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AVALIACAO DA HISTOARQUITETURA DO COLAGENO
NO TECIDO CUTANEO APOS A UTILIZACAO TOPICA
DA ARGILA EM RATOS

EFFECT OF CLAY APPLICATION ON THE HISTOARCHITECTURE

OF RATS COLLAGEN SKIN

Dinalva M. Zanesco Valenti, Juliana A. Silva,Walcy R.Teodoro, Paula A.Velosa e Suzana B.V. Mello

Avaliar o efeito da aplicagao topica de argila sobre as fibras colagenas da pele de ratos. Foram utilizados |8 ratos
Wistar machos, que receberam diariamente, durante sete (n = 6) ou |5 dias (n = 6), compressas com agua, argila
e acido retinoico (AR,0,025%) por 40 minutos sob vaporizagio com dgua destilada a 37°C. Peles de animais nio
submetidos a vaporizacido diaria (n = 6) foram utilizadas como controle.Amostras de pele de cada regido foram
submetidas a processamento histolégico com H&E e Picrosirius. A quantificagao de coldgeno foi avaliada sob
microscopia 6ptica com luz polarizada.As imagens foram digitalizadas e processadas com o auxilio do software
Image ProPlus 6.0.Apos sete dias, ocorreu um aumento significativo na drea de fibras coldgenas na pele tratada
com argila quando comparada a pele nio submetida a nenhum tratamento (51,74 £ 1,28um?vs.43,39 £ [,79um?,
p < 0,05,Anova seguido de Newman Keuls), enquanto o AR e a dgua (45,66 + |,10pm? e 43,62 + 0,65pm?) ndo
promoveram alteracgio significativa. Aos 14 dias, a pele tratada com argila ndo apresentou aumento adicional
de fibras coldgenas; entretanto, os tratamentos com AR e dgua aumentaram o numero dessas fibras (58,07 +
[,59um? e 52,20 + |,22pm?).Todos os tratamentos promoveram aumento na quantidade de fibras coldgenas da
pele de ratos apos 14 dias. A aplicagdo topica de argila desencadeou aumento na quantidade de fibras colagenas
da pele de ratos em um tempo menor que AR e agua, sugerindo eficacia dessa terapia complementar.

Palavras-chave: coldgeno, pele, argila, 4cido retinoico.
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AbSTRACT

To evaluate the effect of topical clay application on the histoarchitecture of skin collagen fibers in rats. Eighteen
male Wistar rats were used.They received during 7 (n = 6) or |5 days (n = 6), daily application of water, clay and
retinoic acid (RA 0.025%), under vaporization at (37°C / 40 minutes).Animals not exposed to spray (n=6) were
used as control. Skin samples from each treated region were excised and stained by HE and picro-Sirius red for
cellular and collagen fibers evaluation, respectively. The tissues were analyzed under polarization microscopy
and quantified by software Image ProPlus 6.0. Seven days after clay treatment it was observed an increase of
collagen fibers in the skin when compared to control (untreated) (51.74 + 1.28um? vs 43.39 + |.79um?, res-
pectively, p < 0.05,Anova followed by Newman Keuls). Retinoic acid and water (45.66 + |.10pm? and 43.62 +
0.65um?) treatment did not alter the collagen amount skin after 7 days by comparison to control.The Increase
of clay treatment to 14 days did not promote a further increase of skin collagen amount, however treatments
with retinoic acid and water (58.07 £ 1.59um? and 52.20 + 1.22um?) did.All treatments increased the amount
of collagen fibers in rat skin. However topical application of clay as early as 7 days promoted an increase in
collagen fibers of the rat’s skin that remained with the extension of the treatment suggesting beneficial effects
for its complementary therapy.

L Keywords: collagen, skin, clay, retinoic acid.
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1.INTRODUCAO

O uso de argila em tratamentos estéticos vem sen-
do mais e mais divulgada, em funcdo de observagdes
empiricas da comunidade médica, dermatologistas,
dermaticistas e pacientes frequentadores de estincias
hidrominerais e spas. Entretanto, pouco se sabe sobre o
mecanismo de a¢do desses produtos além de existirem
poucos estudos sistematicos embasando seus efeitos
terapéuticos.

A pele é composta por duas camadas: a epiderme,
formada por epitélio pavimentoso estratificado que-
ratinizado, e a derme, constituida por fibras colagenas,
elasticas e reticulares entrelagcadas com elementos ce-
lulares, fibras musculares lisas e substincia fundamental
amorfa (SivA, Siva & HERNANDEZ-BLAzQUEZ, 2008). O
tecido cutaneo, além de proteger o organismo contra
a perda de 4gua e o atrito, é responsavel por impedir a
invasio de microorganismos, regular a pressao sangui-
nea e proteger contra raios ultravioleta — UV (DArio,
2008).A epiderme é a camada mais superficial da pele,
sendo sua morfologia caracterizada por um tecido
estratificado queratinizado, cuja renovagdo celular
constante é realizada por queratinécitos. Da regidao
mais profunda da epiderme a superficial, encontram-
se diferentes estratos (JUNQUERA & CARNEIRO, 2004).
Dentre eles, o corneo é o mais externo e funciona
como barreira contra a difusdo da agua, constituindo
o principal obstdculo a penetragio das moléculas
que entram em contato com a superficie da pele. A
sua hidratagdo tem um papel muito importante na
manutenc¢ao do metabolismo, da atividade enzimatica,
das propriedades mecanicas e da aparéncia, sendo
importante para a absor¢io em terapias estéticas (Ro-
saDo, RoLiM RoDRIGUEs, 2005). A derme, localizada sob
a epiderme, é um tecido conjuntivo que contém fibras
proteicas, vasos sanguineos, terminagdes nervosas,
orgios sensoriais e glindulas. As principais células da
derme sdo os fibroblastos, responsaveis pela producdo
de fibras e de substincia amorfa, que constitui uma rede
de macromoléculas denominada matriz extracelular,
na qual os elementos dérmicos estio imersos (DArIO,
2008). A substancia fundamental é um complexo de
macromoléculas anidnicas (glicosaminoglicanos e pro-
teoglicanos) e glicoproteinas multiadesivas (laminina,
fibronectina etc.), que se ancoram em proteinas re-
ceptoras (integrinas), presentes na superficie da célula,
fornecendo forga ténsil e rigidez ao tecido (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2004).As fibras da matriz podem ser divi-
didas,de acordo com a sua natureza quimica,em fibras
colagenas e fibras elasticas (UirTo, 2008).
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O colageno, o principal componente da derme, é
responsavel pela histoarquitetura do tecido cutaneo.
A derme papilar compde os 0% mais superficiais
da derme, onde se observam as fibrilas e fibras mais
finas, que contém, aproximadamente, | 5% de colageno
tipo Ill. A fragio restante refere-se ao colageno tipo
| (85%), encontrado predominantemente na camada
profunda, na qual se observam fibras mais espessas
(GiBsoN, 1990). Outro componente fibrilar da derme
sdo as fibras elasticas, cuja fungio é retornar a rede de
colageno deformada por forgas de tragdo a condigdo
de relaxamento. Entremeados as fibras colagenas e
elasticas, estdo presentes os plexos sanguineos, linfa-
ticos e as fibras nervosas.

As mudangas nas propriedades fisicas da pele va-
riam entre diferentes individuos, regides do corpo,
em funcido da idade (Gigson, 1990), e ainda sofrem
influéncias de forgas ambientais ou extrinsecas, como
a radiacio ultravioleta. Podem ser ainda afetadas por
fatores intrinsecos, alguns deles relacionados a altera-
¢des no tecido conjuntivo da derme (ORIA et al.,2003).
Alteragdes no tecido conjuntivo delineiam a aparéncia
externa da pele e sio refletidas no estrato cérneo.As
modificagdes do aparelho colageno-elastico ao longo
da vida estabelecem uma base morfoldgica substancial
para compreender as adaptagdes bioquimicas e bio-
mecanicas da pele com a idade. A espessura e suas
propriedades viscoelasticas nio dependem apenas da
quantidade de material presente na derme, mas tam-
bém de sua organizagdo estrutural (ORriA et al., 2003).

Dois mecanismos explicam o envelhecimento da pele,
a degradagdo aumentada e a redugio na sintese de fibras
de colageno. Sabe-se que o aumento da degradagio é
basicamente dependente de uma sintese aumentada
de MMPs sintetizadas pelos fibroblastos.As metalopro-
teinases (MMPs) sao enzimas capazes de degradar os
colagenos |, lll e VIl da pele; sua inativagao resulta em
melhora da quantidade de coldgeno e,consequentemen-
te, reduz a formagado de rugas (LATEEF, SEVENS & VARANI,
2004; HorNeBeck, 2003). Uma pele saudavel e jovem
depende dessa sintese e degradagdo balanceada, ou do
turnover da matriz extracelular. Os fibroblastos ndo so-
mente organizam o crescimento da matriz extracelular,
mas também produzem enzimas capazes de degradar
os componentes da matriz, como as MMPs.

Existem substdncias capazes de contrabalancar a
producido de MMPs.Trata-se de um complexo de enzi-
mas chamadas TIMPs (tecidual inhibitory MPs). Durante
o envelhecimento, o que ocorre é um desequilibrio
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entre MMPs e seus inibidores teciduais TIMPs. Agen-
tes externos, como a irradiagdo UV, sdo agentes que
podem acelerar o processo de envelhecimento por um
aumento da expressdo de MMPs.As principais agdes
das MMPs estio relacionadas ao remodelamento dos
componentes da matriz extracelular, por meio da de-
gradacdo do coldgeno, da elastina e da fibronectina.

Vérios sdo os recursos terapéuticos que se pro-
pdem a atuar na revitalizagdo do tecido cuténeo, agin-
do na reparagdo e na preven¢iao do envelhecimento.
Dentre eles, hd o acido retinoico (AR), um metabdlito
da vitamina A, que é amplamente conhecido e utilizado
nos tratamentos de revitalizagao cutinea. Os retinoides
atuam por ligacdo a receptores especificos citoplas-
maticos e nucleares, e influenciam vérios processos
celulares, tais como: reparo do DNA, expressdo de
genes, estimulo ao crescimento e diferenciagdo de
queratindcitos, melandcitos e fibroblastos,assim como
a produgdo da matriz extracelular pelos fibroblastos
(WaNG et al., 2009). O AR pode ainda atuar como
transmissor intracelular engajado na expressao géni-
ca e modular o metabolismo celular, garantindo uma
perfeita homeostasia da pele (WANG et al.,2009; Jurzak
et al., 2008). Os retinoides sdo ainda capazes de inibir
as alteracdes do acido araquiddnico, ou seja, possuem
também propriedades anti-inflamatorias (NEVOSTRUEV
et al., 2004).

Os retinoides regulam a melanogénese e estio en-
volvidos na distribui¢do dos granulos de melanina nos
queratinocitos. Em fung¢do de os retinoides normali-
zarem o processo de esfoliagio da glandula sebacea,
eles tém, ainda, propriedade anticomedogénica. Estudos
com o AR em cultura mostraram que sua ac¢io se
baseia também na degradacio de metaloproteinases
(MMPs) (LaTeer, SEVENs & VARANI, 2004; VARANI, FAY &
PeroNE, 2007), sendo, portanto, importantes para o
tratamento do fotoenvelhecimento (YAAR & GILCHREST,
2007; GRIFFITHS, 2001).

Estruturalmente, a vitamina A e seus derivados
possuem agdo no espessamento epidérmico, aumen-
tando as mitoses; diferenciacio dos queratinocitos,
modulando a secrec¢io das glandulas sebaceas; e, ainda,
ha evidéncias de que também alterem a fibrilogénese e
a angiogénese (KeDE & SaBATovicH, 2004). Estudos ex-
perimentais mostram que o AR influencia na modulagdo
do coldgeno (KLIGMAN, SAPADIN & SCHWARTZ, 1996).
Adicionalmente, promove um aumento da densidade
do coldgeno tipo IV, que é uma fibra de ancoragem
presente na membrana basal e de grande importancia

na jungdo dermoepidérmica (Ruiz et al., 2006; ScHiLTZ
et al., 1986: ScHwaArTz et al., 1994).

Além dos esteticistas e dermatologistas, mais pes-
soas tém aderido a utilizagio da medicina comple-
mentar. Algumas das terapias mais empregadas em
centros termais e balnearios utilizam a lama para fins
terapéuticos e estéticos — a fangoterapia, geoterapia,
crenoterapia ou argiloterapia (DARIO, 2008; BELLOMETT!
et al., 2005). Os estudos com fangos mostram tam-
bém respostas importantes nos tratamentos da dor,
de doencas osteoarticulares, artrite (BRITSCHKA et al.,
2007; BELLOMETTI et al., 1997; SUKENKK et al., 1990), gota,
neuralgias, mialgias, espasmos musculares, vasculopa-
tias e psoriase (SMIRNov, 1997; COSTANTINO & LAMPA,
2005). Nos tratamentos dermatoldgicos, essas argilas
tém sido indicadas em vérios procedimentos, desde
a limpeza e hidratagdo da pele, peeling revitalizante,
clareamento, cicatrizagio, tratamento anti-inflamatorio
e antisséptico, até para discromias na acne seborreica,
flacidez e celulite (GARrciA, MONTEIRO & NATIVIDADE, 2008;
CuLiseN et al., 2008; ARGENZIANO, DELFINO & Russo, 2004;
BAGNATO et al.,2004; DicHeva et al., 1 998; Costa, TORINO
& Rak, 1999).

A argila é um material natural, terroso, composta
por um complexo de minerais aluminossilicatados,
de dimensdes microscopicas e formatos laminares,
alternando-se com moléculas de dgua e com outros
elementos, como titdnio, magnésio, cobre, zinco, alu-
minio, cdlcio, potdssio, niquel, manganés, litio, sédio e
ferro. Estas caracteristicas explicam suas inigualaveis
propriedades terapéuticas, relacionadas a agdo facilita-
dora de trocas caldricas, liquidas e idnicas (DArio,
2008; Costa, TorINO & Rak, 1999). Em contato com
a agua, a argila torna-se uma solugdo i6nica. Na pele,
existe uma voltagem transcutinea que é conhecida
como bateria da pele. Esta propriedade é importante
no mecanismo de a¢io das argilas, considerando que
o estrato cérneo é negativo em relagdo a derme com
uma diferen¢a de potencial média de 23mV (Low &
Reep, 2001). Sendo assim, uma corrente i6nica gerada
do polo negativo para o positivo, ou seja, da epiderme
para a derme facilita o carregamento de compostos por
difusdo.Para aumentar esta absor¢io,a pele deve estar
hidratada, a fim de que os ions atravessem a camada
cérnea mais facilmente em direcdo a derme.A camada
coérnea hidratada e em contato com os geominerais
torna-se uma reserva idnica, pronta para fornecer os
fons necessarios para o restabelecimento do equilibrio
hidroeletrolitico (Meperos, 2007).
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Geologicamente, as argilas sdo constituidas por uma
estrutura de cristais de quartzo com menos de 2pym
de didametro (CoELHO, SANTOS & SANTOS,2007), que tem
grande capacidade de manter energia (MebEeiros, 2007).
A argila reage de acordo com as condigbes climaticas
do meio externo, e sua carga elétrica é favorecida pelo
calor, que gera um estimulo e uma resposta fisiologica
(Low & REeD, 2001). O p6 de argila misturado a agua
produz uma massa com caracteristicas coloidais que
favorecem as reagdes na pele (CosTa, TorINO & RAK,
1999).

Com relagdo a manutengio da estrutura da pele,
um recente estudo mostrou que lama contendo silica
é capaz de induzir involucrina, loricrina, transgluta-
minase-| e filagrina em cultura de queratinécitos epi-
dérmicos humanos. Essas proteinas sio constituintes
funcionais das camadas mais externas da pele e cons-
tituem uma barreira para retencio de agua, evitando
o ressecamento e impedindo a entrada de bactérias
e virus. Nesse estudo, observou-se que a lama afeta
também os fibroblastos, inibindo a expressio de MMP-|
induzida por UV-A!. Estes efeitos também foram ve-
rificados in vivo em pele humana saudavel, com uma
significativa reducio da perda de dgua transepidérmica.
Em conjunto, estes resultados sugerem que essa argila
tem a capacidade de melhorar a fun¢io de barreira da
pele, prevenindo o envelhecimento (GRETHER-BECK et
al.,2008).

Considerando-se que as argilas podem — e devem —
ter inUmeros efeitos sobre a nutricio e normalizagio
das fungbes dermoepidérmicas, favorecendo a ma-
nutenc¢ido da homeostasia, e que estudos sistematicos
dessas a¢es s3o0 muito escassos, é importante verificar
o efeito deste composto sobre a histoarquitetura da
pele e de seus componentes. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar experimentalmente o efeito da
aplicacdo topica de argila, durante uma e duas semanas,
sobre as fibras colagenas da pele de ratos e compara-lo
ao efeito do acido retinoico.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Animais

Utilizaram-se 18 ratos Wistar machos, pesando
entre 200 e 250g, fornecidos pelo Biotério da Facul-
dade de Medicina da Universidade de Sido Paulo. Os
animais foram mantidos em condi¢cdes normais de

' Radiagdo ultravioleta do tipo A.
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biotério (Biotério da Clinica Médica, Reumatologia)
em caixas apropriadas e receberam dgua e alimentagiao
ad libitum.

2.2.Aplicacdo topica da argila
e do acido retinoico

Inicialmente, foi feita a tricotomia da regiao dorsal
dos animais sob anestesia intraperitoneal de 0,1 ml/100g
de xilazina e quetamina. Como mostrado na Figura
I, foram definidos e demarcados trés quadrantes de
2x2cm para a aplicagdo diaria de A (dgua), B (argila) e
C (acido retinoico). Os animais nio anestesiados foram
mantidos em suas caixas durante 40 minutos sob vapor
de 4dgua para manuten¢ao de umidade e temperatura
média de 37°C, aferida com termémetro de mercu-
rio durante a aplicacdo de agua e argila. Foi usado o
aparelho vaporizador Steammer, da Bioset, mantido
a uma distancia de 10cm dos animais. A vaporizagio
objetivou maior emoliéncia da pele e difusao dos ativos.
Ao final de 40 minutos de vaporizagio, as compressas
eram retiradas e a pele do animal, seca. Para evitar a
diluicdo do écido retinoico (manipulado pela Farmacia
Buenos Ayres Ltda., na concentragdo de 0,025% em
creme nio i6nico), a aplicagio do mesmo foi feita em
seguida, na pele seca, e constituiu o controle positivo
de sintese de coldgeno.

Figura |: Esquema de terapia topica com argila (A), 4gua (B) e
acido retinoico 0,025% (C).
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2.3. Processamento histologico

Ao final do periodo experimental, os animais foram
sacrificados por aprofundamento anestésico, e amos-
tras de pele de cada regido foram retiradas para pro-
cessamento histologico. Apos a retirada do material
biolégico, os animais foram sacrificados em camara de
CO,.Todos os procedimentos experimentais estdo de
acordo com os preceitos do Cobea (Comité Brasileiro
de Experimentagdo Animal) e foram aprovados pela
Comissio de Etica em Pesquisa,do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
— USP (CAPPesq), sob o Protocolo n. |.114/08.

2.4. Processamento da biopsia de pele

Imediatamente aps a retirada, a pele foi imersa em
formol a 10% para fixacio. Apods fixagdo, o material
foi submetido a desidratagio em concentragdes cres-
centes de etanol, diafanizagdo em xilol e inclusio em
parafina. Cortes com 3um a 4pm de espessura foram
corados com hematoxilina e eosina (H&E) e Picrosirius,
com a finalidade de analisar o colageno tecidual em
microscopio de luz polarizada.

2.5. Quantificacdo do colageno
por analise de imagem

Os tecidos corados pelo Picrosirius foram analisa-
dos em microscépio de luz polarizada, acoplado a um
analisador de imagem. O sistema utilizado consistiu de
uma cdmera CCD Sony conectada a um microscopio
Olympus, a partir do qual as imagens podiam ser visua-
lizadas em um monitor. Por intermédio de um sistema
digital inserido num computador (Pentium |l — 300Mhz),
as imagens foram processadas por um software Image
ProPlus 6.0. Foram, entdo, selecionados aleatoriamente
dez campos, incluindo os compartimentos da epiderme,
derme superficial e profunda, visualizados sob um au-
mento de 400 vezes.A drea total medida pelo analisador
em cada campo é de 68.265,680pm>2. A area contendo
colageno em cada campo foi medida através da sele¢ao
de tonalidades birrefringentes,vermelho-alaranjado para
fibras grossas e verde-azulado para fibras finas, e sio
correspondentes as bandas colagénicas, com posterior
medida de édrea digitalizada.

2.6.Analise estatistica

Para comparagdo das médias, foi utilizada a analise
de variancia (Anova), seguida de Newman-Keuls. Os
resultados estdo expressos como média + epm. Foram
considerados significativos resultados de p < 0,05.

3.RESULTADOS

Na Figura 2, estdo apresentados painéis represen-
tativos das bidpsias de pele retiradas de cada area
tratada. Nas amostras de pele de ratos controle (ndo
tratados), é possivel notar a preservacio da arquite-
tura da matriz extracelular, principalmente das fibras
de colageno, fortemente evidenciadas em rosa pelo
H&E, e dos anexos cutineos, representados através
de pelos e glandulas (Figura 2A).

Quanto a histoarquitertura das fibras de colageno,
pode-se observar, através da coloracdo de Picrosirius,
uma rede densa envolvendo todos os anexos, que se
caracteriza pela alta birrefringéncia da derme (Figura
2B).Ja na Figura 2C, referente a pele tratada com dgua
durante sete dias, as fibras de coldgeno mostraram-se
levemente mais densas e com diminuicio de anexos
cutdneos.Por outro lado,apés 14 dias do procedimento
com a agua (Figura 2D),foram demonstrados preserva-
¢do dos anexos cutdneos e aumento da expressao de
fibras de colageno, evidenciado pela alta birrefringéncia
em vermelho, quando se compara com a pele controle
(Figura 2B).

Na pele com sete dias de aplicagido de argila (Figura
2E), observou-se um aumento de anexos e intensa
birrefringéncia das fibras de colageno, assim como
preservagio da organizagio das mesmas.Apos |4 dias
de tratamento com argila, a rede de fibras coldgenas
apresentou-se mais homogénea e inalterada no que
diz respeito a quantidade de anexos cutaneos. Quan-
do este procedimento foi comparado com o da pele
que recebeu AR, observou-se uma agdo positiva apés
14 dias na preservacio das fibras de coligeno e orga-
nizacdo dos anexos cutineos, enquanto a argila ja aos
sete dias apresentou um efeito similar.

Os resultados sumarizando a avaliagdo da histoar-
quitetura das fibras colagenas na pele de ratos tratados
por sete dias estdo apresentados na Figura 3. Essa
andlise revelou que, depois de sete dias de tratamento,
ocorreu um aumento significativo na area de fibras
coldgenas na pele tratada com argila (n = 6; 51,74
[,28um?), quando comparado 2 pele de animais contro-
le ndo submetidos a nenhum tratamento (n = 6,43,39
+ 1,79um?). O tratamento com 4icido retinoico (n =
6;45,66 = |,10um?) ou 4gua (n = 6;43,62 + 0,65pm?)
ndo promoveu alteragio no total de fibras coldgenas,
quando comparado a pele controle.

O prolongamento do tratamento com argila por
mais uma semana (14 dias) nao alterou a quantidade
de fibras colagenas ja aumentadas aos sete dias. Entre-
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Ac. Retindico

Figura 2: Cortes histologicos de pele de ratos corados com hematoxilina-eosina (A) e nos painéis de B a H, com Picrosirius. O painel B
representa a pele de um rato nio tratado; C, E e G sdo painéis representativos dos tratamentos durante sete dias e D,F e G, de tratamento

por |4 dias.

tanto, o tratamento com acido retinoico (n = 6; 58,07
+ 1,59um?) e com 4gua pura (n = 6;52,20 + [,22um?)
aumentou a quantidade de fibras coldgenas da pele dos
animais (Figura 4). Salienta-se que todos os tratamen-
tos, durante |4 dias, aumentaram o volume de fibras
coldgenas na pele quando comparadas a pele controle
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ndo tratada. Esse fato fica mais claro na Figura 5, onde
estdo plotados juntos os dados de fibras coldgenas na
pele de animais tratados com sete e |4 dias.
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Figura 3: Area total de fibras de colageno na pele de ratos tratados
por sete dias com argila, agua e acido retinoico (0,025%). Animais
do grupo controle, ndo submetidos a vaporizagio diaria (n = 6),
foram utilizados. As colunas brancas se referem a valores da drea
de fibras grossas e as hachuradas, de fibras finas. Os resultados
estio expressos como média = epm. * p < 0,05 por comparagio
aos grupos controle, 4gua e acido retinoico.

Figura 4: Area total de fibras de coldgeno na pele de ratos tratados
por 14 dias com argila, 4gua e dcido retinoico (0,025%). Animais
do grupo controle, ndo submetidos a vaporizagdo didria (n = 6),
foram utilizados. As colunas brancas se referem a valores de drea
com fibras grossas e as hachuradas, de fibras finas. Os resultados
estdo expressos como média + epm. * p < 0,05 por comparagio
ao grupo controle (n = 6).
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Figura 5: Efeito da aplicagio didria/40min com H,O, argila e 4cido
retinoico sobre o total de fibras coldgenas da pele de ratos.Animais
do grupo controle ndo foram submetidos a nenhum tratamento.
As colunas brancas representam a média + epm de seis animais
tratados por sete dias e as colunas negras representam a média *
epm de seis animais tratados por 14 dias.* p < 0,05 por comparagio
com os valores registrados no sétimo dia e # por comparagio aos
animais do grupo controle.

4.DISCUSSAO

O presente estudo, em ratos, mostrou que a argila
utilizada foi eficaz em melhorar o contetdo de cola-
geno da pele de ratos apds sete dias de aplicagdo. O
prolongamento do tratamento para 14 dias ndo pro-
moveu um aumento adicional na rede de coldgeno da
pele. Nessa fase experimental, a pele tratada com agua
e acido retinoico apresentaram um aumento igual da
area de colageno.

Esses achados representam a primeira descrigao
experimental do efeito de argila sobre o contetido de
coldgeno em pele de ratos. Corroborando os achados
da presente pesquisa, e utilizando uma argila contendo
silica diluida com um extrato de algas de uma lagoa na
Irlanda, um elegante estudo mostrou que a lama de
silica associada a microalgas da Lagoa Azul melhoraram
a fungdo de barreira da pele e preveniram o envelhe-
cimento prematuro. Ambos — a argila e o extrato de
algas — induziram a expressio génica de COLIAI e
COLIA2 em células nio irradiadas; interessantemente,
as algas foram até superiores a argila. Estas conclusdes,
baseadas em experimentos in vitro e in vivo, fornecem
uma justificativa cientifica para os beneficios do banho
na Lagoa Azul. Entretanto, o fato de os autores do refe-

rido estudo terem utilizado a forma bruta desse fango,
sem nenhuma purificagio, dificulta a transposi¢do das
inferéncias observadas (GReTHER-BECK et al., 2008).

Os resultados obtidos sobre o efeito do acido re-
tinoico (AR) mostram que houve um aumento signi-
ficativo da drea de fibras coligenas somente apés 14
dias de aplicacdo. Esses achados sio corroborados
por dados de literatura. Por outro lado, embora o AR
seja um potente estimulador da sintese de colageno,
suas agoes, em pele humana, no que tange a pigmen-
tacdo, elasticidade, firmeza e redugdo de rugas, sdo
progressivas. Em um estudo realizado em humanos,
utilizando-se uma quantidade maior do que aquela
empregada nesta pesquisa (0, | %), muitos desses para-
metros so se mostram significantemente diferentes de
peles tratadas com o veiculo apds quatro semanas, €,a
partir dai, houve melhora crescente até oito semanas
(Tucker-SAaMARASs et al., 2009). Dos poucos estudos em
pele de animais de experimentagio, salientam-se os
trabalhos em uma cepa de camundongos sem pelo.
Um més apods o tratamento com luz UV, profundas
alteragcdes foram observadas na superficie da pele
desses animais, e essas modificagdes incluem rugas e
alteragdes de contetdo de colidgeno (TAKEMA, HATTORI
& Aizawa, 1996; KaMavasHI et al., 2003).

Um recente estudo utilizando um tratamento té-
pico diario com AR (0,05%), peptideos similares ao
colageno (pentapeptideos e hexapeptideos) e éleo de
soja (soy rejuvenating serum; Reviva Labs, Inc.) mostrou
que os trés tratamentos, durante um més, reduziram a
rugosidade da pele dos animais, aumentaram a espes-
sura da derme e da epiderme. Seus autores, embora
nio tenham quantificado o colageno diretamente, o
fizeram de maneira indireta e mostraram mais uma vez
a importancia da manuten¢io da hidratacio da pele,
uma vez que o creme a base de dleo de soja foi tio
eficaz quanto o acido retinoico em melhorar as rugas
da pele (BHATTACHARYYA et al.,2009).Vale a pena salientar
que, no protocolo desta pesquisa, foram avaliadas peles
normais, e ndo fotoexpostas, dai talvez ter-se encontra-
do uma resposta ao acido retinoico mais tardia.

Os resultados obtidos em relagio a hidratagdo da
pele foram igualmente surpreendentes. Inicialmente
proposto para ser um controle para a vaporizagio
e temperatura, esse procedimento, apos |4 dias,
foi tdo eficaz quanto a argila e o AR em melhorar o
conteldo de coldgeno na pele dos ratos na segunda
semana, mostrando a importancia da hidratagado e,
principalmente, da temperatura nessa sintese. Real-
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mente, a sintese proteica ¢ alterada por variagdes de
temperatura, estando aumentada em temperaturas
mais altas e reduzida nas mais baixas (ZHEGUNOV &
KoTtuarov, 1992;Jackim & McDoNALD, 1966). Em fungio
da conhecida progressio dos efeitos do AR, é reco-
mendavel que este estudo se estenda por mais tempo,
quando os dois tratamentos devem se diferenciar em
termos de quantidade de colageno na pele.

5.CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados aqui verificados apontam
para um efeito importante da argila sobre a sintese de
fibras colagenas em pele de ratos e abre novas perspec-

p
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tivas para futuros estudos de fangoterapia, que devem
incluir caracterizagdo dessa argila, uma avaliagio do
efeito desses componentes sobre a sintese e degradacio,
além de um maior tempo de exposi¢do aos produtos.
Futuros achados servirao para um melhor embasamento
da utilizagdo de argilas nos tratamentos estéticos.
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