UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE

Maria Cristina Cardoso de Mendonca

Peeling de fenol pontuado no tratamento do fotoenvelhecimento facial: estudo

histogquimico e imuno-histoquimico

Juiz de Fora
2018



Maria Cristina Cardoso de Mendonca

Peeling de fenol pontuado no tratamento do fotoenvelhecimento facial: estudo

histoquimico e imuno-histoquimico

Tese de doutorado apresentada ao
programa de pds-graduacdo em Saude da
Universidade Federal de Juiz de Fora,
area de concentracdo: Saude Brasileira,
como requisito parcial para obtencédo do
grau de Doutora em Saude.

Orientadora: Profa. Dra. Beatriz Julido Vieira Aarestrup

Coorientador: Prof. Dr. Fernando Monteiro Aarestrup

Juiz de Fora
2018



Ficha catalografica elaborada através do programa de geragdo
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

de Mendonca, Maria Cristina Cardoso.

Peeling de fenol pontuado no tratamento do fotoenvelhecimento
facial : estudo histoquimico e imuno-histoquimico / Maria Cristina
Cardoso de Mendon¢a. —2018.

93f il

Orientadora: Beatriz Julido Vieira Aarestrup

Coorientador: Femando Monteiro Aarestrup

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Juiz de Fora,
Faculdade de Medicina. Programa de Pos-Graduagcao em Saude
Brasileira, 2018.

1. Envelhecimento da Pele. 2. Fenol. 3. Abrasdo Quimica. 4.
Histopatologia. 5. Imuno-Histoquimica. |. Aarestrup, Beatriz Julido
Vieira , orient. Il. Aarestrup, Femando Monteiro, coorient. Ill. Titulo.




Maria Cristina Cardoso de Mendonga

Peeling de fenol ponfuado no tratamento do fotoenvelhecimento facial: estudo
histoquimico e imuno-histoquimico

Tese apresentada ao programa de pés-
graduagdo em Salde da Universidade
Federal de Juiz de Fora, area de
concentragdo: Salde Brasileira, como

requisito parcial para obtengdo do grau de
Doutora em Saude.

Aprovada em: 49/ /O7 /&)012

BANCA EXAMINADORA

L\Jé(m,\*—\ > A,L)Z,u

Profa Dra. Beatnz Julléo Vieira Aarestrup Orientadora
Universidade Federal de Juiz de Fora

) L/é(mls Afﬁrﬁl}f‘_—/\
Profa Dra’ Man{ Chr/stma Marques Nogueira Castafion

Universidade Federal de Juiz de Fora

Movie %am, Yol a0 bocvadly

rofa. Dra. Maria Teresa Feital de Carvalho
Universidade Federal de Juiz de Fora

Moo o v 0 JAA
Prof. Dr. Didier gllvelra Castellano Filho
Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora — Suprema

/m/f%%

Profa. Dra. Rachel Rocha thelro Machado
Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora — Suprema




Dedico este trabalho ao meu pai Acrysio Henriques de
Mendonga Janior, que tanto me ensinou em vida: o amor pela
familia e pela medicina. Pai carinhoso, médico competente e
humano e professor de tantos médicos formados nessa

Universidade. Saudades, paizinho!



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a Deus, que tudo vé e nos ilumina e a Nossa

Senhora, mae de todos nos.

Agradeco & minha méezinha, Athanéa, pessoa que admiro e me espelho,

gue me dé forcas s6 com o seu olhar.

Ao meu filho Estevdo, meu amor maior. Gratiddo por ter vocé ao meu

lado.

Aos meus orientadores Bia e Fernando, pelo carinho e paciéncia comigo.

Pessoas impares, que s6 me acrescentam a cada dia.

Ao Professor Akinori, pelos ensinamentos estatisticos, fundamentais para

compreensao dos dados.

A todos os professores e funcionarios do CBR que sempre se mostraram

solicitos comigo e com 0s quais aprendi muito.

Ao Anticorpos Laboratério (Niteroi-RJ) pela confeccdo das laminas para

imuno-histoquimica.

As pacientes que participaram da pesquisa.

Aos amigos e parentes que de alguma forma me apoiaram com palavras

e com afeto.



“As coisas em geral ndo sdo tdo fdceis de
aprender e dizer como normalmente nos
querem levar a acreditar: a maioria dos
acontecimentos é indizivel, realiza-se em um
espago que nunca uma palavra penetrou, e
mais indiziveis do que todos os
acontecimentos sdo as obras de arte,
existéncias misteriosas, cuja vida perdura ao
lado da nossa, que passa”.

Rainer Maria Rilke



RESUMO

Introducéo: A aparéncia fisica da populacéo, que vive cada dia mais, vem assumindo
um papel significativo quando nos referimos a salude e bem-estar geral. Portanto as
guestdes dermatoldgicas assumem, a cada dia, uma grande importancia médica. Os
peelings quimicos sdo um importante arsenal terapéutico, sendo o peeling de fenol
classicamente recomendado para tratamento de clareamento de pele, atenuacao
das rugas estaticas e flacidez cutanea da face, exigindo sedacdo em ambiente
hospitalar. Na técnica pontuada, sua execucdo pode ser feita em ambiente
ambulatorial, com seguranca. Objetivo: investigar os mecanismos pelos quais a
técnica se mostra eficaz quando aplicado de forma pontuada, avaliando as
alteracbes da matriz extracelular colagenosa, das fibras elasticas e as fibras
colagenas Tipo | e Tipo lll, por morfometria automética, e o aumento de células de
origem mesenquimal da derme através da imuno-histoquimica. Métodos: Foram
utilizados blocos de bidpsias de pele da face de pacientes do sexo feminino (n = 17)
realizadas antes e depois do tratamento que foram atendidas no Servico de
Dermatologia do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora,
submetidas ao protocolo de cinco sessdes de peeling de fenol pontuado. Os cortes
histologicos foram submetidos a andlise histopatolégica de rotina (HE), andlise
histoquimica para fibras elasticas (Verhdeff) e para fibras colagenas Tipo | e Tipo llI
(picrosirius red) e a analise imuno-histoquimica para células com expressao
vimentina positiva na derme. Trés pacientes foram excluidas, por material
insuficiente nos blocos para todas essas coloragdes. Os dados foram expressos em
média aritmética simples * desvio padrdo, mediana e expostos em boxplot.
Resultados: Ao compararmos as concentracdes de matriz extracelular colagenosa
pelo HE e de fibras elasticas (Verhoeff) houve uma relacdo inversa na
histomorfometria, onde das oito pacientes que apresentavam as menores
concentracbes de fibras coldgenas do grupo, seis possuiam as maiores
concentracdes de fibras elasticas. Das seis pacientes que apresentavam as maiores
concentracbes de fibras colagenas do grupo, todas apresentavam concentracao
abaixo da média do grupo para fibras elasticas. Quanto a analise da relacdo entre
fibras colagenas Tipo Ill e Tipo I, houve uma inversdo de valores por maior ganho de

fibras coldgenas Tipo | em relagdo as fibras coldgenas Tipo Ill. Na imuno-



histoquimica, 64,28% das pacientes (n = 9) apresentou aumento da celularidade
mesenquimal. Conclusdo: os resultados sugerem que a melhora clinica no
tratamento do fotoenvelhecimento facial com a técnica proposta pode estar
correlacionada com o maior equilibrio entre material colageno e elastico, com maior
producéo de fibras colagenas Tipo | em relacdo as fibras colagenas Tipo Il e com o
aumento do numero de células mesenquimais nas amostras pos-tratamento. Diante
dos resultados sugerimos que novos estudos sejam realizados, tanto clinicos quanto

experimentais, para melhor elucidar os mecanismos de acao da técnica.

Palavras-Chave: Envelhecimento da Pele. Fenol. Abrasdo Quimica. Histopatologia.

Imuno-Histoquimica. Vimentina. Colageno Tipo I. Colageno Tipo Il



ABSTRACT

Introduction: The physical appearance of the population has been increasingly taking
on a significant role when we speak of general health and well-being. Thus,
dermatological questions take on an ever greater medical significance. Chemical
peels are an important therapeutic arsenal, with phenol peeling being classically
recommended for treatment of skin lightening, attenuation of static wrinkles and facial
skin flaccidity, requiring sedation in a hospital environment. In the punctuated
technique, treatment can safely be done in an outpatient setting. Objective:
investigating the mechanisms by which the technique proves effective when applied
in a punctuated form and evaluating the changes in the collagenous extracellular
matrix, elastic fibers and Type | and Type Il collagen fibers, by automatic
morphometry, and the increase of dermal mesenchymal cells, through
immunohistochemistry. Methods: Facial skin biopsy blocks from female patients (n =
17), taken before and after treatment at the Dermatology Service of the Universidade
Federal de Juiz de Fora University Hospital, were used. Patients were submitted to
the protocol of five punctuated phenol peeling sessions. The histological sections
were submitted to routine histopathological analysis (HE), histochemical analysis for
elastic fibers (Verhoteff) and for Type | and Type Il collagen fibers (picrosirius red),
and immunohistochemical analysis for cells with positive vimentin expression in the
dermis. Three patients were excluded because of insufficient material in the blocks
for all of these stains. The data were expressed as simple arithmetic mean *
standard deviation, median, and shown in boxplot. Results: Upon comparing the
collagenous extracellular matrix concentrations by HE and for elastic fibers
(Verhoeff), there was an inverse relation in the histomorphometry, where of the eight
patients with the lowest concentrations of collagen fibers in the group, six had the
highest concentrations of elastic fibers. Of the six patients who had the highest
concentrations of collagen fibers in the group, all of them had a concentration for
elastic fibers below the group mean. Regarding the analysis of the relationship
between Type Ill and Type | collagen fibers, there was an inversion of values due to
the higher gain of Type I collagen fibers in relation to Type Il collagen fibers. In the
immunohistochemistry, 64. 28% of the patients (n = 9) presented increased

mesenchymal cellularity. Conclusion: the results suggest that the clinical



improvement in the treatment of facial photoaging with the proposed technique may
be correlated with the greater balance between collagen and elastic material, with a
higher production of Type | collagen fibers in relation to Type Il collagen fibers, and
with the increase of the number of mesenchymal cells in the post-treatment samples.
In view of the results, we suggest that new studies be conducted, both clinical and

experimental, to better elucidate the action mechanisms of the technique.

Keywords: Skin Aging. Phenol. Chemexfoliation. Histopathology.
Immunohistochemistry. Vimentin. Collagen Type I. Collagen Type IlI.
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1 INTRODUCAO

A aparéncia fisica da populacéo, que vive cada dia mais, vem assumindo
um papel significativo quando nos referimos a saude e bem-estar geral, tendo as
guestdes dermatoldgicas uma importdncia médica cada vez maior (BINIC et al.,
2013; SERRI; IORIZZO, 2008). A pele desempenha um papel importante na
comunicacao interpessoal, é o 6rgao que transmite beleza, atraindo a atencéo e
contribuindo para as relagcbes humanas. A expectativa de vida da populacdo
brasileira vem aumentando a cada ano. Em 2016, o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) registrou a idade média de 75,8 anos para a populacdo
brasileira em geral. No estado de Minas Gerais, como em todo o Sudeste, essa
idade é maior, ultrapassa os 77 anos, sendo que as mulheres possuem uma
expectativa de vida superior a 80 anos (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA, 2017). Com isso, temos as mulheres vivendo pelo menos um tergo
da sua vida no periodo p6s-menopausa.

As alteracdes da pele que ocorrem com o envelhecimento levam ao
ressecamento, flacidez, alteracbes vasculares, rugas e diminuicdo da espessura da
pele. Por sua vez, a esse processo bioldgico do envelhecimento cutaneo na face, é
acrescida a exposicao solar, denominando-o, portanto, de fotoenvelhecimento,
conduzindo a degeneracdo de fibras elasticas e colagenas, ao aparecimento de
manchas pigmentadas e a ocorréncia de lesbes pré-malignas e malignas
(BAUMANN, 2007; RABE et al., 2006; UITTO, 1997).

Um importante arsenal terapéutico para tratamento do envelhecimento
cutaneo da face sdo os peelings quimicos, que tém sido utilizados ha milhares de
anos e, ainda nos dias atuais (CLARK; SCERRI, 2008). Dentre as substancias
guimicas utilizadas nos peelings, o fenol oferece resultados clinicos significativos e,
classicamente, é recomendado para tratamento de clareamento de pele, atenuacéo
das rugas estéticas e flacidez cutanea da face (BROWN; KAPLAN; BROWN, 1960).

Quando o peeling de fenol é realizado na face, de forma pontuada, ou
seja, nao continua, utilizamos o mesmo principio do fracionamento dos lasers, onde
ha preservacdo de tecido saudavel em torno de pequenas areas atingidas. A
guantidade de fenol aplicada com essa técnica é minima, tornando o peeling de

fenol seguro e ainda assim eficaz em ambiente ambulatorial. Outro fator importante é
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0 baixo custo deste peeling quando comparado a outros procedimentos incluidos no
arsenal terapéutico nesse século como os lasers, visto que tal técnica dispensa alta
tecnologia e possibilita sua execucdo em consultorio (DE MENDONCA;
AARESTRUP, F. M.; AARESTRUP, B. J. V., 2012).

Com a técnica de peeling ocorre uma queimadura controlada de partes do
tecido que compde a pele. Com a utilizacdo do fenol 88% de forma pontuada,
atingimos a epiderme, a derme papilar e parte da derme reticular, desencadeando o
processo de reparo tissular. Inicialmente, ha uma resposta inflamatéria a injaria
causada pelo agente quimico, com o envolvimento importante das células residentes
na derme como macrofagos e linfocitos em associacdo com as células
hematogénicas (DARBY; HEWITSON, 2007).

Os fibroblastos desempenham papel fundamental na cicatrizacdo e tém
por principal funcdo a manutencdo da integridade do tecido conjuntivo, pela sintese
dos componentes da matriz extracelular. Estudos sugerem que no processo de
reparo tecidual surgem células denominadas miofibroblastos, derivados dos
fibroblastos residentes em torno do processo de cicatrizacdo. Estas células,
exclusivas do tecido de granulacdo em amadurecimento, contribuem para o
preenchimento da &rea lesada sintetizando intensamente elementos proteicos da
matriz extracelular e fatores de crescimento que estimulam a proliferacdo de células
saudaveis circunjacentes a lesdo. Apos a cicatrizacdo, os miofibroblastos entram em
apoptose. Os fibroblastos e os miofibroblastos sdo dificeis de distinguir ao
microscopio Optico. Ambos expressam imunorreatividade ao marcador celular
Vimentina, na imuno-histoquimica (DARBY; HEWITSON, 2007; HERZOG; BUCALA,
2010; WALKER; GUERRERO; LEINWAND, 2001).

Ainda no processo de reparo tecidual, os fibroblastos sdo ativados, sofrem
proliferacdo, especializagdo e migracdo em direcdo a area lesada, produzindo
coldgeno e fibronectina, proteinas importantes na formacdo da matriz extracelular
(DARBY; HEWITSON, 2007).

Em trabalho anterior, foi realizada avaliacdo da efetividade do peeling de
fenol pontuado na melhora clinica com acompanhamento fotogréfico digital e por
estudo histopatologico pela Hematoxilina-eosina (HE) para avaliagdo de fibras
colagenas e histoquimica pelo Verhoeff para avaliacdo de fibras elasticas (DE
MENDONCA, 2013; DE MENDONGCA; AARESTRUP, F. M.; AARESTRUP, B. J. V.,
2012).
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No presente estudo, buscando melhor compreender como o tratamento
proposto age biologicamente na derme, foi realizada avaliagdo histoquimica para

fibras colagenas e elasticas e imuno-histoquimica para analise de fibroblastos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS HISTOLOGICOS DA PELE

A pele é o manto de revestimento do organismo que isola os
componentes organicos do meio exterior. E o maior 6rgdo do corpo humano,
correspondendo a mais de 15% do peso corporal e, juntamente com 0S Sseus
anexos, constitui o sistema tegumentar (ROSS; PAWLINA, 2008). Este sistema tem
como funcgdes gerais a protecéo fisica, mecanica e imunoldgica, impermeabilizacao,
termorregulacdo e percepcéo tatil dos estimulos do meio ambiente. As trés camadas
gque compdem a pele séo a epiderme, mais superficial e em contato direto com o
meio externo, a derme, intermediéria, subjacente a epiderme e a mais profunda, a
hipoderme ou tecido celular subcutaneo (FARAGE et al., 2007; SAMPAIO; RIVITTI,
2008).

A epiderme € constituida por epitélio pavimentoso estratificado
ceratinizado cuja espessura apresenta variagdes de acordo com a localizagdo. Na
face, a espessura é aproximadamente 0,1 mm e nas palpebras é ainda mais
delgada, em torno de 0,04 mm (SAMPAIO; RIVITTI, 2008). Possui trés tipos basicos
de células: ceratindcitos, melandcitos e células de Langerhans. Existem também as
chamadas células de Merkel, que se localizam-se na camada mais interna da
epiderme, atuam como receptores do tato, sendo mais presentes na regiao palmo-
plantar,mucosas oral e genital (JAMES; BERGER; ELSTON, 2016).

Os ceratindcitos, ou células escamosas, sdo células epiteliais
pavimentosas de derivacdo ectodérmica. Uma das suas fungbes é a producdo da
gueratina, um complexo filamentoso proteico que ndo s6 forma o revestimento
superficial (estrato cOrneo) da epiderme, mas também € a proteina estrutural de
cabelo e unhas (JAMES; BERGER; ELSTON, 2016).

As células epiteliais da epiderme organizam-se em camadas, a saber: a
camada basal ou germinativa, a mais interna; camada espinhosa ou Malpighiana;
camada granulosa e camada cOrnea, assim dispostas da interface com a derme em
direcédo a superficie (AARESTRUP, B. J. V., 2012). A camada basal € constituida de

ceratindcitos e melandcitos dispostos em camada Unica. Seus ceratinocitos tem
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forma cilindrica, se dispéem com seu maior eixo perpendicular & jungcdo dermo-
epidermica, citoplasma basofilo e nlcleos grandes. A medida que sofrem mitose, as
células seguem em direcdo a superficie apresentando modificacbes morfolégicas
gue representam sua diferenciacdo. A camada espinhosa é formada por células
escamosas com configuracdo poliédrica que vao se achatando progressivamente a
medida que avancam mais superficialmente. A camada granulosa caracteriza-se por
células que possuem grande quantidade de granulos de querato-hialina. A camada
coérnea é formada por células anucleadas, com membranas celulares espessas e
cujo citoplasma é composto de filamentos de queratina em uma matriz amorfa. A
fase degradativa da queratinizacdo € caracterizada pelo desaparecimento de
organelas celulares e a consolidacdo de todo o conteuddo em uma mistura de
filamentos e envelopes de células amorfas (AARESTRUP, B. J. V., 2012; JAMES;
BERGER; ELSTON, 2016; SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

Os melandcitos, de origem neuroectodérmica, se situam somente na
camada basal entremeados aos queratindcitos. Na coloracdo de rotina (HE),
aparecem como células claras com nucleo pequenos. Em seu citoplasma ha
presenca de organelas especializadas, denominadas melanossomas, onde ocorre a
sintese e deposi¢cdo da melanina que posteriormente é transferida para o citoplasma
dos ceratindcitos, conferindo a pigmentacdo cutanea (AARESTRUP, B. J. V., 2012;
SAMPAIO; RIVITTI, 2008). Além dos melandcitos, existem as células de Langerhans
gue constituem de 2 a 8% da populacdo celular total da epiderme, sendo mais
abundante na face, pesco¢co e membros. S&o células dendriticas apresentadoras de
antigeno (APC), originarias da medula O6ssea, responsaveis pela resposta
imunoldgica inata, fazendo endocitose dos antigenos que conseguem vencer as
camadas mais superficiais (AARESTRUP, B. J. V., 2012; SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

A derme estéa situada subjacente a epiderme e € composta por tecido
conjuntivo propriamente dito, formado por células envolvidas pela matriz extracelular
(MEC). A MEC da derme é composta pela substancia fundamental amorfa, rica em
mucopolissacérides, estruturas filamentosas como as fibras colagenas e elasticas
aonde sdo acomodados 0s vasos, nervos e anexos epidérmicos (AARESTRUP, B. J.
V., 2012; AZULAY, R. D.; AZULAY, D. R.; AZULAY-ABULAFIA, 2015; SAMPAIO;
RIVITTI, 2008).

A derme é dividida em duas regifes: a por¢cdo dérmica situada entre as

cristas epiteliais chama-se derme papilar € composta de tecido conjuntivo
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propriamente dito frouxo e tem como caracteristicas histolégicas intensas
vascularizacdo e inervacao, sendo altamente celular e com fibras colagenas e fibras
elasticas delicadas envolvidas por abundante substéncia fundamental amorfa.
Profundamente a derme papilar, situa-se a derme reticular, formada por tecido
conjuntivo propriamente dito denso, com fibras colagenas e elasticas mais espessas
em relacdo a derme papilar e dispostas paralelamente a epiderme apesar de ser um
tecido ndo modelado. Nesta por¢cdo da derme encontra-se a maior parte dos anexos
cutadneos, como as glandulas sudoriparas, foliculos pilosos com suas glandulas
sebaceas e, proporcionalmente, menor concentracdo de fibras coldgenas e
substancia fundamental amorfa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; SAMPAIO;
RIVITTI, 2008).

A substancia fundamental amorfa, também chamada de substancia
fundamental intercelular tem consisténcia gelatinosa e envolve os demais elementos
da derme. Destaca-se, aqui, que as propriedades da substancia fundamental amorfa
potencializam as propriedades gerais dos tecidos conjuntivos. O fluido presente no
gel fornece um meio para trocas gasosas entre 0os elementos celulares e o sangue.
Ainda, como as proteinas presentes na substancia amorfa se associam a moléculas
de adesao e fatores de crescimento, possibilitam ao conjuntivo como um todo
desempenhar suas func¢des de defesa imunoldgica e cicatrizacdo (AARESTRUP, B.
J. V., 2012).

As células da derme séo divididas em dois grandes grupos . O primeiro
grupo é chamado de células fixas ou residentes, onde os fibroblastos desempenham
importante papel estrutural, além de macrofagos e linfécitos; e o segundo grupo de
células ocasionais ou moéveis que sdo os neutrofilos, mastocitos e eosinofilos.
Durante reac¢des imunologicas e de reparo tecidual, a proporcdo entre estes
elementos se modifica de acordo com a evolucdo do processo (SIMPSON et al.,
2009).

Os fibroblastos sdo células fusiformes, de origem mesenquimal que se
encontram amplamente distribuidos nos tecidos conjuntivos. Na pele podemos
observar trés tipos diferentes de subpopula¢cdes de fibroblastos com propriedades
distintas: os fibroblastos superficiais situados na derme papilar, os fibroblastos
reticulares, residentes na derme reticular e os fibroblastos associados aos foliculos

pilosos, onde ha a presenca de células-tronco (stem cell) (DARBY et al., 2014). Em
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condi¢cdes normais, € funcdo dos fibroblastos a manutencao da homeostase do
tecido.

Quando a pele sofre uma injaria, a fase inicial de reparacdo dérmica é
mediada pela linhagem inferior e os fibroblastos dérmicos superiores séo recrutados
apenas durante a re-epitelizacdo (DRISKELL et al., 2013). Esses fibroblastos se
diferenciam em miofibroblastos, adquirindo capacidade contratil. Sabe-se, até o
momento, que tanto os fibroblastos quanto os miofibroblastos tém um importante
papel no processo de reparo tecidual. Estas células se diferenciam, pois,os
fibroblastos possuem expressao positiva para 0 marcador vimentina e expressao
negativa para marcadores proteicos musculares como a alfa-actina do muasculo liso
(a-actina SM) e os miofibroblastos possuem, por sua vez, positividade de ambos
marcadores (DARBY et al., 2014; LI; WANG, 2011). Os fibroblastos sintetizam a
molécula de procolageno, organizada em cadeias polipeptidicas especificas que séo
subsequentemente estruturadas em fibrilas de colageno. Os colagenos fibrilares séo
o principal grupo encontrado na pele. Os diversos tipos de colageno tém em comum
o fato de serem compostos por trés cadeias polipeptidicas, com uma sequéncia fixa
de glicina a cada 32 posic¢do, intercaladas por dois outros aminoacidos, que, muito
frequentemente, séo a prolina e a hidroxiprolina. Essa composi¢cdo faz com que as
trés cadeias se entrelacem de modo helicoidal, a semelhanca de uma corda,
aumentando a resisténcia da molécula a tracdo (AZULAY, R. D.; AZULAY, D. R;;
AZULAY-ABULAFIA, 2015; JAMES; BERGER; ELSTON, 2016). Do equilibrio
dindmico da sintese e degradacdo do colageno, depende a normalidade do tecido
nas situacdes fisioldgicas e de reparacdo (AZULAY, R. D.; AZULAY, D. R.; AZULAY-
ABULAFIA, 2015).

As proteinas fibrosas do material extracelular sdo denominadas fibras
devido a sua forma alongada e cilindrica. Existem duas familias de proteinas: o
sistema colageno e o sistema elastico; ambas se estruturam em proteinas alargadas
denominadas fibras, diferentes quanto a complexidade de organizacdo, segundo o
precursor protéico e a organizacdo estrutural de cada unidade basica, conferindo
caracteristicas clinicas e microscopicas particulares a cada uma delas (SAMPAIO;
RIVITTI, 2008).

O colageno corresponde a 30% do volume total da derme e 70% do seu
peso seco. Dentre as 15 variedades ja identificadas na pele, destacam-se os

colagenos Tipos | e lll, sendo o Tipo | o mais abundante e principal componente das
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fibrilas, correspondendo a 80% da composi¢cao das fibras (BOLOGNIA; JORIZZO;
SCHAFFER, 2015).

A estrutura do colageno do Tipo | é uniforme e cada fibra exibe estrias
cruzadas. As fibras de colageno estéo dispostas de forma frouxa na derme papilar e
de forma mais densa e em grandes feixes na derme reticular. Sua organizagdo em
feixe confere a pele alta resisténcia a forca de tracédo e de tensdo (A ARESTRUP, B.
J. V., 2012; BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER, 2015; SAMPAIO; RIVITTI, 2008).

No reparo tecidual, o conteido de coladgeno Tipo Ill apresenta-se em
maior quantidade quando comparada as situacdes estacionarias. Este também é um
importante componente da vasculatura, particularmente das paredes arteriais
(BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER, 2015). E o colageno predominante no
desenvolvimento fetal e encontra-se em maior quantidade na infancia quando
comparamos a senescéncia (LOVELL et al., 1987).

Para diferenciacdo dos tipos de colagenos presentes na derme, utiliza-se
a coloracdo picrosirius red na histoquimica, onde através de diferencas de
refrigéncia da luz, na microscopia de polarizacdo, vai determinar o tipo de colageno
existente na amostra (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978).

A elasticidade da pele depende da estrutura das fibras elasticas. Uma
propriedade caracteristica destas proteinas € que podem ser esticadas em 100% ou
mais e ainda retornam a forma original. Os principais componentes das fibras
elasticas sao a elastina e as microfibrilas. A elastina consiste em uma proteina cujo
mondmero denominamos tropoelastina. As microfibrilas consistem principalmente
em fibrilinas e possuem o diametro de 10 a 12 nanémetros. As fibras elasticas séo
divididas em trés tipos: (1) as fibras oxitalanicas, fiboras mais delicadas, presentes na
derme papilar e com disposicao perpendicular a juncdo dermo-epidérmica; (2) as
fibras elauninicas, que ocupam uma posi¢do intermediaria na derme e fazem a
ligagdo entre as oxitalanicas e as fibras elasticas mais profundas e (3) as fibras
elasticas maduras, que se mostram mais espessas e contem cerca de 90% da
elastina e estdo situadas na derme reticular e se dispdem paralelamente a epiderme.
Os fibroblastos depositam a elastina até preencher toda a estrutura fibrilar e ao final
deste processo, tem-se a fibra elastica madura (BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER,
2015; SAMPAIO; RIVITTI, 2008). Frances e outros (1990) demonstraram que as
fibras oxitalanicas e elauninicas ndo sofrem variacdo de acordo com 0 sexo ou

idade, quando analisadas em pele ndo exposta a radiacdo solar. Ja as fibras
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elasticas maduras situadas em derme reticular possuem um aumento da area
ocupada a partir a sexta década de idade (FRANCES et al., 1990).

2.2 REPARO TECIDUAL

Quando se faz um peeling de fenol pontuado na face, provoca-se uma
gqueimadura controlada da pele, atingindo a epiderme, a derme papilar e parte da
derme reticular, desencadeando o processo de reparo tissular (DE MENDONCA;
AARESTRUP, F. M.; AARESTRUP, B. J. V., 2012).

O reparo tecidual € um processo dindmico e complexo que se inicia
imediatamente ap6s a injdria. Didaticamente, é dividido em trés fases inter-
relacionadas que se sobrepbem: inflamacéo; proliferacdo e amadurecimento com
remodelacdo com formacdo de tecido cicatricial maduro (DARBY; HEWITSON,
2007; SIMPSON et al., 2009).

A fase inflamatéria comega com o dano aos capilares, desencadeando a
formacdo de um coagulo de sangue constituido por fibrina e fibronectina. As células
endoteliais tém importante funcdo nessa fase (SHIN et al., 2014). O gradiente
guimiotatico permite que uma variedade de células recrutadas migre para dentro da
lesdo. As plaquetas presentes no coagulo sanguineo liberam quimiocinas multiplas,
gue participam do recrutamento de células inflamatdérias, neutréfilos e macréfagos,
responsaveis pela limpeza por meio de fagocitose com producdo de enzimas
digestivas, radicais livres de oxigénio e acidos, assim como pela inducéo inicial da
proliferacdo celular compensatéria desencadeada pela liberacdo de fatores de
crescimento proporcionalmente a atividade fagocitaria (HINZ, 2007; LI; WANG,
2011).

A presenca dos macréfagos no local da injaria parece estar relacionada a
uma melhor resolucédo na cicatrizacao, visto que essas células secretam substancias
antinflamatoérias como TGF-B1 (fator de crescimento transformador) e VEGF (fator
de crescimento do endotélio vascular) (MIRZA; DIPIETRO; KOH, 2009; SCHREML
et al., 2010).

Em questdo de poucas horas, os ceratindcitos da epiderme, proximos a

area lesada, secretam fatores que estimulam a fibrinogénese e angiogénese, como
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TGFB1 e VEGF e fator de crescimento epidérmico (EGF) (DARBY; HEWITSON,
2007).

O segundo estagio de cicatrizacdo é a fase proliferativa, onde os
fibroblastos auxiliam a angiogénese, requisito para o desenvolvimento e manutencao
do tecido de granulacdo, permitindo fechamento da ferida e restauracdo da
integridade tecidual (BLAKAJ; BUCALA, 2012). Nessa fase, os fibroblastos séo
ativados, transformando-se em miofibroblastos. Estes sintetizam e depositam
componentes da matriz extracelular (MEC), como as fibras coldgenas Tipo |,
glicoproteinas e proteoglicanos e também exibem uma propriedade contrétil. Cerca
de 50% dos miofibroblastos presentes no tecido derivam dos fibroblastos residentes
na derme, sendo que o restante podem ser derivados das stem cells presentes no
foliculos pilosos ou mesmo das células da parede vascular dos vasos situados no
local da injuria (LI; WANG, 2011).

Fenotipicamente, os miofibroblastos sdo um tipo de célula intermediaria
entre os fibroblastos e as células do musculo liso. Os miofibroblastos surgem na fase
inicial da formacao de tecido de granulacéo,tornam-se mais abundante nessa fase
proliferativa e desaparecem progressivamente no estagio final da cicatrizagéo,
possivelmente por apoptose (LI; WANG, 2011).

Na imuno-histoquimica, os miofibroblastos expressam positivamente a
vimentina e negativamente a desmina como os fibroblastos, mas também expressam
positivamente para a proteina alfa-actina do musculo liso (a-SM actina) (DARBY et
al., 2014). A diferenciacdo dos miofibroblastos se torna temporariamente aparente
quando 0os mesmos comegcam a expressar alfa actina em quantidades cada vez
maiores por volta do 8° ao 15° dia durante a cicatrizacdo. Esta isoforma da actina
desaparece progressivamente dos miofibroblastos e deixa de ser detectada por volta
do 30° dia (HINZ, 2007).

Finalmente, o amadurecimento funcional é atingido com a reepitelizacéo,
com reorganizacdo citoarquitetural dos ceratinécitos, modelamento da matriz
extracelular dérmica e sua revascularizagcdo, bem como a restituicdo da juncdo
dermo-epidérmica (DARBY; HEWITSON, 2007).
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2.3 FOTOENVELHECIMENTO

O envelhecimento cutaneo € um processo fisiolégico complexo que se
forma de maneira acumulativa, onde fatores ambientais ou extrinsecos como a
exposi¢do solar e a poluicdo, se somam ao envelhecimento biologico. Dentre os
fatores extrinsecos, a radiacao solar €, de fato, o maior formador de dano cutaneo
na face. Acredita-se que 80% do envelhecimento facial se devam a exposicao
cronica a essa radiacdo. A medida que o envelhecimento acontece, a pele vai se
tornando mais fina, mais seca, com menor capacidade de elasticidade e com o
surgimento de rugas finas (BAUMANN, 2007).

O termo fotoenvelhecimento é utilizado quando os danos induzidos pela
radiacdo ultravioleta (UV), se sobrepdem ao envelhecimento intrinseco da pele
exposta cronicamente ao sol, como na face (EL-DOMYATI et al., 2002).

Clinicamente, a pele fotoenvelhecida se apresenta mais aspera e palida,
com alteracdes de pigmentacdo e , com rugas finas e grosseiras. Em um estagio
mais avancado, surgem lesGes actinicas benignas e pré-malignas como as
ceratoses actinicas e malignas (carcinomas basocelular e escamoso) (HUGHES et
al., 2011). A radiagcdo UV possui subdivisbes onde as principais radiacdes que
possuem efeitos sobre a pele sdo: (1) UVB, que tem comprimento de onda entre
290-320 nm, penetra até a epiderme e é a radiacdo responsavel pelo eritema e
gueimadura solar e, (2) UVA, que possui comprimento de onda maior que o anterior,
entre 320-400 nm e, portanto, atinge a epiderme e a derme, além de ser a
responsavel pela maioria das alteracbes cronicas do fotodano, ativando as
metaloproteinases da matriz extracelular que estimulam a producédo de colagenase,
gelatinase e estromelisina-1 nos fibroblastos, resultando na deterioracdo das fibras
colagenas e elasticas e diminuicdo na sintese de procolageno Tipo | (FARAGE et al.,
2008).

Em uma pele jovem, a derme papilar apresenta fibras bem organizadas,
formando uma malha fibrilar delicada, pouco compacta e com fibras que se dispdem
em direcdo a epiderme, enquanto que na derme reticular essas fibras encontram-se
mais espessas e compactadas e se posicionam paralelamente a epiderme. Com o

envelhecimento cutaneo o volume dérmico diminui e essa malha fibrilar localizada na
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derme papilar tende a desaparecer e os feixes de coldgeno da derme reticular
mostram-se mais espessos e desorganizados (HUMBERT et al., 2012).

Microscopicamente, as principais alteracbes provocadas pelo
envelhecimento sdo observadas na derme, com maior atrofia da matriz extracelular,
menor numero de fibroblastos e, consequentemente, diminuicdo da quantidade e
mudanca na organizacdo de fibras colagenas e elasticas. HA uma alteracdo e
guebra da sintese dos colagenos Tipos | e lll. Essas alteracdes sao causadas por
uma diminuicdo na sintese de procolageno pelos fibroblastos e um aumento da
degradacdo do colageno por maior atividade das metaloproteinases. A propor¢éo
entre os tipos de fibras de coldgeno mudam com o avancar da idade. Em peles mais
jovens, ou seja, até a quarta década de vida, 80% das fibras existentes sédo de
colageno Tipo | e 15% do Tipo lll. Em peles mais velhas, essa relacdo muda
ocorrendo uma grande diminui¢cdo de fibras colagenas do Tipo |, além de um menor
volume total de fibras, diminuindo 1% a cada ano (BAUMANN, 2007).

No envelhecimento, ha também a apoptose de células do endotélio
vascular que diminue a integridade e a elasticidade dos vasos sanguineos, alterando
as reacdes nos processos inflamatoérios. Shin e outros (2014) demonstraram que a
vimentina pode ser um bom marcador do envelhecimento endotelial celular.

Do ponto de visto clinico, sdo atribuidos aos danos ao colageno a
fragilidade e perda de elasticidade da pele idosa (BAUMANN, 2007; HUMBERT et
al., 2012). Também foi relatado que a proporcao do colageno de Tipo lll para Tipo |
aumenta com o envelhecimento por perda principalmente do colageno Tipo |
(LOVELL et al., 1987). Essa perda € ainda maior nas peles que sofrem com a
radiacéo solar, sendo essa perda igualmente demonstrada na areas aonde as rugas
estdo presentes como na pele ao redor das mesmas (BAUMANN, 2007; EL-
DOMYATI et al., 2014; KAWABATA et al., 2014).

No envelhecimento cutaneo, associado a exposi¢do as radiacdes solares,
as fibras elasticas apresentam uma progressiva fragmentacéo e destruicdo de sua
rede organizada ao longo de toda derme. As fibras oxitalanicas e eulaninicas,
situadas mais préximas a superficie e, portanto mais expostas aos raios UV,
diminuem em quantidade e perdem sua arquitetura em rede. As fibras elasticas
maduras, situadas mais profundamente, sdo substituidas por um material elastético
distréfico (HUGHES et al., 2011; KAWABATA et al., 2014; LEE et al., 2008). Esta € a
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caracteristica histolégica mais evidente na derme de peles fotoenvelhecidas,
denominada elastose solar.

Destaca-se, de modo interessante, que embora haja na elastose um
aparente ganho de material elastico, o que se observa € uma reducao na producéo
de fibras elasticas funcionais e um aumento da producdo de material elastético ndo
funcional (WEIHERMANN et al., 2017).

2.4 PEELING DE FENOL PONTUADO

O peeling de fenol é utilizado para tratamento do fotoenvelhecimento
desde meados do século XX, quando Joseph C. Urkov, cirurgido plastico, publicou
relato de sua experiéncia de 15 anos de utilizacdo do fenol no tratamento de 2000
pacientes com cicatrizes, manchas e rugas, concluindo ser esse agente seguro e
eficaz. Mas, somente a partir da década de 60 que os meédicos americanos Thomas
J. Baker e Howard L. Gordon legitimaram de forma definitiva o peeling de fenol para
tratamento do fotoenvelhecimento, associando o fenol ao 6leo de créton, sabédo
liqguido e agua destilada (LANDAU, 2005).

A populacédo ideal para realizacdo deste tipo de peeling deve ter pele
clara e fina, ou seja, segundo a classificacdo de Fitzpatrick, individuos com pele do
fototipo 1, 1l e Ill (LANDAU, 2005). Na concentragdo de 88%, h& poucos relatos
clinicos, sendo utilizado principalmente em trabalhos experimentais com animais
(LARSON; KARMO; HETTER, 2009; MONHEIT, 2001; MOY; PEACE; MOY, 1996).

O fenol ou &cido carbodlico (CeHsOH) € um derivado do coaltar, formado
por cristais transparentes que sdo diluidos em agua. Possui odor caracteristico, e
seu aspecto varia de incolor a rosado, tornando-se escurecido quando exposto ao ar
e a luz. Uma vez diluido, atinge a concentragdo maxima de 88%. Quando utilizado
nessa concentracdo promove uma lesdo quimica da epiderme, da derme papilar,
chegando até a derme reticular superficial. Durante esse processo, o fenol produz a
desnaturacdo das proteinas da pele, produzindo uma acdo queratolitica por
rompimento das pontes de enxofre da queratina. Dadas suas propriedades, quanto
maior a concentracao do fenol na formulacdo, maior sera a coagulacao da queratina,
menor sua penetracdo e menor a toxicidade (LARSON; KARMO; HETTER, 2009).
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Clinicamente, essa acao € apresentada como um branqueamento ou frost
nos locais aonde o fenol foi aplicado. A parte tratada, apds esse aspecto evolui para
crosta apos 24 horas e posterior queda das mesmas apos alguns dias (FISCHER et
al., 2010; HETTER, 2000).

Diante do exposto, ressaltamos que a aplicacdo do fenol em pequenas
areas corporais, como ao redor dos olhos ou em toda face na forma pontuada é
segura e ndo leva a complicagbes cardiovasculares (DE MENDONCA;
AARESTRUP, F. M.; AARESTRUP, B. J. V., 2012; GATTI, 2008).

A utilizacdo do peeling de fenol 88%, na forma pontuada, teve como
inspiracao o fracionamento aplicado aos lasers ablativos, como o laser de diéxido de
carbono (CO2). O fracionamento fez a propedéutica para fotoenvelhecimento tornar-
se um procedimento de regime ambulatorial. A técnica fracionada do peeling de
fenol 88% consiste na formacdo de colunas de ablacdo quimicas com destruicdo
epidérmica e dérmica, que sdo circundadas por tecido ndo-tratado onde se
encontram unidades pilo-sebaceas com células-tronco (stem cells) intactas, assim
como fibroblastos na derme ndo afetada, faciltando a reepitelizacdo e a
remodelagdo do coldgeno nesses locais (BRIGHTMAN et al., 2009). Essa técnica
fracionada de peeling foi desenvolvida de modo inédito nesta linha de pesquisa e
publicada pela primeira vez em 2012 (DE MENDONCA; AARESTRUP, F. M,
AARESTRUP, B. J. V., 2012).

A Figura 1 mostra o branqueamento ou frost que surge de forma imediata

a aplicacao de fenol 88% na técnica pontuada e a formag&o das crostas (Figura 1).
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Figural— Técnica do peeling de fenol 88% pontuado

Legenda: A — Técnica do peeling de fenol 88% pontuado com a formacao do frost; B — Técnica
do peeling de fenol 88% pontuado com o aparecimento das crostas apds quatro dias.

Fonte: A autora, 2018



32

Desta forma, considerando a hipétese de que a melhora clinica
proporcionada pelo peeling de fenol pontuado, ja demonstrada em trabalho e artigo
anteriores, se deve a reestruturacdo de fibras colagenas e elasticas na derme, este
trabalho foi elaborado visando, através da andlise histoquimica e imuno-
histoquimica, melhor elucidar os mecanismos pelos quais o tratamento proposto age
biologicamente na derme, dando continuidade em nossa linha de pesquisa (DE
MENDONCA, 2013; DE MENDONGCA; AARESTRUP, F. M.; AARESTRUP, B. J. V,,
2012).
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3 HIPOTESE

A melhora clinica proporcionada pelo peeling de fenol pontuado se deve

ao aumento de células mesenquimais e de fibras colagenas e elasticas na derme.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os mecanismos pelos quais o peeling de fenol pontuado age

biologicamente na derme.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar o grau de amadurecimento do coladgeno dérmico por meio da

coloracéo histoquimica picrosirius red;

* Quantificar células com expressao positiva para vimentina na derme por meio

da imuno-histoquimica;

* Correlacionar os resultados de estudo anterior em coloragcdo de rotina e

histoquimica (Verhoeff) com os dados obtidos no presente estudo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 SELECAO DAS AMOSTRAS

5.1.1 Pacientes

Para realizagéo desse trabalho, foram selecionadas 17 pacientes (n = 17)
do sexo feminino atendidas no Servigco de Dermatologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) com idade entre 45 e 69 anos (média =
55,76 anos), com pele entre os tipos | e lll, segundo a classificacdo de Fitzpatrick
(Apéndice A), com fotoenvelhecimento graus II-1ll de acordo com a escala de Glogau
(Apéndice A) e que ndo tinham realizado procedimento estético ou cirurgico na face
nos ultimos seis meses antes do inicio do tratamento (FITZPATRICK, 1988;
GLOGAU, 1996). O trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP-
HU/CAS da UFJF) tendo recebido sua aprovacao sob os numeros 0080/2009 (Anexo
A) e 0115/2009 (Anexo B). A pesquisa cumpriu todas as determinacbes da
Resolucdo do Conselho Nacional de Saude n°® 466, de 12 de dezembro de 2012. O
aceite das pacientes selecionadas se deu mediante assinatura dos Termos de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo C).

5.1.2 Técnicado peeling de fenol pontuado

As pacientes foram submetidas, em ambiente ambulatorial, ao protocolo
elaborado com cinco sessdes de peeling pontuado de fenol 88%, com intervalo entre
cada sessdo de um més. O volume de fenol 88% utilizado em cada sessdo néo
ultrapassou a 0,2ml.

O modo de preparo para 10ml da solucdo de fenol a 88% se da da
seguinte maneira: pesar o fenol; dissolver o fenol em agua destilada; completar o

volume com agua destilada; embalar em vidro ambar e rotular.
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Outros materiais necessarios para realizagdo da técnica sdo: luva
descartavel de procedimento; algodao; alcool 70% e palito de madeira.

Para a aplicagéo do fenol, um palito de madeira foi embebido na solu¢éo
de fenol a 88% e levado pontualmente sobre a pele, nas rugas e fora delas,
principalmente sobre as regides periorbitarias e perioral. O mesmo procedimento
também foi realizado nas regides pré-auriculares. A distancia entre cada ponto de
aplicacao foi cerca de 3mm entre cada ponto, ou seja, uma distancia sempre igual
ou maior que a area atingida em cada ponto com o fenol,. A mesma técnica foi
aplicada nas areas mandibulares, inframandibulares e submentoniana, cobrindo toda
a face. Apés o surgimento do frost, a aplicacdo do algodao embebido em alcool 70%
foi realizada para alivio da sensacdo de ardéncia (DE MENDONCA, 2013; DE
MENDONCA; AARESTRUP, F. M.; AARESTRUP, B. J. V., 2012).

ApOs cada sessao as pacientes foram orientadas a usar diariamente filtro
solar com Fator de Protecdo Solar (FPS) 30 ou superior e a utilizar um produto
lubrificante (gel de silicone ou 6leo mineral) em caso de eritema, irritacdo ou prurido
apos a formacdo das crostas (FULTON; PORUMB, 2004). Todas as pacientes
toleraram bem cada sessao de peeling, ndo havendo necessidade de sedacéao.

5.1.3 Obtencdo de amostras para estudo histopatolégico, histoquimico e

imuno-histoquimico

Foram realizadas duas biopsias na face de cada paciente. A primeira, na
regido pré-auricular, antes do inicio do procedimento e a segunda, na regido pre-
auricular contra-lateral, um més apods a quinta sessdo do peeling de fenol pontuado.
Para cada bidpsia foi realizada com o punch 3 mm e sob anestesia local, em

ambiente ambulatorial.
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5.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA ESTUDO HISTOPATOLOGICO,
HISTOQUIMICO E IMUNO-HISTOQUIMICO

Cada bloco foi submetido a microtomia com cortes de 5um de espessura.
Ap6s a confeccdo da lamina, dois cortes correspondentes a cada amostra foram
separados para coloracdo de rotina (HE), histoquimica (Verhoeff e picrosirius red) e
para imuno-histoquimica (Vimentina). Apds as coloracdes os cortes foram montados
em laminulas com Entellan (Merck 1. 07961, Alemanha).

Na primeira etapa desse estudo, foram confeccionados laminas com dois
cortes em cada uma delas e as mesmas foram preparadas pelo servico de anatomia
patolégica do Hospital Universitario da UFJF. Todo o material foi fixado em formol a
10%, incluido em parafina, seguindo-se as técnicas convencionais de
processamento e onde foram feitas as coloracdes de rotina (HE) e histoquimica
(Verhoef).

Em uma segunda etapa, foram confecionadas outras laminas contendo
dois cortes em cada uma delas para analise histoquimica (picrosirius red) e imuno-
histoquimica (vimentina). A coloracdo picrosirius red foi realizada no laboratério de
histologia do Centro de Biologia da reproducdo (CBR) da UFJF e a imuno-
histoquimica (vimentina) foi realizada no Anticorpos Laboratério (Niterdi-RJ). Durante
a analise dos blocos, observou-se que seis blocos ndo possuiam material suficiente
para confeccao das laminas, sendo excluidos do estudo.

A comecar dessa avaliacdo, restaram 28 laminas confeccionadas a partir
de 28 blocos de bidpsias de 14 pacientes, sendo 14 laminas das bidpsias antes do
procedimento e 14 laminas das biopsias realizadas 30 dias apds o término do

protocolo.

5.3 TECNICA E ANALISE HISTOPATOLOGICA E HISTOQUIMICA

A coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) € provavelmente a técnica
mais utilizada na coloracdo dos tecidos, devido a sua simplicidade e a sua

capacidade de permitir visualizar uma grande quantidade diferente de estruturas
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teciduais. A hematoxilina comporta-se como um corante basico e cora, em azul, o
nacleo das células de modo basdfilo. A eosina é acida e cora predominantemente o
citoplasma e as fibras de colageno que possuem carater basico, variando do rosa ao
laranja ou vermelho (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A técnica histoquimica de Verhdeff € um dos métodos de coloragdo mais
utilizados para demonstrar a presenca de fibras elasticas no tecido. Essa técnica
baseia-se em um meétodo regressivo no qual todo o tecido se encontra saturado de
reagente, e o excesso de corante é removido de forma seletiva. A técnica consiste
em: desparafinar e hidratar; corar 15 min. na solugdo para fibras elasticas de
Verhoeff; lavar em agua corrente 20 min.; passar por agua destilada; diferenciar em
cloreto férrico 2%, sob controle microscépico, onde as fibras elasticas devem
salientar-se em negro contra fundo cinza claro; tiossulfato de sédio 5% — 1 min.;
lavar em &gua destilada 5 min.; contracorar com solucdo de van Gieson 1 min.
(JONES; BANCROFT; GAMBLE, 2008).

A técnica para coloracéo pelo picrosirius red consiste em: desparafinizar
os cortes histolégicos em xilol; hidratar — série decrescente de alcool até a agua;
Imersdo em solugdo de uso do picrosirius red por 30 min.; lavagem na agua
destilada; passarem trés cubas com alcool, sendo 10 mergulhos em cada; passar
em 3 cubas com xilol, sendo 10 mergulhos em cada e montagem habitual com
laminula.

Na coloracao picrosirius, sob a luz polarizada, o colageno Tipo | cora-se
em vermelho vivo e o colageno do Tipo Il cora-se em verde-amarelado
(JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978).

Para esta avaliacdo, as amostras foram observadas em toda sua
extensdo em microscopio 6ptico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha), pela doutoranda e
por dois avaliadores independentes com formagao e experiéncia em histopatologia.

Apds observacgdo, foram selecionados campos representativos da derme
papilar e da derme reticular para analise histopatologica e histoquimica para captura
fotografica digital para morfometria automatica pelo programa Zen pro 2012, Zeiss

(Hallbergmoos, Alemanha) (Figura 2).
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Figura 2 — Interface do software Zen pro 2012, Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha),
demonstrando a marcacédo automatica do colageno
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Notas: Coloragdo em picrosirius red evidenciando em vermelho vivo os feixes de colageno Tipo | (A)
e em verde amarelado os feixes de colageno Tipo Ill (C) e a suas marcagdes automaticas
correspondentes gerada pelo programa (B e D). Aumento original 400x.

Fonte: A autora, 2018
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Apbés a captura das imagens e dos valores totais obtidos em cada
imagem, foi realizada uma média aritmética para cada regido da derme, ou seja,
inicialmente uma média aritmética para a derme papilar e uma média aritmética para
a derme reticular e, posteriormente, a média aritmética entre ambas. Para essa
analise foram selecionados no minimo quatro € no maximo oito campos tanto em
derme papilar, quanto em derme reticular, para cada lamina, perfazendo toda a
extensdo de cada lamina. Essa diferenca no numero de campos ocorreu por
diferencas no tamanho das amostras dos blocos utilizados.

Os dados obtidos a partir das analises histopatoldgicas e histoquimicas
antes e depois da técnica do peeling de fenol pontuado foram comparados de forma

pareada.

5.4 TECNICA E ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Para identificacdo das células positivas para a expressao de vimentina na
derme, o método do complexo avidina-biotina peroxidase anti-peroxidase foi utilizado
(Santa Cruz Biotecnologia, INC). O método utilizado compreendeu as seguintes
etapas: Fixacdo em acetona (10 min.); Reidratacdo dos cortes em tampéo fosfato-
salino (PBS), potencial hidrogeniénico (pH) 7,4 (10 min.); bloqueio da peroxidase
enddégena com solucdo de perdxido de hidrogénio a 0,4% (30 min.); lavagem em
PBS (10 min.); incubacdo com soro normal de cavalo (Vector Laboratory, Inc.,
Burlington, Califérnia, EUA) em camara umida (20 min.); incubacdo com o anticorpo
primario policlonal anti-vimentina (Vimentin Anticorpo V9: sc-6260Santa Cruz 1:100);
lavagem em PBS (10 min.); incubacdo com anticorpo de cabra biotinilado
(Dakopatts, Copenhagen, Dinamarca) diluido a 1:150 em PBS (30 min.); lavagem
em PBS (30 min.); incubacdo com tampé&o acetato 0,2 M (molar), pH 5,2 (10 min.);
revelacdo do produto da reacdo imunolégica empregando a solu¢cdo de 3-amino-9-
eticarbazol (1 a 3 min.); lavagem em agua corrente (10 min.); contra-coloragdo com
hematoxilina de Harris (1 min.); lavagem em agua corrente (10 min.); montagem da
lamina com elvanol (polivinil alcool) e laminula.

Apoés observacéao, foram selecionados campos representativos da derme

papilar e da derme reticular,no minimo quatro e, no mMaximo,oito campos para
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analise imuno-histoquimica (400x) e captura fotografica digital para morfometria
semi-automatica. Essa diferenca no nimero de campos ocorreu por diferencas no
tamanho das amostras dos blocos utilizados. As células que apresentaram
pigmentacdo castanha intracitoplasmética foram consideradas positivas,
independente da intensidade da expresséo.

Os dados obtidos a partir da analise imuno-histoquimica antes e depois

da técnica do peeling de fenol pontuado foram comparados de forma pareada.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

A aquisicdo, processamento e andlise das fotomicrografias foram
realizadas no Software ZEN pro 2012, um sistema de captura, processamento e
analises de imagens para microscopia digital. A densidade de area de fibras
colagenas (HE), de densidade de area birrefringente de colageno Tipos | e Il
(marcado com picrosirius red) e densidade de area de fibras elasticas (marcado com
Verhoeff) foram mensuradas (em pm?) por identificacdo do espectro cromaético
(RGB) em cada campo histolégico. A presenca de células de origem mesenquimal
foi computada por morfometria semiautomatica (pela marcacdo do cromoégeno
vimentina na imuno-histoquimica).

As micro areas mensuradas em cada fotomicrografia foram exportadas
para o Microsoft Office Excel 365. Em seguida,em cada campo histoldgico, foi
realizado o somatorio das micro areas obtendo um resultado Unico da area
marcada/campo histolégico. Os dados foram agrupados por grupo . Em seguida os
dados foram expressos em médias aritméticas + desvio padrdo. A normalidade da
amostra foi verificada através dos testes Kolmogorov-Smirnov e D’Agostino &
Pearson para os dados ndo paramétricos e paramétricos. A diferenca pareada entre
as médias aritmeéticas, tomadas antes e depois da intervencéao, foi testada através do
Teste de Wilcoxon para os dados ndo paramétricos e Teste t pareado para os dados
paramétricos. A diferenca entre a média aritmética entre as razdes entre Coladgeno
Tipo Il por ColagenoTipo | foi verificada através do Teste de Mann Whitney. Os
dados nédo paramétricos e paramétricos foram apresentados em boxplot. Foi

considerado um intervalo de confianca de 95%, e considerado significativo quando o
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valor de p < 0,05. Os dados estatisticos foram analisados no Graph Pad Prism 5.0
(Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA).
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6 RESULTADOS

Em artigo ja publicado recentemente, constam 17 pacientes (n = 17) que
iniciaram o estudo, porém 3 pacientes foram excluidas das analises do presente
estudo devido ao esgotamento do material. Desse grupo final (n = 14) que
completou todas as analises microscopicas, nove pacientes (64,28%) fazem parte do
grupo de melhora expressiva, quatro (28,57%) fazem parte do grupo de melhora
discreta e uma (7,14%) do grupo sem melhora clinica. Foram excluidos os pacientes
numeros 3, 14 e 16 que constam nesse artigo (DE MENDONCA et al., 2018).

6.1 ANALISE HISTOPATOLOGICA DA MATRIZ EXTRACELULAR COLAGENOSA
EM COLORAGAO DE ROTINA (HE)

Analisando os dados publicados em artigo de fevereiro de 2018 (Anexo
D), verificamos que das 14 pacientes que tiveram todas as coloracdes realizadas ao
final do processamento do material, oito apresentavam densidade de colageno
abaixo da média do grupo (< 25.450/100.000um?) e seis apresentavam densidade
acima da média do grupo (> 25.450/100.000um?) antes do tratamento. O valor de
25.450/100.000pm? foi o resultado da média aritmética de todas 14 amostras das
bibpsias realizadas antes do inicio do protocolo, sendo a mediana do grupo com
valor igual a 21.263/100.000um?.

Dentre as oito que apresentaram densidade abaixo da média, sete
tiveram aumento dessa densidade. Em uma paciente ndo houve aumento dessa
densidade e também nao houve melhora clinica (“patient 6” ou P6). Ja dentre as seis
pacientes com as densidades mais altas de coldgeno pré-tratamento, cinco
apresentaram diminuicdo. Apenas uma paciente (“patient 5" ou P5) apresentou
aumento (ganho = 5,67%), sendo que a mesma tinha uma densidade pouco acima
da média do grupo (valor = 26.027/100.000um?) (DE MENDONCA et al., 2018).

Esses valores e os numeros de cada paciente, presentes no artigo de De
Mendonga e outros (2018), estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Andlise comparativa de ganho e perda da quantidade de fibras

colagenas das amostras obtidas antes e depois do tratamento

Concentragédo de fibras Concentracéo de fibras
. coladgenas nas amostras colagenas nas amostras
Melhora clinica < 25.450/100.000 pm? > 25.450/100.000 um? Total
acentuada n (%)
Ganho Perda Ganho Perda
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sim (1) 9 6 (42,85) 0 0 3(21,42) 9 (64,28)
Nao (II) 5 1(7,14) 1(7,14) 1(7,14) 2 (14,28) 5(35,71)
Total 14 7 (50) 1(7,14) 1(7,14) 5(35,71) 14 (100,00)

Fonte: DE MENDONCA et al., 2018

Na Figura 3 estdo presentes dois exemplos: Paciente 15 (P15) do grupo

gue apresentava concentracao de fibras colagenas abaixo da média mensuradas

pela morfometria automatica na coloracdo HE e Paciente 12 (P12) do grupo que

apresentava concentracdo acima da média (Figura 3).
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Figura 3 — Amostras obtidas a partir das biépsias antes e ap6s tratamento (P15 e
P12)

Notas: Fotomicrografia. Coloracdo HE. Aumento original 100x.
Paciente 15 do grupo abaixo da média e com ganho de 34,24%: (A) antes e (B) depois.
Paciente 12 do grupo acima da média e com perda de 35,70% (C) antes e (D) depois.

Fonte: A autora, 2018



46

6.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA DE FIBRAS ELASTICAS PELA COLORACAO
HISTOQUIMICA (VERHOEFF)

Das 14 pacientes que tiveram todas as coloracoes realizadas ao final do
processamento do material, oito apresentaram densidade de material elastico abaixo
da média do grupo (< 17.382/100.000um?) e 6 apresentaram densidade acima da
média do grupo (> 17.382/100.000um?) antes do tratamento. O valor de
17.382/100.000um? foi o resultado da média aritmética de todas as amostras, sendo
a mediana do grupo com valor igual a 11.297/100.000um?.

Das oito pacientes que apresentavam densidade abaixo da média do
grupo, sete tiveram aumento dessa densidade. A paciente que ndo obteve aumento
dessa densidade (“patient 11” ou P11) apresentava a maior densidade desse grupo
(valor = 11.690/100.000um?), sendo seu valor um pouco acima da mediana do grupo
e a mais proxima da média.

Das seis pacientes com densidade acima da média do grupo de material
elastico pré-tratamento, cinco apresentaram diminuicdo. A Unica paciente que
apresentou ganho (“patient 10” ou P10) possuia densidade proxima a meédia do
grupo (valor = 18.081/100.000um?) e apresentou ganho de 9,14%, o menor ganho
de todo o grupo.

Esses valores e os numeros de cada paciente, presentes no artigo De

Mendonca e outros (2018) e estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Analise comparativa de ganho e perda da quantidade de fibras elasticas
das amostras obtidas antes e depois do tratamento

Concentracéo de fibras Concentracéo de fibras
_ elasticas nas amostras < 17. eldsticas nas amostras > 17.
Melhora clinica 382/100.000 pm? 382/100.000 um? Total
acentuada n (%)
Ganho Perda Ganho Perda
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sim (1) 9 4 (28,57) 1(7,14) 1(7,14) 3(21,42) 9 (64,28)
Nao (II) 5 3(21,42) 0 0 2 (14,28) 5(35,71)
Total 14 7 (50) 1(7,14) 1(7,14) 5 (35,71) 14 (100,00)

Fonte: DE MENDONCA et al., 2018
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Na Figura 4 estdo apresentados dois exemplos: paciente 1 (P1) do grupo
gue apresentava concentracao abaixo da meédia de fibras elasticas mensuradas pela
morfometria automatica na coloracdo Verhoeff e Paciente 8 (P8) do grupo que

apresentava concentracdo acima da média do grupo dessas fibras (Figura 4).
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Figura 4 — Amostras obtidas a partir das bidpsias antes e apds tratamento (P1 e

Notas: Fotomicrografia. Coloracéo histoquimica Verhoeff. Aumento original 100x.
Paciente 1 do grupo abaixo da média e com ganho de 152,70% (A) antes e (B) depois do
tratamento.
Paciente 8 do grupo acima da média e com perda de 27,05% (C) antes e (D) depois do
tratamento.

Fonte: A autora, 2018
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Ao compararmos as concentracdes de fibras coldgenas e elasticas
presentes nas amostras pré-tratamento, nota-se que das oito pacientes que
apresentaram concentracdo de fibras colagenas abaixo da média do grupo, seis
apresentaram concentracdo de fibras elasticas acima da média. De forma
interessante, das seis pacientes que apresentaram concentracdo acima da média do
grupo de fibras colagenas, todas apresentaram concentracdo abaixo da média do

grupo para fibras elasticas (Quadro 1).

Quadro 1 — Comparacao entre a quantidade de fibras colagenas (HE) e elasticas
(Verhoeff)

Concentracéo de fibras Concentracéo de fibras
elasticas abaixo da média do | elasticas acima da média do

grupo grupo
(n) (n)

Concentracéao de fibras
colagenas abaixo da média

6

P9, P15 P2, 6, 8, 10, 13, 17
do grupo
Concentracéao de fibras 6
colagenas acima da média 0

P1,4,5,7,11, 12,

do grupo

Fonte: DE MENDONCA et al., 2018

6.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DAS FIBRAS COLAGENAS EM
COLORACAO HISTOQUIMICA (picrosirius red)

A partir dos dados obtidos na avaliacdo histomorfométrica automatica,
foram feitas médias aritméticas da derme papilar, da derme reticular separadamente
e da soma das duas, tanto nos cortes histolégicos de bidpsias prévias quanto nos
cortes histologicos de bidpsias apés o tratamento. Os dados paramétricos obtidos a
partir das analises histoquimicas antes e depois da técnica do peeling de fenol
pontuado foram expressos em mediana e valores minimos e maximos e comparados
de forma pareada pelo teste de “t". Todas as amostras passaram no teste de

normalidade.
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6.3.1 Histomorfometria das fibras colagenas Tipo |

Na derme papilar, antes do tratamento, o valor minimo foi de
2.229/100.000pum?, o valor maximo foi de 4.430/100.000pum? com desvio padrédo de
641,9um? e mediana de 3.641/100.000um?. Apds o tratamento o valor minimo
atingiu 1.245/100.000um? e o valor maximo atingiu 3.896/100.000um? com desvio
padrdo de 700,6um? e mediana de 3.563/100.000pum?. Comparando-se esses dados

foi aplicado o Teste “t” para amostras pareadas que mostrou p = 0,50 (Gréfico 1).

Gréfico 1 — Quantificacdo da area preenchida por fibras coladgenas Tipo | em derme
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Notas: Resultados expressos em pum2,
Antes (mediana = 3.641 + SD 641,9).
Depois (mediana = 3.563 + 700,6).
(p =0,50)

Fonte: A autora, 2018

Na derme reticular, antes do tratamento o valor minimo foi de
2.089/100.000um?, o valor maximo foi de 4.662/100.000um? com desvio padrédo de
655,2um? e mediana de 3.665/100.000pum?. Apdés o tratamento o valor minimo

atingiu 1.975/100.000um? e o valor maximo atingiu 4.260/100.000um? com desvio
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padrdo de 581,4um? e mediana de 3.472/100.000um?. Comparando-se esses dados

foi aplicado o Teste “t” para amostras pareadas que mostrou p = 0,71 (Gréfico 2).

Grafico 2 — Quantificacdo da area preenchida por fibras colagenas Tipo | em derme
reticular (n = 14)
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Fonte: A autora, 2018

A soma das fibras colagenas Tipo | na derme papilar e derme reticular,
antes do tratamento, teve o valor minimo de 2.089/100.000um? e o valor maximo foi
de 4.662/100.000um?, com desvio padrdo de 637,0um? e mediana de
3.641/100.000um?. Apods o tratamento o valor minimo atingiu 1.245/100.000um? e o
valor maximo atingiu 4.260/100.000um? com desvio padrdo de 633,9um? e mediana
de 3.522/100.000um?. Comparando-se esses dados foi aplicado o Teste “t” para

amostras pareadas que mostrou p = 0,43 (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Quantificacdo da area preenchida por fibras coladgenas Tipo | em derme
papilar e reticular (n = 14)
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Fonte: A autora, 2018

6.3.2 Histomorfometria de fibras colagenas Tipo Il

Na derme papilar, antes do tratamento, o valor minimo foi de
150,9/100.000um?, o valor maximo foi de 737,1/100.000um? com desvio padrdo de
168,2um? e mediana de 498,1/100.000um?. Apdés o tratamento o valor minimo
atingiu 48,28/100.000um? e o valor maximo atingiu 760,5/100.000um? com desvio
padrdo de 189,9um? e mediana de 380,4/100.000pum?. Comparando-se esses dados
foi aplicado o Teste “t” para amostras pareadas que mostrou p = 0,13 (Gréafico 4).
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Gréfico 4 — Quantificacdo da area preenchida por fibras colagenas Tipo Il em derme
papilar (n = 14)
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Notas: Resultados expressos em pum3.
Antes (mediana = 498,1 + SD 168,2).
Depois (mediana = 380,4 + SD 189,9).
(p =0,13).

Fonte: A autora, 2018

Na derme reticular, antes do tratamento, o valor minimo foi de
141,6/100.000um?, o valor méaximo foi de 600,7/100.000um? com desvio padrdo de
152,6um? e mediana de 352,0/100.000um?. Apdés o tratamento o valor minimo
atingiu 87,86/100.000pum? e o valor maximo atingiu 677,1/100.000um? com desvio
padrdo de 137,9um? e mediana de 317,6/100.000um?2. Comparando-se esses dados

foi aplicado o Teste “t” para amostras pareadas que mostrou p = 0,55 (Grafico 5).
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Gréfico 5 — Quantificacdo da area preenchida por fibras colagenas Tipo Il em derme
reticular (n = 14)
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Fonta: A autora, 2018

A soma das fibras colagenas Tipo Ill na derme papilar e derme reticular,
antes do tratamento, teve o valor minimo de 141,6/100.000um? e o valor maximo foi
de 737,1/100.000um? com desvio padrdo de 164,2um? e mediana de
417,8/100.000um?. Apds o tratamento o valor minimo atingiu 48,28/100.000pum? e o
valor maximo atingiu 760,5/100.000um? com desvio padrdo de 164,0um? e mediana
de 348,9/100.000um?. Comparando-se esses dados foi aplicado o Teste “t” para

amostras pareadas que mostrou p = 0,13 (Grafico 6).
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Gréfico 6 — Quantificacdo da area preenchida por fibras colagenas Tipo Il em derme
papilar e reticular (n = 14)
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Fonte: A autora

Quando comparamos os resultados de fibras colagenas Tipo | e Tipo Il
com o peeling de fenol pontuado e aplicamos o teste de Mann-Whitney para
variaveis independentes, foi encontrado o valor de p = 0,032 como demonstrado no
Gréfico 7.



56

Gréfico 7 — Correlacdo da quantificacdo da area preenchida por fibras colagenas
Tipo Il / Tipo | em derme papilar e reticular (n = 14)
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Fonte: A autora, 2018

6.4 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DE CELULAS MESENQUIMAIS
(VIMENTINA)

Foram realizadas a captacao e digitalizacdo das imagens com marcacao
de células com expressao positiva para vimentina e a execu¢cdo da morfometria

semiautomatica em todos os campos digitalizados dos cortes utilizados (Figura 5).
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Figura5—  Amostras obtidas a partir das bidpsias antes e ap0s tratamento

"N Do ol
| > " _ . % 3 . § B .
Notas: A — antes; B — depois. Fotomicrografia. Coloragdo Imuno-histoquimica (vimentina). Aumento
original 400x. Marcagéo de células com expressao positiva para vimentina na cor castanha.

Fonte: A autora, 2018
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Foram feitas médias aritméticas das células marcadas na derme papilar,
na derme reticular e em ambas, tanto nos cortes histolégicos de bidpsias prévias
guanto nos cortes histologicos de biopsias apés o tratamento. Os dados né&o
parameétricos obtidos a partir das analises imuno-histoquimicas antes e depois da
técnica do peeling de fenol pontuado foram expressos em mediana e valores
minimos e maximos e comparados de forma pareada pelo teste de Wilcoxon. As
amostras passaram no teste de normalidade.

Na derme papilar, antes do tratamento o valor minimo foi de 44,33
células/campo microscépico e o valor maximo foi de 150 células/campo
microscopico com desvio padrdo de 28,4 e mediana de 83,4 células/campo
microscopico. Apds o0 tratamento o valor minimo atingiu 53 células/campo
microscoépico e o valor maximo atingiu 151 células/campo microscopico com desvio
padrdo de 34,25 e mediana de 101,5 células/campo microscopico. Comparando-se

esses dados foi aplicado o Teste de Wilcoxon que mostrou p = 0,29 (Gréfico 8).

Grafico 8 — Quantificacdo da celularidade mesenquimal com expressao positiva para
vimentina na derme papilar por imuno-histoquimica (n = 14)
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Notas: Antes (mediana = 83,4 + SD 28,2).
Depois (mediana = 101,5 + SD 34,25).
(p =0,29)

Fonte: A autora, 2018
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Na derme reticular, antes do tratamento o valor minimo foi de 26
células/campo microscépico e o valor maximo foi de 105,8 células/campo
microscopico com desvio padrdao de 25,07 e mediana de 65,6 células/campo
microscopico. Apdés o tratamento o valor minimo atingiu 35,8 células/campo
microscopico e o valor maximo atingiu 101,8 células/campo microscépico com
desvio padrdo de 21,92 e mediana de 70,70 células/campo microscopico.
Comparando-se esses dados foi aplicado o Teste de Wilcoxon que mostrou p = 0,24
(Gréafico 9).

Gréfico 9 — Quantificagdo da celularidade mesenquimal com expressao positiva para
vimentina na derme reticular por imuno-histoquimica (n = 14)
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Fonte: A autora, 2018

A soma das médias da derme papilar com a derme reticular teve, antes do
tratamento o valor minimo de 40,04 células/campo microscépico e o valor maximo

de 124,9 células/campo microscopico com desvio padrdo de 24,86 e mediana de
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77,07 células/campo microscépico. Apos o tratamento o valor minimo atingiu 44,6
células/campo microscopico e o valor maximo atingiu 126,5 células/campo
microscopico com desvio padrdao de 26,06 e mediana de 85,95 células/campo
microscopico. Comparando-se esses dados foi aplicado o Teste de Wilcoxon que
mostrou p = 0,25 (Gréfico 10).

Grafico 10 — Quantificacdo da celularidade mesenquimal com expressado positiva para
vimentina na derme papilar e reticular por imuno-histoquimica (n =14)

150+

100 T

i

(21]
o
I

| Campo microscépico

Células vimentina + em derme

T T
Antes Depois
Notas: Antes (mediana = 77,07 £ SD 24,86).

Depois (mediana = 85,95 + SD 26,06).

(p =0,25)

Fonte: A autora, 2018

Ao individualizarmos os resultados, separando cada paciente com suas
médias de derme papilar e derme reticular antes e depois do tratamento, temos que
das 14 pacientes, 9 (64,28%) mostraram aumento do numero de células com

expressao positiva para vimentina (Tabela 3).
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Tabela 3 — Médias aritméticas do numero de células por campo microscépico em

derme papilar e derme reticular de cada paciente (n = 14)

Fonte: A autora, 2018

Pacientes Antes Depois
P1 101,10 126,50
P2 40,04 85,10
P4 83,00 56,38
P5 43,75 58,60
P6 107,60 120,50
P7 74,53 50,04
P8 47,70 44,60
P9 124,90 86,80
P10 63,90 60,40
P11 84,30 117,70
P12 58,48 97,63
P13 82,30 93,80
P15 83,00 103,90
P17 82,70 118,70
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7 DISCUSSAO

Os peelings quimicos, principalmente o peeling de fenol, representam
uma boa opcdo para tratamento do fotoenvelhecimento facial, muitas vezes
provocando o adiamento de intervengfes cirurgicas (FABBROCINI; DE PADOVA;
TOSTI, 2009). Embora novas técnicas tenham sido introduzidas nessas Uultimas
décadas como os lasers ablativos, essas técnicas sdo muito dolorosas, necessitam
sedacdo em ambiente hospitalar para sua realizacdo e requerem tempo prolongado
para recuperacao (BRIGHTMAN et al., 2009; PRIGNANO et al., 2009).

Para que uma modalidade terapéutica se torne aceitavel, ela deve
oferecer vantagens significativas em relacdo aos tratamentos disponiveis. A
introducéo do principio do fracionamento dos lasers a técnica do peeling de fenol,
desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa, cuja técnica foi denominada de “Peeling
de Fenol Pontuado” se mostrou eficaz sob o ponto de vista clinico, com perfil de
seguranca para ser realizado em ambiente ambulatorial e de baixo custo (DE
MENDONCA, 2013; DE MENDONCA et al., 2018; DE MENDONCA; AARESTRUP,
F. M.; AARESTRUP, B. J. V., 2012). Segundo Brody (2018), ao comentar o artigo
recém-publicado, declara que “as fotografias clinicas demostram melhora suficiente
para se adicionar essa técnica a literatura” (BRODY, 2018, p. 248).

Na literatura, varios trabalhos demostram a eficacia do peeling de fenol
aplicado em toda face com a formula de Baker & Gordon (FABBROCINI; DE
PADOVA; TOSTI, 2009; FISCHER et al., 2010). Em estudos que compararam, in
vivo, a agdo do laser ablativo de CO2 com o peeling de fenol, segundo a formula de
Baker & Gordon, o peeling de fenol demonstrou maior penetragdo, atingindo até a
derme reticular (LANGSDON; MILBURN; YARBER, 2000). Ambas as técnicas
demonstraram efetividade porém, também apresentaram longos periodos de
desconforto e eritema poés-operatério (LANGSDON; MILBURN; YARBER, 2000;
MOY; KOTLER; LESSER, 1999).

Pesquisas desenvolvidas em nosso grupo de pesquisa com a técnica
inédita da aplicacdo de fenol 88%, de forma pontuada, demonstraram além de
importante melhora clinica, resultados histopalégicos positivos como reorganizagao
do colageno, diminuicdo da fragmentacdo e reorganizacdo das fibras elasticas (DE
MENDONCA et al., 2018; DE MENDONCA; AARESTRUP. F. M.; AARESTRUP, B.
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J. V., 2012). Segundo Monheit (2012), citando o primeiro artigo (DE MENDONCA,;
AARESTRUP, F. M.; AARESTRUP, B. J. V., 2012), “a histopatologia confirma a
producdo de colageno e o espessamento de derme superior, devendo (a técnica
proposta) ser adicionada a pratica clinica, como importante instrumento terapéutico
nao cirdrgico para o fotoenvelhecimento facial. ” (MONHEIT, 2012, p. 2015).

Os resultados do presente estudo reforcam as evidéncias de que o
tratamento proposto modifica favoravelmente as caracteristicas histolégicas da
derme fotoenvelhecida. Frances e outros, jA& em 1990, ao realizar a andlise
morfométrica das fibras elasticas da pele normal de acordo com idade, demonstrou
haver uma perda quantitativa de fibras elasticas em torno de 30% por volta da quinta
década de vida. Estes autores utilizaram em seu estudo a mesma metodologia de
guantificacdo que apresentamos, porém, de modo interessante, ele salienta de
modo preciso que a histomorfometria ndo é capaz de distinguir o material elastico
nao funcional das fibras elasticas funcionais (oxitalanicas, eulaninicas e maduras)
(FRANCES et al., 1990).

Tendo este aspecto em mente, para desenvolvimento deste trabalho, foi
realizada avaliacdo qualitativa das fibras nos cortes histolégicos de pele. Foi
observado que, das amostras de 17 pacientes (participantes do estudo publicado em
fevereiro de 2018), 15 pacientes (88,23%) apresentaram reorganizacdo e 14
pacientes (82,35%) apresentaram reducdo da fragmentacdo de fibras elasticas e,
ainda nesse artigo foi demonstrado que 12 (70,58%) das 17 pacientes também
mostraram reorganizacao das fibras colagenas quando analisadas pela coloragéo de
rotina (DE MENDONCA et al., 2018).

Existem autores que demonstram haver uma relacdo inversa entre a
guantidade de areas coradas de colageno e areas coradas para material elastico
nas peles fotoexpostas (EL-DOMYATI et al., 2002; KAWABATA et al., 2014).

El-Domyati e outros (2002) analisaram 83 biopsias de pele fotoexposta e
compararam as proporcfes e qualidade das fibras da derme com amostras
provenientes de pele de pacientes voluntarios sadios, sem exposicdo a radiacao
solar, abrangendo idade de 6 a 84 anos. Os autores concluiram que a elastina
depositada na derme foto exposta era morfologicamente anormal e,
proporcionalmente, ocupava as areas de colageno perdido (EL-DOMYATI et al.,
2002).
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Kawabata e outros (2014) realizaram avaliacdo histoquimica e imuno-
histoquimica para avaliar, respectivamente, alteracbes em fibras de colageno e
expressdo da decorina, proteina que modula a fibrilogénese do colageno. Os
autores analisaram 34 amostras histoldégicas de pele do rosto e os resultados
demonstraram alteracé&o inicial das fibras elasticas na derme profunda e auséncia de
expressdo da decorina naquelas amostras provenientes de peles gravemente
alteradas (KAWABATA et al., 2014).

Weihermann e outros (2017) sugerem que embora haja um aparente
ganho de material elastico na elastose, o0 que se observa € uma redugdo na
producdo de fibras elasticas funcionais e um aumento da producdo de material
elastético ndo funcional.

Nossos resultados corroboram essa relacdo inversa, pois as pacientes
gue possuiam as maiores concentracdes de material elastico também possuiam
concentraces baixas de material coldgeno e, de modo interessante, as pacientes
gue apresentaram as maiores concentracdes de material colageno, apresentaram
baixa concentracao de material elastico.

Porém, a relacdo entre a diminuicdo da quantidade de colageno e as
mudangas morfoldgicas das fibras elasticas observadas no fotodano néo estdo bem
estabelecidas (KAWABATA et al., 2014).

Em nosso estudo, apos o tratamento, foi observada mudanca de
comportamento das fibras coldgenas e elasticas. As pacientes que possuiam as
maiores concentragdes de material elastico e, também, as menores concentragfes
de material colageno, apresentaram uma inversdao nessas concentracoes,
apresentando ganho de material colageno e perda na quantidade de material
elastico, demonstrando um provavel ganho na qualidade dessas fibras.

Em 2013, Sachs e outros publicaram um estudo onde foi demonstrado
gue a menor concentracdo de colageno antes do tratamento pode ser fator de
melhor resposta a producédo de colageno Tipo |, principal fibra colagena constituinte
da derme e que diminui a medida que ocorre o envelhecimento (SACHS et al.,
2013).

Resultado semelhante foi observado nas amostras do presente trabalho,
visto que das oito pacientes que apresentavam as menores concentracbes de

colageno antes do tratamento, sete exibiram aumento dessa concentracdo, sendo
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gue seis delas apresentaram melhora clinica expressiva (DE MENDONCA et al.,
2018).

Diversos estudos sobre o envelhecimento da pele demonstram haver
diferencas entre o envelhecimento biol6gico ou intrinseco e o envelhecimento
extrinseco ou fotoenvelhecimento, este ultimo encontrado em areas foto expostas,
como a face (CONTET-AUDONNEAU; JEANMAIRE; PAULY, 1999; FARAGE et al.,
2008).

Microscopicamente, no envelhecimento cronolégico h4 uma mudanca de
propor¢cao entre os colagenos Tipos | e Ill, com diminuicdo de fibras colagenas Tipo |
(BAUMANN, 2007). A medida que a pele envelhece, h4 uma menor produc&o e uma
maior degradacéo do colageno Tipo I, aumentando a razéo entre colageno Tipo Ill e
colageno Tipo | (HUMBERT et al., 2012; LOVELL et al., 1987).

Nas amostras deste estudo, ndo foram observadas diferencas relevantes
na quantificacdo das fibras colagenas Tipo Ill e Tipo I, de forma isolada, em
comparacao antes e apos o tratamento. Porém, ao analisarmos a relacdo entre
colageno Tipo Il e colageno Tipo |, observamos que tal diferenca diminui
significativamente apés o tratamento com peeling de fenol pontuado, sugerindo que
este fendbmeno ocorra provavelmente por ganho de colageno Tipo | e diminuigdo de
fibras colagenas Tipo lll. Essa relacdo, segundo Wulf e outros (2004), encontra-se
aumentada em peles fotoexpostas quando comparada a peles nao fotoexpostas.

El-Domyati e outros (2011) analisaram os efeitos da radiofrequéncia
monopolar em seis voluntarias como proposta de terapéutica ndo-ablativa para o
tratamento do envelhecimento facial. Os mesmos autores, em 2013, analisaram as
diferencas entre o laser ablativo (sesséo unica) e o laser ablativo fracionado (quatro
sessdes), em seis voluntarias por grupo. Foram obtidas amostras de pele para
andlise microscopica e os resultados demonstraram aumento de fibras colagenas
Tipo | e Tipo lll ap6s um més do tratamento em ambos os trabalhos (EL-DOMYATI
et al., 2011, 2013). Ainda, os autores citam como fator limitador da pesquisa o
pequeno numero de pacientes, mas destacam a boa resposta terapéutica e a
relevancia da andlise histopatolégica. Ressaltamos que na metodologia proposta por
El-Domyati e outros (2011, 2013) nao foi realizada avaliagéo de possiveis alteracdes
na relagdo entre o colageno Tipo Il e Tipo I.

Aléem das alteracbes entre as propor¢cbes de fibras, a comparacao

guantitativa das células da derme com expressao positiva para a vimentina, antes e
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depois do tratamento com o fenol pontuado revelou dados interessantes. O aumento
da quantidade de células mesenquimais quando comparamos cada individuo antes
e depois do tratamento foi observado em 64,28% das amostras.

Shin e outros (2014), com o objetivo de identificar possiveis
biomarcadores de envelhecimento, realizaram analise protedmica com o objetivo de
identificar proteinas expressas em células endoteliais microvasculares dérmicas
humanas (HDMEC) tratadas com luz ultravioleta (UV) ou intensa pulsada (IPL). Os
autores destacaram, diante dos resultados, que a vimentina € um marcador Util para
a senescéncia celular, bem como para avaliar o nivel de envelhecimento. Ainda,
destacam de modo interessante que o estimulo a expressdo da vimentina pode
representar um alvo para o tratamento do envelhecimento da pele (SHIN et al.,
2014).

Cao e outros (2011) demonstraram, em cultura de fibroblastos, boa
resposta metabdlica destas células, com aumento do producédo de fibras colagenas
Tipos | e lll, quando submetidas a luz intensa pulsada. Nas amostras do presente
trabalho, o aumento da quantidade de células mesenquimais pos tratamento,
somado a mudanca no perfil de fibras da matriz extracelular, sugere que a aplicacao
do fenol de forma pontuada pode ndo s6 estimular maior celularidade mesenquimal,
mas também influenciar a sintese proteica das mesmas.

Park e outros (2013), realizaram trabalho experimental em 20
camundongos fémeas (Skh: HR-1) com o objetivo de avaliar o papel da terapia
fotodindmica no tratamento do fotoenvelhecimento. Os autores observaram, nas
amostras nao tratadas, que alteracdes estruturais no reticulo endoplasmatico de
fibroblastos da derme levaram a diminuicdo da producdo de colageno por estas
células e que, por outro lado, a terapéutica proposta atuou sobre essas alteracdes
normalizando a producédo de colageno.

Apesar de dados obtidos a partir de trabalhos experimentais
possibilitarem amostras mais homogéneas e permitirem maior controle das
condicOes de pesquisa (DE SICA et al., 2016; EL-DOMYATI et al., 2016; MEZZANA,;
VALERIANI, 2007; PARK et al.,, 2013; SUN et al.,, 2018), destacamos que em
estudos clinicos temos a oportunidade de verificar as altera¢cdes cutaneas in vivo.
Em nossa pesquisa o numero de voluntarias foi equivalente a maioria dos artigos
publicados para tratamento do fotoenvelhecimento facial (EL-DOMYATI et al., 2011,
2013; GONSER et al.,, 2017; LANGSDON; MILBURN; YARBER, 2000; MOY;
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KOTLER; LESSER, 1999). A técnica foi executada em toda a face, possibilitando,
com isso, correlacionar a melhora clinica com as modificacdes histopatolégicas da
pele fotoenvelhecida tratada, comparando as andlises das pacientes de modo
individualizado e como grupo amostral. Na microscopia, do ponto de vista
histomorfométrico, verificou-se um aumento quantitativo de fibras colagenas Tipo | e
maior celularidade mesenquimal e, do ponto vista morfolégico, houve uma
substituicdo de material elastético por material elastico funcional, através da
diminuic&o da fragmentacéo e reorganizacéo de fibras elésticas.

Tierney e Hanke fizeram, a partir do Medline (2010), uma revisao da
literatura sobre os recentes avancos para tratamento do fotoenvelhecimento com
terapias combinadas. Os autores coletaram 24 artigos, sendo ensaios clinicos com
voluntarios, sendo que em apenas 10 incluiam abordagem histolégica. Desses
artigos, nenhum deles empregou o peeling de fenol como parte da terapéutica
combinada. Apenas um artigo utilizou a técnica do peeling quimico (peeling de acido
retindico 5%) associado a microdermoabrasdo. Nesse artigo, trés pacientes se
submenteram a trés sessfes de microdermoabrasédo seguidas do peeling e trés
pacientes se submeteram somente ao peeling de acido reticéico 5% isoladamente.
Houve correspondéncia clinica e histolégica com resposta semelhante nos dois
grupos (HEXSEL et al., 2005; TIERNEY; HANKE, 2010).

Os autores Tierney e Hanke ainda destacam , nesse artigo, haver uma
demanda cada vez maior por parte dos pacientes por tratamentos que envolvam
menores riscos, recuperacao rapida, mas ainda com eficacia. Nesse raciocinio de
otimizar os tratamentos, as terapias combinadas vem ganhando mais forca a cada
dia, procurando combinar técnicas que visem aumentar a eficiéncia sem aumentar
os riscos (TIERNEY; HANKE, 2010).

Desta forma, podemos sugerir que o peeling de fenol pontuado deve ser
considerado como uma técnica a ser combinada a outras terapias, por sua

simplicidade na execucdo, eficacia clinica, baixo custo e seguranca.
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8 CONCLUSOES

O peeling de fenol pontuado € efetivo no tratamento do
fotoenvelhecimento facial.

A melhora clinica proporcionada pelo peeling de fenol pontuado esta
relacionada: (1) ao aumento do numero de células de origem mesenquimal
presentes na derme, muitas delas, responsaveis por uma resposta positiva no ganho
de fibras colagenas Tipo | quando comparadas as fibras colagenas Tipo lll; (2) a
mudanca de comportamento das fibras colagenas e elasticas, com uma inversdo em
suas concentragcfes, apresentando ganho de material coldgeno e perda na
guantidade de material elastico, demonstrando um provavel ganho na qualidade
dessas fibras.

Sendo um estudo clinico, nem todas as caracteristicas histopatoldgicas
gue determinaram a resposta ao tratamento, foram observadas nas amostras de
pele das pacientes ao mesmo tempo e na mesma intensidade.

Por isso, sugerimos ampliar, nessa linha de pesquisa, o trabalho, até

mesmo com grupos experimentais.
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APENDICE A -

Graduacao do Fotoenvelhecimento segundo a Classificacdo de Glocau

Tipos de pele segundo a Classificacdo de Fitzpatrick

. Pele muito clara, sempre queima, nunca bronzeia (muito
Fotipo | -
branca);
Fototino Il Pele clara, sempre queima e algumas vezes bronzeia com
b dificuldade (branca);
. Queima moderadamente e se bronzeia moderada e uni-
Fototipo IlI .
formemente (morena clara);
Fototipo IV S(-;- que'lm.a moderadamente, sempre se bronzeia (morena,
orientais);
Fototipo V Se que.|ma minimamente, sempre se bronzeia (morena
escura);
Fototipo VI Nunca se queima, totalmente pigmentada (negra).

Fonte: A autora, adaptado de FITZPATRICK, 1988

Graduacéo do fotoenvelhecimento segundo a Classificacdo de Glogau

Grau |

Presenca de ritides perioculares, sem

Fotoenvelhecimento leve discromias, com sulcos ausentes ou

insinuados;

Grau Il

Presenca de rugas com o movimento,

Fotoenvelhecimento discromias leves, lentigos solares e sul-
moderado cos insinuados ou de pequena intensida-

de;

Grau lll

Rugas estaticas (em repouso), discromi-

Fotoenvelhecimento as, telangectasias e com sulcos marca-
avancado dos.

Ceratoses visiveis

Grau IV

Fotoenvelhecimento grave

Presenca de rugas estaticas e gravitacio-
nais, discromias, com sulcos muito mar-
cados com flacidez de pele associadas.
Ceratoses e cancer de pele

Fonte: A autora, adaptado de GLOCAU, 1996
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ANEXO A — Parecer n° 0080/2009 do Comité de Etica em Pesquisa

SRR
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
HOSPITAL HUNIVERSITARIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP-HU CAS/UFJF
RUA CATULO BREVIGLIEI S/N°
B. SANTA CATARINA
36036-110- JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

Parecer n° 0080/2009

Protocolo CEP-UFJF: 0080/ 09 FR:272653 CAAE: 0065.0.420.000-09
Projeto de Pesquisa: Peeling de fenol pontuado no tratamento do fotoenvelhecimento.
Versdo do Protocolo e Data: 19/05/2009
Area Temitica e Fase de Desenvolvimento: Ciéncias da Satde
Pesquisador Responsdvel: Maria Cristina Cardoso de Mendonga
TCLE: 19/05/2009
Grupo : 111
Pesquisadores Participantes: Dario Janior de Freitas Rosa;
Séamya Diégues Cedrim;
Rogério Estevam Farias
Instituicio Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Sumdrio/comentarios do protocolo:
Justificativa: Conforme a expectativa de vida da populagdo aumenta, as questdes dermatoldgicas
relacionadas a populac@o mais velha detém uma importancia médica cada vez maior. As alteragdes
estruturais intrinsecas ocorrem como consequéncia natural do envelhecimento e sdo determinadas
geneticamente. O indice intrinseco de envelhecimento da pele em qualquer individuo também pode
ser dramaticamente influenciado por fatores pessoais ¢ ambientais, principalmente a quantidade de
exposicdo a radiagdo ultravioleta. O fotodano, que acelera consideravelmente os sinais de
envelhecimento da pele, também eleva fortemente o risco de neoplasias cutineas. Outros fatores
ambientais que podem influenciar acentuando o processo de fotoenvelhecimento sio o vento,
umidade, doengas dermatoldgicas, fumo, alcool, alimentagéo.

A incidéncia de lesdes cutineas induzidas pela luz do sol parece estar associada ao acimulo de
muta¢des nas células da pele. Tais mutagdes sdo causadas principalmente pela exposigdo aos raios
ultravioleta.As técnicas de rejuvenescimento vém se aperfeicoando nfo apenas pelos avangos
tecnologicos, mas também pela preocupacdo da populagdo com a saiide e aparéncia fisica, bem como
em decorréncia da maior longevidade. As modificagdes da pele que ocorrem pelo envelhecimento
intrinseco levam ao ressecamento, flacidez, alteragdes vasculares, rugas e diminui¢do da espessura da
pele. J& o envelhecimento cutdneo devido & exposi¢do ao sol conduz & degeneragdo de fibras
elasticas e colagenas, ao aparecimento de manchas pigmentadas e & ocorréncia de lesdes pré-
malignas ou malignas. Estudos demonstram uma correlagdo significativa entre as redugdes em
comprimento, espessura, nimero e area total de fibras elasticas e severidade das rugas, havendo
também uma correlagdo positiva entre a quantidade de fibras coldgenas regeneradas e a atenuacio
das rugas de expresséo e estaticas. O fenol é um derivado do coaltar, também denominado 4cido
carbolico, e é formado por um odor caracteristico e variar de incolor a rosado, tornando-se
escurecido quando exposto ao ar ¢ a luz. O fenol provoca coagulagdo das proteinas da pele
resultando em rejuvenescimento facial intenso, quando utilizado corretamente. Na concentragdo de
88% penetra na derme reticular superior e ¢ queratocoagulante, impedindo que ocorra penetragdo em
niveis mais profundos. Quando diluido na formulagio age como agente queratolitico, promovendo
rompimento das pontes de enxofre da queratina e penetrando mais profundamente, sendo
biotransformado no figado e eliminado nos rins. Quanto maior a concentragio do fenol na
formulagdo, maior serd a coagulagdo da queratina da pele, menor sua penetragdo e menor a
toxicidade. A aplicagdo do fenol na pele por um periodo mais prolongado de tempo ocasiona sua
penetragdo na derme superior, resultando a formago de uma nova camada de colageno estratificado
e conseqiiente rejuvenescimento cutdneo. A regeneragdo epidérmica inicia em 48 horas apods
aplicacdo e completa no intervalo de sete a dez dias. O estudo histopatolégico, utilizando
coloragdes especifcas que acentuam as fibras eldsticas e coligenas, como orceina e tri
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Gomori, constitui um importante método para evidenciar as alteragdes dérmicas resultante da
aplica¢do do fenol. A escolha do local de bidpsia também atende um requisito importante de néo
causar prejuizo estético para a paciente e por isso é frequentemente realizado em rugas de regides
préauriculares ou temporais onde observa-se uma flacidez resultante do envelhecimento cronolégico
(que acabam por disfargar o processo cicatricial) e as cicatrizes ficam menos evidentes, alem de
processos de cicatrizagdo na face ocorrerem com menor namero de complicagdes e da escolha de um
punch de pequeno didmetro. A bidpsia controle apds tratamento deve ser realizada no lado
contralateral e em localizagdo aproximada (com aplicagdo do fenol pontuado nesta localiza¢do
anteriormente) ja que a fibrose correspondente a cicatrizagdo no local de biopsia prévia poderia
atrapalhar a andlise histoldgica. Classicamente o fenol é recomendado para uso como peeling em
clareamento de pele, rugas, hiperpigmentacdo, tratamento de acne e cicatrizes, lentigos solares e
ceratoses actinicas € seborreicas, embora trabalhos recentes apontem seu uso como auxiliar na
blefaroplastia e no tratamento do xeroderma pigmentoso e verrugas plantares. Na metabolizago do
fenol, cerca de 20 a 25% da quantidade absorvida é conjugada no figado em 4cido glucurénico e
acido sulftrico, e depois excretada. Concentragdes elevadas de fenol no sangue podem ter efeito
téxico no miocardio, provocando taquicardia, contragdes ventriculares prematura, fibrilago atrial,
fibrilagdo ventricular e dissociagdo eletromecanica. Quando aplicado em extensas areas de superficie
corporal, é importante tomar como precaugdes para o uso do peeling de fenol, com o fato de que
devem ser evitados em pacientes que registrem existéncia de doenca cardiaca, renal e hepatica,
episddios recorrentes de infecgdo herpética, exposi¢do continua aos raios ultravioleta, uso recente de
isotretinoina, instabilidade psicoldgica, predisposi¢do a quelodides e peles do tipo IV, V e VI (de
acordo com a classificagfio de Fitzpatrick). Quando o peeling de fenol ¢ utilizado em toda face, a drea
¢ dividida em pelo menos cinco regides para que seja aplicado em cada uma das regides com
intervalo de 15 minutos, de modo que a concentraco absorvida seja eliminada pela urina apds sua
metabolizagdo sem causar problemas cardiacos. Destaca-se, ainda, que o fenol 88% quando usado
em aplica¢do de pequenas quantidades em areas corporais limitadas, de modo que toda concentragio
seja eliminada sem que ocorra acimulo da substancia na corrente sanguinea, seu uso torna-se seguro
sem causar complicagdes cardiovasculares nos pacientes, sendo apenas descritos, nestes casos,
alteragdes de pigmentagdo da pele, infecgdes secundarias e formagéo de eritema prolongado. Uma
modalidade estética muito frequente na pratica clinica atualmente ¢ a utilizacédo do peeling de fenol
para tratamento localizado de rugas periorais sem que haja riscos a saude dos pacientes que sdo
submetidos a tal procedimento. Os pacientes ideais para realizacdo deste tipo de peeling devem ter
pele clara, fina e ressecada, ou seja, segundo Fitzpatrick, individuos com pele do tipo I, 1T e III e com
rugas finas. O homem tem pele mais espessa, o que reduz a agéo do fenol, resultando em menor
eficacia do tratamento, em comparagdo com a mulher. Com o trabalho proposto, os autores
pretendem descrever a experiéncia clinica do Servigo de Dermatologia do HU-UFJF na realizagdo de
peeling quimico com a utilizagdo de solugdo de fenol a 88% para promover rejuvenescimento
cutdneo através do estimulo a regeneragio e restauracio das fibras colagenas e elasticas, atenuando
os efeitos produzidos pelo fotodano. Por utilizar pequena quantidade do agente quimico apenas nas
areas correspondentes a rugas cutineas, consegue-se a anulagdo dos riscos cardiovasculares e de
comprometimento renal secundérios, quando comparado ao uso de grandes quantidades de fenol a
88% em areas extensas da superficie corporea.

Objetivo: comprovar, através de comparacdo clinica e histopatologica, os efeitos de
rejuvenescimento cutdneo promovidos pela utilizagdo de peeling de fenol a 88% pontuado aplicado
em pequenas quantidades sobre as rugas de pacientes do sexo feminino de pele clara (fototipos I, Il e
11T da classificagdo de Fitzpatrick) provenientes dos ambulatérios do Servigo de Dermatologia do
HU-UFJF.

Metodologia: As pacientes terfio as areas do rosto em que sera aplicada a substancia tografada,e
serdo submetidas a uma bidpsia cutdnea com punch com trés milimetros de diam¢tro/de ruga
Aas fibras

Golines

Dacriiied
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colagenas e elasticas antes do peeling quimico pela coloragdo hematoxilina-eosina e outras
coloracdes especificas que acentuem essas fibras (orceina para melhor visualizagio das fibras
elasticas e tricromio de Gomori para visualiza¢@o das fibras colagenas), apds orientagdo e assinatura
do termo de consentimento informado. A técnica consiste na aplicagdo em consultério médico com
técnicas assépticas de palito com algoddo embebido em fenol a 88% sobre as rugas finas da face
(principalmente as rugas das regiGes periorbitarias e periorais) e nas rugas da regido pré-auricular.
Apds, espera-se cerca de cinco minutos e procede-se a lavagem. Cada paciente realizara cinco vezes
o procedimento, com intervalo de 30 dias entre eles. O acompanhamento dos pacientes seguird uma
frequéncia semanal ou demanda espontdnea no ambulatorio de dermatologia do Hospital
Universitario de Universidade Federal Juiz de Fora conforme necessidade do paciente. Apos as cinco
sessdes mensais de aplicagdo de fenol a 88% pontuado em rugas finas da face os pacientes terdio
novamente fotografada as areas de aplicagdo da substincia, e sera realizada uma nova bidpsia com
punch, agora localizada em regido pré-auricular esquerda com o objetivo de avaliar mudanga no
aspecto e quantidade das fibras colagenas e elasticas em relagdo a bidpsia realizada antes do
procedimento. Além da comparagdo dos resultados histopatolégicos, efetuaremos uma comparagéo
do aspecto clinico apds o peeling de fenol 88% pontuado, e o resultado serd divulgado.

Revisdo e referéncias: atualizada, sustentam os objetivos do estudo.

Caracteristicas da populagiio a estudar: 10 pacientes do sexo feminino, entre 45 e 59 anos de

idade, provenientes dos ambulatérios gerais de dermatologia com pele clara de fototipos I, Il ou 1II
de Fitzpatrick e com rugas finas que néo apresentem histéria de doenca cardiaca, renal ou hepética e
que ndo tenham realizado nenhum procedimento estético ou cirlirgico na face recentemente para ndo
prejudicar a analise dos resultados.

Critérios de participacgo: estdo descritos na populagéo a estudar.

Orcamento e responsavel pelo financiamento da pesquisa sdo apresentados e o responséavel pela
pesquisa serd o pesquisador principal.

Instrumentos de pesquisa constam como anexos e estdo adequados aos objetivos do estudo.
Cronograma: contem agenda para realizagdo de diversas etapas de pesquisa, observando que a
coleta de dados ocorrerd apds aprovagdo do projeto pelo comité. Inicio desta etapa previsto para
julho de 2007.

Identificacdo dos riscos e desconfortos possiveis e beneficios esperados estdo discriminados
adequadamente.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE estd em linguagem adequada, clara para
compreensdo dos participantes do estudo, com descrigdo suficiente dos procedimentos, explicitagdo
de riscos e forma de contato com o pesquisador e demais membros da equipe.

Pesquisador: Maria Cristina Cardoso de Mendonga; titulagdo: Especialista em Dermatologia,
apresenta experiéncia e qualificagio para a coordenag¢do do estudo. Demais membros da equipe
também apresentam qualificagio para atividade que desempenharfo durante o estudo.
- Salientamos que o pesquisador devera encaminhar a este comité o relatério final.
Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP-HU/CAS da UFIJF, de acordo com as
atribui¢des definidas na Res. CNS 196/96 ¢ suas complementares, manifesta-se pela aprovagdo do
protocolo de pesquisa proposto.

Situaciio: Projeto Aprovado

RECEBI
DATA: / /2009

ASS:
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Parecer n® 0115/2009

Protocolo CEP-UFJF: 0065/ 09 FR: 272653 CAAE: 0065.0.420.000-09
Projeto de Pesquisa: Peeling de fenol pontuado no tratamento do fotoenvelhecimento.
Versdo do Protocolo e Data: 12/08/2009
Area Temdtica e Fase de Desenvolvimento: Ciéncias da Satde
Pesquisador Responsdvel: Maria Cristina Cardoso de Mendonga
TCLE: 12/08/2009
Grupo : 111
Pesquisadores Participantes: Dario Junior de Freitas Rosa;
Samya Diégues Cedrim;
Rogério Estevam Farias
Instituicfio Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Material para andlise: Novo projeto e nova versdo de TCLE.

Sumadrio/comentarios do protocolo:

Adendo ao projeto aprovado em 29 de junho de 2009. O projeto de pesquisa ¢ o TCLE receberam
atualizagdes devido a dificuldade em encontrar entre as pacientes atendidas nos ambulatérios de
dermatologia do HU-UFJF o niimero total de 10 pacientes necessarios que preencham os requisitos para dar
andamento a pesquisa e que ndo apresentem as comorbidades referidas. Diante dessa justificativa, a mesma
tem prejudicado o andamento da pesquisa proposta e procurando manter a0 maximo dentro dos prazos
estabelecidos no projeto para sua concretizag#o, ¢ solicitado a inclusfo de pacientes com idade entre 60 e 75
anos entre as pacientes que fardo parte do trabalho, de modo que a amostra passaria a ser composta de
pacientes do sexo feminino, entre 45 e 75 anos de idade proveniente dos ambulatérios gerais de
dermatologia com pele clara de fototipos I, II e III de Fitzpatrick e com rugas finas que ndo apresentem
historia de doenga cardiaca, renal ou hepatica e que nfio tenham realizado nenhum procedimento estético ou
cirirgico na face recentemente para ndo prejudicar a andlise dos resultados.

Serfio mantidos os critérios de inclusdo e exclusio e a metodologia do estudo.

Serd incluido um TCLE que sera assinado pelo paciente e pelo responsavel ou representante legal do
paciente quando se tratar de participante com 60 anos de idade ou mais, permanecendo o termo de
consentimento ja autorizado pelo CEP do HU-UFJF para pacientes entre 45 ¢ 59 anos de idade. Este TCLE
da participagdo de idosos, seguira as normas estabelecidas pela lei 10.741/2003 (lei ordinaria), sancionada
em 01 de outubro de 2003, que dispde sobre o estatuto do idoso e da outras providéncias.

Situacio: Projeto Aprovado

RECEBI

Juiz de Fora, 24 de agosto de 2009.

DATA: / /2009

ASS:
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ANEXO C - Termos de Consentimento Livre e Esclarecido utilizados para

pesquisa

SERVICO DE DERMATOLOGIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UFJF
PESQUISADOR RESPONSAVEL: MARIA CRISTINA CARDOSO DE MENDONCA
PESQUISADORES: DARIO JUNIOR DE FREITAS ROSA, SAMYA DIEGUES CEDRIM, ROGERIO ESTEVAM FARIAS.
ENDERECO: RUA CATULO BREVIGLIERI S/N. BAIRRO SANTA CATARINA - CEP: 36.036-110. — Juiz DE FORA— MG
FONE: (32) 4009-5198 - E-MAIL: MCRISMENDONCA@TERRA.COM.BR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(A) Sr.(a) esta sendo convidado(a) como voluntério(a) a participar da pesquisa “PEELING DE FENOL
PONTUADO NO TRATAMENTO DO FOTOENVELHECIMENTO”. Neste estudo pretendemos comprovar clinica
e histologicamente, por anélise microscépica de fragmentos da pele, os efeitos de rejuvenescimento cutaneo
promovidos pelo peeling de fenol a 88% em solucéo liquida quando aplicado de forma pontuada sobre as rugas
da face.
O motivo que nos leva a estudar este novo método de peeling contra o envelhecimento é importéncia cada vez
maior que assumem as questdes dermatolégicas em pessoas mais velhas com o crescente aumento da
expectativa de vida da populagéo e a necessidade de procedimentos estéticos que impliquem em menos riscos
a satde deste grupo.
e Para este estudo realizaremos uma fotografia e biépsia (retirada de pequeno fragmento de pele) antes
do procedimento em regido pré-auricular (anterior a orelha) direita, seguida de cinco aplicagdes do fenol
88% com periodicidade mensal em rugas da face, com nova fotografia e bibpsia em regio pré-auricular
(anterior & orelha) esquerda apés o procedimento para comparagéo do efeito da medicagdo na redugdo
das rugas.
Vocé serd submetido a duas biopsias de pele (uma antes do inicio e outra apés o término do trabalho) que
resultaré em duas cicatrizes de 03 (trés) milimetros de didmetro localizadas intencionalmente sobre rugas
situadas em regido anterior de orelhas para que seja obtido melhor efeito estético.
O peeling consiste na aplicagdo com palito revestido de algoddo de solug&o de fenol a 88% sobre as rugas do
rosto por 05 (cinco) vezes, com intervalo aproximando de 30 dias entre as aplicagdes. Podem ocorrer no local
da aplicagdo eritema (vermelhiddo) e alteragdo da cor (manchas), de caréter transitério e totalmente reversiveis.
N&o hé riscos a saude pela sua participagdo no trabalho, mas caso haja vocé seré ressarcido de gastos
decorrentes da sua participagdo pelo pesquisador responsavel.
Para participar deste estudo vocé n&o terd nenhum custo, nem receberéd qualquer vantagem financeira. Vocé
serd esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se
a participar. Poderd retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua
participag&o é voluntéria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na forma
em que é atendido pelo pesquisador
O pesquisador ird tratar a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo e privacidade, garantindo que
imagens ou dados pessoais que possam identifica-lo ndo serdo divulgados com os resultados da pesquisa,
garantindo 0 anonimato das informagdes obtidas.
Os dados da pesquisa sdo confidenciais, de posse apenas da pesquisadora responsavel (Maria Cristina
Cardoso de Mendonga), e destinar-se-G0 somente para apresentagédo e/ou publicag&o de carater cientificos da
drea e que poderdo subsidiar oufras pesquisas do autor, e apenas serdo divulgados pés a sua gutorizagéo




Os resultados da pesquisa estar&o a sua disposig&o quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua
participagdo néo seré liberado sem a sua permisséo.

O (A) Sr (a) ndo serd identificado em nenhuma publicagédo que possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia serd arquivada pelo
pesquisador responsével, no SERVICO DE DERMATOLOGIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA e a outra seré fornecida a vocé.

Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos do estudo “PEELING DE FENOL PONTUADO NO
TRATAMENTO DO FOTOENVELHECIMENTO”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei
que a qualquer momento poderei solicitar novas informagbes e modificar minha decisé&o de participar se assim o

desejar.
Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 20

Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testemunha Data

Em caso de dividas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé poders consultar o
CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA - HU/CAS - UFJF
HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UFJF
RUA CATULO BREVIGLIERI, S/N, BAIRRO SANTA CATARINA, JUIZ DE FORA - MG
CEP 36.036-110— FONE: (32)4009-5100
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SERVICO DE DERMATOLOGIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UFJF
PESQUISADOR RESPONSAVEL: MARIA CRISTINA CARDOSO DE MENDONCA
PESQUISADORES: DARIO JUNIOR DE FREITAS ROSA, SAMYA DIEGUES CEDRIM, ROGERIO ESTEVAM FARIAS.
ENDERECO: RUA CATULO BREVIGLIERI S/N. BAIRRO SANTA CATARINA - CEP: 36.036-110. — Juiz DE FORA — MG
FONE: (32) 4009-5198 - E-MAIL: MCRISMENDONCA@TERRA.COM.BR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pacientes com idade igual ou superior a 60 anos.

Eu, , na qualidade de

responsével legal de -
idade concordo que o meu (minha) (grau de parentesco) participe como
voluntario do estudo “PEELING DE FENOL PONTUADO NO TRATAMENTO DO FOTOENVELHECIMENTO”.
Neste estudo pretendemos comprovar clinica e histologicamente, por anélise microscépica de fragmentos da

pele, os efeitos de rejuvenescimento cutaneo promovidos pelo fenol a 88% em solugéo liquida quando aplicado

de forma pontuada (com palito revestido de algod&o) sobre as rugas da face.

O motivo que nos leva a estudar este novo método de peeling contra o envelhecimento é importancia cada vez

maior que assumem as questdes dermatolégicas em pessoas mais velhas com o crescente aumento da

expectativa de vida da populagéo e a necessidade de procedimentos estéticos que impliquem em menos riscos

a saude deste grupo.

e Para este estudo realizaremos uma fotografia e bidpsia (retirada de pequeno fragmento de pele) antes

do procedimento em regi&o pré-auricular (anterior & orelha) direita, seguida de cinco aplicagbes do fenol
88% com periodicidade mensal em rugas do rosto, com nova fotografia e bidpsia em regi&o pré-auricular
(anterior a orelha) esquerda apds o procedimento para comparag&o do efeito da medicagdo na redugé&o
das rugas.

Vocé seré submetido a duas bidpsias de pele (uma antes do inicio e outra apos o término do trabalho) que

resultara em duas cicatrizes de 03 (trés) milimetros de didmetro localizadas intencionalmente sobre rugas

situadas em regido anterior de orelhas para que seja obtido melhor efeito estético.

O peeling consiste na aplicagdo com palito revestido de algodéo de solugdo de fenol a 88% sobre as rugas do

rosto por 05 (cinco) vezes, com intervalo aproximando de 30 dias entre as aplicagbes. Podem ocorrer no local

da aplicagédo eritema (vermelhidéo) e alteragdo da cor (manchas escuras), de caréter transitério e totalmente

reversiveis.

Néo ha riscos a saude pela sua participagdo no trabalho, mas caso haja vocé seré ressarcido de gastos

decorrentes da sua participagéo pelo pesquisador responséavel.

Para participar deste estudo vocé néo teré nenhum custo, nem receberé qualquer vantagem financeira. Vocé

sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estaréa livre para participar ou recusar-se

a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua

participagéo € voluntéria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou ificagdo na forma

em que é atendido pelo pesquisador
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O pesquisador iré tratar a sua identidade com padrées profissionais de sigilo e privacidade, garantindo que
imagens ou dados pessoais que possam identifica-lo ndo serdo divulgados com os resultados da pesquisa,
garantindo o anonimato das informagdes obtidas.

Os dados da pesquisa s&o confidenciais, de posse apenas da pesquisadora responsavel (Maria Cristina
Cardoso de Mendonga), e destinar-se-80 somente para apresentagéo e/ou publicagdo de caréter cientificos da
area e que poder&o subsidiar outras pesquisas do autor, e apenas serdo divulgados pés a sua autorizagéo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposigdo quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua
participag&o néo seré liberado sem a sua permisséo.

O (A) Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia seré arquivada pelo
pesquisador responsével, no SERVICO DE DERMATOLOGIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA e a outra sera fornecida a vocé.

Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos do estudo “PEELING DE FENOL PONTUADO NO
TRATAMENTO DO FOTOENVELHECIMENTO”", de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei
que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decis&o de participar se assim o
desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas diividas.

Juiz de Fora, de de 20

Nome Assinatura participante Data

Nome . Assinatura pesquisador Data

Nome Assinatura do responsavel Data

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
CEP - COMITE DE ETicA EM PESQUISA - HU/CAS - UFJF
HosPITAL UNIVERSITARIO DA UFJF
RUA CATULO BREVIGLIER!, S/N, BAIRRO SANTA CATARINA, JUIZ DE EQRA - M!
CEP 36.036-110— FonE: (32)4009-5100
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ANEXO D - Artigo: Punctuated 88% Phenol Peeling for the Treatment of Facial
Photoaging: A Clinical and Histopathological Study

Punctuated 88% Phenol Peeling for the Treatment of
Facial Photoaging: A Clinical and
Histopathological Study

Maria CrisTiNa C. DE MEnDONGA, MD, MSc,* NaTivia N. Secueto, MD,*
FeErnanDpo M. Aarestrur, MD, PuD,* anp Beatriz V. Aarestrur, DDS, PuD*f

BACKGROUND Phenol peeling is considered an important agent in the treatment of facial rejuvenation;
however, its use has limitations due to its high potential for side effects.

OBJECTIVE This article proposes a new peeling application technigue for the treatment of photoaging,
aiming to evaluate, clinically and histopathologically, the efficacy of a new way of applying 88% phenol, using
a punctuated pattern.

METHODS The procedure was performed in an outpatient setting, with female patients, on static wrinkles
and high flaccidity areas of the face. Accompanying photographs and skin samples were taken for histo-
pathological analysis before and after treatment.

RESULTS It was shown that 88% phenol applied topically using a punctuated technique is effective in skin
rejuvenation.

COMNCLUSION The authors thus suggest, based on this new proposal, that further studies be conducted with
a larger group of patients to better elucidate the action mechanisms of 88% phenol. This new form of appli-
cation considerably reduced patients” withdrawal from their regular activities, besides reducing the cost,
compared with the conventional procedure.

The authors have indicated no significant interest with commaercial supporters.

hemical peelings have been used for thousands of

vears and to this day are an important
therapeutic tool for skin rejuvenation by producing
a controlled destruction of the epidermis and dermis
and their regeneration.' Among the chemical
substances used, phenol provides significant clinical
results and, classically, itis recommended for the usein
peelings for skin hghtening, attenuation of static
wrinkles, and flaccidity of facial skin. When used inan
88% concentration, it promotes destruction of the
epidermis, papillary dermis, and can reach as far as the
superficial reticular dermis.*™ This study proposes
a new technique for the application of §8% phenol

using a punctuated pattern over facial static wrinkles,

aimed at rejuvenation with a lower risk of side effects
and a reduction in the period that patients withdraw

from their regular activities.

Methods

Patients

The sample included 17 female patients (N = 17)
attended in an ourpanent sertng at the Dermartology
Service of the University Hospital of the Federal Uni-
versity of Juiz de Fora aged between 45 and 69 {mean =
55.7 years), skan phototypes [ eo U (Fizepatrick scale),
photoaging degrees II and 11T (Glogau scale), and who
had not had any facial aesthetic or surgical procedure

*Laboratory of Immunopathology and Experimental Pathology/CBR, Federal University of Juiz de Fora, Juiz de
Fora, Brazil; 'Department of Morphology, Institute of Biological Science, Federal University of Juiz de Fora, [uiz de

Fora, Brazil

B 2018 by the American Socray for Dermatologic Surgery, Inc. Published by Wolters Kinoeer Healtly, Ime, All rights reserved.
I88N: 1076-0512 o Dermatol Surg 201 8:00:1-7 « DOI: 10,109 7/DSS.0000000000001357
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PHENOLPEELING FOR THE TREATMENT OF FACIAL PHOTOAGING

performed inthe 6 months previous to initiating treat-
ment. Patients who had cardiac, hepane, or renal
problems were excluded from the study, and those with
facial inflaimmatory skin disease. Written informed
consent was provided by all patients with a form
approved by the university’s medical ethics committee.

Punctuated Phenol Peeling Technigue

The patients were submitted to 5 sessions of punctuated
peeling with 88% phenol, with an interval of a month
between each session. For each punctuated peeling, the
authors used 0.2 mL of 8% phenol and a cockeail stick
saturated with 88% phenol, conveyed precisely over the
path of the fine facial wrinkles, especially those in the
periorbital and perioral regions. The same procedure was
performed on the wrinkles in the preauricular region. The
distance between the points of application was approxi-
mately 3 mm, n other words, a distance always equal to
or greater than the diameter of the area attained at cach
pomnt with the phenaol. The same techniquewas applied to

the mandibular, inframandibular, and submental areas.

In each session, the patients were advised to wear Solar
Protection Factor 30 sunscreen. No patient mterrupred
the treatment because of an adverse skin reaction.

Obtaining Samples for the Histopathological
and Histochemical Studies

Every patient underwent 2 facial biopsies with a 3-mm
punch; the first one was performed before the treat-
ment, in the preauricular area and the second one 30
days after the ffth treatment session, in the same

contralateral region.

Photographic Follow-Up
Photographs (Panasonie DMC-T24, Lumix, Osaka,

Japan) were used for the comparison between the facial

clinical aspects of the patients, all taken by the same
observer, before the first session and 30 days after the

last one.

Processing Samples and Image Scanning

The skin samples were fixed in 10% formaldehyde; the
material was placed in blocks with paraffin and sub-
mitted to microtomy with 5-pm thick slices. Two shees
corresponding to each sample were isolated for routine
staming (hematoxylin and eosin) and histochemical
staining (Verhieff). The samples were thoroughly
examined with a Zeiss opucal microscope (Hallberg-
moos, Germany) by 2 independent observers, both of
them graduated and experienced in histopathology.
After observation, representative areas of the epidermis
and dermis were selected for deseriptive histopatho-
losgical analysis (x100), and 4 representative areas ofthe
dermis (x400) were chosen for digital photographic
capture for automatic morphometry with the Zen pro

2012 software by Zeiss (Hallbergmoos, Germany).

Histopathological and Statistical Analysis

The general microscopic characteristics of the skin
were observed, and the organization of collagen and
elastic fibers was descriptively evaluated. The differ-
ence in density of collagen and elastic ibers by cap-
tured area (wm?) was obtained by automatic
morphometric analysis. The data obtained in the
evaluations before and after treatment were com-
pared, and the descripuve statnsuocal analyses were

performed using the SPSS 13.0 software for Windows.

Results

The authors observed the correlation berween dinical
findings and the intensity of clastosis; 52.94% (1= 9) of
the patients presented signs of intense photoelastosis; of

these, 35.29% (n = 6) presented clear signs of clinical

TAELE 1. Clinical Evaluation

Pronounced Discrete
Improvement, % Improvement, % No Improvement, % Total, %
Evident photoaging 6 (35.29) 3 (17.64) 0 9 (52.96)
Discrete photoaging 4 (23.52) 3 (17.64) 1(5.88) 8 (47.05)
10 (58.82) 6 (35.29) 1 (5.88) 17 (100)

DERMATOLOGIC SURGERY
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TABLE 2. Descriptive Data Observed in the Histopathology of the Study Patients

Fatient

Varable 1 2 3 4 5 6 7 8 98 10 11 12 13 14 15 16 17

Reorganization of elastic fibers 0 4+ + + + + 0 + 4+ =+ + + + + + + +

Reduced fragmentation of elastic fibers + 4+ + 0 + 4+ 4+ 4+ 4+ 0 + ] + + + + +

Reorganization of collagen fibers + 0 + 4+ + 0 4+ + 4+ 0 + ] + + + + 0

Increased dermal-epidermal junction +« +« 0 0 0 +« 0 + 0 4+ + [i] [i] + + 0 0

Source: Study data.

Description of the morphological characteristics of elastic and collagen fibers.

[+}, increase in morphological observation.

[0}, no change in morphological observation.
improvement with an accentuated mitigation of facial study have shown a total expressive cinical improve-
static wrinkles. In the patents (47.05 %, # = 8) whose ment in 58.82% (n = 10) of the patients and a more
degree of aging was less influenced by solar exposure, discrete dinical improvement in 35.29% (i = 6) of the
showing finer and more delicate static wrinkles before patents (Table 1). The descripuve results obtained by
treatment, 23.52% (1 = 4) presented improvement in microscopic analysis (dermo-epidermal interface area,
flaccidity and general facial skin ightening with little organization and density of collagen, and clastic fibers)
evidence of improvement in static wrinkles. Using the of the skin are presented comparatvey before and afrer
new proposed technigue, the results presented in this treatment for each patient (Table 2).

Elastic and Collagen Fibers (100,000 Mm2 }

Elastic Fibers  Elastic Fibers CollaeenFibers CollagenFibers
Before After Before After
Figure 1. Automatic histomorphometry of elastic and collagen fibers. In the comparative analysis of collagen fiber area
[nm?) of samples before and after treatmenit stands out the average gain of these fibers, increase in median expressed by,

and greater uniformity among samples determined by decreased range when compared with the sample obtained before
treatment a pattern similar analysis was observed in elastic fibers.
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TABLE 3. Comparative Analysis of Elastic Fiber
Area (umZ) of the Samples Obtained Before and

After Treatment

Elastic Fiber Area Elastic Fiber

Patient {in 100,000 pm?) Gain (%)
Patient 1

Before 10,003

After 25,281 +152.70
Patient 2

Befare 52,698

After 28,086 —46.70
Patient 3

Bafare 4,281

After 12,875 +200.74
Patient 4

Bafare 5,188

After 12,875 +148.16
Patient &

Bafare 8,749

After 18,365 +109.90
Patient 6

Before 19,429

After 16,933 —12.84
Patient 7

Befare 3,920

After 9,910 +152.80
Patient 8

Bafare 20,304

After 14,810 —27.05
Patient 9

Bafare 10,904

After 14,810 +35.82
Patient 10

Before 18,081

After 19,734 +59.14
Patient 11

Bafare 11,690

After 2926 74497
Patient 12

Bafare 408

After 6,311 +1,446.81
Patient 13

Bafare 37,676

After 24,929 —33.83
Patient 14

Before 6,680

After 20,025 +199.77
Patient 15

Bafare 9,737

After 22,249 +128.49
Patient 16

DERMATOLOGICSURGERY

TABLE 3. (Continued )

Elastic Fiber Area Elastic Fiber
FPatient (in 100,000 pm?) Gain (%)
Before 14,178
After 9,625 —32.11
Patient 17
Before 34,569
After 22,251 —35.63

Source: Study data.

The comparative analysis of the area of elastic fibers
inm2) of the samples obtained before and after treat-
ment showed an overall gain, with an ncrease in the
median anda decrease in the amplitude of the results as
compared with the samples obtained before treatment
i Figure 1). It is interesting to note that 17.64 % of those
sampled (i = 3), who presented greater density of
elastic fibers before the treatment, showed a decrease
in the area (negative gain), whereas 52.94% (n = 9) of
the patients who presented lower density of elastic
fibers before the treatment had a positive gain greater
than 30% associated with an increase in the fibrous

areas (Table 3).

In the comparative analysis of the area of collagen
fibers (um?) of the samples obtained before and after
treatment, the authors observed a moderate gain of
these fibers (increase in the median) and more uniform
samples (decrease in amplitude), as compared with
samples obtained before treatment (Figure 1). The
authors pomnt outthat, similar to what was observed in
the analysis of elastic ibers, 47.05% of the samples (n
= 8) presented a representative gain of over 30% in the
deposition of collagen, and only 11.76% (1 = 2) pre-
sented a decrease of over 30% in the area (Table 4 and

Figure 2).

Discussion

Many studies that were conducted in the 90 seconds
using different methods for the treatment of photo-
aging showed a significant correlation between the
reduction in lengeh, thickness, number, and total area
of collagen and elastic fiber with the severity of wrin-

kles, although there 15 also a positive correlanon
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TABLE 4. Comparative Analysis of Collagen TABLE 4. (Continued )
Fiber Area (um?) of the Samples Obtained Before

and After Treatment Coliagen Fiber  Collagen Fiber
Patient  Area {in 100,000 pmé) Gain (%)

Collagen Fiber Coliagen Fiber

Patient  Area (in 100,000 pm?) Gain (%) Before 4177
After 27,341 +554.66
Fatient | Patient 17
atien
Befora 31,199
Before 16,554
: = o Afte 23,103 439.56%
r ! !
Patient 2
Before 12,024 Source: Study data.
After 19,954 +65.95
Patient 3
Before 46,799 )
Aftar 34,799 o564 between the quantity of regenerated collagen and
Patiant 4 elastic fibers and the attenuation of static expression
Before 50,149 wrinkles. ™
After 23,463 -53.21
FatisnE= Several authors reported that the mechanisms by
Before 26,027 hich chemical lines achi thei ults .
. o7 KO8 e which chemicsl peclings achieve their results are no
Patient 6 well established; however, there 15 an association
Before 21,263 between clinical improvement and gain in dermal
After 17,686 —16.82 volume by greater synthesis and remodeling of colla-
Patient 7 gen and elastic fibers. %10
Before 42,750
After 40,012 —6.40 . . . ..
Patient 8 The hterature describes studies thar show clinical
Before 22.879 improvement with the continuous use of Baker—
After 36,898 46057 Gordon phenol formula on the face; nonetheless, there
Patient § are no reports comparing this to the use of 88% phe-
Before 17,882 nol >11=14
After 36,898 +106.34
Patient 10 . . .
The authors point out that, in spite of the great success
Before 15,417 _ Pl > 10 5P preatsuce
Aftar 16,793 48,92 in the use of Baker-Gordon formula, the positive
Patient 11 results of this study (94.11%, n = 16) were obtained
Before 28,364 using a therapeutic protocol with a minimal risks of
After 21,365 —24.67 cardiovascular or renal complications and a decrease
Jall in the time that patents have to withdraw from their
Before s daily acuviues
After 27,720 -35.70 yak -
Patiant 13
REte s 13,798 The histopathological indings of this study were
After 34,368 +149.07 compatible with those described in the hteratare in
Patient 14 relation to the use of the “ conventional ” technigue. ™"
Bafore 18,345 In both techniques, the authors observe the reorgani-
After 30,043 +58.58 . e . .
e zation of collagen and elastic fibers, with an evident
Before 21,212 decrease in the fragmentation of elastic fibers.
After 28,476 +34.24
Patient 16 Many authors correlate the increase in the density of

these fibers with a greater conjunctve cellularity and

consequent increase in the dermal volume.® ' In this
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Figure 2. Comparative clinical and histopethologicel anelyses. Note that the smoothing of fecial wrinkles stetic compared
the clinical findings before |A) and sfter (B} trestment with punctusted 88% phenol peeling, before punctusted BE% phenol
peeling; in microscopic sections of skin obtained before treatment (C and E} is noted lower density and disorganizetion of
collagen fibers when compared with samples obteined after treatment (D and F}, espedially in the papillary dermis; similar
pattern is observed for the deposition of elastic fibers. Hematoxylin and eosin stein, original megnificetion =«200 (C and D).
Verhoeff histochemical stain, original megnificetion «200 (E and F).

study, the improvement in the reticular dermis
observed in 58.82% (s = 10) of the patients confirms
that 88% phenolin some procedures is a deep peeling-
producing agent just like the phenol in the Baker—
Gordon formula.’'* However, in 35.29% (n=6) of
the patients, the authors observed that 88% phenol
was a medium-deep peeling as opposed to the Baker—
Gordon formula which penetrates to the mid rencular

dermis,-11-14

Some authors observed in compa rative studies that the
rectification of the dermo-epidermal junction is a sign
of skin photoaging, which is a criterion that was
considered in the evaluation. The results show that
only a few patients presented a correlation between the
increase in the surface of the dermo-epidermal junc-

DEEMATOLOGIC SURGERY

tion and clinical improvement (52,94%, n= 9) %1%

Similar data are sometimes observed in the literature,
correlating the augmentation of the interface with skin

thickness in treatments of phenol peeling in full
I’m_iﬁ,'l.i,'lnﬁ

Even though so far in the lierature, there is no com-
panson berween the punctuated phenol technique and
fractionated ablative lasers, there is no doubt that this
new phenol echnique is a less expensive option that is
just as safe as fractionated lasers.

Thus, the authors highlight that the application of
phenol to small areasof the body , insmaller quantities,
as in the full face puncmated mode, makes its use safe
at a low cost, and it involves a minimal nsk of



cardiovascular complications.” The technique used in
this study was presented by De Mendonga, 2012 and
commented on by Monheit, 2012, as a new approach
to the nonsurgical facial antiaging treatment particu-
larly for its low cost, low toxicity, and few side effects,

compared with the Baker peeling technique. 1% 1#

In conclusion, this study evaluated and analyzed
clinical and histopathological improvements of
punctuated 88% phenol peeling for the treatment of
facial photoaging. The results clearly demonstrate its
effectiveness for skin rejuvenation.

With this new proposal, the authors suggest that fur-
ther studies be conducted with larger group of patents
to better elucidate the mechanisms of action of §8%
phenol.
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