRESCIMENTO DE PELOS DE ANIMAIS MACHOS DOS GRUPOS CN, CP, T1, T2
E T3 E ANALISE ESTATISTICA.

p VALOR (TESTE DE TUKEY - 95%)

GRUPOS MEDIA oN op 1 -
CN 0
CP 0,500 + 0,577 0,59
Tl 0,500 + 0,577 0,59 >0,99
T2 0,250 = 0,500 0,94 0,94 0,94
T3 1,750 + 0,500 <0,01 0,01 0,01 <0,01

p Valor: probabilidade de significancia

5.4.1.2 Analise microscopica da pele dos machos utilizados no estudo

Os foliculos foram contados e classificados de acordo com sua fase de
crescimento em andgenos ou catdgenos/telogenos, e seus didmetros medidos. As
laminas histologicas dos animais machos do grupo T3 apresentaram uma quantidade
50% superior de foliculos capilares quando comparado aos grupos CN e CP
(Tabela 6). Todos os foliculos do grupo T3 analisados, andgenos ou
catdgenos/telogenos, aumentaram em até 10 vezes seu didmetro em relacdo aos

grupos CN e CP (Figura 14).
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FIGURA 14 — EXEMPLO DE CORTES HISTOLOGICOS EM ANIMAIS MACHOS DOS GRUPOS
(a) CONTROLE NEGATIVO (CN), (b) CONTROLE POSITIVO (CP) E (c) TRATAMENTO 3 (T3).

A quantidade de foliculos andgenos contados nos grupos controles (CN e CP)
e no grupo tratamento (T3) ndo apresentaram diferenca estatistica significante quando
comparados entre si. Os foliculos catdgenos/telégenos apresentaram diferenca
significativa apenas para o grupo T3. A quantidade de foliculos totais, contados nos

grupos CN e CP, ndo diferem estatisticamente entre si, mas diferem do grupo de
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animais submetidos ao T3, confirmando a eficdcia dessa lo¢do para o nascimento de

novos foliculos capilares de animais machos (Tabela 6).

TABELA 6 — MEDIA DA QUANTIDADE E CLASSIFICACAO DE FOLICULOS (ANAGENOS
OU CATAGENOS/TELOGENOS) CONTADOS EM LAMINAS HISTOLOGICAS DE
ANIMAIS MACHOS, DOS GRUPOS CN, CP E T3 E SUA ANALISE ESTATISTICA.

FOLICULOS FOLICULOS CATAGENOS/ .
GRUPOS ANAGENOS TELOGENOS FOLICULOS TOTAIS
, p VALOR , p VALOR , p VALOR
MEDIA " cp MEDIA N cp MEDIA N cp
CN 4,694 + 18,000 + 22,649 +
0,984 1,737 0,792
3514+ 18,500 + 22014 +
cp 1,194 063 2071 0,99 2,175 0,98
6,236 + 38,958 + 45,194 +
T3 0.092 047 0,13 3137 <0,01 <0,01 2470 <0,01 <0,01

p Valor: probabilidade de significancia

Os diametros dos foliculos em fase andgena (a, e b;) diminuiram no grupo CP
e aumentaram no grupo T3 quando comparado as medidas obtidas do grupo CN.
Porém, a tunica diferenca significativa € quando se compara o grupo T3 ao grupo CP

(Tabela 7).

TABELA 7 — MEDIA E ANALISE ESTATISTICA DO TAMANHO DE FOLICULOS ANAGENOS
CONTADOS EM LAMINAS HISTOLOGICAS DE ANIMAIS MACHOS, DOS
GRUPOS CN, CP E T3.

GRUPOS FOLICULOS ANAGENOS
. p VALOR p VALOR
DIAMETROS a, oN cp b, oN cp
CN 29,658 + 4,092 28,944 + 3,931
CP 23436 + 4,562 023 24224 + 5598 0,26
T3 36,392 + 2.566 0,19 0,01 36,568 + 1,572 0,10 <0,01

p Valor: probabilidade de significancia

Os foliculos em fase catdgena/telogena apresentam quatro didmetros
diferentes, nomeados: a,, b,, ¢, e d,. Para todos a diferenca estatistica encontra-se na
comparac¢do entre os grupos CN e T3 (Tabela 8).

A locgdo capilar formulada contendo 10% de extrato esporo de G. lucidum
(T3), mostrou um aumento na quantidade e nos didmetros dos foliculos capilares de
animais machos quando comparada aos grupos CN e CP. As andlises das medidas dos
foliculos indicam um aumento do didmetro dos fios, tornando-os mais resistentes a
quebra e mais volumosos, quando se utiliza a lo¢do do grupo T3 para animais

machos.
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TABELA 8 - MEDIA E ANALISE ESTATISTICA DO TAMANHO DE FOLICULOS
CATAGENOS/TELOGENOS CONTADOS EM LAMINAS HISTOLOGICAS DE ANIMAIS
MACHOS, DOS GRUPOS CN, CP E T3.

GRUPOS FOLICULOS CATAGENOS/TELOGENOS
A p VALOR p VALOR p VALOR p VALOR
DIAM L CN CP b, CN CP €2 CN CP d; CN CP
CN 26,543 26,583 7359 + 7,578 +
+2.822 +£2,089 1,353 0,966
28,928 32,137 8,255 + 8,841 +
cP +2.825 0.75 + 4,542 0.16 0,753 0,66 1,457 0,39
37419 36,194 10,760 10,270
T3 +0.783 002 006 1174 001 034 0539 002 008 | 0449 0,04 031

p Valor: probabilidade de significancia

5.4.1.3 Andlises das respostas hormonais de animais machos utilizados no estudo

5.4.1.3.1 Resultado da padronizacdo do teste imunoenzimdtico (ELISA) para a
determinacdo dos hormdnios estradiol, testosterona e DHT em modelo

animal

A padronizacao do teste ELISA foi feita separadamente para cada hormonio
desejado (estradiol, testosterona € DHT). A partir dos resultados que determinaram a
dosagem hormonal, cada teste seguiu de acordo com suas concentragdes de antigeno,

soro e conjugado (Tabela 9).

TABELA 9 - CONCENTRAQC)ES DE ANTIGENO, SORO E CONJUGADO, UTILIZADOS NA
PADRONIZACAO DO TESTE ELISA PARA DETERMINACAO DE ESTRADIOL,
TESTOSTERONA E DHT, EM MODELO ANIMAL.

ESTRADIOL TESTOSTERONA DHT
ANTIGENO (ng/uL) 250 125 250
SORO (diluigdo) 1:100 1:100 1:100
CON.JU.G~ADO 1:12.500 1:12.500 1:5.000
(diluicdo)

5.4.1.3.2 Resultado da determinagdo de testosterona pelo método ELISA em animais

machos

Houve aumento do nivel de testosterona em animais machos apenas dos

grupos CP, T2 e T3 (Grifico 1), porém, esse aumento, ndo foi significativo
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z

estatisticamente (Tabela 10). A testosterona € o hormodnio percussor de DHT e

estradiol.

TABELA 10 — RESPOSTA HORMONAL DE TESTOSTERONA DOS ANIMAIS MACHOS DOS
GRUPOS CN, CP, T1, T2 E T3.

TESTOSTERONA (NG/ML)

GRUPOS p VALOR
MEDIA CN CP Tl T2
CN 1919 0,055
cp 1,958 + 0,042 033
Tl 1,930 £ 0,035 0,98 0,64
T2 1,962 + 0,028 025 0,99 0,54
T3 1,957 £0,045 035 >0.99 0,67 0,99

p Valor: probabilidade de significancia

GRAFICO 1 —- MEDIA DA VARIACAO HORMONAL DE TESTOSTERONA EM ANIMAIS
MACHOS SEPARADOS EM GRUPOS (CN, CP,T1,T2 E T3). O CUT OFF DETERMINADO FOI
>1,943.

Testosterona - Machos
2020
2.000 4
1930 1
1.960 - '[
1.940 - .t
1920 1 & J l
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5.4.1.3.3 Resultado da determinacdo de DHT pelo método ELISA em animais machos

A andlise hormonal de DHT apresentou diferenga estatistica para os grupos
tratados T1 e T3, sendo esse dltimo o que demonstrou o menor nivel de DHT em
animais machos submetidos ao tratamento (Grafico 2; Tabela 11). Quando se
comparou os outros grupos, eles ndo diferem estatisticamente entre si. O DHT ¢

considerado o principal hormonio responsavel pela queda capilar.
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TABELA 11 - RESPOSTA HORMONAL DE DHT DOS ANIMAIS MACHOS DOS GRUPOS CN,

CP,T1, T2 E T3.
DHT (PG/ML)
GRUPOS p VALOR
MEDIA CN CP Tl T2
CN 0,326 £ 0,037
CP 0,305+ 0,014 >0,99
T1 0,348 + 0,020 0,72 >0,99
T2 0,332 + 0,047 >0,99 >0,99 0,02
T3 0,301 + 0,006 >0,99 0,77 <0,01 >0,99

p Valor: probabilidade de significancia

GRAFICO 2 —- MEDIA DA VARIACAO HORMONAL DE DHT EM ANIMAIS MACHOS
SEPARADOS EM GRUPOS (CN, CP, T1, T2 E T3). O CUT OFF DETERMINADO FOI >0,297.
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54.1.34 Resultado da determinagdo de estradiol pelo método ELISA em animais

machos

A dosagem do hormoénio estradiol, em animais machos utilizados no estudo,
mostrou alteracdo significativa para animais do grupo tratado com a locdo capilar
contendo a maior dosagem de extrato de esporos do fungo G. lucidum (T3). Para os
animais dos grupos controle (CN e CP) e outros tratamentos (T1 e T2) a variagdo ndo
foi significativa (Gréfico 3; Tabela 12). O aumento de estradiol sugere uma

diminui¢do na rota metabdlica de conversao de testosterona em DHT.
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TABELA 12 — RESPOSTA HORMONAL DE ESTRADIOL DOS ANIMAIS MACHOS DOS
GRUPOS CN, CP, T1, T2 E T3.

ESTRADIOL (PG/ML)
GRUPOS p VALOR
MEDIA CN CP Tl T2

CN 0,254 + 0,002

Cp 0,255 + 0,005 0,99

Tl 0,251 £0,003 0,64 042

T2 0,250 + 0,004 0,39 0,22 0,99

T3 0,261 + 0,005 0,01 0,02 <0,01 <0,01

p Valor: probabilidade de significancia

GRAFICO 3 — MEDIA DA VARIACAO HORMONAL DE ESTRADIOL EM ANIMAIS MACHOS
SEPARADOS EM GRUPOS (CN, CP, T1, T2 E T3). O CUT OFF DETERMINADO FOI >0,251.
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5.4.2 Avaliacdo da locao capilar em modelo animal — animais fémeas

5.4.2.1 Analise macroscOpica de animais fémeas utilizadas no estudo

A andlise macroscépica, dos animais fémeas, mostrou diferenca entre as
respostas de grupos testes e controles positivos e negativos (Figura 14). O grupo que
teve o crescimento mais expressivo de pelos, visivel a olho nu, foi o grupo T2, onde
evidencia-se o aparecimento de tufos de pelos na regido de aplicacdo do produto teste
(Figura 14-e). Crescimento semelhante, porém de menor evidéncia, ocorreu em dois
animais fémeas do grupo CP (Figura 14-b).

Os animais foram classificados de acordo com o crescimento visivel dos

pelos. A classificagdo variou de 0 a 4, sendo 0 para nenhum crescimento e 4 para
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crescimento total. Essa classificagcdo foi utilizada para comparacao estatistica entre os

grupos CN, CP, T1,T2 e T3 (Tabela 13).

TABELA 13 — VALORES DAS MEDIAS OBTIDAS A PARTIR DA CLASSIFICACAO VISUAL
DE CRESCIMENTO DE PELOS DE ANIMAIS FEMEAS DOS GRUPOS CN, CP,
T1,T2 E T3 E ANALISE ESTATISTICA.

GRUPOS MEDIA p VALOR (TESTE DE TUKEY - 95%)

CN CP T1 T2
CN 0
CP 1,000 +£0,816 0,09
Tl 1,500 £ 0,577 <0,01 0,65
T2 3,000 + 0,000 <0,01 <0,01 <0,01
T3 0,500 0,577 0,65 0,65 0,09 <0,01

p Valor: probabilidade de significancia

Os grupos controles, quando comparados entre si, sdo estatisticamente iguais.
O grupo experimental que apresenta diferenca entre os controles e os demais
tratamentos € o grupo T2. Por esse motivo, essa foi a dosagem escolhida para dar
seguimento aos testes da log¢do capilar formulada a partir de extrato de esporos de
G. lucidum. Deu-se, portanto, continuidade as analises histoldgicas dos grupos CN,

CPeT2.

5.4.2.2 Analise microscopica da pele dos animais fémeas utilizados no estudo

Os foliculos foram contados e classificados de acordo com sua fase de
crescimento (andgenos ou catagenos/telogenos), e seus didmetros foram medidos. As
laminas histologicas dos animais fémeas submetidas ao tratamento 2 apresentaram
uma quantidade 55% superior de foliculos capilares quando comparado aos grupos
CN e CP (Figura 15). Os foliculos analisados do grupo T2, anagenos ou
catdgenos/telogenos, aumentaram em até 10 vezes seu didmetro em relacdo aos
grupos CN e CP (Figura 16).

Ao compararmos a quantidade de foliculos andgenos contados nos grupos
controles (CN e CP) e no grupo tratamento (T2), apenas o grupo tratado com a locao
capilar teste apresentou diferenca estatistica. Os foliculos catdgenos/telégenos
apresentaram um aumento progressivo nos grupos CN, CP e T2, sendo nesse ultimo
grupo a maior quantidade encontrada de foliculos. Todos os grupos apresentaram

diferenca estatistica entre si. O nimero total de foliculos contados foi maior para o
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grupo T2, ultrapassando, inclusive, a quantidade contada nos animais do grupo CP

(Tabela 15).

FIGURA 15 - FOTOGRAFIAS EXEMPLIFICANDO OS ANIMAIS FEMEAS DOS GRUPOS (a)
CONTROLE NEGATIVO (CN) E (b) CONTROLE POSITIVO (CP) COM OS GRUPOS DE
TRATAMENTOS T1 (c), T2 (d), T3 (e).
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FIGURA 16 — EXEMPLO DE CORTES HISTOLOGICOS EM ANIMAIS FEMEAS DOS GRUPOS
(a) CONTROLE NEGATIVO (CN), (b) CONTROLE POSITIVO (CP) E (c) TRATAMENTO 2 (T2).
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TABELA 14 — MEDIA DA QUANTIDADE E CLASSIFICACAO DE FOLICULOS (ANAGENOS
OU CATAGENOS/TELOGENOS) CONTADOS EM LAMINAS HISTOLOGICAS
DE ANIMAIS FEMEAS, DOS GRUPOS CN, CP E T3 E SUA ANALISE

ESTATISTICA.
FOLICULOS FOLICULOS CATAGENOS/ .
GRUPOS ANAGENOS TELOGENOS FOLICULOS TOTAIS
, p VALOR , p VALOR , p VALOR
MEDIA " cp MEDIA N cp MEDIA N cp
CN 1,944 + 16,056 + 18,000 +
0,686 2012 2222
3,667 + 32,063 + 35,729 +
CP 0.926 0,72 2,600 <0,01 2613 0,01
11,306 + 55333 + 65,264 +
T2 1361 <0,01 0,01 4022 <0,01 <0,01 3770 <0,01 <0,01

p Valor: probabilidade de significancia

Os diametros dos foliculos em fase andgena (a, e b,) dos grupos CP e T2
aumentaram em relacdo ao grupo CN. O maior aumento foi observado no grupo de

tratamento 2, porém essa diferenga ndo foi estatisticamente significante (Tabela 15).

TABELA 15 — MEDIA E ANALISE ESTATISTICA DO TAMANHO DE FOLICULOS
ANAGENOS CONTADOS EM LAMINAS HISTOLOGICAS DE ANIMAIS
FEMEAS, DOS GRUPOS CN, CP E T3.

GRUPOS FOLICULOS ANAGENOS
A p VALOR p VALOR
DIAMETROS a, N cp b, oN cp
CN 24,683 +3,514 28,783 + 3,968
CP 25092 +2.449 0,99 29362 + 2533 0,98
T2 34473 + 1,029 0,13 0,15 37,302 +2.465 0,14 0,17

p Valor: probabilidade de significancia

Os foliculos em fase catdgena/telogena apresentam 4 diametros diferentes,
nomeados: a,, b,, ¢, € d,. Nao houve diferenca entre os grupos controle (CN e CP) e
tratamento (T2) estatisticamente significante (Tabela 16).

A logao capilar formulada contendo 5% de extrato esporo de G. lucidum (T2),
mostrou um aumento na quantidade dos foliculos capilares de animais fémeas quando
comparada aos grupos CN e CP. As andlises das medidas dos foliculos indicam que

ndo houve aumento significativo do didmetro dos fios.
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TABELA 16 — MEDIA E ANALISE ESTATISTICA DO TAMANHO DE FOLICULOS
CATAGENOS/TELOGENOS CONTADOS EM LAMINAS HISTOLOGICAS DE
ANIMAIS FEMEAS, DOS GRUPOS CN, CP E T3.

GRUPOS FOLICULOS CATAGENOS/TELOGENOS
A p VALOR p VALOR p VALOR p VALOR
DIAM L CN CP b, CN CP €2 CN CP d; CN CP
oN 29 360 28,583 7219 + 7,163 +
+£2,182 +2.173 0,549 0,466
35,896 37,140 10,124 10316
cP +1,056 0.46 +1,191 0.23 +0,430 0.16 +0,457 0,14
35,723 33,976 10,938 10,687
T2 L1768 048 099 7 221 053 0,79 +£0.549 006 0,84 £0616 009 096

p Valor: probabilidade de significancia

5.4.2.3 Andlises das respostas hormonais de animais fémeas utilizadas no estudo

As dosagens dos hormonios de animais fémeas seguiu de acordo com a

padronizacdo do teste ELISA para este estudo (Tabela 9).

5.4.2.3.1 Resultado da determinacdo de testosterona pelo método ELISA em animais

fémeas

A dosagem do hormoénio testosterona em animais fémeas utilizadas no estudo,
apresentou alteragdo significativa quando compara-se o grupo CN e o grupo T2
(Grafico 4; Tabela 17). Para os outros grupos, ndo houve diferenca estatistica nos
valores. A dosagem de 5% de extrato de esporos de G. lucidum (T2) apresentou um
aumento na quantidade de testosterona nos animais desse grupo. Isso indica uma
possivel redugdo na atividade da enzima 5—a—-redutase, responsdvel pela conversao de

testosterona em DHT.

TABELA 17 — RESPOSTA HORMONAL DE TESTOSTERONA DOS ANIMAIS FEMEAS DOS
GRUPOS CN, CP, T1, T2 E T3.

TESTOSTERONA (NG/ML)
GRUPOS p VALOR

MEDIA CN CP Tl T2
CN 1,883 + 0,046
CP 1,944 + 0,011 0,32
Tl 1,945 + 0,083 0,10 >0,99
T2 1,957 +0,076 0,02 >0,99 >0,99
T3 1,891 + 0,098 >0,99 >0,99 >0,99 0,52

p Valor: probabilidade de significancia
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GRAFICO 4 — MEDIA DA VARIACAO HORMONAL DE TESTOSTERONA EM ANIMAIS
FEMEAS SEPARADAS EM GRUPOS (CN, CP, T1, T2 E T3). O CUT OFF DETERMINADO FOI

>1,925.
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5.4.2.3.2 Resultado da determinacdo de DHT pelo método ELISA em animais fémeas

O hormonio DHT apresentou diminui¢do estatisticamente significante para os
grupos CP e T2 quando comparados ao grupo CN, e se comparados entre si. O grupo
T2 foi o unico grupo experimental que apresentou diferenga estatistica quando
comparado aos demais (T1 e T2) (Gréfico 5; Tabela 18). O DHT € considerado o
principal hormonio responsdvel pela queda capilar, e provém da conversao enzimdtica

de testosterona pela enzima 5—a—redutase.

TABELA 18 — RESPOSTA HORMONAL DE DHT DOS ANIMAIS FEMEAS DOS GRUPOS CN,

CP,T1, T2 E T3.
DHT (PG/ML)
GRUPOS p VALOR
MEDIA CN CP T1 T2
CN 0,445 + 0,089
CP 0,337 + 0,021 <0,01
Tl 0,392 + 0,034 >0,99 0,17
T2 0,334 + 0,039 <0,01 <0,01 0,02
T3 0,352 + 0,054 0,10 >0,99 0,12 <0,01

p Valor: probabilidade de significancia
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GRAFICO 5 - MEDIA DA VARIACAO HORMONAL DE DHT EM ANIMAIS FEMEAS
SEPARADAS EM GRUPOS (CN, CP, T1, T2 E T3). O CUT OFF DETERMINADO FOI >0,293.
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54.2.3.3 Resultado da determinagdo de estradiol pelo método ELISA em animais

fémeas

A dosagem hormonal de estradiol apresentou alteracdo significativa
estatisticamente entre os grupos. Quando comparados, os grupos CN, T1 e T3 diferem
dos grupos CP e T2. O grupo CP foi estatisticamente igual ao grupo T2 (Gréfico 6;
Tabela 19). Acredita-se que o hormonio estradiol seja um dos responsdveis pela
manutengdo dos fios capilares sem que ocorra queda. O produto teste foi tdo eficaz
quanto o grupo CP, constituido por uma formulagdo ja utilizada no mercado, no

quesito hormonal para estradiol.

TABELA 19 — RESPOSTA HORMONAL DE ESTRADIOL DOS ANIMAIS FEMEAS DOS
GRUPOS CN, CP, T1, T2 E T3.

ESTRADIOL (PG/ML)
GRUPOS p VALOR

MEDIA CN CP Tl T2
CN 0,267 £ 0,005
CP 0,260 + 0,003 0,04
Tl 0,266 + 0,004 031 <0,01
T2 0,271 + 0,003 0,04 >0,99 <0,01
T3 0,267 +0,001 0,99 0,02 047 0,02

p Valor: probabilidade de significancia
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GRAFICO 6 — MEDIA DA VARIACAO HORMONAL DE ESTRADIOL EM ANIMAIS FEMEAS
SEPARADAS EM GRUPOS (CN, CP,T1, T2 E T3). O CUT OFF DETERMINADO FOI >0,252.
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5.5 AVALIACAO DA LOCAO CAPILAR EM SERES HUMANOS

Setenta pacientes foram convidados a participar do estudo. Destes, 35 eram
homens e 35 mulheres. Dois pacientes homens desistiram da continuidade da
pesquisa. Um homem relatou o uso incorreto da lo¢cdo e foi excluido da pesquisa.
Uma paciente mulher desistiu do estudo. O direito a desisténcia prevista no TCLE
assinado pelos pacientes foi assegurado a todos.

Os dados foram calculados com um n de 32 homens e 34 mulheres,

totalizando 66 pacientes dos 70 recrutados.
5.5.1 Avaliacdo dos efeitos da lo¢ao capilar em seres humanos — homens

Para os homens, a resposta positiva com 30 dias de tratamento foi de 52,38%,
com 60 e 90 dias foi de 23,81% respectivamente. Além dos pacientes do grupo
controle negativo, um paciente ndo apresentou resposta ao tratamento.

5.5.1.1 Andlise subjetiva — avaliacdo dos pacientes homens ao tratamento

A partir do questiondrio entregue aos pacientes, foi possivel a avaliacdo

subjetiva dos efeitos da loc¢do capilar em teste. Os efeitos mais relatados pelos homens
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foram: a melhora na queda capilar, o nascimento de novos fios e melhora na
qualidade do fio de cabelo, como hidrata¢do, diminui¢do de oleosidade do couro
cabeludo e o escurecimento dos novos fios de cabelos. Nenhum paciente relatou
efeito adverso, como coceiras, vermelhiddo, irritabilidade ou piora do quadro clinico

de alopecia. A aceitacdo do produto foi de 95,5% para homens (Tabela 20).

TABELA 20 - PORCENTAGEM DE CADA RELATO DE MELHORIA OU EFEITO ADVERSO
FEITO POR PACIENTES HOMENS EM TRATAMENTO ATRAVES DE FICHA
DE AUTO AVALIACAO.

ALTERACOES CAPILARES HOMENS
Melhora da queda capilar 86,34%
Melhora na resisténcia dos fios 54,54%
Aumento de diametro dos fios 36,36%
Nascimento de novos fios 82,08%
Aumento do brilho do fio 63,64%
Outros 182% *
Efeitos adversos Nao houve relatos
Nota ao produto (0 a 10) 9,2
Possibilidade de compra da lo¢do 95,5%

5.5.1.2 Analise macroscopica de couro cabeludo realizada em pacientes homens

O paciente H1, antes do tratamento (Figura 17a), apresentava falhas por todo o
couro cabeludo. Apds a utilizacdo da locao teste por 30 dias (Figura 17b) foi possivel
perceber o surgimento de novos fios de cabelo e com 90 dias de tratamento
(Figura 17¢) observou-se grande diminuicao da regido de falhas.

O paciente H2, antes do tratamento (Figura 18a) apresentava uma extensa
regido calva, e apds 60 dias de uso da logdo capilar teste (Figura 18b) foi possivel
observar o nascimento e crescimento de novos fios de cabelo, e a pigmentagao dos
mesmos.

O paciente H3 antes do tratamento (Figura 19a) apresentava uma extensa
regido calva e, onde haviam fios de cabelo, os mesmos eram despigmentados. Apds
90 dias de tratamento (Figura 19b) observou-se o nascimento e crescimento de novos
fios de cabelo, inclusive pigmentados.

No couro cabeludo do paciente H4, antes do tratamento (Figura 20a),
observava-se uma regido amplamente calva, e a regido ainda recoberta, possuiam fios
finos de cabelo. Apds 30 dias de uso da locdo capilar teste (Figura 20b) pode-se
observar o nascimento e crescimento de fios de cabelo em regido anteriormente calva,

recobrindo a area com fios mais densos.
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FIGURA 18 - FOTOGRAFIA CAPILAR DO PACIENTE H2 NO TEMPO 0 (a) E COM 60 DIAS DE
TRATAMENTO (b).

FIGURA 19 - FOTOGRAFIA CAPILAR DO PACIENTE H3 NO TEMPO 0 (a) E COM 90 DIAS DE
TRATAMENTO (b).




83

FIGURA 20 - FOTOGRAFIA CAPILAR DO PACIENTE H4 NO TEMPO 0 (a) E COM 30 DIAS DE
TRATAMENTO (b)

O paciente H5 mostrou resposta positiva ao tratamento apds 60 dias de uso
(Figura 21b). Pode-se observar o nascimento e crescimento de fios de cabelo em areas
previamente calvas (Figura 21a).

O paciente H6 também apresentou resultado positivo ao tratamento com a
locdo em teste apds 30 dias de uso (Figura 22b). Observou-se o nascimento e

crescimento de fios de cabelo diminuindo a regido de falhas (Figura 22a).

5.5.1.3 Andlise microscépica de couro cabeludo de pacientes homens

As fotos microscOpicas obtidas com dermatoscépio foram analisadas e
confirmaram o visualizado nas andlises macroscpicas. As regides calvas de pacientes
homens (Figura 23a) foram recobertas por novos fios de cabelo (Figura 23b).
Nenhuma alteracdo em couro cabeludo indicativa de alergia ou outra agressdo a pele

foi encontrada (fissuras, vermelhiddo, edema).
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FIGURA 21 — FOTOGRAFIA CAPILAR DO PACIENTE H5 TEMPO 0 (a) E COM 60 DIAS DE
TRATAMENTO (b).

FIGURA 22 - FOTOGRAFIA CAPILAR DO PACIENTE H6 NO TEMPO 0 (a) E COM 30 DIAS DE
TRATAMENTO (b).
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FIGURA 23 — FOTOS MICROSCOPICAS DE COURO CABELUDO DE PACIENTE HOMEM NO
TEMPO 0 (a) E COM 30 DIAS DE TRATAMENTO (b). AS SETAS INDICAM NOVOS FIOS DE
CABELO QUE NASCERAM E CRESCERAM APOS TRATAMENTO COM A LOCAO TESTE.

Todas as fotos apresentam a mesma escala da letra a.

5.5.1.4 Andlise de varidveis enddgenas e correlagcdo com o tratamento com locao teste

em homens

A idade e a dosagem hormonal inicial foram levadas em consideracdo na

analise da resposta do tratamento com a logdo teste.

5.5.1.4.1 Alteracao de resultados perante a idade de homens

A varidvel idade foi comparada entre os pacientes do grupo T3 em homens.
Os pacientes foram separados em 3 grupos de acordo com a idade (18 a 30 anos, 30 a
60 anos e mais de 60 anos) e verificou-se o tempo de resposta ao tratamento em cada
um deles. Nao houve alteracdo estatistica em relacio a esse parametro, indicando que

a idade é uma varidvel independente para homens (Tabela 21).

TABELA 21 — ANALISE ESTATISTICA DO TEMPO DE RESPOSTA DA LOCAO TESTE EM
PACIENTES HOMENS DE ACORDO COM A IDADE.

30 dias 60 dias 90 dias
x* p Valor  df x* p Valor df x* p Valor df
18 a 30 anos
30 a 60 anos 0,80 0,66 2 0,54 0,76 2 2,63 0,26 2
>60 anos

x*: chi quadrado; p Valor: probabilidade de significincia; df: graus de liberdade.
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5.5.1.4.2 Alteracao de resultados perante a dosagem hormonal inicial de homens

A dosagem inicial de hormdnios DHT e Testosterona mostrou-se uma varidvel
dependente em homens para o inicio da resposta ao tratamento com a logdo teste.
Quanto maior o nivel de testosterona e menor o de DHT, mais rdpida foi a resposta
dos pacientes ao tratamento. O hormdnio estradiol ndo mostrou alteracdo
significativa, sendo, portanto, uma varidvel independente para o tempo de resposta em

homens.

TABELA 22 — MEDIAS INICIAIS DOS HORMONIOS TESTOSTERONA, DHT E ESTRADIOL,
DOS PACIENTES HOMENS SUBMETIDOS A TESTES COM LOCAO CAPILAR
FORMULADA COM EXTRATO DE ESPORO DE G. LUCIDUM. ANALISE
ESTATISTICA DESSES VALORES DE ACORDO COM O TEMPO DE RESPOSTA

POSITIVA.
Testosterona (ng/dL) DHT (pg/mL) Estradiol (pg/mL)
Média (pacientes) p Valor  Média (pacientes) p Valor Média (pacientes) p Valor
30 dias 515 378 319
60 dias 491,04 0,02 44228 0,04 29 0,78
90 dias 325,88 552,75 23,38

p Valor: probabilidade de significancia

5.5.1.5 Analise de varidveis exdgenas e correlacdo com tratamento em homens

As variaveis exdgenas consideradas nesse estudo foram possiveis interagdes
entre o uso da locdo capilar teste e medicamentos utilizados pelos pacientes ou

tratamentos capilares anteriores.

5.5.1.5.1 Alteragao de resultados perante tratamento x medicamentos em homens

Os medicamentos avaliados como possiveis interferentes ao tratamento com a
locdo capilar em teste foram: anti-hipertensivos, antidepressivos e hipoglicemiantes.
Nenhum desses medicamentos apresentaram alteracdo significativa no tratamento
masculino, mesmo quando pacientes relataram o uso de mais de uma dessas classes

simultaneamente (Tabela 23).
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TABELA 23 — CLASSE DE MEDICAMENTOS UTILIZADOS PELOS PACIENTES HOMENS (%)
E ANALISE ESTATISTICA DE POSSIVEL INTERACAO EM TEMPO DE
RESPOSTA AO TRATAMENTO DA LOCAO TESTE.

30 dias 60 dias 90 dias
% pacientes x? p df x? p df x? p df
Anti-hipertensivo 13,63
Antidepressivo 4,54
AnF1—h1p§rten§1vo + 454
Hipoglicemiante
Anti-hipertensivo + 3,33 0,50 4 3,51 047 4 6,63 0,20 4
Antidepressivo + 4,54
Hipoglicemiante
Nenhum 72,72
medicamento

x”: chi quadrado; p Valor: probabilidade de significancia; df: graus de liberdade.

5.5.1.5.2 Alteragdo de resultados perante tratamentos capilares anteriores para homens

Os pacientes masculinos que ja haviam feito algum tratamento capilar, oral,
topico ou ambos, corresponderam a 22,72%, todos sem sucesso. Esse fator nao
mostrou ser significativo estatisticamente para alterar o resultado do tratamento da

locdo em teste (Tabela 24).

TABELA 24 — ANALISE DE POSSIVEL INTERFERENCIA EM RESPOSTA AO TRATAMENTO
COM LOCAO TESTE, EM PACIENTES HOMENS QUE HAVIAM FEITO
TRATAMENTOS CAPILARES ANTERIORES.

% pacientes X’ p df
Topico 454
Oral 13.63
Tépico + Oral 454 0,30 095 3
Nenhum 7727

x*: chi quadrado; p Valor: probabilidade de significincia; df: graus de liberdade.

5.5.2 Avaliacdo dos efeitos da lo¢ao capilar em seres humanos — mulheres

Para as mulheres, a resposta positiva com 30 dias de tratamento foi de
58,64%, com 60 e 90 dias foi de 20,68% respectivamente. Exceto as pacientes que
fizeram parte do grupo controle negativo, todas apresentaram resposta positiva ao

tratamento com a locao teste.
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5.5.2.1 Andlise subjetiva — avaliacdo dos pacientes mulheres ao tratamento

A partir das respostas obtidas por questiondrio entregue aos pacientes, foi
possivel a avaliacdo subjetiva dos efeitos da lo¢do capilar formulada a partir de
extrato de esporos de G. lucidum. Os efeitos mais relatados pelas mulheres foram: a
melhora na queda capilar, nascimento de novos fios e melhora na qualidade do fio de
cabelo, como hidratacdo, diminui¢do de oleosidade do couro cabeludo, crescimento
acelerado dos fios de cabelo e uma paciente relatou o fortalecimento das unhas
(devido ao fato de a aplicagdo ser feita manualmente). Nenhum paciente relatou efeito
adverso, como coceiras, vermelhiddo, irritabilidade ou piora do quadro clinico de

alopecia. A aceitacdo do produto foi de 100% para mulheres (Tabela 25).

TABELA 25 - PORCENTAGEM DE CADA RELATO DE MELHORIA OU EFEITO ADVERSO
FEITO POR PACIENTES MULHERES EM TRATAMENTO ATRAVES DE FICHA

DE AUTO AVALIACAO.
ALTERACOES CAPILARES MULHERES
Melhora da queda capilar 96.,55%
Melhora na resisténcia dos fios 65,52%
Aumento de didmetro dos fios 17.,24%
Nascimento de novos fios 93,11%
Aumento do brilho do fio 62,07%
Outros 90,02%
Efeitos adversos Nio houve relatos
Nota ao produto (0 a 10) 94
Possibilidade de compra da log¢do 100%

5.5.2.2 Analise macroscopica de couro cabeludo realizada em pacientes mulheres

A paciente M1, antes do tratamento (Figura 24a), apresentava areas de falhas
capilar na regido lateral. Apds o tratamento com a lo¢do teste (Figura 24b) por 30
dias, ja foi possivel observar o crescimento capilar e diminuindo as falhas.

A paciente M2 apresentou, apds 30 dias de tratamento, o nascimento e
crescimento de fios de cabelos na regido frontotemporal (Figura 25b), onde antes
(Figura 25a) eram inexistentes.

As pacientes M3 (Figura 26a) e M4 (Figura 26b), ambas apds 60 dias de
tratamento com a logdo teste, apresentaram crescimento capilar na regido

frontotemporal.
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FIGURA 24 - FOTOGRAFIA CAPILAR DA PACIENTE M1 NO TEMPO 0 (a) E APOS 30 DIAS
DE USO DA LOCAO (b).

FIGURA 25 - FOTOGRAFIA CAPILAR DA PACIENTE M2 NO TEMPO 0 (a) E APOS 30 DIAS
DE USO DA LOCAO (b).
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FIGURA 26 - FOTOGRAFIA CAPILAR DA PACIENTE M3 (a) E M2 (b) APOS 60 DIAS DE USO
DA LOCAO.

5.5.2.3 Anilise Microscépica de Couro Cabeludo de Pacientes Mulheres

As fotos microscopicas obtidas com dermatoscOpio foram analisadas e
confirmaram o visualizado nas andlises macroscopicas. As regides de falhas capilares
de pacientes femininas (Figura 27a) foram recobertas por novos fios de cabelo (Figura
27b). Nenhuma alteragdo em couro cabeludo indicativa de alergia ou outra agressao a

pele foi encontrada (fissuras, vermelhidao, edema).

FIGURA 27 — FOTOS MICROSCOPICAS DE COURO CABELUDO DE PACIENTE FEMININA
NO TEMPO 0 (a) E COM 30 DIAS DE TRATAMENTO (b). AS SETAS INDICAM
NOVOS FIOS DE CABELO QUE NASCERAM E CRESCERAM APOS
TRATAMENTO COM A LOCAO TESTE.
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5.5.2.4 Andlise de varidveis enddgenas e correlacdo com o tratamento com loc¢ao teste

em mulheres

A idade e a dosagem hormonal inicial foram levadas em consideracdo na

andlise da resposta do tratamento com a locao teste.

5.5.2.4.1 Alteracao de resultados perante a idade de mulheres

A varidvel idade foi comparada entre as pacientes do grupo T2 em mulheres.
As pacientes foram separadas em 3 grupos de acordo com a idade (18 a 30 anos, 30 a
60 anos e mais de 60 anos) e, verificou-se o tempo de resposta ao tratamento em cada
um deles. Nao houve alteragdo estatistica em relac@o a esse parametro, indicando que

a idade € uma variavel independente para mulheres (Tabela 26).

TABELA 26 — ANALISE ESTATISTICA DO TEMPO DE RESPOSTA DA LOCAO TESTE EM
PACIENTES MULHERES DE ACORDO COM A IDADE.

30 dias 60 dias 90 dias
x* p Valor  df x* p Valor df x* p Valor df
18 a 30 anos
30 a 60 anos 1,69 042 2 1,56 045 2 1,64 043 2
>60 anos

x?: chi quadrado; p Valor: probabilidade de significancia; df: graus de liberdade.

5.5.2.4.2 Alteracdo de resultados perante a dosagem hormonal inicial de mulheres

A dosagem inicial de hormonios DHT, testosterona e estradiol, de pacientes
mulheres, ndo apresentou diferenca estatistica significante que pudesse torna-los uma

variavel dependente ao tempo de resposta positiva (Tabela 27).

TABELA 27 — MEDIAS INICIAIS DOS HORMONIOS TESTOSTERONA, DHT E ESTRADIOL,
DE PACIENTES MULHERES SUBMETIDAS A TESTES COM LOCAO
CAPILAR FORMULADA COM EXTRATO DE ESPORO DE G. LUCIDUM.
ANALISE ESTATISTICA DESSES VALORES DE ACORDO COM O TEMPO DE

RESPOSTA POSITIVA.
Testosterona (ng/dL) DHT (pg/mL) Estradiol (pg/mL)
Média (pacientes) p Valor  Média (pacientes) p Valor Média (pacientes) p Valor
30 dias 38,65 269,90 116,49
60 dias 29,54 0,18 212,41 0,55 53,75 0,13
90 dias 19,05 143,83 20

p Valor: probabilidade de significancia
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5.5.2.5 Andlise de varidveis exdgenas e correlacdo com tratamento em mulheres

As varidveis exdgenas consideradas nesse estudo foram possiveis interagdes

entre o uso da locdo capilar teste e medicamentos de uso continuo utilizados pelos

pacientes, ou tratamentos capilares anteriores.

5.5.2.5.1 Alteracao de resultados perante tratamento x medicamentos em mulheres

Os medicamentos avaliados como possiveis interferentes ao tratamento com a

locdo capilar em teste foram: anti-hipertensivos, antidepressivos, anticoncepcionais,

hipoglicemiantes e medicamentos para tratamento de desordens da tireoide. Nenhum

desses medicamentos apresentaram alteracdo significativa no tratamento feminino,

mesmo quando pacientes relataram o uso de mais de uma dessas classes

simultaneamente (Tabela 28).

TABELA 28 - CLASSE DE MEDICAMENTOS UTILIZADOS PELAS PACIENT]ES
MULHERES (%) E ANALISE ESTATISTICA DE POSSIVEL INTERACAO
EM TEMPO DE RESPOSTA AO TRATAMENTO DA LOCAO TESTE.
30 dias 60 dias 90 dias
% pacientes x* p df x* p df x? p df
Anticoncepcional 24,14
Anti-hipertensivo 3,45
Antidepressivo 3,45
Tratameqto para 6.90
tireoide
Anticoncepcional +
. . . 345
Hipoglicemiante
Anti-hipertensivo +
. . . 6,90
Hipoglicemiante
Anticoncepcional +
Tratamento tireoide 6.90
. ) 10,74 046 11 14,53 0,20 11 5,10 092 11
Anti-hipertensivo +
Antidepressivo + 3,45
Hipoglicemiante
Anticoncepcional + 345
Anti-hipertensivo ’
Anti-hipertensivo + 6.90
Tratamento tireoide ’
TQdos 0s 345
medicamentos
Nenhum 27,59
medicamento

x*: chi quadrado; p Valor: probabilidade de significincia; df: graus de liberdade.
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5.5.2.52 Alteracdo de resultados perante tratamentos capilares anteriores para

mulheres

As pacientes mulheres que ja haviam feito algum tratamento capilar, tépico,
oral ou ambos, corresponderam a 51,72%, todos sem sucesso. Esse fator nio mostrou
ser significativo estatisticamente para alterar o resultado do tratamento da lo¢cdo em

teste (Tabela 29).

TABELA 29 — ANALISE DE POSSIVEL INTERFERENCIA EM RESPOSTA AO TRATAMENTO
COM LOCAO TESTE, EM PACIENTES QUE HAVIAM FEITO TRATAMENTOS
CAPILARES ANTERIORES.

% pacientes x? p df
Topico 6,90
Oral 20,69
Tépico + Oral 24,13 1,20 0,75 3
Nenhum 48,27

x?: chi quadrado; p Valor: probabilidade de significancia; df: graus de liberdade.
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6 DISCUSSAO

Para a obtencdo dos compostos bioativos dos esporos de G. lucidum foram
testados trés processos de ruptura celular: 1) maceracdo em cadinho e pistilo; 2)
maceracao em cadinho e pistilo com pérolas de vidro; e 3) maceracdo em cadinho e
pistilo com pérolas de vidro + agitacdo em voértex. Os métodos 2 e 3 apresentaram
98% de esporos rompidos, e os extratos obtidos a partir da extracdo com agua
mostraram uma atividade antioxidante (DPPH) (ICy) de 15,8 e 163 pug/mL
respectivamente. Novak (2012) testou o método de ruptura celular apenas com
maceracao em cadinho e pistilo e diversos solventes (cloroférmio, éter, etanol, 4gua),
sendo o mais eficaz a dgua, com atividade antioxidante (ICs)) de 26,7 ug/mL,
mostrando que os resultados obtidos com o método 2 de ruptura e extragdao € mais
eficiente, uma vez que utiliza menos material para atividade antioxidante.

A obtencdo do extrato aquoso de esporos de G. lucidum possibilitou a
formulagdo de uma logdo capilar de aspecto liquido limpido, coloragdo levemente
amarelada, de odor citrico, toque suave e seco e pH 5,5. De acordo com parametros
exigidos pela ANVISA, a lo¢ao mostrou-se estavel durante os 8 meses de estudo, e
alterando o pH (5,3 a 5,7) apenas nos testes farmacotécnicos de estabilidade
preliminar e acelerada, quando aquecidos, o que € previsto na legislacio (ANVISA,
2004).

Para cumprir nossa proposta de formular uma logdo capilar que pudesse ser
utilizada em tratamento de alopecia em humanos, seguiu-se a proxima etapa: testes
em animais. Quarenta roedores C57BL/6 foram utilizados, 20 machos ¢ 20 fémeas,
para determinar a dosagem de extrato de esporos de G. lucidum eficaz para cada sexo.
Ap6s depilagdo dos animais e aplicagdo dos produtos testes em cada grupo (controle
negativo, CN; controle positivo, CP; tratamento 1, T1; tratamento 2, T2; e tratamento
3, T3), por 30 dias consecutivos, uma andlise macroscépica foi realizada. A andlise
macroscopica mostrou diferenca entre as respostas dos animais frente aos produtos
em experimentacao e aos controles positivos e negativos. O grupo que teve o maior
crescimento de pelos, visivel a olho nu, para machos foi o grupo T3. Para as fémeas,
foi o grupo T2. Esse resultado sugere que o género é uma varidvel dependente na
dosagem de extrato de esporos utilizados. Zang e colaboradores (2016) realizaram um

teste in vitro demonstrando a atividade inibitoria de 5—o-redutase de finasterida e
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extratos vegetais e de fungos, onde observaram que a eficdcia dessa atividade
inibitéria era dose dependente. Para confirmacdo dos resultados, esse grupo deu
seguimento ao trabalho utilizando apenas roedores machos, ja que o alvo da pesquisa
era o tratamento de cancer de proOstata. As substincias que sdo utilizadas para
tratamento de alopecia de homens e mulheres, como o minoxidil, mostram uma
diferenciacdo de resposta clinica género dependente (Mulinari-Brenner, Seidel e
Hepp, 2011; Higgins e Christiano, 2014).

As anélises microscOpicas corroboraram com os achados macroscépicos. A
partir da confec¢do de laminas histologicas, os foliculos capilares foram contados e
classificados de acordo com sua fase de crescimento (anidgenos ou
catagenos/teldgenos), e tiveram seus diametros medidos. Os animais machos do grupo
T3 apresentaram um aumento quantitativo superior a 50% de foliculos capilares
quando comparado aos grupos CN e CP. A fase de crescimento na qual os foliculos
capilares de machos tiveram aumento significativo foi de catdgenos/telogenos.
Quanto aos diametros dos foliculos, tanto em fase andgena quanto catagena/telogena,
houve um aumento de até 10 vezes em relacdo aos grupos controles. Em animais
machos, em comparacido aos grupos controles, a lo¢ao capilar formulada contendo
10% de extrato esporo de G. lucidum ('T3), mostrou um aumento na quantidade e nos
didmetros dos foliculos capilares. Entre animais fémeas, o grupo tratado com a
formulag@o T2 apresentou um aumento de 55% na quantidade de foliculos e em até
10 vezes seu diametro, quando comparado aos grupos controles (CN e CP). O
aumento da quantidade de foliculos se deu em todas as fases de crescimento avaliadas
(andgena e catdgena/telogena). O aumento dos didmetros ndo foram significativos
estatisticamente. A fase andgena, quando induzida, indica que houve um aumento da
taxa de divisdo celular. Ja na fase catdgena/telogena indica que o produto induziu
proliferacdo e diferenciacdo dos foliculos capilares, o que indica que a substincia em
teste teve acdo nas camadas mais profundas do foliculo (bainhas radiculares internas e
externas) (Choi et al., 2014). Esses resultados sugerem que hd a possibilidade dessa
locdo poder ser empregada no tratamento de alopecia em humanos. O aumento do
diametro dos fios indica um aumento de resisténcia a quebra dos fios e mais volume.

Para anédlise hormonal dos animais, foi feita a padronizacdo do teste ELISA
para os hormonios considerados importantes nesse estudo: testosterona, por ser a

precursora de hormonios DHT e estradiol; DHT, principal hormonio responsavel pela
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reducdo de diametro do fio de cabelo e consequente queda; e estradiol, responsavel
pela manutencio dos fios de cabelo.

Em animais, houve um decréscimo no nivel hormonal de DHT e aumento do
hormonio estradiol, o que explica a eficicia da lo¢do capilar a base de extrato de
esporos de G. lucidum. O que diferencia entre machos e fémeas € a dosagem de
testosterona, onde esta se manteve igual para machos e diminuiu em fémeas. Esse
resultado da testosterona indica uma provdvel diferenca no mecanismo de acdo dos
bioativos de G. lucidum. A principal hipétese de mecanismo de a¢do dos compostos
extraidos dos esporos do fungo G. lucidum como agente de tratamento para queda
capilar, € a sua acdo anti andrégena, de inibicdo da enzima S5-oa-redutase ou de
competicdo pelo sitio de ligacdo com o DHT (Liu et al., 2006a; Liu et al., 2007a; Liu
et al., 2007b; Liu et al., 2012; Wu et al., 2013). Acredita-se ainda, que, em machos,
possa haver uma possivel indu¢do de conversdo da testosterona em estradiol pela
enzima aromatase (Choe et al., 2017; Ohnemus et al., 2016; Harfmann e Bechtel,
2015), ja que o nivel de testosterona se manteve igual mesmo com a inibi¢do
enzimatica de conversdao em DHT.

Apoés a etapa de experimentacdo animal, deu-se seguimento a ultima etapa
deste estudo, a experimentacdo em humanos. Setenta pacientes, 35 homens e 35
mulheres, foram recrutados a utilizar a lo¢ao durante 90 dias. Cinco pacientes de cada
grupo (homens, mulheres) receberam a locdo controle negativo para posterior analise
de resultados.

Na andlise subjetiva, avaliacdo feita pelos proprios pacientes, os homens
tratados perceberam resposta positiva com 30 dias de tratamento (52,38%), 60 dias
(23,81%) e 90 dias (23,81%) de uso da locdo. Para as mulheres, a resposta positiva
apos 30 dias de tratamento foi reportada por 58,64% das mulheres, com 60 e 90 dias
foi de 20,68% respectivamente. Além de melhora da queda capilar, visualizada em
86,34% dos homens, e em 96,55% das mulheres, houve melhora na resisténcia dos
fios de cabelo de 54,54% de homens, ¢ de 65,52% de mulheres. As melhorias na
qualidade do cabelo citadas foram hidratacdo, diminui¢do de oleosidade do couro
cabeludo e o escurecimento dos novos fios de cabelos, em 18,20% dos homens € em
90,02% das mulheres. Os pacientes que visualizaram o nascimento e crescimento de
novos fios de cabelo foram de 82,08% para homens, e 93,11% para mulheres. A

maioria dos estudos de formulacdo cosmética € feita por pessoas voluntdrias que
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avaliam ndo apenas a eficdcia, mas as caracteristicas sensoriais. Essas caracteristicas
podem influenciar a adesdo do paciente ao estudo (Santos e Dias-Souza, 2017). A
aceitacao do produto foi de 95,5% para homens e 100% para mulheres. Nenhum
paciente relatou efeito adverso (coceiras, vermelhiddo, irritabilidade ou piora do
quadro clinico de alopecia).

As andlises macroscOpicas, realizadas a partir de fotografias dos pacientes,
confirmam os dados coletados na andlise subjetiva. Todos os pacientes que
apresentavam falhas capilares tiveram as dreas recobertas de fios de cabelo,
diminuindo-as ou até mesmo cobrindo-as por completo. Em mulheres houve o
nascimento e crescimento de fios de cabelo principalmente na regido frontotemporal.
Nessa regido da pele de mulheres hd um alto nivel de enzima aromatase, aumentando
a conversdo de testosterona em estradiol (Harfmann e Bechtel, 2015; Schweiger,
Boychenko e Bernstein, 2010). O surgimento e a manuten¢do de cabelo nessa linha
frontal e confirma a hipétese de possivel mecanismo de acdo dos esporos de G.
lucidum de estimular a aromatizagao.

Andlises microscopicas obtidas com dermatoscopio foram analisadas e
confirmaram os resultados obtidos a partir das andlises subjetivas e microscopicas:
regides anteriormente calvas foram recobertas, parcial ou totalmente, por novos fios
de cabelo.

Variaveis que pudessem interferir na resposta ao tratamento com a logdo
capilar a base de extrato de esporo de G. lucidum foram avaliadas. Nos humanos nao
ha sincronia de fases nos foliculos capilares, entdo a idade foi avaliada como uma
possivel variavel. Os pacientes ndo demonstraram alteragdo significativa em relacdo a
idade e resposta, ou tempo de resposta, ao tratamento.

Uma varidvel dependente para o tempo de resposta masculino foi a dosagem
inicial dos hormdnios DHT e testosterona. Quanto maior o nivel de testosterona e
menor o de DHT, mais rdpida foi a resposta dos pacientes ao tratamento. Isso pode ser
explicado pelo fato de o horménio DHT ser o principal responsdvel pela queda
capilar. A quantidade de testosterona influencia possivelmente por ser o percussor de
DHT, entdo quanto menos percussor, menos DHT. O hormonio estradiol ndo mostrou
alteracdo significativa, sendo, portanto, uma varidvel independente para o tempo de
resposta em homens. Em mulheres, nenhum dos hormoénios alterou o tempo de

resposta. Nas mulheres essa nao foi uma varidvel dependente e acredita-se que seja
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por seus niveis de DHT serem fisiologicamente mais baixos ou ainda pela alopecia ser
de causa multifatorial nas mulheres, estando mais relacionada aos niveis de estresse
(Harfmann e Bechtel, 2015).

Algumas doencas e alguns medicamentos de uso continuo, principalmente as
classes de anti-hipertensivos, antidepressivos, € hipoglicemiantes podem alterar o
quadro de alopecia em humanos. A hipertensdo e a alopecia andrégena estdo
associadas e duas causas foram propostas: os andrégenos que se ligam aos receptores
mineralocorticoides (presentes também na pele) podem ser responsdveis pela
diferenca na pressdo sanguinea e podem participar no aumento da susceptibilidade a
alopecia em homens, quando comparado a mulheres; ou hiperaldosteronismo que é
considerado o responsdvel primdrio pela maioria das hipertensdes pode participar
diretamente no desenvolvimento da alopecia (Ahouansou et al., 2007). A alopecia
causada por uso de antidepressivos € um efeito adverso desses medicamentos, mas o
mesmo cessa quando o uso do medicamento € interrompido (Chen et al., 2015). Os
medicamentos utilizados para tratamento da diabetes, como os hipoglicemiantes,
também podem causar uma interrup¢ao no ciclo de crescimento do cabelo. Ha uma
diminui¢do do fluxo sanguineo e a deplecdo de minerais essenciais (Zubair e Mujtaba,
2009). Nenhum desses medicamentos interferiram na resposta ao tratamento de
humanos com a locdo capilar teste, mesmo para os pacientes que relataram o uso de
mais de uma dessas classes medicamentosas. Para mulheres, foi considerado outro
possivel varidvel: o uso de anticoncepcionais. Devido ao fato de anticoncepcionais
aumentarem os niveis de globulina ligante a hormonios sexuais, isso faz com que
sinais de uma retroalimentagdo negativa sejam enviados, diminuindo a producao de
androgenos (responsdveis pela queda capilar) (Brough e Torgerson, 2017). Porém, a
lo¢do capilar neste estudo nao sofreu interferéncia ao uso de anticoncepcionais.

Os tratamentos para alopecia existentes no mercado podem ser de uso topico,
oral ou combinados. Os pacientes masculinos que ja haviam feito algum tratamento
capilar, oral, tépico ou ambos, corresponderam a 22,72%, todos sem sucesso. As
pacientes mulheres que j4 haviam feito algum tratamento capilar, tépico, oral ou
ambos, corresponderam a 51,72%, todos, também, sem sucesso. Esse fator ndo
mostrou ser significativo estatisticamente para alterar o resultado do tratamento da

locao em teste.
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A alta aceitacdo do produto teste por parte dos pacientes (99%) deu-se pelas
caracteristicas da formulacdo e, principalmente, pela eficicia inédita a um produto
capilar de origem natural, um bioproduto proveniente do fungo medicinal G. lucidum.
Os bioprodutos sdo aceitos cada vez mais no mercado por serem menos alergénicos,

mais biocompativeis € menos danosos ao meio ambiente.
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7 CONCLUSAO

Os esporos do fungo Ganoderma lucidum foram rompidos com a eficicia de
98% de rompimento.

Os compostos bioativos do fungo foram extraidos em solugdo aquosa,
apresentando atividade antioxidante de 15,8 ug/mL (expressa em ICy,) e aplicados em
uma formulag¢@o capilar.

A logdo capilar formulada se manteve estavel durante os 240 dias (8 meses) do
tempo preconizado nos testes de estabilidade.

Com aplicagdo da logdo teste por 30 dias consecutivos em animais, foi
possivel determinar a dosagem eficaz para machos e fémeas. Houve um aumento na
quantidade e no diametro de foliculos capilares dos machos quando utilizada a locao
capilar a base de 10% de extrato de esporos de G. lucidum, e 0 mesmo ocorreu para
fémeas com a loc@o a base de 5% de extrato de esporos de G. lucidum. Alteragcoes
hormonais foram observadas sugerindo dois mecanismos de a¢do dos esporos: a acao
anti-androgena de inibi¢do da enzima 5-a-redutase, conversora de testosterona em
DHT, ou por competi¢cdo nesta enzima pelo sitio de ligacdo do DHT; e a inducdo ao
processo de aromatizacdo, onde a testosterona € convertida em estradiol pela enzima
aromatase.

Em humanos, a lo¢do capilar apresentou eficdcia tanto para homens quanto
para mulheres, seguindo as mesmas dosagens dos animais machos e fémeas,
respectivamente. Os resultados obtidos macroscopicamente, microscopicamente € por
dosagem hormonal, indicam o mesmo mecanismo de a¢do ocorrido em animais.

AlteracOes hormonais, medicamentosas e de faixa etdria ndo interferiram no
tratamento dos pacientes com a lo¢ao capilar em teste.

Os beneficios da locdo ndo foram apenas nos foliculos, mas na haste capilar
também. Houve melhora no brilho, na resisténcia e na hidratacdo dos fios de cabelo.

A logdo capilar formulada a partir de extrato de esporos de G. lucidum teve
99% de aceitacdo por parte dos pacientes que fizeram parte do estudo, confirmando o

grande potencial tecnolégico e industrial do produto cosmético desenvolvido.
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T T T Ministério da Educagao
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
- Setor de Ciéncias Biolégicas

Comissio de Eti Uso de Animai
U FPR Issao de ca ?((;EUSAO) e Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CERTIFICADO

A Comissao de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR), instituida pela Resolugao N°
86/11 do Conselho de Ensino Pesquisa e Extensao (CEPE), de 22 de dezembro de
2011, CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa
abaixo especificado estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagao de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA) estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e com as
normas internacionais para a experimentagédo animal.

STATEMENT

The Ethics Committee for Animal Use from the Biological Sciences Section of
the Federal University of Parana (CEUA/BIO - UFPR), established by the
Resolution N° 86/11 of the Teaching Research and Extension Council (CEPE) on
December 22™ 2011, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the Brazilian Guidelines for Care and
Use of Animals for Scientific and Teaching purposes established by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and with the international
guidelines for animal experimentation.

PROCESSO/PROCESS: 23075.078191/2015-31

APROVADO/APPROVAL: 25/08/2015 — R.O. 08/2015

TiTULO: Logéo' Capilar produzida a partir de extrato de Ganoderma lucidum.
TITLE: Hair lotion produced from the extract of ganoderma lucidum.

AUTORES/AUTHORS: Vanete Thomaz Soccol, Liliana Isabel Chitolina Zoz.

DEPARTAMENTO/DEPARTMENT: Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
_PARANA-SETORDE  QREranl o
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Logao capilar a base de extrato de Ganoderma lucidum
Pesquisador: Carlos Ricardo Soccol

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 60128516.0.0000.0102

Instituicao Proponente: Programa de Pés-Graduagao em Engenharia de Bioprocessos e
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.817.016

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo oriundo do Programa de Pés-Graduagédo em Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Ricardo Soccol e tendo como

Colaboradores: Profa. Dra. Vanete Thomaz Soccol, doutoranda Liliana Isabel Chitolina Zoz e Dra. Andrea
Thomaz Soccol.

O estudo pretende avaliar a eficacia de uma logao capilar a base do extrato de Ganoderma lucidum no
tratamento da alopécia.

A metodologia utilizada sera de estudo duplo cego, no qual cada participante receberéa, da pesquisadora Dra
Andrea, um frasco contendo a logéo controle ou a logéo teste contendo apenas um codigo conhecido
apenas pela pesquisadora Liliana Isabel Chitolina Zoz, responséavel pela formulagéo e posterior andlise dos
resultados. A pesquisadora Andrea Thomaz Soccol seré a responsavel pela triagem dos participantes, pela
orientagao de uso do produto, e demais orientagcdes cabiveis.

Cada participante sera submetido a uma anélise de fototricograma no inicio, no término da pesquisa e a
cada 21 dias, por no minimo 3 meses. As andlises serdo feitas no consultério da pesquisadora Andrea
Thomaz Soccol, localizado na Rua Marechal Floriano Peixoto, n° 475, na cidade de Mafra, Santa Catarina.
Antes do inicio do tratamento seré solicitado ao participante uma coleta de sangue para dosagem

Endereco: Rua Padre Camargo, 285 - Térreo

Bairro: Alto da Gloria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica.saude@ufpr.br

Péagina 01 de 04



109

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
_PARANA - SETOR DE ‘%"W"‘M e
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -

Continuag&o do Parecer: 1.817.016

de niveis hormonais (DHT, testosterona e estradiol). O exame de sangue devera ser realizado em
laboratoério autorizado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral: Comprovar a eficacia de extrato de Ganoderma lucidum como agente de prevengdo a queda
capilar e restauracdo de falhas de cabelos.

Objetivos Especificos: Avaliar a melhora da qualidade dos fios de cabelo; Avaliar os niveis de horménios
responsaveis pelo afinamento dos fios.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com as informacdes dos pesquisadores: "Os riscos dessa pesquisa sdo raros e estdo
relacionados a alergia, caso em que sera suspenso imediatamente o uso do produto e havera
acompanhamento da médica participante da pesquisa Dra Andrea Thomaz Soccol. Na ocasido da coleta de
sangue o paciente podera sentir a dor da picada da agulha, que é passageira e alguns pacientes poderao
apresentar hematoma (mancha roxa) na regiao puncionada. Isto é perfeitamente normal e podera ser
solucionado com compressas de gelo no local.O beneficio da pesquisa é o desenvolvimento de uma logao
capilar a base de um bioproduto, que seja capaz de cessar a queda capilar, aumentar a quantidade e
qualidade dos fios de cabelo, que seja de facil utilizacéo e esteja a disposicao de toda a populacéo que
sofre com o crescente problema da alopecia, levando a estados depressivos graves".

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de relevancia social, pois a calvicie pode levar a quadros sérios de depressdo. Apenas uma
pequena parcela da populagdo ndo se incomoda com a calvicie, afirmando que faz parte do
envelhecimento. A grande maioria chega até a mudar seus habitos evitando a socializagéo; a calvicie pode
ser bem aceita para e pelos homens, porém o mesmo ndo acontece para com as mulheres. Fardo parte
desta pesquisa pessoas maiores de 18 anos, sendo 55 deles homens e 55 mulheres. Todos eles deveréo
apresentar problemas relacionados a queda capilar, preferencialmente com falhas de cabelo. Os
participantes deverdo assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
Termos obrigatérios anexados

Recomendacoes:
Ver consideragdes finais.

Endereco: Rua Padre Camargo, 285 - Térreo

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica.saude @ufpr.br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Pendéncias atendidas.

- E obrigatorio retirar na secretaria do CEP/SD uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constara data de aprovagao por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma copia ficard com o participante da
pesquisa (Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS).

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatorios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informacgdes relativas as modificacées do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICACAQ. Demais
alteracdes e prorrogagéo de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma
de execugdo da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitagéo de
prorrogacao de prazo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_794769.pdf 14:56:28
Outros Concordancia_dos_servicos_envolvidos | 27/10/2016 |Carlos Ricardo Aceito

_Lab.pdf 14:55:54 | Soccol
Outros Concordancia_dos_servicos_envolvidos | 27/10/2016 |Carlos Ricardo Aceito
Clinica.pdf 14:54:58 | Soccol
Outros Pendencias_parecer.docx 27/10/2016 | Carlos Ricardo Aceito
14:53:46 | Soccol
TCLE /Termos de |Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 27/10/2016 |Carlos Ricardo Aceito
Assentimento / arecido_Corrigido.docx 14:51:26 | Soccol
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_de_Pesquisa_Corrigido.docx 27/10/2016 | Carlos Ricardo Aceito
Brochura 14:50:57 | Soccol
Investigador
Qutros Check_list.pdf 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
17:05:57 | Soccol
Projeto Detalhado | Projeto_de_Pesquisa.docx 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito

Endereco:
Bairro: Alto da Gléria
UF: PR

Telefone: (41)3360-7259

Municipio:

Rua Padre Camargo, 285 - Térreo

CEP: 80.060-240
CURITIBA

E-mail:

cometica.saude @ufpr.br
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/ Brochura Projeto_de_Pesquisa.docx 17:05:06 |[Soccol Aceito
Investigador
TCLE / Termos de |Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
Assentimento / arecido.docx 17:04:12 [ Soccol
Justificativa de
Auséncia
Outros Termo_de_Responsabilidades_no_Proje] 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
to.pdf 17:02:11 Soccol
Outros Termo_de_Compromisso_para_Utilizaca] 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
o_de_Dados.pdf 17:01:16 [ Soccol
Outros Termo_de_Compromisso_para_o_Inicio| 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
da_Pesquisa.pdf 17:00:22 | Soccol
Outros Declaracao_de_Uso_Especifico_do_Mat| 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
erial_e_Dados_Coletados.pdf 16:59:45 | Soccol
Outros Declaracao_de_tornar_publicos_os_res | 19/09/2016 [Carlos Ricardo Aceito
ultados.pdf 16:58:54 | Soccol
Outros Termo_de_Confidencialidade.pdf 19/09/2016 | Carlos Ricardo Aceito
16:58:20 [ Soccol
Outros Concordancia_dos_servicos_envolvidos.| 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
pdf 16:57:49 [Soccol
Outros Analise_de_Merito_Cientifico.pdf 19/09/2016 | Carlos Ricardo Aceito
16:57:17 | Soccol
Outros Ata_de_Aprovacao_do_Projeto.pdf 19/09/2016 | Carlos Ricardo Aceito
16:56:51 Soccol
Outros Oficio_do_Pesquisador_encaminhando_| 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
o_projeto_ao_CEP_SD.pdf 16:56:15 [ Soccol
Folha de Rosto Folha_Rostro_PB.pdf 19/09/2016 |Carlos Ricardo Aceito
16:55:03 | Soccol
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo
CURITIBA, 11 de Novembro de 2016
Assinado por:
IDA CRISTINA GUBERT
(Coordenador)
Endereco: Rua Padre Camargo, 285 - Térreo
Bairro: Alto da Gloria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica.saude@ufpr.br
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE BIOPROCESSOS E
BIOTECNOLOGIA

s—alftsfal_—  SETOR DE TECNOLOGIA

@ DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

i EEEEM I
T T

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos, Carlos Ricardo Soccol, Liliana Isabel Chitolina Zoz, Vanete Thomaz
Soccol e Andrea Thomaz Soccol da Universidade Federal do Parana, estamos
convidando o(a) senhor(a), acima de 18 anos, que apresenta problemas
relacionados a queda de cabelos, a participar de um estudo intitulado Locao
capilar a base do extrato do fungo medicinal Ganoderma lucidum. Essa
locao foi elaborada para ser usada no tratamento contra queda de cabelos
provocada principalmente devido ao afinamento de fios. Ganoderma
lucidum é um fungo que tem sido amplamente utilizado na medicina
chinesa, com propriedades anticancerigenas, antienvelhecimento e de
melhora do sistema imunologico.

a) O objetivo desta pesquisa € comprovar a eficacia de extrato de
Ganoderma lucidum como agente de prevencao a queda capilar, para
a melhora da qualidade dos fios de cabelo, o crescimento e aumento
de volume dos bulbos capilares.

b) Caso o(a) sr(a) participe da pesquisa, sera necessario realizar
consultas para acompanhamento a cada 21 dias de tratamento,
realizar coleta de sangue para acompanhamento dos seus niveis
hormonais no inicio e ao término da pesquisa, e responder aos
questionamentos que a médica, Dra Andrea Thomaz Soccol, lhe
submetera para avaliacao da eficacia da locao testada. O(a) sr(a) nao
podera fazer uso de qualquer outro produto para tratamento de
queda capilar durante o periodo da pesquisa.

c) Para tanto o(a) sr(a) devera comparecer na Clinica CIOM,
localizada na Rua Marechal Floriano Peixoto, n° 475, em Mafra (SC),
para consultas médicas de acompanhamento a cada 21 dias, por um
periodo aproximado de 3 meses. Os exames laboratoriais serao
realizados no laboratério Riolab, localizado na Praca Joao Pessoa, n°
170, no centro da cidade de Rio Negro, Parana.

Participante da pesquisa (Rubrica):
Pesquisador que aplicou o TCLE (Rubrica):
Orientador (Rubrica):

Comité de ética em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saide da UFPR |
CEP/SD

Rua Pe. Camargo, 285 | Térreo | Alto da Gléria | Curitiba/PR | CEP:80060-240 |
cometica.saude@ufpr.br - telefone (041) 3360-7259
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d) E possivel que o(a) senhor(a) experimente algum desconforto,
principalmente na ocasiao da coleta de sangue, onde o paciente
podera sentir a dor da picada da agulha, que é passageira e alguns
pacientes poderao apresentar hematoma (mancha roxa) na regiao
puncionada. Isto é perfeitamente normal e podera ser solucionado
com compressas de gelo no local.

e) Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser:

- A nao eficacia do produto a ser testado levando ao nao crescimento
de cabelo;

- Alergia no couro cabeludo. A descontinuacao do uso sera indicada e
cada caso que podera vir a ocorrer sera acompanhado pela médica
Dra Andrea Thomaz Soccol, uma das participantes responsaveis pelo
estudo.

f) Os beneficios esperados com essa pesquisa sao: aumentar a
quantidade de fios de cabelo cobrindo areas com falhas, bem como a
qualidade de fios (brilho e resisténcia). No entanto, nem sempre o(a)
sr(a) sera diretamente beneficiado com o resultado da pesquisa, mas
podera contribuir para o avanco cientifico.

g) Os pesquisadores, responsaveis por este estudo poderao ser
contatados para esclarecer eventuais duvidas que vocé possa ter e
fornecer-lhe as informacdes que queira, antes, durante ou depois de
encerrado o estudo.

- Professor Dr Carlos Ricardo Soccol, orientador e pesquisador
responsavel pela pesquisa:

Telefone: (41) 9623-5111

Email: soccol@ufpr.br

Endereco: Av. Francisco H dos Santos, 210 - Cenbapar - Jardim das
Ameéricas - Curitiba, Parana (Segunda-feira a sexta-feira, das 8:00 as
18:00).

- Liliana Isabel Chitolina Zoz, doutoranda:

Telefone: (41) 9997-1727

Email: zoz.liliana@yahoo.com.br

Endereco: Av. Francisco H dos Santos, 210 - Cenbapar - Jardim das
Ameéricas - Curitiba, Parana (Segunda-feira a sexta-feira, das 8:00 as
18:00).

Participante da pesquisa (Rubrica):
Pesquisador que aplicou o TCLE (Rubrica):
Orientador (Rubrica):

Comité de ética em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saide da UFPR |
CEP/SD

Rua Pe. Camargo, 285 | Térreo | Alto da Gldria | Curitiba/PR | CEP:80060-240 |
cometica.saude@ufpr.br - telefone (041) 3360-7259
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- Professora Dra Vanete Thomaz Soccol, co-orientadora responsavel
pela pesquisa:

Telefone: (41) 9956-5001

Email: vanetesoccol@gmail.com

Endereco: Av. Francisco H dos Santos, 210 - Cenbapar - Jardim das
Ameéricas - Curitiba, Parana (Segunda-feira a sexta-feira, das 8:00 as
18:00).

- Dra Andrea Thomaz Soccol, médica responsavel pela pesquisa:
Telefone: (47) 3642-5010 e (41) 8503-0505 (Segunda-feira a sexta-
feira, das 8:00 as 18:00)

Email: andreasoccol@yahoo.com.br

Endereco: Rua Marechal Floriano Peixoto, 475 - Mafra, Santa
Catarina.

h) Neste estudo sera utilizado um grupo controle. Isto significa que
o(a) sr(a) podera receber um tratamento sem o principio ativo (grupo
controle) que podera nao gerar resultados.

i) A sua participacao neste estudo é voluntaria e se o(a) sr(a) nao
quiser mais fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer
momento e solicitar que lhe devolvam o termo de consentimento
livre e esclarecido assinado.

j) As informacodes relacionadas ao estudo poderao ser conhecidas por
pessoas autorizadas, sendo elas: o orientador e pesquisador
responsavel prof Dr Carlos Ricardo Soccol, a doutoranda Liliana Isabel
Chitolina Zoz, a co-orientadora profa Dra Vanete Thomaz Soccol e a
médica responsavel, Dra Andrea Thomaz Soccol. No entanto, se
qualquer informacao for divulgada em relatério ou publicacao, isto
sera feito sob forma codificada, para que a sua identidade seja
preservada e seja mantida a confidencialidade.

k) O material obtido: amostras bioldgicas, questionarios e imagens
serao utilizados unicamente para essa pesquisa e serao descartados
ao término do estudo, dentro de 2 anos.

1) As despesas necessarias para a realizacao da pesquisa (exames,
medicamentos) nao sao de sua responsabilidade e serao pagos pelos
proprios pesquisadores. O(a) sr(a) nao recebera qualquer valor em
dinheiro pela sua participacao.

Participante da pesquisa (Rubrica):
Pesquisador que aplicou o TCLE (Rubrica):
Orientador (Rubrica):

Comité de ética em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saide da UFPR |
CEP/SD

Rua Pe. Camargo, 285 | Térreo | Alto da Gléria | Curitiba/PR | CEP:80060-240 |
cometica.saude@ufpr.br - telefone (041) 3360-7259
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m) O(a) senhor(a) tera a garantia de que problemas como alergias
decorrentes do estudo serao tratados na Clinica CIOM.

n) Quando os resultados forem publicados, nao aparecera seu nome,
e sim um codigo.

0) Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de
pesquisa, vocé pode contatar também o Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal do Parana, pelo telefone 3360-7259.

Eu, li esse Termo de Consentimento e
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em
participar. A explicacao que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacao a qualquer
momento sem justificar minha decisao e sem qualquer prejuizo para mim.
Eu entendi o que nao posso fazer durante a pesquisa, como utilizar um
tratamento alternativo. Fui informado que serei atendido sem custos para
mim se eu apresentar algum dos problemas relacionados no item m.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Mafra, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa

Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

Comité de ética em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saide da UFPR |
CEP/SD

Rua Pe. Camargo, 285 | Térreo | Alto da Gléria | Curitiba/PR | CEP:80060-240 |
cometica.saude@ufpr.br - telefone (041) 3360-7259
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ANEXO D - FICHA DE AUTOAVALIACAO INICIAL ENTREGUE AO
PACIENTE

gll:ll'l'l

Centro Integrado de Otorrinolaringologia de Mafra

Mafra, de de

Locao capilar a base de extrato do fungo medicinal Ganoderma lucidum

Nome:

Endereco:

Data de Nascimento: Data de cadastro:

Telefone: Email:

Codigo do paciente: Frasco n2:
ANALISE CAPILAR

ETAPA I

Historico médico:

Faz uso de anticoncepcional oral:

Sim Nao

Faz uso de medicamento anti-hipertensivo:

Sim Nao

Faz uso de medicamento antidepressivo oral:

Sim Nao

Faz uso de medicamento hipoglicemiante:

Sim Nao
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Historico capilar:

Presenca de alopecia areata:

Sim Ndo

Apresenta falha capilar:

Sim Nao

Ja usou algum produto para queda capilar:

Sim Nao

Em caso afirmativo, qual:

Minoxidil Finasterida

Pantogar Imecaap

Avaliacgao capilar:

- O cabelo apresenta quebra:

Sim Nao

- 0O cabelo é fino:

Sim Nao

- O cabelo apresenta queda:

Sim Nao
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Anotacgoes:

Dra Andrea Thomaz Soccol
Médica Responsavel pela Pesquisa
Clinica CIOM

Clinica CIOM - Centro Integrado de Otorrinolaringologia de Mafra
Rua Marechal Floriano Peixoto, 475 | Mafra/SC | CEP:89300-000
clinica.ciom@hotmail.com - telefone (047) 3642-1020
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ANEXO E - FICHA DE AUTOAVALIACAO DE 30, 60 E 90 DIAS
ENTREGUE AOS PACIENTES

EIEII'I'I

Centro Integrado de Otorrinolaringologia de Mafra

Mafra, de de

Locao capilar a base de extrato do fungo medicinal Ganoderma lucidum

Nome:
Endereco:
Data de Nascimento: Data de cadastro:
Telefone: Email:
Codigo do paciente: Frasco n2:
ANALISE CAPILAR
ETAPA 11
Avaliacgao capilar:
- Houve melhora:
Sim Nao

Em caso afirmativo, assinale os itens nos quais a melhora foi observada:

Queda Brilho

Quebra Nascimento capilar
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- Houve aparecimento de rea¢des adversas:

Sim Ndo

Em caso afirmativo, quais:

Coceira Lesoes

Vermelhidio Outros

Anotacoes:

Dra Andrea Thomaz Soccol
Médica Responsavel pela Pesquisa
Clinica CIOM

Clinica CIOM - Centro Integrado de Otorrinolaringologia de Mafra
Rua Marechal Floriano Peixoto, 475 | Mafra/SC | CEP:89300-000
clinica.ciom@hotmail.com - telefone (047) 3642-1020




