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CHEMYUNION

Iselight

Descrigao
|

Ativo para clareamento de manchas senis que atua promovendo a homeostase do sistema de detoxificagao
celular, por meio do estimulo da autofagia e atividade de proteassoma, capazes de eliminar as toxinas e
componente bioldgicos celulares disfuncionais. Iselight é um extrato vegetal composto por Myrothamnus
flabellifolia, planta da ressureigao conhecida pela medicina tradicional africana, e Coffea arabica, importante fonte

de antioxidantes.

INCI

Propanediol (and) Coffea Arabica (Coffee) Seed Extract (and) Myrothamnus Flabellifolia Leaf Extract (and)

Water.

Introducao
|

A face e as maos sdo as regides do corpo que evidenciam as primeiras marcas do envelhecimento'?. Essas
alteragoes se manifestam no aumento de rugas e flacidez, ressecamento da pele, bem como no surgimento de
manchas senis, sardas e descoloragao de algumas regides da pele3*.

Manchas senis (Figura 1), também conhecidas como lentigos solares e lentigos senis, sdo lesdes
pigmentadas de coloragdo marrom clara a preta de diferentes tamanhos — variam de milimetro a pequenos

centimetros — que tipicamente desenvolvem-se em pele cronologicamente exposta ao sol°.

Figura 1: Manchas senis na face nas costas das maos.

Entre os processos mais estudados para o surgimento de manchas na pele, a formagao dos pigmentos de
melanina e lipofuscina sdo os mais consolidados. Entretanto, a presenga da melanina no tecido cutaneo nao ocorre
em fungao do aumento da idade, podendo nesses casos aumentar ou diminuir com o amadurecimento da pele, ao
passo que o aumento da idade é um fator determinante para o aparecimento de lipofuscina nas regides da epiderme

e derme®. Desta forma, é possivel dizer que manchas senis nao sdo exatamente resultado de acimulo de melanina,
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mas sim da presenca de lipofuscina, excesso de proteinas oxidadas ou danificadas, lipideos e outros residuos
celulares nos lisossomos, organela celular responsavel pela digestdo de substancias organicas’.

Lipofuscina, do grego “lipo” = gordura e do latim “fuscus” = escuro, é um pigmento marrom-amarelado
encontrado em diversas células do corpo, como queratinécitos, fibroblastos, neurénios, midcitos e hepatécitos.
Sua abundancia e disponibilidade sao maiores em individuos idosos do que em jovens, o que conota a esse
componente o termo popular de “pigmento do envelhecimento”, fator este que implica na sua adogdo como
biomarcador para a determinagdo da idade absoluta®.

A lipofuscina é a resposta ao envelhecimento celular, resultado do acumulo de “lixo” no citosol devido a
falha no catabolismo (ou “reciclagem”) de proteinas e organelas intracelulares®. Uma vez que os processos
oxidativos sao obrigatérios para a vida, eles também atuam como intensificadores da concentragao de lipofuscina,
bem como de muitas outras manifestacdes da senescéncia'’.

Muitas fungdes fisiolégicas sdo dependentes da degradacao e reciclagem de macromoléculas danificadas
no interior da célula e o processo que promove o abastecimento de componentes necessarios para a reposigao de
energia celular é conhecido como autofagia''. Portanto, a disfuncédo da atividade autofagica é responséavel por
desencadear inimeras patologias como: cancer, infecgoes, doengas cardiacas, respiratérias e neurodegenerativas,
além de contribuir para o envelhecimento cutaneo'?.

Uma forma simples de ilustrar a importancia do processo de autofagia para o metabolismo humano é por
meio do tempo de vida de um automével. Por exemplo, suponha que um individuo adquiriu um carro novo e utiliza-
o de forma constante durante a rotina. Apés um tempo de uso, comegam a surgir falhas e manutengoes sao
exigidas. Entretanto, ndo é necessdrio a substituicao completa do veiculo, mas sim a reposi¢ao de alguns dos
componentes como: bateria, pneus, 6leos e filtros. O mesmo processo ocorre nas células, em vez de eliminar a
célula inteira (mecanismo conhecido como apoptose), apenas alguns elementos sdo degradados e reciclados.
Deste modo, é possivel sumarizar que a autofagia é o processo em que organelas inteiras sdo destruidas e novas
sao reconstruidas para substitui-la, com o objetivo de manter a homeostase celular'3'4,

Ainda que os estudos sobre o tema tenham iniciado nos anos 50, a autofagia despertou atengao nas ultimas
duas décadas com a descoberta da importancia desse processo na regeneragao celular natural, o que trouxe
reconhecimento ao pesquisador Yoshinori Ohsumi por meio da honra concedida pelo Prémio Nobel de Fisiologia
ou Medicina em 2016. Os estudos de Ohsumi evidenciaram o mecanismo de reciclagem celular e abriram caminho
para a compreensdo da importancia da autofagia em intimeros processos fisiologicos, além de elucidar a
adaptagao do processo autofagico a privagao de nutrientes, exposi¢ado ao estresse e a resposta as infecgdes. Seus
estudos auxiliaram no entendimento de doengas neurolégicas como Parkinson, Alzheimer e Huntington, além de
contribuirem para o tratamento da reducédo de peso e aumento da longevidade'®.

Um dos beneficios mais populares da autofagia, que ganhou evidéncia apés o Prémio Nobel de 2016, é a
pratica do jejum intermitente. Estudos apontam que 14 horas de jejum auxiliam na redu¢ao de massa corporal,
além de induzir a renovacao de organelas, lipideos e proteinas danificadas'®. A pratica de atividades fisicas também
demonstrou ser um excelente indutor de autofagia. Estudos evidenciaram que a pratica de esportes como futebol,

corrida e exercicios de alta intensidade, aumentam a expressao de genes e proteinas relacionadas a autofagia
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(ATGs), o que resultou na melhora de capacidade cognitiva, redugdo de desenvolvimento de doengas neuroldgicas

e promocao do envelhecimento saudavel'” '8,

Mecanismo de autofagia

O processo de autofagia pode decorrer de trés mecanismos distintos: microautofagia, autofagia mediada
por chaperona e macroautofagia'®. O processo de macroautofagia (Figura 2) é o mecanismo majoritariamente
estudado?, durante o qual a célula forma um compartimento “sequestrador” de membrana dupla, denominado
fagoforo que envolve as proteinas e organelas e, apds a sua maturagao, tem-se a formagao do autofagossomo.
Assim, ap6s a fusdo com o lisossomo, a carga é degradada e as macromoléculas resultantes sao liberadas de volta

ao citosol para reutilizagio?'.

Expans&o do Formagéo do
Organelas danificadas ou fagoforo autofagossomo
proteinas mal enoveladas o

'?/‘). S?N-; i
" ,‘ég.'

Nucleacéo
do fagéforo

Célula Humana Lisossomo —»

74

&)

Efluxo

Fuséo do lisossomo +
autofagossomo
as: hidrolas

Figura 2: As cinco etapas do processo de macroautofagia: primeira fase (1), proteinas e lipidios quinases sao
responsaveis pela coleta de material com o objetivo de produzir a base do fagoforo, estagio inicial da autofagia.
Em seguida, tem-se a expansao da dupla membrana (2) envolvendo por completo os compostos a serem
degradados. Apés o completo alongamento da parede do fagéforo, observa-se a formagao do autofagossomo (3).
A presenca do lisossomo (4) e da sua fusao ao autofagossomo prepara o complexo autofagico para digestao das
macromoléculas danificadas, por meio das hidrolases (5) que degradam inicialmente a paredes internas do
autofagossomo até alcangar a carga a ser processada. Por consequéncia é realizado efluxo de macromoléculas
“recicladas” como aminoacidos e acidos graxos no citosol para serem reutilizados pela célula®.

Durante o processo de privagao de nutrientes, o complexo proteico mTORC1, cujo principal componente
consiste na mTOR (alvo da rapamicina), se dissocia das proteinas (ATG13 e ULK1/2), o que ocasiona a
desfosforilagao parcial das mesmas — importante mecanismo de sinalizagao celular — e por consequéncia tem-se
aindugao do mecanismo autofagico (Figura 3). Entre as inimeras proteinas que atuam na regulagao da autofagia,
amTOR é o componente chave que mantém homeostase entre o processo autofagico em resposta as condigoes
fisioldgicas da célula e o estresse ambiental. Em outras palavras, a redugao dos niveis de mTOR é essencial para

a indugao da autofagia celular. Em consequéncia da indugdo do processo autofagico, denota-se a atuagao das
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proteinas ATG13 e ULK1/2 na biogénese do fagéforo e autofagossomo?3, além da RB1CC1, proteina presente nos

eventos iniciais e posteriores da formacao do autofagossomo?*.

Estado de
Nutricdo

k2 § AT613

- ATG101
RB1CC1

Uikl AT6e13 )
ATG101
RB1CC1

Figura 3: Indugao da macroautofagia.

A LC3 é um dos marcadores mais utilizados para a identificagao da formagao dos autofagossomos, dado
que é a proteina central na sele¢ao dos substratos do processo de autofagia celular?®2%. A Figura 3 também indica
outras proteinas relacionadas a autofagia (ATGs) que desempenham papéis essenciais para formagado da
membrana??.

Além das proteinas envolvidas na formacao do autofagossomo é importante também destacar proteinas
que atuam na demarcagcao dos compostos a serem degradados. A proteina Parkin é responsavel pelo
monitoramento e selecao de mitocondrias danificadas além de intermediar o processo de envio delas para os
autofagossomos e sua subsequente degradacio?’. Desta forma, esta proteina codificadora promove a autofagia
de organelas danificadas?®.

Apenas a atuagao da autofagia, no entanto, ndo é suficiente para evitar a formacao de lipofuscina?®. Sabe-
se que o sistema proteassoma é responsavel por diminuir a formagao deste pigmento, porém, o acimulo de
lipofuscina também inibe a atividade do proteassoma®’. Isto posto, denota-se que seja possivel mitigar a presenca
em excesso de “lixo celular” apenas com altos niveis e eficiéncia dos dois sistemas: de autofagia e proteassoma.
Logo, é fundamental observar que a atuagao autofagica é a maneira mais eficiente para a remogao de proteinas
oxidadas e inibigao da formagao de agregados em células envelhecidas devido a redugao da eficiéncia da atividade

de proteassoma®'.

Atividade do proteassoma

O proteassoma é um complexo proteico sofisticado — de formato cilindrico (Figura 4) — e extremamente
eficiente que atua, em conjunto com a molécula de sinalizagdo ubiquitina, na degradagao de inimeras proteinas
alvo. Assim, analogo ao processo autofagico, a atividade do proteassoma catalisa reagOes bioldgicas para a

digestao de proteinas danificadas ou malformadas®?.
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Figura 4: Atividade do proteassoma.

Acoplada a uma ou ambas as extremidades desse “cilindro”, encontram-se as unidades regulatérias que
formam "tampas” cujas fungdes sao reconhecer a proteina alvo, remover a marcagao de ubiquitina dessa proteina
e envia-la para o interior do cilindro para ser quebrada em peptideos curtos de apenas 3 a 15 aminoécidos®.

Ainda que a atividade do proteassoma e o processo de autofagia atuem em prol da renovagao de
componentes intracelulares, a atividade do proteassoma pode ser inibida por proteinas de alto peso molecular, pois
sdo incapazes de atravessar o canal estreito do proteassoma, assim, a autofagia é estimulada para eliminar esses
complexos proteicos®* 3% 3 Além disso, os processos demostram diferengas também em fungéo da idade do
individuo. Estudos recentes realizados com fibroblastos humanos apontam que marcadores genéticos
relacionados ao fluxo de autofagia praticamente nao apresentam diferengas entre individuos jovens ou de idade
avangada. Contudo, o aumento da produgao e acimulo de proteinas danificadas com avango da idade altera a

homeostase da reciclagem celular®” (Figura 5).

N&o altera
Autofagia Lixo celular Atividade de

proteassoma

. Célula jovem . Célula idosa

Figura 5: Balango entre a producao de “lixo celular”, processo de autofagia e atividade de proteassoma em
individuos jovens e de idade avangada.

Em contrapartida, a atividade e conteido do proteassoma sao regulados negativamente com o aumento da

idade do individuo. Assim, dessemelhante do fluxo autofagico, a atividade de proteassoma diminui no decorrer da
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vida, e como consequéncia, obtém-se menor degradagao de proteinas oxidadas e aumento na agregagao de
proteinas, o que induz a degeneracao celular e diversas doengas associadas ao envelhecimento®.

A homogeneidade do tom da pele, em fungao da idade do individuo, também é ameagada pelo acumulo de
outro composto proteico, as proteinas carboniladas, geradas pelo ataque de espécies reativas de oxigénio (EROs)
no tecido cutaneo®. As proteinas carboniladas sdo produtos da reagao entre grupos amino e compostos reativos
de aldeido (RAC) produzidos a partir da peroxidagao lipidica, sendo esta iniciada por EROs. Assim, na pele, as
proteinas carboniladas sao detectadas com maior frequéncia em locais expostos ao sol em idosos, o que contribui
para a mudanca da cor da pele para o amarelo escuro devido ao envelhecimento extrinseco?’. Além disso, as
proteinas carboniladas impactam também no sistema proteassoma, uma vez que proteinas carboniladas de baixo
peso molecular sao degradadas pela atividade de proteassoma, as proteinas de alto peso sao resistente a
degradacao e por conseguinte inibem a a¢ao das proteassomas®'.

Desse modo, ainda que o processo autofagico e atividade do proteassoma sejam processos distintos, atuar
em ambos 0s mecanismos com objetivo de elevar a capacidade de reciclagem de material biolégico danificado no
citosol demostra ser uma estratégia eficaz e sinérgica na redugao dos sinais de envelhecimento da pele, uma vez
que ambas as vias metabdlicas sao especializadas em degradar seus respectivos alvos. Sendo assim, torna-se
impreterivel que a homeostase do sistema decorrera da comunicagao destes mecanismos de maneira

compensatéria e eficaz*?.

Trazendo luz ao mecanismo de formagao das manchas senis, a Chemyunion desenvolveu Iselight. Fruto de
intensa pesquisa e triagem de ingredientes, este ativo atua na causa raiz da formagdo de manchas da idade
promovendo a homeostase do sistema de detoxificagao celular, autofagico e proteassoma, capazes de eliminar as
toxinas e componente bioldgicos celulares disfuncionais. Iselight € um extrato vegetal concentrado composto por
Myrothamnus flabellifolia, planta da ressureicdo conhecida pela medicina tradicional africana, e Coffea arabica,

importante fonte de antioxidantes.

Escolha dos Componentes

Myrothamnus Flabellifolia Leaf Extract

Myrothamnus flabellifolia é conhecida como planta da ressurei¢do devido a sua capacidade de sobreviver a
extrema desidratagao por inimeros anos. Todas as espécies de plantas em algum momento do seu ciclo de vida
sao parcialmente tolerantes a dessecagao, entretanto, a planta da ressureigao é notavel nesse aspecto, pois pode
sobreviver a perda quase completa de dgua (cerca de 95% de agua celular), voltando ao seu estado funcional apds
ser hidratada dentro de 24-48 horas**#*. Durante o inverno, as plantas de Myrothamnus (Figura 6) demonstram-se
completamente secas, sem derramar as suas folhas, as quais se dobram préximas dos caules, assim, reidratam-
se apenas no inicio das chuvas de verdao®. Além disto, ela é capaz de sobreviver em situagdes de estresse

excessivo entre temperaturas extremas de frio e calor*.
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Figura 6: Myrothamnus flabellifolia, planta da ressurreigao.

Nativa das encostas rochosa de inselbergs na regido sul da Africa, a planta a ressurreigao é de extrema
importancia na cultura, folclore e medicina tradicional do continente africano. 'Uvukwabafile' (cuja tradugao é
“acorda os mortos”) é nome concedido a planta pela tribo zulu, devido a crenga de que a Myrothamnus flabellifolia
concede a sua capacidade de ressuscitar para um individuo doente durante o tratamento. Assim, a planta é
considerada um simbolo de esperanca na tradicdo africana®’.

O perfil fitoquimico do extrato das folhas de Myrothamnus flabellifolius é composto por flavondides,
antocianinas, alcaldides, esterdides, terpendides, triterpenos, glicosideos cardiacos, saponinas, flobataninas,
taninos, polifenéis e acucares®®. 0 acimulo de sacarideos é um dos principais fenédmenos observados nessa planta
durante a fase de desidratagao. Assim, é importante citar que de maneira incomum frente a outras espécies do
género, a M. flabellifolius demonstra um acumulo de trealose, 38,1% da composicao total de agticares, em estado

de dessecacao®.

Coffea Arabica (Coffee) Seed Extract

O cafeeiro (Coffea arabica) é uma planta de pequeno porte (Figura 7), de 2 a 8 m de altura, nativa do nordeste
da Africa Tropical (sul da Etiépia e sul do Sudao), comumente naturalizada em regides tropicais. As sementes de
café sdo armazenadas em uma drupa (chamada de "cereja") de 10 a 15 mm de didmetro, amadurecendo de
vermelho a roxo, normalmente composta por duas sementes, as quais sdo os graos de café utilizados para

consumo humano®°.
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Figura 7: Coffea arabica.

O café arabica é uma importante fonte de antioxidantes na dieta humana, devido a sua composigao quimica,
que envolvem compostos fendlicos e seus derivados (como acidos clorogénicos), alcaloides (especialmente
cafeina), alcoois diterpendides, carboidratos, lipidios e compostos volateis e heterociclicos. Estudos com extratos
de C. arabica revelaram um conjunto de importantes atividades bioldgicas, por exemplo, atividade antibacteriana,
antiviral, anti-inflamatéria, supressora da expressao de metaloproteinases e redugao de danos oxidativos as
macromoléculas®'.

A lipofuscina é um agregado lipidico-proteico peroxidado que se acumula durante o envelhecimento ou sob
condigdes de estresse oxidativo que podem ocorrer como resultado de declinios nas defesas antioxidantes ou
perda de funcdes de reparo. Ou seja, a presenga de antioxidantes é essencial na protecao contra o estresse
oxidativo®. O extrato aquoso de residuos de café tem efeito inibitorio no dano oxidativo e estabiliza a proteina
contra a oxidagao. Essa descoberta implica que residuos de café torrado podem ser usados como recursos na
tentativa de proteger do estresse oxidativo em doencas humanas®®. Estudos apontam que antioxidantes,

especialmente o acido clorogénico, sdo capazes de inibir a formagao de lipofuscina® %5

Beneficios
o Iselight: Melhora a homogeneidade do tom da pele facial em 42% apés 28 dias;
e Reduz o contraste entre a mancha e a pele em 37% apds 28 dias;
e Melhora a homogeneidade do tom da pele das maos em 63% apds 56 dias;
¢ Reduz o tamanho médio das manchas das maos em 26% apés 56 dias;
e Melhora em até 50% a uniformidade da textura da pele (anisotropia);
e  Primeiro ingrediente do mercado que atua na causa raiz das manchas senis;
e Ingrediente atende aos requisitos veganos (sem origem animal e testes em animais) e livre de

conservantes;

Testes
[

Eficacia In Vitro
Para analisar o potencial de Iselight no estimulo do processo de autofagia, trés importantes
biomarcadores (mTOR, Parkin e LC3B) foram avaliados. Para isso, fibroblastos humanos foram tratados e
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incubados por 24 horas. Para andlise estatistica dos resultados, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA). O

teste de Dunnett foi usado quando a analise de variancia (p) detectou diferengas significativas entre os grupos.

1.1. mTOR (proteina alvo da Rapamicina)

1,05

lativa da

proteina alvo da Rapamicina

1,00

*%

112%

&\0,95
(@]

—
£ 090

~

0,85

ao génicare

0,80

Express

0,75

*4p<0,01 Controle Iselight 0,03%

Figura 8: Expressao génica de mTOR em fibroblastos humanos, ap6s 24 horas de incubagao. ** p<0,01 em
relagao ao controle.

Iselight reduziu em 12% a expressao génica de mTOR, proteina chave cuja redugao promove estimulo da

autofagia celular.
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Figura 9: Expressao génica de Parkin em fibroblastos humanos, apds 24 horas de incubagao. ** p<0,01 em
relagao ao controle.

Iselight foi capaz de estimular em 64% a expressao génica da enzima Parkin, a qual desempenha um papel
critico na ubiquitinagdo — processo pelo qual as moléculas sdao marcadas covalentemente com a ubiquitina e

direcionadas a degradagao nos autofagossomos.
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1.3. LCB3

Controle 0,03% Iselight

Figura 10: Analise por imunofluorescéncia da proteina LC3B. Imagens de microscépio com ampliagao de 40x.
Fibroblastos dérmicos humanos incubados por 16 horas.
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**p<0,01 Controle Iselight 0,03%

Figura 11: Quantificagdo das imagens representativas da sintese de LC3B em fibroblastos dérmicos humanos
incubados com Iselight por 16 horas, em comparagao ao controle. ** p<0,01 em relagao ao controle.

De acordo com as Figuras 10 e 11 é possivel observar que Iselight a 0,03% foi capaz de promover um
aumento significativo (p<0,01) na sintese de LC3B em 95% quando comparado ao controle. O LC3B é uma proteina

central no processo de autofagia que atua na selegao de substratos e biogénese do autofagossomo.

1.4. Lipofuscina

Para avaliar o potencial de Iselight na diminui¢ao de Lipofuscina, fibroblastos humanos foram tratados e
incubados por 24 horas para posterior irradiacido com trés doses de UVA por dia, totalizando 7J/cm?. Apés esse
periodo, as células foram submetidas a técnica de imunofluorescéncia in vitro por um método de deteccao de

lipofuscina empregando anticorpo.

Iselight Pag. 10/24
FQ MKT_003 (03/21) SA 15070/22 LT15903 — Rev. 01



¢

CHEMYUNION

O grupo irradiado e tratado com o ativo foi comparado ao grupo controle (sem tratamento) e grupo

controle irradiado (sem tratamento e irradiado com UVA 7J/cm?).

Controle Controle irradiado Irradiado (7J/cm?) +
(7d/cm?) Iselight0,016%

Figura 12: Avaliagao por Imunofluorescéncia de Lipofuscina (verde) e contra-coloragdo com DAPI (azul, marcador
de nucleos celulares), imagens microscépicas com aumento de 40x.

Como pode ser observado na Figura 12, Iselight a 0,016% foi capaz de eliminar a lipofuscina gerada pela

exposicao a radiagao UVA se equiparando ao grupo controle sem estresse por irradiagao.

1.5. Atividade do proteassoma

Os proteassomas sao complexos enzimaticos com varias subunidades, dos quais trés sao sitios ativos
enzimaticos cujo nome de um deles é quimiotripsina com atividade quimiotripsina-like%’.

Para analisar o efeito desintoxicante de Iselight na atividade de proteassoma, fibroblastos humanos foram
tratados e incubados por 24 horas. A atividade do proteassoma quimiotripsina-like foi medida cineticamente em
todas as amostras durante 60 minutos. A luminescéncia gerada a partir da clivagem do proteassoma de um
substrato peptidico adicionado as amostras foi quantificada usando o kit comercialmente disponiveis. As células
foram incubadas em tampao de detecgao de atividade de proteassoma durante 10 minutos, antes da quantificagao
daluminescéncia. As medigdes foram realizadas a cada 2,5 minutos. Foram obtidas 4-5 réplicas técnicas por ponto

de tempo para cada uma das condigdes testadas.
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145,1%

1,6
1,4
1,2
1,0
038
06
04
02
0,0
*p<0,0001

Atividade quimiotripsina-like

Controle Iselight 0,0037%

Figura 13: Representacgao grafica da atividade Proteassoma quimiotripsina-like, quantificando a luminescéncia
ap6s 10 minutos de reagao, em fibroblastos dérmicos humanos normais. *p<0,0001 em relagado ao controle.

Os resultados mostraram que Iselight a 0,0037% estimulou significativamente a atividade do proteassoma
em 45%, em comparagao ao controle. O tratamento in vitro de fibroblastos humanos com Iselight exibe efeitos

desintoxicantes através da estimulagao significativa da atividade do proteassoma quimiotripsina-like.

1.6. Carbonilacao de proteinas

Os efeitos detoxificantes e protetores de Iselight foram avaliados através da neutralizagao do estresse

oxidativo e carbonilagdo de proteinas induzidos por peréxido de hidrogénio (H202), apds 24 horas de tratamento

em fibroblastos humanos.

j—
N
*

Niveis de carbonil/proteina BCA para
Controle + H202
o
(o)}

0,4
*
02 189,4%
0 I
Controle Controle + H202 Iselight 0,03% + H202
*p<0,001

Figura 14: Carbonilagao de proteinas para niveis de proteina total. Resultados normalizados para o grupo
controle. * significancia estatistica com valor de p <0,001.
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Os resultados da Figura 14 mostraram que o tratamento com H;0, aumentou significativamente a
carbonilagao de proteinas em 5,8 + 2,0 vezes em fibroblastos dérmicos humanos normais, em comparagao com o
controle nao tratado. O tratamento com Iselight a 0,03% reduziu significativamente os niveis de carbonilagao de
proteinas em 89,4 + 29,2%; em comparagao com o controle + H,0,. Em conclusao, o tratamento in vitro com Iselight
apresenta capacidade desintoxicante e protetora por meio de protegao significativa contra danos induzidos por

H,02 na forma de redugao da carbonilagdo de proteinas, apés 24 horas de tratamento com Iselight.

2. Eficacia Ex Vivo

2.1. Produgao de Melanina

A acao de Iselight na inibicdo da melanogénese foi demonstrado em modelo ex vivo, assim, explantes de
pele humana provenientes de bleforopastia de pacientes saudaveis com idade entre 35 e 70 anos foram cortados
em fragmentos de 0,5 cm? e tratados por 72 horas com 12mg/cm? de Iselight e grupo controle em paralelo. Apés o
periodo de tratamento, os fragmentos de pele foram fixados e criopreservados. Depois foram seccionados em
cortes de 10um e coletados para laminas silanizadas, em seguida, procedeu-se com a coloragao pela técnica de
Fontana-Masson. A sintese de melanina nos cortes foi analisada em Microscépio 6ptico (DM6000 B, acoplado com
camera DFC7000 T, Leica Microsystems) e as imagens foram capturadas por meio do software LAS v.4.12 (Leica
Application Suite). As imagens obtidas foram analisadas pelo Software ImageJ® para semi-quantificagao dos
pixels gerados pelos pigmentos de melanina. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA. Os grupos

estudados foram considerados estatisticamente significantes quando o valor de P foi menor ou igual a 0.05.

Controle Placebo Iselight 2%

Figura 15: Avaliagao por Fontana-Masson, imagens do microscépio na ampliagao de 400x. Seg¢des histoldgicas
de 10 pm em fragmentos de pele humana (ex vivo) incubados em meio cultural (Controle basal), tratados com
placebo e Iselight 2%.

Iselight Pag. 13/24
FQ MKT_003 (03/21) SA 15070/22 LT15903 — Rev. 01



9

CHEMYUNION

Melanina - Fontana-Masson

4.500

4.000

3.500 *
147%

3.000
2.500
2.000
1.500
1.000

500

Média (Pixel Quadrado)

*0<0.01 Controle Placebo Iselight 2%
p<U,

Figura 16: Redugao da producado de melanina em fragmento de pele caucasiana tratada com Iselight e Placebo
por 72 horas. Avaliagao por Fontana-Masson. **p<0,01 em relagao ao Controle.

Os resultados (Figura 15 e Figura 16) obtidos por meio de estudo ex vivo, demostraram a ampla agao de
Iselight no clareamento das manchas da pele, atuando também na redugao de melanina proveniente do processo

de melanogénese na epiderme.

3. Eficacia In Vivo

Avaliou-se os beneficios antienvelhecimento de Iselight comparado ao placebo, sob condigdes normais de
uso, com aplicagao 2 vezes ao dia nas regides do dorso das maos e face. Os tempos de andlise foram dia 0 (antes
do tratamento), apds 28 dias e apds 56 dias de tratamento. O painel foi posto por 63 voluntarios do sexo feminino,
com idades entre 45 e 69 anos (média de 57 anos), apresentando manchas de fotoenvelhecimento nas maos e
fotoenvelhecimento facial (flacidez facial, rugas/linhas finas e manchas).

Foram realizadas medidas instrumentais de colorimetria através do equipamento Chroma Meter CR 400
Konica Minolta nas maos dos participantes e adquiridas imagens padronizadas das maos para andlise de
manchas. Imagens da face dos participantes foram obtidas, através do equipamento Visia CR (Canfield Scientific,
Inc.), para andlise de manchas. Por fim, andlise do relevo cutaneo (anisotropia) foi realizada com o equipamento
Visioscan® Courage+Khazaka electronic GmbH. Todas as analises foram acompanhadas do médico

dermatologista.
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3.1. Avaliacao do clareamento de manchas nas maos (imagens padronizadas)

17,6%

£ 3000

2 » 2000

58 1000

g E

- S 1

o o -1000

~— @©

< 5 -2000

S c

© g -3000

9 -4000

= 5000 126,2%

A(T56-TO)  *

H Placebo mIselight 2%
*p<0,05 em relagao ao TO

Figura 17: Tamanho de manchas nas maos, diferenga entre TO (tempo inicial) e T56 (tempo final apds 56 dias de
tratamento). *p<0,05 em relagao ao TO.

Os resultados (Figura 17) obtidos por meio de imagens padronizadas, demostraram clareamento das
manchas através da mensuragao do tamanho das manchas das maos com redugao média de 21,4% e 26,2% apos,
respectivamente, 28 e 56 dias de tratamento com Iselight. J& o melhor resultado obtido entre os voluntarios foi
uma reducao de 78,8% e 95,7% no tamanho das manchas das maos apd6s28 e 56 dias, respectivamente, de

tratamento com Iselight.

3.2. Avaliacao da homogeneidade do tom da pele das maos (imagens padronizadas)

0,004 *
<Q
3 0,0035 163,2%
25 0003
S S 0,0025
33
s 0,002 117,3%
£ & 00015
sg8 "
E 0,001
N

0,0005
0
A(T56-T0)
*p<0,05 em relagao ao TO Placebo mIselight 2%

Figura 18: Homogeneidade da pele das maos, diferenga entre TO (tempo inicial) e T56 (tempo final apés 56 dias
de tratamento). *p<0,05 em relagédo ao TO.
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Figura 19: Clareamento e aumento de homogeneidade do tom da pele das méaos tratadas com Iselight 2%, nos
tempos 28 e 56 dias.

Os resultados obtidos por meio de imagens padronizadas, demostraram um aumento médio de 44,7% e

63,2% na homogeneidade do tom da pele das maos apds, respectivamente, 28 e 56 dias de tratamento com Iselight.

3.3. Avaliagao do clareamento de manchas (L*)
(colorimetria - Chroma Meter® CR400 (Konica Minolta))

Para a avaliagao de clareamento da pele foi utilizado o parametro L*, quanto maior o valor do L, mais clara

aregiao analisada.

1,6
14 12,0%

*%

1 ? 11,1% 11,4%
08

0,6

04 0%

o,g T
-0,2

-04
-0,6

Média (u.a.) de clareamento (L*)

A(T28-T0) A(T56-T0)
*p<0,005 em relagao ao TO .
*+p<0,05 em relag&o ao TO m Placebo mlselight 2%

Figura 20: Clareamento de manchas médio (L*), diferenga entre TO (tempo inicial) e T28 (tempo final apés 28 dias
de tratamento) e diferenga entre TO e T56 (tempo final apds 56 dias de tratamento). *p<0,005 e **p<0,05 em
relagao ao TO.

Resultados obtidos pelo Chroma Meter, demostraram uma melhora média de 2,0% e 1,4% no clareamento
da mancha (L*), apds, respectivamente, 28 e 56 dias de tratamento com Iselight 2%. Ja o melhor resultado obtido
entre os voluntarios foi de 9,1% e 10,3% no clareamento da mancha (L*), apds, respectivamente, 28 e 56 dias de

tratamento com Iselight.
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3.4. Avaliacao do contraste mancha e pele (L*)
(colorimetria - Chroma Meter® CR400 (Konica Minolta))

Para a avaliagao de homogeneidade da pele, foi realizado um célculo de contraste da coloragao da area da
mancha e da area adjacente. Esse dado foi obtido através do delta (diferenga) entre o valor de L* da area da mancha

e o valor de L* da area adjacente (sem mancha). Quando o valor diminui, indica uma aproximagao entre os tons das

diferentes areas e, consequentemente, um aumento da homogeneidade do tom da pele.

A(T28-T0) A(T56-T0)
04 T T
-0,2
-0,5
] 12,0%
08 16,8%

o
=

-1,1
-1,4
-1,7

Média (u.a.) do contraste
mancha e pele (L*)

* *%

137,5% 142,2%

*p<0,005 em relagao ao TO

H Placebo mIselight 2%
**p<0,001 em realgao ao TO '9

Figura 21: Contraste médio (L*), diferenga entre TO (tempo inicial) e T28 (tempo final apds 28 dias de tratamento)
e diferenga entre TO e T56 (tempo final apds 56 dias de tratamento). *p<0,005 e **p<0,001 em relag&o ao TO.

Os resultados obtidos pelo Chroma Meter, demostraram uma redugao média de 37,5% e 42,2% no contraste

entre mancha e pele (*L), apds, respectivamente, 28 e 56 dias de tratamento com Iselight 2%.

3.5. Analise do clareamento de manchas faciais
(Visia CR® (Canfield Scientific, Inc.))

3.5.1. Homogeneidade da pele
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0,0016
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0,0012

0,001
0,0008
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142,3%

1M1,1%

Média (u.a.) de clareamento
de manchas

Figura 22: Homogeneidade do tom da pele. Média das medidas, diferenga entre TO (tempo inicial) e T28 (tempo
final apds 28 dias de tratamento). *p<0,05 e **p<0,001 em relagao ao TO.

Figura 23: Clareamento das manchas faciais e aumento de homogeneidade da pele da face tratada com
Iselight 2%, nos tempos 28 e 56 dias. Voluntario 1.
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T0 T28 T56

Figura 24: Clareamento das manchas faciais e aumento de homogeneidade da pele da face tratada com
Iselight 2%, nos tempos 28 e 56 dias. Voluntario 2.

Os resultados obtidos pelo Visia CR® demostraram um aumento médio de 42,3% na homogeneidade da
face apos 28 dias de tratamento com Iselight 2%.

3.6. Analise do relevo cutaneo
(Visioscan® Courage+Khazaka electronic GmbH)

3.6.1. indice de anisotropia (antebrago)

Anisotropia é uma palavra grega que descreve a dependéncia de uma propriedade fisica do material com
a direcao (o oposto de isotropia). Este conceito é usado em estudos dermatolégicos para descrever a diregao das
linhas no estrato cérneo. Ao longo os anos observa-se que ocorre uma transicao de uma distribuicdo quase
isotropica das linhas cutaneas na pele jovem para uma distribuigao altamente anisotrépica no tecido envelhecido,

desta forma, neste estudo foi esperada a redugao do indice de anisotropia.

6

° 12,8%

o

83g 3

T Qo

E @

©

S 0 1

<&

C =

35 3

< .2

S & 6

E *
9 18.3%

A(T56-TO0)
H Placebo M Iselight 2%

*p<0,05 em relagao ao TO

Figura 25: Indice de anisotropia da pele. Média das medidas, diferenca entre TO (tempo inicial) e T56 (tempo final
apos 56 dias de tratamento). *p<0,05 em relagao ao TO.
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Figura 26: Melhora da textura da pele tratada com Iselight 2%, no tempo inicial (T0) e ap6s 56 dias (T56).

Os resultados obtidos pelo VisioScan® demostraram uma reducéo de 8,3% no indice de anisotropia da
pele, apds 56 dias de tratamento com Iselight 2%. J4 o melhor resultado obtido entre os voluntarios foi uma

redugao de 50,2% no indice de anisotropia da pele, apés 56 dias de tratamento com Iselight.

Aplicagao

Emulsdes e géis com beneficios antienvelhecimento e detox para pele.
Adicionar no final do processo em temperatura abaixo de 45°C.
Observagao: Consultar legislagao vigente quanto a restrigdes regulatoérias locais referentes ao uso do termo

“mancha” em produtos cosméticos.

Estabilidade e Compatibilidade

pH: 4,0-6,0

Concentragao de Uso
|

2% (p/p).
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