REGIA CELLI PATRIOTA DE SICA

Estudo comparativo pré e pos luz intensa pulsada no
tratamento do fotoenvelhecimento cuténeo : avaliagcao
clinica, histopatoldgica e imunoistoquimica

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Area de concentracgo: Dermatologia
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Cucé

Sao Paulo
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Dados Internacionais de Catalogagiio na Publicac¢io (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo

©reprodugio autorizada pelo autor

De Sica, Régia Celli Patriota
Estudo comparativo pré e p6s luz intensa pulsada no tratamento do

fotoenvelhecimento cutaneo : avaliag#o clinica, histopatolgica e imunoistoquimica /
Régia Celli Patriota De Sica. -- Sao Paulo, 2009.

Dissertag@o(mestrado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.
Departamento de Dermatologia.

Area de concentrago: Dermatologia.

Orientador: Luis Carlos Cucé.

Descritores: 1.Colageno 2.Tecido elastico 3.Imunoistoquimica
4. Fototerapia/métodos 5.Fotoenvelhecimento da pele

USP/FM/SBD-085/09




Dedicatéria




Dedico este trabalho.....

A Deus, a Jesus e a Made Rainha de Schoenstatt pela presenca
constante em minha vida. Com amor e carinho aos meus pais, Romildo
e Maria Eunice, e ao meu marido Flavio, cujo apoio tem sido essencial
para a viabilizagéo dos meus projetos profissionais e pessoais.



Agradecimentos




Ao Prof. Dr Luis Carlos Cucé, meu orientador e mestre, pelos grandes
ensinamentos, exemplo de vida, luta e dedicacdo a Dermatologia, sempre dando
apoio as inovagdes. Agradeco, sobretudo, por ter aceitado com carinho e dedicacéo o

desafio de orientar este trabalho, acreditando na minha capacidade de realiz&|o.

Ao Prof. Dr Evandro A. Rivitti, pelo apoio e confianca em permitir que eu

integrasse a sua equipe.

A Profa Dr* Consuelo Junqueira Rodrigues pela amizade, ensinamento, incentivo e
participacdo direta na realizagdo deste trabalho, com sugestbes maravilhosas que
muito contribuiram para o resultado deste estudo. Agradeco especiamente, as

leituras minuciosas e as sugestdes que trouxeram maior clareza aos textos.

Ao Prof. Dr Luiz Jorge Fagundes, meu padrinho dermatoldgico, sempre uma
pessoa especia e Mestre também Unico, brilhante, preciso e objetivo nos
diagndsticos, sabio nas reflexBes, primeiro mestre a me incentivar e apoiar na
Dermatologia. Meu muito obrigada, por tudo, principalmente pelos ensinamentos

profissionais e de vida.

Ao Prof. Dr Jacob Levites pelo apoio e ensinamentos na dermatologia.

As Prof® Dr® Mirian Nacagami Sotto e Neusa Sakai Valente pelo incentivo,

apoio e exemplo de profissionalismo.

A todos os assi stentes da Dermatol ogia pelo carinho e incentivo, em especia aos Profs.

Drs:Walter Belda, Cyro Festa, Ricardo Romiti, Clatudia Santi e Eugénio Pimentel.



Ao Prof. Dr Dewton de Moraes Vasconcelos pelo gpoio e ensinamentos na lmunologia.

Aos meus pais, Romildo e Maria Eunice pelo exemplo de vida, com simplicidade,
dedicacdo e amor me ensinaram a viver com dignidade. Meu muito obrigada por
VOCES serem meus pais, grandes amigos e conselheiros em todos os momentos da

minha vida. Orgulho-me de ser filha de vocés.

Ao meu grande amor Flavio de Sica, marido, companheiro, amigo e grande
incentivador na minha profissdo. Descul pe-me pel os momentos de auséncia dedicada
a Medicina. Ndo ha palavras para expressar a imensiddo do amor gue transcende o

meu coragao.

Aos meus irmdos Roseane, Rubia e Rogério pelo carinho, amizade, confianca e

palavras de incentivo.

Aos meus sobrinhos, Thyara, Thiago, enteados, Kika, Carol e Flavinho, minha

cunhada, Maria Lucia pelo carinho, amizade e respeito.

Aos meus amigos, Raquel Ponchet, Beni Grinblat, Maria Helena Garrone,
Luciana Lourenco, Adriana Ribeiro, Walmar Roncalli, Maria Cristina L.
Messina, Cleide Favilla, Fatima Borges e Natalina Lima pela amizade, incentivo,

paciéncia e carinho.

Aos fiéis e companheiros amigos, Christine Guarnieri, Marcos Munia, Helena
Olegario e Ana Paula Meski, que nas horas mais dificeis estiveram do meu lado,

gjudando, apoiando, orientando e compartilhando os momentos de aflicdo e de



alegria. Meu muito obrigada pelo carinho e sugestdes que muito contribuiram para a

realizacdo deste trabal ho.

As minhas funcionérias Vanda e Fatima pela dedicagso, amor, amizade, carinho e

preocupagao comigo, principalmente nos periodos mais dificeis.

A minha grande amiga Rosinha, pela amizade sincera, guiando sempre 0s meus

caminhos.

A Shirley Sousa pelo exemplo de ser humano, sempre muito carinhosa, eficiente e

dedicada.

Aos funcionarios Gina Rocha e Alexandre Queiroz pela guda na parte técnica e

realizacdo das |aminas de Histopatol ogia e Imunoistoquimica.

A todos os funcionarios da Dermatologia pelo carinho e respeito.

A todos os residentes de Dermatologia do Hospital das Clinicas da FMUSP pela

amizade, respeito e carinho. Sem vocés ndo teriaincentivo para continuar estudando.

Ao meu amigo Maeda pela amizade e apoio ao meu crescimento profissional.

A Prof2 Sabina meu muito obrigada pelas informagdes cedidas.

A Carlos Eduardo Lemos, Josué Moreira de Souza e Paulo Sérgio Zembruski

pelarealizagao das fotografias e formatacéo deste trabal ho.



A todas as pessoas que, de alguma forma, tiveram participacdo direta ou indireta

nesta conquista.

Em especial as pacientes, pela confianca e sem 0s quais ndo teria sido possivel a

realizacéo desta investigacao..



@1 tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momem
desta publicacéo:

Referéncias. adaptado de International Committee of Medical Journals
Editors (Vancouver)

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Servico de Biblioteca
e Documentacdo. Guia de apresentacdo de dissertaces, teses e
monografias. Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de
A. L. Freddi, Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely
Campos Cardoso, VaériaVilhena. 22 ed.

S80 Paulo: Servigo de Biblioteca e Documentagdo; 2005.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals

\Sexed in Index Medicus. /




Sumario




SUMARIO

Lista de abreviaturas
Listadefiguras
Listade graficos
Lista de tabelas
Resumo
Summary
R | 01 oo U o Lo USSR SRSPS 1
2 ODJELIVO ..ottt b e nn e e nreas 7
K |V 1= (0 To [0 F TSRS RP PP PTPRPRORPR 9
TN R 0= S U1 (o= TSP 10
3.2 Critérios de inclusdo, exclusio e suspensdo do paciente da pesquisa....... 10
3.3 Coletado material fotografico e biOpSias........cccovvvevieieiereni e, 12
34 TTALAMENTO. ...cceieeeiietie ettt ettt s b e e e e e s e e sar e e nne e eneenneas 13
3.5 Critériosde avaliag80 CliINICAL.......ccoereeeereree e 14
3.6 Avaiacdo dos efeitos COlaLEraiS ......ccvruereerieie e 15
3.7 Critério de avaliag&o histopatol 6gica e imunoistoquimica............ccccuenee.. 16
3.7.1 Fibrascoldgenase elastiCas........cccouvvvieevieeiieieese e 16
3.7.2  IMUNOIStOQUIMICA ... .ccueeieeereereesieeieeee st eteeeesre e e e eesreesreeeesreenens 16
3.7.3 Avadliagdo histomorfométrica para fibras coldgenas, elasticas e
ClUlas CD1 eVasoS ICAM + ... 18
3.7.4 Avadiagdo semiquantitativa para células CD4 e CDS8................... 20
3.8  ANAISE ESAiSHICA......cceiiiiiieiiiriirieie e 20
4 RESUITAOS. ... .ottt 22
N R AN V7= = o= o 1 O 11 1 o= NS 23
411 Avadiagdo de melhoracliniCa........cocooeeiiieienencrce e 23
4.1.2 Avaliagdo do grau de satisfagdo das pacientes..........cccceverereennene 28
4.1.3 Avaliagdo dos efeitoS COlaEralS.......covvrirererireeese e 30
4.1.4 Avaliagéo do grau de dor segundo as pacientes..........cceeeevervenen. 32

VR AN o= | TES =Y g TES (0] o o [ o S 34



4.3 Andise histomorfométrica das fibras colagenas..........ccocveveveeveveeniennnne 39
4.3.1 Anélise Estatistica comparativa da Fracgo de Area de Colégeno

(%COL) na derme entre duas fases estudadas..............ccocevveriennene 44
4.3.2 Anédlise Estatistica comparativa da Fraco de Area de Colégeno
(%COL) na derme entre as trés fases estudadas (n=8 casos). ....... 45
4.4 Andisedasfibraseldsticasnaderme.......cccocoveveiivinieieiene s 46
4.4.1 Andlise Estatistica comparativa da Fracio de Area de Fibras
Elasticas (%FE) na derme entre duas fases estudadas................... 50
4.4.2 Anélise Estatistica comparativa da Frac3o de Area de Fibras
Elasticas (%FE) na derme entre trés fases estudadas...................... 51
45 Andise das reactes imunoistoquimicas para CD8...........ccccevvvevevveiennne 52
45.1 Edtatistica Comparativa entre duas fases do estudo para células
CD8+ NATEIME. ......eeieieeeeeere e 55
45.2 Edatistica Comparativa entre as trés fases do estudo para células
CD8+ NAEIME. ... e 56
4.6 Andise dasreagdes imunoistoquimicas paraCDA..........cccceveveneieniennnns 57
4.6.1 Edtatistica Comparativa entre duas fases do estudo para células
CDA4+ NAAEIME. ...t 60
4.6.2 EdtatisticaComparativa entre trés fases do estudo para células
CDA+ NATEIME. .....eeeeeeeeese et 61
4.7 Andise das reactes imunoistoquimicas para CD1.........cccocevveveveeniennnne 62
4.7.1 Edtatistica Comparativa entre duas fases do estudo para células
CD1+ NAaEPIUEIME.... .ot 65
4.7.2 Esatistica Comparativa entre trés fases do estudo para células
CD1+ NAaEPidermMe.......ccceceeiieeiieieecteee et 66
4.8 Andise das reagdes imunoistoquimicas paralCAM-1.......cccccovvvvevvnennens 67
4.8.1 Edtatistica Comparativa entre duas fases do estudo para fragdo
de areade vasos naderme (ICAM-1+) ....cooveveeceneereeie e 70
4.8.2 EdtatisticaComparativa entre trés fases do estudo parafracdo de
areade vasos naderme (ICAM-1+)........ccccceveeeeereeseeeeeeeerene 71
4.9 Andlise comparativa entre os dados de melhoraclinicae
histomorfométricos de fibras colagenas e elasticas..........ccocevcveerereneenens 72
[ 1o 0 LSESF (o TSRS OP 74
CONCIUSBES ...ttt bbb e bbb 81
AANIEXOS ..ttt h e bbb e e 84

RETEIENCIAS ..o e 94



Listas



cm

cm

HE

LIP

mm

mm

ms

nm

CD1

CD4

CDs8

ICAM-1

et al.

HC-FMUSP

LIM

LASER

LCP

uvB

ALA

LISTA DE ABREVIATURAS

centimetros quadrados
centimetro
hematoxilina e eosina
joules
luz intensa pulsada
milimetros quadrados
milimetros
milisegundos
nandmetros
anticorpo monoclonal que evidencia antigenos das células de
Langerhans
anticorpo monoclonal anti células T auxiliar
anticorpo monoclonal anti clulas T citotoxico
mol écula de adesdo intercelular
e outros
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo
Laboratorio de Investigacdo Médica
luz amplificada e estimulada por emisséo da radiagéo
Laser de corante pulsado
ultravioletaB

acido 5 delta aminolevulinico



MHC

HLA-DR

Nd-YAG

GEM

CF

OBS

major histocompatibility complex: complexo maior de
histocompatibilidade

human leucocyte antigen: antigeno da classe I do complexo
principal de histocompatibilidade
Neodymium:yttrium-aluminum-garnet

watt

Geometrical Energy Management

fator de calibracéo

Observacéo



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

LISTA DE FIGURAS

A - Evolugdo do aspecto clinico ap6s tratamento do
fotoenvelhecimento da face com Luz Intensa Pulsada. B -
corresponde ao maior aumento da figura 1A, mostrando melhora da
texturae clareamento dapele........cccooeveeveveeviece e

Evolucio do aspecto clinico ap0s tratamento do
fotoenvel hecimento daface com Luz Intensa Pulsada.............cc........

Retificacdo dos cones epiteliais, reducdo de papilas dérmicas,
colageno fragmentado e desorganizado...........ccceceeveeeeveesieesieeceeseenen

Espessura Epi/derme reduzida, retificacdo dos cones epiteliais,
hiperqueratose, desorganizacdo dos queratindcitos, distribuicdo
melandcitos/melanina  heterogénea, degeneracdo e reducdo de
colageno/fibras elasticas e inflamagao............coveeeirincincncieee,

Pele Fotoenvelhecida — Face. A. Coldgeno fragmentado
desorganizado e degenerado elastosesolar. B. Infiltrado
inflamat6rio mononuclear ao redor de vasos € anexos (*) ....c.ceeveeeeeee.

Fotoenvelhecimento - Face Pele Pré auricular. A. Area da derme
com grande reducéo de fibras colagenas. HE — 160X. B. Maior
aumeNto da&rea HE —B90X ......uvvieeeeeeiee et eeeeee e e e e

Pele fotoenvel hecida da face mostrando érea de intensa reducéo de
fibras colagenas. Picrosirius 160X .........cccceviereeieeneesieseesieesee e

Pele da face mostrando area da derme superficial com grande
reducdo de fibras colégenas. Picrosirus sob visdo com Luz
Polarizada. Vermelho e amarela = colégeno |. Verde = colageno I11...

A. Derme mostrando acimulo de fibras coradas representando a
elastose solar. B. Derme mostrando fibras elésticas coradas em
negro (Weigert-oxona). Notar fibras pequenas e desorientadas...........

Derme mostrando grande reducdo de fibras elasticas (coradas em
negro Weigert-oxona). Notar fibras pequenas e desorientadas.
Notar auséncia do complexo ligamentar elastico derme-epiderme.......

Bidpsias de pele coradas pelo método de Picrosirius para evidenciar
fibras colagenas. Notar grande aumento de colageno na derme apos 6
meses e peguena reducao apds 12 meses do término do tratamento.........

Biopsias de pele coradas pelo méodo de Picrosirius para
evidenciar fibras coladgenas. Notar grande aumento de colégeno na
derme apds 6 meses e pegquena reducdo apos 12 meses do término
O traEAMENTO ..o nneas

37



Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.

Biopsias de pele coradas pelo método de Picrosirius para
evidenciar fibras coladgenas. Notar grande aumento de colégeno na
derme apls 6 meses e peguena apos 12 meses do término do
TralAMENEO ... 41

Biopsias de pele coradas pelo método de Picrosirius para
evidenciar fibras coladgenas. Notar grande aumento de colégeno na
derme apds 6 Meses do tratamento ..........ceveverereseseeeeee e 41

Biopsias de pele coradas pelo método de Weigert-oxona para
evidenciar fibras elasticas. Notar aumento de fibras elésticas na
derme apds 6 meses e grande aumento apos 12 meses do término
(0 (O T = =1 11= 1 (0 ISR 46

Biopsias de pele (pré e 6 meses pos) coradas pelo método de
Weigert-oxona para evidenciar fibras elasticas. Notar aumento de
fibras elasticas na derme apds 6 meses e grande aumento apos 12
meses do t&rmino do tratamento.........cccveeerierene v 47

Biopsias de pele coradas pelo método de Weigert-oxona para
evidenciar fibras elasticas. Notar aumento de fibras elésticas na
derme apds 6 meses e grande aumento apos 12 meses do término

O trAatBMENTO ... 47
Biopsia pré. Células CD8+ ao redor de anexo naderme..........ccccue.eee. 52
Biopsia 6 meses. Células CD8+ ao redor de anexo naderme.............. 53
Biopsia 1 ano. Células CD8+ ao redor de vasos naderme................... 53

Biopsia pré. Células CD4+ ao redor de vasos e anexos na derme........ 58
Biopsia pré. Células CD4+ ao redor de vasos e anexos na derme........ 58

Imunoistoquimica para CD1 para evidenciar as células Langerhans
T = o1 (< 1 0T PR RRN 63

Imunoistoquimica para CD1 para evidenciar as células Langerhans
NA EPITEITIE. ...ttt esre e eeeneesreeneeneens 63

Imunoistoquimica para CD1 evidenciando as células Langerhans
NA EPITEITIE. ...ttt b e s ae e sreeae e 63

I munoistoquimica para |CAM-1 evidenciando 0s vasos dérmicos...... 67
I munoistoquimica para | CAM-1 evidenciando 0s vasos dérmicos...... 68

I munoistoquimica para |CAM-1 evidenciando os vasos dérmicos...... 68



Grafico 1.

Gréfico 2.

Grafico 3.
Grafico 4.
Grafico 5.

Grafico 6.

Grafico 7.

Grafico 8.

Grafico 9.

Grafico 10.

Grafico 11.

Grafico 12.

Grafico 13.

Grafico 14.

Grafico 15.

Grafico 16.

Gréafico 17.

LISTA DE GRAFICOS

Avaliacdo clinica apds 6 meses dos trés observadores (1, 2 € 3)..........

Avaliacdo clinica apds 12 meses (do término do tratamento) dos
trés observadores (1, 2 e 3)

Grau de satisfagdn das Paci eNtES.........ccevererirenereeeeeeee e
Avaliac8o dos efeitOS COlALEralS. ......ocverreerirriereese e
Avaliacdo de dor em relacdo ao nimero de pacientes..........coceveeveeene

Gréfico de Barras representando a andlise de variancia da %COL
em duas fases diferentes do estudo..........oceveeverceenenne e

Gréfico de Barras representando a andlise de variancia da %COL
em trés fases diferentes do estudo (8 casos)

Gréfico de Barras representando a andlise de variancia da %FE em
duas fases diferentes do eStUdO............cooereereeiinienee e

Gréfico de Barras representando a andlise de variancia da %FE em
trés fases diferentes do estudo

Gréfico de caixas revelando as medianas das duas fases estudadas
PArACAIUIAS CD8........cveeeieciecceceeee ettt

Gréfico de caixas revelando as medianas das trés fases estudadas
PArACAIUIAS CD8........cveieeeiicieceeee et

Gréfico de caixas revelando as medianas das duas fases estudadas
PArACEIUIAS CD4 ...ttt

Gréfico de caixas revelando as medianas das trés fases estudadas
PArACEIUIAS CD4 ...t

Gréfico de barras revelando as médias das duas fases estudadas
paracélulas CD1+ Naepiderme........cocovereveneseeeeeeesie e

Gréfico de barras revelando as médias das trés fases estudadas para
CAUIAaS CD1+ NAEPITENME. .....oieeeeieeeeiieeese e

Gréfico de barras das duas fases estudadas para %l CAM+ na derme..

Gréafico de Barras demonstrando a média de %ICAM nos vasos
dérmicos em trés fases eStUdAAES. .......ovveeeee e



Grafico 18.

Grafico 19.

Curva da regresséo linear comparando o grau de melhora clinica
com a % de fibras el asticas apds 6 meses de tratamento com LIP.......

Curva da regresséo linear comparando o grau de melhora clinica
com a % de fibras coldgeno ap6s 6 meses de tratamento......................



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.
Tabela 5.
Tabela 6.
Tabela 7.

Tabela 8.
Tabela 9.

Tabela 10.
Tabela 11.

Tabela 12.
Tabela 13.

Tabela 14.
Tabela 15.

Tabela 16.
Tabela 17.

Tabela 18.

LISTA DE TABELAS

Descricao das pacientes segundo aidade, fototipo, classificagcdo de
Glogau e avaliacédo clinica através da comparacdo de fotografias pelos
trés observadores (6 MeSES € 12 MESES) ......ceveeerreeerierieesieesiesseeseesieeeens 24

Resultado da avaliacdo clinica apds 6 meses segundo os 3 observadores
OG0 s 0 ) SR 27

Resultado da avaliagéo clinica apos 12 meses (do término do tratamento)
segundo os 3 observadores (11 casos) em comparagdo aclinicainicial . 28

Resultado da avaliagdo do grau de satisfacdo das pacientes................... 29

Efeitos colaterais decorrentes do tratamento com Luz Intensa Pulsada.. 31

Avaliagao de dor durante 0 tratamento ..........ccoeererererenieeiesese e 33
Vaoresindividuais dafracdo de &rea de colageno (%) na derme das

bidpsias de pele estudadas...........cccveeeriereceeseese e 42
Estatistica Descritiva da fragcéo de érea de colageno naderme............... 43

Valoresindividuais dafracéo de area de Fibras Elasticas na derme das
biopsias de pele estudadas...........cocvvereririeeienese e 48

Estatistica Descritiva da frac8o de area de Fibras Elasticas naderme.... 49

Valoresindividuais daintensidade de reagcdo para CD8 nas peles
ESEUAAOBS ...t 54

Estatistica Descritiva da quantificagdo de células CD8+ naderme......... 54

Valoresindividuais da reagéo imunoistoquimica para anti-CD4 nas
biopsias de pele estudadas...........cccvveririreeienese e 59

Estatistica Descritiva da quantificacéo de células CD4+ naderme........ 59

Valoresindividuais do nimero de células CD1+ por mm? de epiderme
dOS CaSOS AVATAAOS ......eccveecriecee ettt 64

Estatistica Descritiva da quantificagdo de células CD1+ na epiderme... 64

Valoresindividuais dafracdo de area ocupada pel os vasos dérmicos
ICAM+ nas bidpsias de pele estudadas............cccvvvrerenieienenese s 69

Estatistica Descritivade %l CAM (vasos) naderme.........cccoceeveeeeeenene. 69



Resumo




De Sica RCP. Estudo comparativo pré e pés luz intensa pulsada no tratamento do
fotoenvelhecimento cuténeo: avaliacdo clinica, histopatoldgica e imunoistoquimica
[Dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina. Universidade de Sao Paulo;
2009. 99p.

Introducéo: A luz intensa pulsada(L1P) tem sido muito utilizada no tratamento
do fotoenvelhecimento sem completo conhecimento de seu mecanismo de agéo.
Métodos: Foram acompanhados 26 pacientes apresentando fotoenvel hecimento grau
[1-111 (GLOGAU, 1994), os quais foram submetidas a avaliagdo clinica, histologicae
imunoistoquimica 6 e 12 meses apos 0 término do tratamento com LIP. Foram
realizadas cinco sessdes com intervalos de trinta dias. Além da quantificacdo
histomorfomeétrica das fibras colagenas e elasticas na derme, foram avaliados CD1,
CD4, CD8 e ICAM-1. Resultados: Apo6s 6 meses houve melhora clinicamoderada e
intensa em 76,92% dos casos e a nota média de satisfagdo foi 8,57 correspondendo a
melhora moderada. Apds 12 meses do término do tratamento observou-se que
51,52% das pacientes apresentaram uma melhora clinica moderada em relacéo a
clinicainicial. Os efeitos colaterais foram eritema (11/26), edema (10/26), ardéncia
(7/26) e crostas (8/26). A quantificacdo das fibras colagenas mostrou aumento médio
de 51,33% propor¢do média de fibra colagena na derme ap06s 6 meses de tratamento
e 0 aumento em relacéo a 12 meses do término do tratamento foi 30,17%; as fibras
el &sticas mostraram aumento de 44,13% apos 6 meses e aumento de 143,19% apds
12 meses do término do tratamento. Na anadlise imunoistoquimica ndo houve
ateracdo de CD1 e CD8. Em relagdo ao CD4 houve reducdo significante apés 12
meses do término do tratamento. Quanto ao ICAM-1 houve aumento em 6 meses
com retorno aos niveis normais apods 12 meses do término do tratamento.
Conclusdao: A mehora clinica observada foi comprovada pelo estudo
histopatol6gico, que mostrou aumento das fibras colégenas e elasticas na derme.
Apobs 12 meses do término do tratamento observou-se discreta reducéo do aspecto
clinico da pele correlacionado ao histopatolégico. Poucos efeitos colaterais foram
observados, sendo todos reversiveis. Desta forma, a LIP constitui boa opc¢do de
tratamento para o fotoenvelhecimento cutaneo, sendo uma técnica ndo ablativa,
segura e eficaz.

Palavras-chave:  1.Colageno 2.Tecido eléastico 3.Imunoistoquimica
4.Fototerapia/métodos 5.Fotoenvel hecimento da pele.
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De Sica RCP. Comparative Study of pre and post pulsed intense light in the
treatment of skin photoaging: clinical evaluation, histopathologic and
immunohistochemistry [Dissertation]. S&0 Paulo: Medical School. Universidade de
S0 Paulo; 2009. 99p.

Introduction: The intense pulsed light has been used in the treatment of photoaging
without full knowledge of its mechanism of action. Material and Methods: 26
patients were followed-up presenting photoaging grade 11-111 (GLOGAU, 1994), who
were submitted to clinical evaluation, histological and immunohistochemistry 6 and
12 months after the treatment termination with LIP. Five sessions were made with
30-day intervals. In addition to histomorphometric quantification of collagen and
elastic fibers in the dermis, CD1, CD4, CD8 and ICAM-1 were evaluated. Results:
After 6 months there were moderate and intense clinical improvement on 76.92% of
the cases and the mean score of satisfaction was 8.57 corresponding to moderate
improvement. After 12 months of the treatment termination, it was observed that
51.52% of the patients presented a moderate clinical improvement in relation to
initial clinic. The side effects were erythema (11/26), edema (10/26), burning (7/26)
and crusts (8/26). The quantification of collagen fibers has shown mean increase of
51.33% in the dermis after 6 months of treatment and the increase regarding to 12
months of the treatment termination was of 30.17%; the elastic fibers has shown an
increase of 44.13% after 6 months and increase of 143.19% after 12 months of the
treatment termination. In the immunohistochemistry analysis there was no alteration
of CD1 and CD8. In relation to CD4, there was a significant reduction after 12
months of treatment termination. Regarding the ICAM-1, there was an increase in 6
months with return to normal levels after 12 months of treatment termination.
Conclusion: The observed clinical improvement was verified by the histopathologic
study, which showed increase in the elastic and collagen fibers in the dermis. After
12 months of treatment termination, it was observed a discrete reduction of clinical
aspect of skin correlated to histopathology. A few side effects were observed, being
all reversible. Thus, LIP constitutes good option of treatment for skin photoageing,
being a non-ablative, safe and effective technique.

Keywords: 1.Collagen 2.Elastic tissue 3.Immunohistochemistry
4.Phototherapy/methods 5.Skin aging.
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O envelhecimento cutdneo pode ser dividido em envelhecimento
cronoldgico e fotoenvel hecimento (Roenigk, 1995; Sampaio e Rivitti,1998).

O envelhecimento cronoldgico ou intrinseco é determinado geneticamente;
e 0 envelhecimento extrinseco, também chamado fotoenvelhecimento, ocorre por
exposicdo aradiacdo ultravioleta (Gilchrest, 1989).

Além do fotoenvelhecimento e do envelhecimento cronol égico, existem mais
trés fatores que interagem no envelhecimento da face, sdo eles: agdo da gravidade,
linhas de expresséo e rugas de dormir (Elson, 1993).

O envelhecimento se caracteriza por uma série de alteracbes clinicas e
histologicas. Na clinica apresenta-se por atrofia da pele em grau variavel que é
evidenciada pelo adelgacamento difuso, ressecamento e pregueamento cutaneo. A
pele toma-se ligeiramente amarel ada com perda da el asticidade e da turgescéncia. Os
pélos diminuem de volume, em nimero e se tornam esbranquicados; enquanto as
unhas ficam frageis e sem brilho. H& diminuicdo progressiva da secrecdo sebacea e
sudoripara, e também do contetido de &gua da derme, tornando a pele mais ressecada.
Ocorre reabsorcéo 0ssea do terco inferior da face e queda da pele devido aos efeitos
da gravidade. Movimentos musculares repetidos criam linhas de expressdo
principamente na fronte, glabela, regido periocular e perioral. Ocorre atrofia
progressiva da gordura que resulta em concavidade da area temporal e bochechas
(Fusco, 2001; Coleman, 2000; Roenigk, 1995).

As alteragdes clinico-morfol gicas que caracterizam a pele fotoagredida séo:

aspereza, irregularidade da superficie, despigmentacdo mosgueada provocada por
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melandcitos super estimulados pelos raios ultravioleta, telangiectasias que surgem
pelo aargamento de pegquenos vasos e rugas finas ou ritides actinicas, que surgem
devido ao enfraquecimento dos tecidos de suporte e perda da elasticidade. De modo
geral, 0s vasos cutaneos diminuem e isso se revela pela coloragdo amarelo-citrina
que a pele envelhecida adquire. Os casos extremos de fotoenvelhecimento
clinicamente apresentam aspecto geométrico romboidal na nuca descrito como cutis
romboidalis nuchae (Kadunc, 1998; Fusco, 2001; Garmyn, 1992; Roenigk, 1995).

Em relacéo aos fendmenos histol6gicos do envelhecimento, existem diferencas
entre o intrinseco e o extrinseco. Basicamente ha alteragdes atrdficas no envel hecimento
intrinseco. Na epiderme, observa-se diminuicdo da espessura, 0s queratindcitos séo
achatados, ha atrofia da derme e diminuicdo do tamanho dos fibroblastos. No
envelhecimento extrinseco, a epiderme apresenta hiperqueratose, os melandcitos estéo
em maior nimero e observa-se 0 achatamento da juncdo dermoepidérmica. Na derme, ha
larga faixa de material eosinofilico, chamada de Zona Grenz, ocorre acimulo de fibras
elagticas, formando massas amorfas, € o materia elastotico, os fibroblastos estdo em
numero reduzido e as fibras colagenas séo finas (Odom, 1994).

A imunidade da pele envelhecida compreende de um conjunto de respostas
especificas e altamente complexas de um organismo a estimulos endégenos ou
exogenos. A imunidade compreende mecanismos de defesa contra agentes
infecciosos, mecanismos homeostéticos e mecanismo de vigilancia imunol dgica, que
conferem ao organismo a capacidade de destruir suas proprias células, desde que se
tenham tornado andmalas.

A resposta imunitaria envolve, fundamentalmente, dois sistemas. o0s
mecanismos humorais, que dependem dos linfécitos B, e mecanismos celulares

influenciados por linfécitos T (Sampaio e Rivitti, 1998).



Introducéo 4

A pele tem papel importante no desenvolvimento e manutencdo da defesa
imunolégica. A migracdo de leucdcitos para os locais de inflamagéo € um aspecto
importante tanto da imunidade inata, como daquela adquirida. Inicialmente, os
leucocitos ligam-se ao endotélio vascular e, apds atravessa-1o, migram em direcéo ao
processo inflamatorio. Esta ligacdo e passagem através do endotélio vascular
depende da ligacéo dos leucdcitos com as moléculas de adesdo intercelular (ICAM-1),
(Roitt, 1998; Dougherty et al., 1988). O ICAM-1 é uma proteina de membrana
glicosilada, membro da familia das imunoblobulinas (Springer, 1990).

Os primeiros estudos mostram que o ICAM-1 ndo se expressa nos
queratinécitos da pele normal (Lisby et al, 1989), mas esta presente em processos
cutaneos imunoinflamatorios como ligquen plano, psoriase e dermatite alérgica de
contato, e sua expressdo esta relacionada a infiltracéo de linfécitos T na epiderme
(Singer et al, 1989). Foi demonstrado que o ICAM-1 tem expressdo também nas
células de Langerhans (De Panfilis et al. 1990). Apds traumas na pele e exposicao a
radiacdo UVB ocorre aumento da sua expressdo. Um estudo evidenciou que uma
leve friccdo da pele com uma borracha, por dois minutos, apos uma hora ha aumento
da expressdo de ICAM-1, persistindo por quatro horas (Takeuchi et a., 2003).

Respostas imunol égicas a antigenos especificos dependem de moléculas de
reconhecimento. As células T ndo identificam os antigenos diretamente, somente por
meio de pequenos fragmentos de proteinas, os peptideos, que sdo introduzidos pelas
células apresentadoras de antigenos (Nagy et al.,1989). Os antigenos devem ser
processados e expostos na superficie da célula apresentadora de antigenos,
associados a uma glicoproteina de superficie, chamada de antigeno de

histocompatibilidade MHC. Existem duas classes de MHC: classe 1 que regula as
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interacdes do linfocitos CD8+ e as células alvo, e classe Il (HLA-DR) que regula
as interacbes entre o linfocito CD4+ e as células apresentadoras de antigenos
(Sato; Klein, 2000).

A resposta das células CD4+, conhecidas como células T helper induzem
mudancas em células como macrofagos e células B. As células CD8+ sdo
citotoxicas, visam a destruicdo das células que estdo produzindo proteinas estranhas,
incluindo proteinas virais e antigenos tumorais (Freinkel et a., 2001).

Em 1983, Anderson e Parrish revolucionaram o uso do LASER ao
desenvolverem o conceito da fototermdlise seletiva que consiste na obtencdo de uma
lesdo térmica local e especifica, de avos teciduais microscopicos pigmentados,
provocada por pulsos de radiagéo absorvidos seletivamente. Desta maneira, a luz so
deposita energia onde esta é absorvida.

S80 possiveis inimeros mecanismos de lesdo térmica na fototermdlise
seletiva, como a desnaturacéo pelo calor, a lesdo mecanica decorrente da rapida
expansdo térmica ou das alteracOes de fase (cavitagao), e a pirdlise (alteracdo na
estrutura quimica basica).

O fotorgjuvenescimento ndo ablativo com a Luz Intensa Pulsada (LIP)
funciona causando dano térmico reversivel do colageno pela penetracdo da luz na
derme e aquecimento direto destas estruturas, poupando a epiderme. Desta forma,
obtém-se a contracdo das fibras de coldgeno e a remodelagcdo propriamente dita das
fibras ap6s o periodo inflamatério.

A interacdo da energia luminosa com o tecido é complexa e depende de
muitos fatores. A resposta clinica e a histopatol6gica dependem do tipo de energia

luminosa utilizada.
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A Luz Intensa Pulsada desenvolvida por Goldman et al.(2000), embora néo
sgja um LASER, é uma luz ndo coerente que abrange comprimento de onda amplo
para ser absorvido pelo croméforo desgjado, porque trata o alvo com feixe de luz
especifico, praticamente sem danos, por meio da utilizagdo de filtros de corte e
regulagem do tempo de exposi¢ao do pulso de luz e interval o entre estes.

Um estudo comparativo entre Luz Intensa Pulsada e Laser de Nd-YAG de
comprimento de onda de 1320 nm levou a resultados semelhantes na melhora da
estrutura cuténea, apesar de 0os mecanismos de acdo serem diferentes. A Luz Intensa
Pulsada estimula a producdo de fibras de coladgeno tipos | e Ill, enquanto
comprimentos de onda mais profundos estimulariam a producdo de colageno tipo .
A diferenca entre a eficacia no estimulo da producéo de colageno dos varios filtros
de Luz Intensa Pulsada (560nm, 640nm, 695nm, 755nm) ndo pode ser determinada.
Provavelmente, comprimentos de onda mais longos estimulariam mais colageno,
enquanto que comprimentos de onda mais curtos melhoram os sinais superficiais de
fotoenvel hecimento.

Uma vantagem importante da Luz Intensa Pulsada € que, além do estimulo ao
colageno, é possivel obter melhora na pigmentacdo da pele e das lesdes vasculares
cutaneas, levando a um rejuvenescimento. Pode-se usar a Luz Intensa Pulsada, com
os devidos cuidados, em fototipos elevados, até |V da classificagdo de Fitzpatrick, e

em pacientes asi aticos.
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O propésito do presente trabaho consiste na avaliacdo clinica e
histopatol6gica da pele fotoenvelhecida submetida a tratamento com 5 sessdes
mensais de Luz Intensa Pulsada, avaliando o impacto na resposta imunologica da
pele por meio da andlise das células de Langerhans (CD1), expressao da molécula de
adesdo intercelular (ICAM-1), de linfocitos CD4 e CD8 e a quantificacdo de

colageno efibraelastica.
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3.1 Casuistica

Foram selecionados para 0 estudo 26 individuos do sexo feminino, com
idades que variam entre 40 e 65 anos (média de 51,7anos) do Ambulatério de
Inestética do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP) em conjunto com o
Laboratério de Investigacdo LIM-02 do Departamento de Cirurgia da FMUSP. As
pacientes apresentavam fototipo 1l a Il (Fitzpatrick, 1999), (Anexol), e
fotoenvelhecimento cutdneo na face, grau Il pela escala de Glogau (1994). Os
procedimentos tiveram inicio apds a explicacdo detalhada da pesquisa e a assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido, segundo a Resolucéo do Conselho
Nacional de Salde 196, de 10 de outubro de 1996, aprovada pela comissdo de ética

do HC-FMUSP sob n° 891/05. (Anexos 2 e 3)

3.2 Critérios de inclusdo, exclusdo e suspensdo do paciente da

pesquisa

Foram considerados critérios de inclusdo:
a) Paciente do sexo feminino;

b) ldade entre 45 e 65 anos;



Métodos 11

f)

Fototipo de | alV (Fitzpatrick, 1999);
Presenca de sinais de fotoenvelhecimento naface (GLOGAU, 1994);
Consentimento assinado apos ampla explicacéo;

Paciente na menopausa.

Foram considerados critérios de exclusao:

a)

f)

Q)
h)

Todos as pacientes que haviam sido previamente submetidos a algum
procedimento cosmético naregido daface, incluindo tratamento com LIP
ou Laser;

Pele bronzeada e / ou com fototipos V e VI de Fitzpatrick (1999);
Portadores de doencas agravadas pelaluz;

Pacientes em uso de drogas fotossensibilizantes;

Pacientes com historia de quelGide ou cicatriz hipertrofica;

Paciente com impossibilidade de fazer fotoprotecdo durante todo o
tratamento;

Pacientes com doengas cutaneas em atividade naregido da face;

Recusa em assinar o termo de consentimento orientado.

A suspensdo do paciente da pesquisa ocorreria a qualquer momento por

desgjo do paciente ou a critério do pesquisador diante de situacBes que

demonstrassem prejuizo ao paciente.
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3.3 Coleta do material fotografico e biépsias

Apbs a inclusdo do paciente, este foi submetido a entrevista (Anexo 4), a

registro fotogréfico e a bidpsia daregido facial.

Os individuos selecionados foram orientados a ndo usar medicaces na face.

Todas as fotografias foram feitas pela mesma pessoa, sendo em trés posicoes para

cada pacientes: facial anterior, lateral direita e lateral esquerda. A padronizacdo das

fotografias foi redlizada previamente através do protocolo com as seguintes

caracteristicas técnicas:

1.

Camerafotograficadigital reflex Nikon D1x de 6 MB pixels de resolucéo.
Lente AF Micro Nikkor 24-120 mm 1:3, 5-5, 6 D.

Vel ocidade de obturacé&o em sincronismo de flash de 1/250.

Abertura do diafragma gjustado paraf 16,0-0 EV.

[luminacdo artificial obtida por gerador de flash da marca Mako 2400 W
assimeétrico, sendo trés tochas de iluminacgéo, dispostas em duas fontes de
iluminacdo lateral e umafonte de iluminacéo frontal.

A distancia entre o paciente e o plano da maquina fotografica ficou em
aproximadamente 140 cm.

O sistema de imagens usado na captura e armazenamento em computador
foi através do software Nikon Capture 3 versdo 3.5.0.

As imagens foram capturadas e armazenadas no formato TIFF 300 dpi
RGB 8 bits, com tamanho fisico de 10 x 15 cm.

Em cada sessdo fotogréfica foram realizadas trés fotografias de cada paciente,

sendo umatomada frontal e duas tomadas do perfil direito e esquerdo.
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O protocolo fotogréfico foi realizado em trés sessGes fotograficas em fases
diferentes do tratamento. A documentacdo fotografica foi feita pré, 6 meses e 12
meses apds o término do tratamento.

Em 26 pacientes foram realizadas biopsias de pele da regido pré-auricular
direita em area acometida pelo fotoenvelhecimento, utilizando “punch” descartéavel
n° 4 apos anestesia infiltrativa com lidocaina 2% sem vasoconstrictor. A sutura foi
feita com fio mononylon 6.0 e os pontos retirados com 5 dias. Os fragmentos de pele
foram imersos em solugdo de formalina 10% em tampéo fosfato e encaminhados ao
Laboratério de Investigacdo Médica LIM02 da Disciplina de Topografia Estrutural
Humana do Departamento de Cirurgiada FMUSP.

Apo6s 6 meses do primeiro tratamento foram realizadas novas bidpsias em 25
pacientes na area pré-auricular esquerda e apos 12 meses do término do tratamento
foram feitas bidpsias em 8 pacientes na regido pré-auricular direita, distante da

bidpsia anterior.

3.4 Tratamento

As pacientes foram submetidos a 5 sessdes, com intervalo mensal, na regiéo
da face com o aparelho de luz intensa pulsada (ACTIVE®), Record 618, Israel. Este
aparelho possui tecnologia de banda larga-GEM (Geometrical Energy Management),
emite luz nos comprimentos de onda entre 420 a 1100nm, duracéo de pulso de 10
milisegundos, pulso Unico, energia de 10 a 22 Jcm?, programa de 0 a 12, sendo os
programas mais altos utilizados nos fototipos mais baixos e resfriamento a ar. Possui

ponteirade 1,5 x 5.0 cm.
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Neste estudo foi escolhida energia 20 Jcm? e duragdo de pulso de 10
milisegundos (programa 10), pois as pacientes tinham Fototipo Il alll de Fitzpatrick.

Todas as pacientes fizeram uso de acido retindico 0.025% mais hidroquinona
4% na face, a noite, durante 30 dias, antes das aplicactes da LIP. As pacientes foram
orientadas a suspender a medicacdo topica por 3 dias antes do inicio do tratamento.

Foi utilizado gel resfriado transparente formando uma camada fina, para
acoplamento entre a ponteira e a pele do paciente e para protecéo da epiderme. A
cada sesséo, a aplicacdo era realizada em toda a face. Os disparos foram feitos
adjacentes um ao outro, sendo feitas 3 a 4 passadas e mais 2 passadas, aém da
anterior, nas regides do sulco nasolabial, regido glabelar, regido peribuca e
periorbicular. Oculos de protegdo foram utilizados pelo paciente e pelo pesquisador
durante as aplicacoes.

Para alivio do eritema e da ardéncia decorrentes da aplicacéo, as pacientes
eram orientados afazer compressas geladas.

Entre as sessfes, as pacientes foram instruidos a utilizar medidas de

fotoprotecdo, como evitar exposicado direta ao sol e usar bloqueador solar.

3.5 Criterios de avaliacéo clinica

Asfotografias clinicas antes e depois, de cada paciente, foram avaliadas por 3
especialistas em Dermatologia. Os observadores foram orientados a preencher um

formulario (Anexo 5) eassinalar um X em:
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- Meéehora Discreta: se houve pequena melhora do aspecto da pele: textura,
clareamento e rugas.

- Melhora Moderada: se houve uma melhora razoavel do aspecto da pele:
textura, clareamento e rugas.

- Mehora intensas se houve uma grande melhora do aspecto da pele:

textura, clareamento e rugas.

A avaliacdo do paciente foi determinada pelo grau de satisfac8o estipulado

numa nota de 0 a 10.

3.6 Avaliacao dos efeitos colaterais

A avaliagéo dos efeitos colaterais do tratamento foi feita imediatamente apos

arealizacao de cada sessdo e que desapareceram completamente depois de dois a sete

dias.

a. Eritema /edema /ardéncia/crostas

Observou-se a presenca ou auséncia de eritema/edemalardéncia e crostas apos
cada sess&o.

b. Grau de dor
O grau de dor foi avaliado durante cada sessdo, perguntando ao individuo
sobre a intensidade da dor sentida durante a aplicacdo da Luz Intensa Pulsada. Foi

atribuida uma classificacéo de ausente, leve ou moderada.
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3.7 Critério de avaliacdo histopatoldgica e imunoistoquimica

As biopsias foram fixadas por 24 horas em solucéo de formalina 10% em
Tampé&o Fosfato 0,1M. A seguir foram desidratadas e embebidas em parafina para
estudo histologico e imunoistoquimico. Dos blocos de parafina foram obtidos cortes
histologicos de trés micrébmetros de espessura, que seguiram técnicas
imunoistoquimicas para estudo da expressdo da imunoreatividade da pele e técnicas
histoquimicas para estudo dos componentes fibrosos, fibras colédgenas e elésticas da
derme. Cortes histologicos de 3 micromeros de espessura também foram corados

pelo HE para avaliacédo histopatol ogica..

3.7.1  Fibras colagenas e elasticas

Cortes histolgicos da pele das pacientes nas fases pré, 6 meses e 18 meses do
inicio do tratamento, foram submetidos a coloracgo pelo método de Picrosirius a 0.2%
(Sirius Red, Direct Red 80, C. I. 35780, Aldrich, Milwaukee, WI) dissolvido em solucéo
aquosade &cido picrico saturado.  Para evidenciar as fibras elésticas, os cortes
histol gicos foram submetidos & coloracéo pelo método da fucsina-resorcina de Weigert
com oxidagdo prévia pela oxona 1% (2KHSO5. KHSO4. K2S04, Du Pont Co.)

(Fullmer et a., 1974).

3.7.2  Imunoistoquimica

Cortes histolégicos seriados de 3 um de espessura dos blocos de parafina
seguiram para a reacdo de imunoistoquimica segundo o método do complexo

avidina-biotina-peroxidase (Hsu et al 1983).
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Os cortes histologicos foram recolhidos em |aminas de vidro previamente
tratadas com 3-Aminopropyl-triethoxy-silane (Sigma A-3648 USA), utilizado para
garantir melhor adesdo do corte a lamina. As laminas, contendo os cortes, foram
deixadas por 24 horas em estufa a 60° centigrados para iniciar a desparafinacéo, que
foi completada com banho em xilol quente e frio. Em seguida elas foram submetidas a
hidratacdo em banhos de etanol em graduacéo decrescente e finalmente adgua destilada.

A recuperagdo antigénica foi obtida em ata temperatura em vapor com
solucdo de Citrato pH6.0 por 50 minutos a 95° C, para os anticorpos CD1, CD4 e
CD8. Para avdiacdo do ICAM utilizou-se recuperacdo antigénica com alta
temperatura em Tampéo TRIS-CITRATO pH 7.2. A seguir procedeu-se ao bloqueio
da peroxidase endogena com agua oxigenada (3% - 10 volumes) com quatro banhos
de 5 minutos cada. As [aminas com os espécimes foram lavadas com agua corrente e
destilada e com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS-phosphate buffered
saline) 0,01M pH 7,4 por 5 minutos.

Antes da incubacdo com anticorpo primario reaizou-se o blogueio de
proteinas com “Protein Block Serum-Free” (DAKO X909, EUA) e depois bloqueio
com Avidina e Biotina com os Kits DAKO Biotin Bloking por 15 minutos e DAKO
Avidin Bloking também por 15 minutos. Em seguida, fez-se a incubacdo com os
anticorpos primarios nas seguintes diluigdes: CD1 1/20, CD4 1/400, CD8 1/50 e
ICAM-1 1/100, que foram diluidos em tampdo PBS contendo albumina bovina
(BSA) 1% (SIGMA A 9647 USA) e azida sodica (NaN3) 0,1%. Incubou-se por 60
minutos a 37° centigrados, a 4° centigrados em camara Umida. Apos a incubacdo, as
l&minas com os espécimes eram lavadas em tamp&o PBS com trés trocas de 2

minutos cada.
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Para o0 anticorpo secundério biotinilado, a incubacéo foi realizada com o Kit
“LSAB PlussHRP’ (Dako, USA), lavando-se ap0s em tampao PBS com trés trocas
de 3 minutos cada.

A revelagcdo foi realizada em solucdo de substrato cromogeno, DAB (3,3
diaminobenzidine-tetrahydrocloride do kit “LiquidDAB + Substrate Chromogen
System” (DAKO). A seguir, lavou-se 0 material em &gua corrente e destilada por 3
minutos e contracorou-se com hematoxilina de Harris por 1 minuto.

As laminas com os espécimes foram lavadas hovamente em agua corrente e
destilada, imersas duas vezes em agua amoniaca (solucéo aquosa de hidroxido de
amonia 0,5%) e lavadas outra vez em agua corrente e destilada. Em seguida, foram
desidratadas em etanol com graduacdo crescente e montaram-se novas as |laminas

com Entellan (Merk 107961, Germany).

3.7.3 Avaliacdo histomorfométrica para fibras coladgenas, elasticas, células

CD1 e vasos ICAM +

As laminas submetidas a histoquimica para fibras colagenas e elasticas e para
aimunoistoquimica foram analisadas sob microscopio de luz Zeiss com objetiva de
20 aumentos e ocular de 10 aumentos. A avaliacdo quantitativa foi realizada com
auxilio de Sistema Analisador de Imagem (Kontron Eletronic 300, ZEISS).

A estacdo de trabalho consiste de microscopio Zeiss trinocular, 1 video-camera
colorida (SONY CCD - Iris), com placa digitalizadora de imagens, um
microcomputador com processador Pentium 133MHz, IBM-PC compativel, operando

em ambiente Windows 95°-32 bits. As imagens obtidas em 10 campos microscopicos
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foram digitalizadas com auxilio do software, proporcionando a possibilidade de
compartilhamento de dados com o processador de textos (Microsoft Word®) e planilha
eletronica (Microsoft Excel®). A utilizagdo deste programa proporcionou a andlise, o
tratamento, a interpretagcéo e a obtencdo de valores de mensuragéo das estruturas com
todas as varidveis e a distribui¢do automética dos dados.

A transmissdo Optica foi quantificada em suas medidas originais,
transformando a medida da imagem digitalizada, o Pixel, em medida micrometrada.
Para tal utilizamos a calibracgo de Pixel em micrometros. A calibragéo das imagens
foi realizada para imagens obtidas em aumentos de 10, 20, 40 e 100 vezes. O fator de
calibragcdo (CF) é calculado automaticamente em pixels e este fator foi utilizado pelo
software para os cdlculos correspondentes em micrometros. As imagens foram
analisadas pelo software Kontron 300 (Zeiss) para determinagdo de &rea, contagem
de particulas, contendo ferramenta que permite identificar determinada estrutura,
colocé-laem evidéncia e automatizar sua marcagao.

ApOs aquisicdo da imagem com objetiva de 20x e ocular de 10x, utilizamos o
recurso de “thereshold” para marcar as estruturas a serem quantificadas. Em seguida,
empregamos um procedimento de macro desenvolvido para: contagem, mensuracéo e
quantificacdo da expressdo das fibras coldgenas e dédticas, anti-CD1 e anti-ICAM
existente em cada imagem anaisada. Esta rotina semi-automatizada foi realizada em
cada campo da lamina em estudo, sendo 10 campos por 1amina. Os resultados obtidos
em cada campo correspondentes a area percentual de fibras, ou sga, fragdo de area,
foram arquivados em planilha Excel para posterior andlise estatistica. Em cada campo
analisado foi também quantificada a é&ea teciduad andisada. A avaiacdo

imunoistoquimica para anti-CD1 foi redizada através da contagem do nimero de
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células CD1 positivas em &rea (mm?) da epiderme, que foi obtida com auxilio do
sistema analisador de imagem Kontron 300. A avaliacdo do anti-ICAM foi obtida pela

fragd0 de 4rea que 0s vasos positivos ocupam numa determinada &rea da derme (mm?).

3.7.4  Avaliacdo semiquantitativa para células CD4 e CD8

A derme de todas as amostras foi avaliada sob microscopio de luz Zeiss com
objetiva de 20 aumentos e ocular de 10 aumentos, por dois investigadores
independentes. A média de intensidade de reagéo foi avaliada em todo o espécime,
por método semiquantitativo usando os seguintes escores. O=auséncia de reagao;
1,0= reacdo discreta; 2,0= reacdo moderada; 3,0= reacdo intensa. A documentacdo
fotografica foi obtida usando microscopio de luz acoplado ao analisador de Imagem

Kontron 300 com uma camera CCD Sony (Tokyo, Japan)

3.8 Analise Estatistica

Os dados quantitativos histomorfomeétricos, relativos a fracdo de area de
fibras colégenas e elasticas, ao nimero de células CD1 positivas, a fracdo de area de
vasos ICAM -1 positivos e aos valores semiquantitativos de células CD4 e CD8
positivas foram analisados através de Estatistica Descritiva: média, desvio padréo,
valor minimo e maximo e mediana. Para avaliar se um mesmo tratamento promoveu
diferenca nas pacientes, compararam-se os dados pré, 6 meses e 18meses apos 0

inicio do tratamento. Os valores foram submetidos a teste de normalidade. Quando o
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teste de normalidade foi significante utilizou-se o Teste Edtatistico de Andlise de
Variancia, comparando a média dos valores entre as duas ou trés fases do estudo.
Este teste indicou se o efeito do tratamento, na mesma populacéo de estudos, foi
estati sticamente significante. Quando os valores obtidos néo se distribuiam segundo
uma curvanormal, foi utilizado o teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Os testes estatisticos foram realizados com auxilio do programa SigmaStat (Jandel

Cientific, CA, USA), aceitando como nivel de significancia p< 0,05.



4 Resultados
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4.1 Avaliacéo Clinica

4.1.1  Avaliacdo de melhora clinica

Os resultados da avaliagcdo clinica encontram-se na Tabela 1. A seguir sdo
apresentadas as fotografias (frente e perfil) de pacientes que receberam tratamento
mensal com LIP por 5 sessdes (Figuras: 1A eB, 2 A eB).

OBS: A avaiagdo clinicafoi realizada nos 26 casos.
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Tabela 1. Descricdo das pacientes segundo a idade, fototipo, classificacdo de Glogau
e avaliacdo clinica através da comparacdo de fotografias pelos trés observadores

(6 meses e 12 meses)

(anos) (Glogau) 1 2 3 1 2 3
1 60 11 I MM MM MM
2 49 11 Il MI Ml MI
3 52 11 Il MI Ml MI
4 65 11 I MD MM MD
5 50 11 I MD MD MD
6 71 I Il MM MM MM
7 59 11 Il Ml MI MI
8 51 11 I MM MM MD
9 49 11 I MD MD MM
10 45 11 Il MM MM MM
11 58 I Il MM Ml MI
12 54 I I MM MM MD
13 47 11 I MM MM MD
14 62 11 Il MM MD MD
15 45 11 Il MM MD MD
16 50 11 I MM MD MD MD MD MD
17 45 I Il Ml Ml MI MM MD MD
18 55 11 Il Ml Ml MI MM MM MM
19 50 11 I MI MI MI MM MM MM
20 55 11 I MM MD MD MD MD MD
21 50 11 Il MM MM MM MD MD MM
22 50 11 Il MM MM MM MD MD MD
23 45 11 I MM MM MM MM MM MD
24 43 11 I MM MM MI MD MM MM
25 50 11 Il Ml Ml MM MM MM MD
26 45 1 11 MI MI MM MM MM MM

MD=Melhoradiscreta;, MM = Melhora moderada; M| = Melhoraintensa
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. e -

G

Pré-tratamento Apos 6 meses 12 meses apds término

do tratamento

Notar melhora intensa com rejuvenescimento da face.

Pré-tratamento

Apols 6 meses .

12 meses apds término
do tratamento

Figura 1. A - Evolucdo do aspecto clinico apds tratamento do fotoenvel hecimento da

face com Luz Intensa Pulsada. B - corresponde ao maior aumento da figura 1A,
mostrando melhora da textura e clareamento da pele
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Pré-tratamento Apobs 6 meses 12 meses apos término
do tratamento

Notar melhora moderada do aspecto da pele.

AT

Pré-tratamento Ap6s 6 meses 12 meses apds término
do tratamento

Notar melhora discreta do aspecto da pele.

Figura 2. Evolucéo do aspecto clinico apds tratamento do fotoenvelhecimento da
face com Luz Intensa Pulsada
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Os resultados desta avaliacéo clinica foram entéo agrupados por porcentagem
em relacdo ao total das pacientes para cada avaliador e dispostos em forma de grafico
de barras. Tabela 2 e Gréfico 1 correspondem a 6 meses. Tabela 3 e Gréfico 2

correspondem a 1 ano.

Tabela 2. Resultado da avaliacdo clinica apds 6 meses segundo os 3 observadores
(26 casos)

Avaliacao clinica - Concordancia
Média -
(26 casos) de avaliagdo
Melhora Discreta 11,55% 23,08% 34,62%  23,08% 1(3,8%)
Melhora Moderada 57,69% 42,31% 34,62%  44,87% 6 (23%)
Melhora Intensa 30,76% 34,61% 30,76%  32,05% 5 (19%)

Gréfico 1. Avaliacdo clinica apds 6 meses dos trés observadores (1, 2 e 3)

u MD
MM
=Ml

%

(MD: Melhora Discreta, MM: Melhora Moderada e MI: Melhora Intensa)

Apds 6 meses houve melhora clinica moderada e intensa em 76,92% dos casos.
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Tabela 3. Resultado da avaliacdo clinica apds 12 meses (do término do tratamento)

segundo os 3 observadores (11 casos) em comparagdo aclinicainicial

Avaliagdo clinica Concordancia
(11 casos) de avaliacéo
Melhora Discreta 4545% 4545% 54,55%  48,48% 5 (45%)
Melhora Moderada 5455% 54,55% 4545%  51,52% 6 (54%)

Gréfico 2. Avaliagdo clinica apos 12 meses (do término do tratamento) dos trés
observadores (1, 2 e 3)

% uMD

MM

(MD: Melhora Discretae MM: Melhora Moderada)

Apobs 12 meses do término do tratamento observou-se que 51,52% das

pacientes apresentaram uma melhora clinica moderada em relagdo a clinicainicial.

4.1.2  Avaliacdo do grau de satisfacdo das pacientes

As pacientes foram solicitadas a dar uma nota subjetiva de 0 a 10 ao
tratamento, para avaliar qual o grau de satisfacdo delas quanto a terapéutica

empregada. O nivel de satisfacdo das pacientes foi 8,57. Todas as pacientes relataram
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clareamento e melhora da textura da pele. A Tabela 4 mostra as notas de melhora das

pacientes e 0 Grafico 3 mostra as porcentagens correspondentes.

Tabela 4. Resultado da avaliagéo do grau de satisfacdo das pacientes

1 9
2 10
3 9
4 7
5 7
6 8
7 9
8 8
9 7
10 9
11 10
12 8
13 8
14 7
15 8
16 8
17 10
18 10
19 9
20 8
21 7
22 10
23 9
24 9
25 10

N
(o]
©
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Gréfico 3. Grau de satisfacéo das pacientes

35
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% 15 +7 W % pacientes
10
nota7 nota8 nota9 notal0

4.1.3  Avaliacéo dos efeitos colaterais

Avaliagdo dos efeitos colaterais nas 26 pacientes com fotoenvelhecimento da
face, durante o tratamento com Luz Intensa Pulsada foram: eritema (11/26), edema
(10/26), ardéncia (7/26) e crostas (8/26). A Tabela 5 apresenta os tipos do efeito
colateral de cada uma das pacientes tratadas. Estes dados foram agrupados em

porcentagem e estdo representados no Grafico 4.
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Tabela 5. Efeitos colaterais decorrentes do tratamento com L uz | ntensa Pulsada

31

1 -
2 X X 3
3 -
4 X X 4
5 X X
6 -
7 -
8 X X 4
9 -

10 X X 4
11 X X 3
12 -
13 -
14 -
15 -
16 X 2
17 -
18 -
19 X X 3
20 X X 4
21 X X 2
22 -
23 1
24 X X 3
25 -
26 1
TOTAL 10 11 36
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Grafico 4. Avaliacdo dos efeitos colaterais
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414  Avaliagdo do grau de dor segundo as pacientes

Durante o tratamento com a Luz Intensa Pulsada as pacientes referiam se
estavam apresentando dor com a aplicacdo da IPL na graduacdo de Leve (L),
moderada (M) ou ausente (A). Os dados apresentados na Tabela 6 so os resultados
obtidos das 5 sessfes de tratamento a que estas pacientes foram submetidas. Os

dados foram transformados em porcentagem e estéo apresentados no Grafico 5.
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Tabela 6. Avaliacdo de dor durante o tratamento
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26

A = ausente 14 (54%) ; L = leve 10 (38%); M = moderada 2 (8%)
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Grafico 5. Avaliacéo de dor em relacdo ao nimero de pacientes

8%

O Ausente

mLewe

38% 54%

OO0 Moderada

4.2 Analise histologica

As bidpsias de pele das pacientes foram analisadas sob microscopio de luz
Zeiss e as caracteristicas diferenciais foram documentadas por captura de imagem.

As biopsias de pele pré-tratamento apresentaram na maioria dos casos
epiderme com retificacdo das papilas dérmicas e queratindcitos dentro dos limites da
normalidade. A derme superficial mostrou quantidade variavel de elastose solar e
&reas com grande reducdo de fibras colagenas. Na derme superficial as fibras
coldgenas mostram espessura variavel com tamanho reduzido e distribuicdo
desordenada. Ao redor de vasos e anexos da derme observamos a presenca de
infiltrado inflamatério mononuclear (Figuras 3 a 10).

As bidpsias de pele 6 meses gpds o inicio do tratamento mostraram epiderme
ainda com retificacdo e queratindcitos dentro dos limites da normalidade. Camada basal
preservada. A derme mostrou grande aumento de fibras colagenas, que se mostraram
organizadas seguindo orientacdo paraela a epiderme. Na derme observou-se ainda a

presenca de infiltrado inflamatorio mononuclear ao redor de vasos e anexos.
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O estudo histopatoldgico (fibras colagenas e elésticas) pré e 6 meses apos
tratamento foi realizado em 25 casos. O estudo em 3 fases (pré, 6 meses e 12 meses
apos término do tratamento) foi realizado com 8 casos.

As biopsias de pele, 12 meses apds término do tratamento, mostraram
pequena reducdo de colageno na derme e ainda presenca de infiltrado inflamatério

mononuclear ao redor de vasos e anexos.

Figura 3. Retificacdo dos cones epiteliais, reducdo de papilas dérmicas, colageno
fragmentado e desorganizado

Figura 4. Espessura Epi/derme reduzida, retificacdo dos cones epiteliais,
hiperqueratose, desorganizagdo dos queratinécitos, distribuicdo melandcitos/melanina
heterogénea, degeneracdo e reducdo de colageno/fibras elasticas e inflamacéo
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Figura 5. Pele Fotoenvelhecida — Face. A. Colégeno fragmentado desorganizado e

degenerado elastosesolar. B. Infiltrado inflamatorio mononuclear ao redor de vasos e
anexos (*)

.

{ ".,:1‘ "

FR et - A \,,

B S RELS » e )

P \ . ’

~. — : | — B N

i » Q - <
J‘ \. 4 ;“ . i -

7 . F LA nee -

'.c"- Jt‘d} % = 5 -
,— ) | ' ’ .

"R SR XN

Figura 6. Fotoenvelhecimento - Face Pele Pré- auricular. A. Area da derme com

grande reducdo de fibras colégenas. HE — 160X. B. Maior aumento da area. HE —
690X
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Figura 7. Pele fotoenvelhecida da face mostrando area de intensa reducéo de fibras

colagenas. Picrosirius 160X

Figura 8. Pele daface mostrando érea da derme superficial com grande reducéo de
fibras colagenas. Picrosirus sob visdo com Luz Polarizada. Vermelho e amarela =

colédgeno |. Verde = colageno 11
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Figura 9. A. Derme mostrando acimulo de fibras coradas representando a elastose
solar. B. Derme mostrando fibras elasticas coradas em negro (Weigert-oxona). Notar

fibras pequenas e desorientadas

Figura 10. Derme mostrando grande reducdo de fibras elasticas (coradas em negro

Weigert-oxona). Notar fibras pequenas e desorientadas. Notar auséncia do complexo

ligamentar elastico derme-epiderme
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4.3  Analise histomorfométrica das fibras colagenas

A quantificacdo do colageno da derme foi avaliada por histomorfometria com
auxilio de Sistema Analisador de Imagem. Observou-se que a derme das bidpsias de
pele pré-tratamento apresentavam pequena quantidade de colageno, com fibras
desordenadas e pequenas (Figuras 11, 12, 13 e 14).

As biopsias de pele 6 meses apds o tratamento mostraram aumento de
colégeno na derme, com ordenacdo paralela dessas fibras em relacdo a epiderme
(Figurasll a 14). A guantificacéo das fibras coladgenas mostrou aumento medio de
51,33% proporcdo média de fibra coldgena na derme apds 6 meses de tratamento e o
aumento em relacdo a 12 meses do término do tratamento foi 30,17%.

Os valores da fracdo de area de colageno (%COL) dos casos estudados
encontram-se na Tabela 7. A Tabela 8 mostra a Estatistica Descritiva: média,
desvio padréo, valores max e min e mediana da fracdo de &rea de colageno das

bidpsias de pele.
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LTS e :
Pré-tratamento Apbs 6 meses 12 meses apos término
do tratamento
Figura 11. Biopsias de pele coradas pelo método de Picrosirius para evidenciar
fibras colégenas. Notar grande aumento de colageno na derme ap0s 6 meses e
pequena reducdo apos 12 meses do término do tratamento

Pré-tratamento Apds 6 meses 12 meses apos término
do tratamento

Figura 12. Biopsias de pele coradas pelo método de Picrosirius para evidenciar
fibras colagenas. Notar grande aumento de colageno na derme apds 6 meses e

pequena reducdo apos 12 meses do término do tratamento
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Pré-tratamento Apds 6 meses 12 meses apos término
do tratamento

Figura 13. BioOpsias de pele coradas pelo método de Picrosirius para evidenciar
fibras colagenas. Notar grande aumento de colageno na derme ap0s 6 meses e
pequena apos 12 meses do término do tratamento

Pré-tratamento ApOGs 6 meses

Figura 14. Biopsias de pele coradas pelo método de Picrosirius para evidenciar
fibras coldgenas. Notar grande aumento de colageno na derme apds 6 meses do
tratamento
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Tabela 7. Vaores individuais da fracdo de area de colageno (%) na derme das

bidpsias de pele estudadas

C1 27,76 46,72

C2 30,73 45,48

C3 29,38 39,91

C4 36,1 41,27

C5 30,95 34,48

C6 31,95 51,02

C7 11,28 57,5

C8 31,01 40,85

C9 33,52 36,67

C10 35,72 47,83

Cil1 30,65 53,23

C12 25,78 31,69
C13 23,89 33,83
Cil4 22,48 28,44
C15 27,33 30,59
C16 18,83 26,77
C17 30,92 52,75
C18 18,8 42,65 29,37
C19 20,17 31,42 28,73
C20 29,45 37,52 31,16
C22 21,27 35,14 32,1
C23 19,29 39,07 37,39
C24 21,75 30,84 36,5
C25 15,05 27,72 30,46

C26 14,89 32,47 41,65
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Tabela 8. Estatistica Descritiva da fracdo de érea de colageno na derme

43

Média 25,79 39,03 33,57
Desvio Padréao 6,80 8,73 4,48
Max 36,1 57,49 41,65
Min 11,28 26,76 28,73
Mediana 27,33 37,51 31,90
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43.1 Andlise Estatistica comparativa da Fracdo de Area de Colageno

(%COL) na derme entre duas fases estudadas

Comparando-se %COL pré e 6 meses apés inicio do tratamento, pela Anadlise
de Variancia, verificou-se haver diferenca significante, com aumento significativo da
%COL (F=35,74; p<0,001); (Gréfico 6). Essa diferencafoi confirmada pelo Teste de
Tukey (g=8,45, p<0,05). O gréfico 6 representa os valores médios da %COL na

derme de 25 casos em duas fases diferentes (pré e apos 6 meses).

Grafico 6. Grafico de Barras representando a andlise de variancia da %COL em duas

fases diferentes do es

%colageno derme
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4.3.2 Andlise Estatistica comparativa da Fracdo de Area de Colageno

(%COL) na derme entre as trés fases estudadas (n=8 casos).

Comparando-se a %COL da derme em trés fases diferentes em 8 pacientes, pré
(20,83£5.24); 6 meses (34,60+4,92) e 12 meses do término do tratamento
(33,57+4,48), através do Teste Edtatistico de Andlise de Variancia, observamos haver
diferenca significante (F=19,65; p<0,001). Para melhor especificar as diferencas
aplicamos o0 Teste de Tukey, que revelou diferenca atamente significativa com
aumento de fibras colagenas na derme 6 meses e 12 meses apos término do tratamento:
%COL pré e 6 meses (0=7,95; p<0,05) e %COL pré e 12 meses (g=7,36; p<0,05). Ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre %COL 6 meses e 12 meses do

término do tratamento (g= 0,59; p>0,05). O grafico 7 representa esta andlise.

Grafico 7. Grafico de Barras representando a andlise de variancia da %COL em trés

fases diferentes do estudo (8 casos)
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4.4 Analise das fibras elasticas na derme

A quantificacdo das fibras elasticas da derme das biopsias de pele foi
avaliada por histomorfometria com auxilio de Sistema Analisador de Imagem. A
derme das bidpsias de pele pré-tratamento mostraram fibras elasticas espessas e
curtas, por vezes encurvadas e desordenadas ou dispostas em agrupamentos, ndo
havendo distribuicdo homogénea entre as fibras colagenas (Figuras 15, 16 e 17)
Com o auxilio do Sistema Analisador de imagens pudemos marcar estas fibras
el asticas e desse modo quantifica-las.

As biopsias de pele 6 meses ap0s tratamento apresentaram maior quantidade
de fibras elésticas, que se mostravam mais longas e paralelas as fibras colagenas
(Figuras 15, 16 e 17). As fibras elésticas mostraram aumento de 44,13% apds
6 meses e um aumento de 143,19% ap0os 12 meses.

A Tabela 9 mostra os valores individuais da fracéo de area de fibras elasticas
(%FE) dos casos estudados. A Tabela 10 mostra a média, desvio padréo, valores max

e min e mediana da frac&o de area de fibras el asticas das bidpsias de pele estudadas.
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Pré-tratamento Apos 6 meses 12 meses apos término

do tratamento

Figura 15. Bidpsias de pele coradas pelo método de Weigert-oxona para evidenciar
fibras elasticas. Notar aumento de fibras elésticas na derme ap0s 6 meses e grande

aumento apds 12 meses do término do tratamento
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Pré-tratamento Apds 6 meses 12 meses apos término
do tratamento

Figura 16. Biodpsias de pele (pré e 6 meses pds) coradas pelo método de Weigert-
oxona para evidenciar fibras elasticas. Notar aumento de fibras elésticas na derme
apos 6 meses e grande aumento apos 12 meses do término do tratamento

=
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Pré-tratamento Apds 6 meses 12 meses apos término
do tratamento
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Figura 17. Bidpsias de pele coradas pelo método de Weigert-oxona para evidenciar
fibras elasticas. Notar aumento de fibras elasticas na derme apds 6 meses e grande

aumento apos 12 meses do término do tratamento
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Tabela 9. Vaores individuais da fracdo de érea de Fibras Elasticas na derme das

bidpsias de pele estudadas

C1 3,5 20,52

C2 4,77 17,69

C3 7,01 12,64

C4 13,68 14,3

C5 13,07 20,55

C6 9,64 12,98

C7 15,18 19,33

C8 9,35 10,47

C9 541 15,91
C10 14,07 13,46
C11 6,76 8,83
C12 14,98 18,11
C13 20,7 24,1
Ci14 13,01 18,01
C15 8,05 13
C16 7,35 15,68
C17 7,4 6,85
C18 3,27 4,79 21,51
C19 4,3 10,69 16,42
C20 11,52 16,35 31,7
C22 10,51 9,43 16,64
C23 8,71 8,88 18,27
C24 5,03 8,02 21,93
C25 8,69 9,71 28,35

C26 11,02 10,98 29,48
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Tabela 10. Estatistica Descritiva da fracéo de area de Fibras Elasticas na derme

Média 9,47 13,65 23,03
Desvio Padrao 4,310 4,883 6,044
Max 20,70 24,1 31,70
Min 3,26 4,791 16,42

Mediana 8,71 13,00 21,72
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4.4.1  Andlise Estatistica comparativa da Fragdo de Area de Fibras Elasticas

(%FE) na derme entre duas fases estudadas

Para avaliar os efeitos de cinco sessOes de tratamento com LIP nas Fibras
Elasticas da derme em um mesmo paciente, comparamos os valores da fracdo de area
de fibras elasticas pré e 6 meses apos inicio do tratamento de 25 casos estudados.
Oteste de normalidade foi aplicado revelando que 0s mesmos encontram-se
distribuidos dentro de curva normal (p= 0.612). Portanto, para compararmos os dois
grupos estudados (pré e 6 meses apds inicio do tratamento) os valores obtidos foram
submetidos a teste estatistico de Andlise de Variancia, mostrando haver diferenca
significante, com aumento da %FE 6 meses (F=10,259; p=0,002). Essa diferenca foi
comprovada pelo Teste de Tukey com significado estatistico (g=4,530; p<0,05).

O Gréafico 8 mostra esta andlise.

Grafico 8. Gréafico de Barras representando a andlise de variancia da %FE em duas

fases diferentes do estudo
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4.4.2  Andlise Estatistica comparativa da Fragdo de Area de Fibras Elasticas

(%FE) na derme entre trés fases estudadas

Com afinalidade de se verificarem as alteragdes da fracéo de area das fibras
elasticas na derme apds 12 meses do término do tratamento, foram selecionados
8 casos estudados que consentiram em refazer a biopsia. Comparando-se as trés fases
estudadas, pré, 6 meses e 12 meses apos término do tratamento nesses 8 casos,
através do Teste Estatistico paramétrico de Andlise de Variancia, observamos haver
diferenca significante (F=28,26; p<0.001). Para melhor especificar essa diferenca
aplicamos o procedimento de comparacdo multipla pelo Teste de Tukey.
Observamos diferenca estatisticamente significante entre %FE/pré e %FE/ano
(g=9,77; p<0,05), bem como entre %FE/6 meses e %FE/ano (g=8,50; p<0,05). N&o
houve diferenca significante entre %FE/6meses e %FE/pré. O gréfico 9 mostra essas

diferencas.

Grafico 9. Grafico de Barras representando a anadise de variancia da %FE em trés

fases diferentes do estudo
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4.5 Anélise das reacdes imunoistoquimicas para CD8

A andlise dos cortes histol 6gicos submetidos a reacdo imunoistoquimica para
anti-CD8 revelou células inflamatérias mononucleares CD8 positivas presentes ao
redor de vasos e anexos na derme (Figuras 18, 19 e 20). Na analise imunoi stoquimica
ndo houve alteracéo de CD8.

A avaliacdo morfométricafoi semiquantitativa e os resultados de cada um dos
casos estudados estéo revelados na Tabela 11. A tabela 12 mostra a média, desvio

padrdo, maximo e minimo e mediana da quantificacdo de células CD8 +.

Figura 18. Biopsiapré. Céulas CD8+ ao redor de anexo na derme
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Figura 19. Bidpsia 6 meses. Células CD8+ ao redor de anexo naderme

Figura 20. Bidpsia 1 ano. Células CD8+ ao redor de vasos naderme
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Tabela 11. Vaores individuais da intensidade de reacdo para CD8 nas peles
estudadas

L1 1,00 1,00

L2 2,00 1,00

L3 1,00 1,00 1,00
L4 1,00 1,00 1,00
L5 3,00 3,00 1,00
L7 1,00 0,00 1,00
L8 1,00 1,00 1,00
L9 1,00 1,00 1,00
L10 2,00 1,00 1,00
L11 2,00 1,00 1,00

Valores semiquantitativos: O=ausente; 1=+; 2=++; 3=+++

Tabela 12. Estatistica Descritiva da quantificacdo de células CD8+ na derme

Média 15 1,10 1,0
Desvio Padrao 0,707 0,738 0,0
Max 30 30 1,0
Min 1,0 0,0 1,0

Mediana 1,0 1,0 1,0
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45.1 Estatistica Comparativa entre duas fases do estudo para células CD8+

na derme

Comparando-se as duas fases estudadas de um mesmo tratamento de células
CD8+, pré e apds 6 meses do inicio do tratamento, através do Teste Estatistico ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, observamos ndo haver diferenca significante
(H=2,378; GL=1; p=0,123). O Grafico 10 mostra andise. O estudo

imunoi stoquimico pré e 6 meses apos tratamento foi realizado em 10 pacientes.

Grafico 10. Gréfico de caixas revelando as medianas das duas fases estudadas para
células CD8+
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452  Estatistica Comparativa entre as trés fases do estudo para células CD8+

na derme

Os vaores semiquantitativos da andlise de células CD8+ na derme das
pacientes revelou ndo estarem distribuidos numa curva normal. Portanto, aplicamos
teste ndo paramétrico. Comparando-se as trés fases estudadas de um mesmo
tratamento, pré, 6 meses s e 12 meses apos término do tratamento, para células CD8+
na derme, através do Teste Estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
observamos ndo haver diferenca significante (H=3.45; GL=2; p=0,177) entre os

grupos. O Grafico 11 mostra a comparagdo entre as fases para células CD8+.

Grafico 11. Gréfico de caixas revelando as medianas das trés fases estudadas para
células CD8+
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4.6  Analise das reagdes imunoistoquimicas para CD4

Em relagdo ao anticorpo CD4, para evidenciar os linfécitos, a andlise dos
cortes histolégicos submetidos a reacdo imunoistogquimica para anti-CD4 revelou
células inflamat6rias mononucleares CD4 positivas presentes ao redor de vasos e
anexos naderme (Figuras 21 e 22).

A avaliacdo morfométrica foi semiquantitativa e o0s resultados
individuais de cada um dos casos estudados esté revelado na Tabela 13. Houve
reducdo significante apds 12 meses do CD4. A tabela 14 mostra a média desvio

padrdo maxima, minima e mediana da quantificacdo de células CD4+.



Resultados

Figura 21. Bidpsia pré. Células CD4+ ao redor de vasos e anexos na derme

Figura 22. Bidpsiapré. Células CD4+ ao redor de vasos e anexos na derme
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Tabela 13. Vaores individuais da reacdo imunoistoquimica para anti-CD4 nas

bidpsias de pele estudadas

L1 3,00 3,00

L2 3,00 3,00

L3 2,00 2,00 2,00
L4 2,00 2,00 2,00
L5 3,00 2,00 2,00
L7 2,00 3,00 1,00
L8 3,00 3,00 2,00
L9 2,00 2,00 1,00
L10 3,00 3,00 1,00
L11 3,00 1,00 1,00

Valores semi-quantitativos. O=ausente; 1=+; 2=++; 3=+++

Tabela 14. Estatistica Descritiva da quantificacdo de células CD4+ naderme

Média 2,60 2,40 1,37
Desvio Padréao 0,516 0,699 0,518
Max 30 30 2,0
Min 2,0 1,0 1,0

Mediana 3,0 2,5 1,0
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4.6.1 Estatistica Comparativa entre duas fases do estudo para células CD4+

na derme

Os vaores semiquantitativos da andlise de células CD4+ na derme das
pacientes revelaram ndo estar distribuidos numa curva normal. Portanto, aplicamos
teste ndo paramétrico. Comparando-se as duas fases estudadas de um mesmo
tratamento, pré e 6 meses do inicio do tratamento para células CD4+ na derme,
através do Teste Estatistico ndo paramétrico de Kruska-Wallis, observamos ndo
haver diferenca significante (H=0,363; p = 0.547). O Gréfico 12 mostra a mediana e

0S percentis dessa analise.

Grafico 12. Gréfico de caixas revelando as medianas das duas fases estudadas para
células CD4+
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4.6.2  Estatistica Comparativa entre trés fases do estudo para células CD4+

na derme

Comparando-se as trés fases estudadas de um mesmo tratamento, pré, 6 meses
e 12 meses apés término do tratamento, para células CD4+ na derme, através do Teste
Estatistico ndo paramétrico de Kruska-Wallis, observamos haver diferenca
significante (H=9,81; GL=2; p=0.007). O gréfico 13 mostra a comparacdo para celulas
CDA4+. Para isolar o momento que difere dos outros, utilizamos o procedimento de
comparacao multipla pelo método de Dunn, que mostrou haver reducéo significante
(p<0,05) das células CD4+ na derme 12 meses ap0s comparado ao pré tratamento
(g=2,775). Néo houve diferenca significante de CD4+ 12 meses comparado aos

6 meses (g=2.075; p>0,05), bem como entre pré e 6 meses (g= 0.919; p>0,05).

Grafico 13. Gréfico de caixas revelando as medianas das trés fases estudadas para
células CD4+
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4.7  Analise das reagdes imunoistoquimicas para CD1

A reacdo imunohistoquimica para o anticorpo anti-CD1 evidencia as células
de Langerhans, que se encontram em grande quantidade distribuidas na camada basal
daepiderme (Figuras 23, 24 e 25).

A avaliacdo morfométrica, por meio da qual obtivemos o nimero de células
CD1+ por &rea de epiderme (mm?), foi realizada com auxilio de Sistema Analisador
de imagens. Os resultados individuais dos casos estudados estéo revelados na Tabela 15.
Na anadlise imunoistoquimica ndo houve ateracdo de CD1. A tabela 16 mostra a
média desvio padréo méaxima, minima e mediana do nimero de células CD1+ na

epiderme.
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Pré-tratamento Apos 6 meses 12 meses apos término
do tratamento

Figura 23. Imunoistoquimica para CD1 para evidenciar as células Langerhans na
epiderme
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Pré-tratamento ApOs 6 meses 12 meses apés término
do tratamento

Figura 24. Imunoistoquimica para CD1 para evidenciar as células Langerhans na
epiderme

Pré-tratamento Apos 6 meses 12 meses apds término
do tratamento

Figura 25. Imunoistoquimica para CD1 evidenciando as células Langerhans na
epiderme
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Tabela 15. Valores individuais do nimero de células CD1+ por mm? de epiderme

dos casos avaliados

L1 783,26 651,40

L2 956,84 554,20

L3 893,13 800,40 1344,10
L4 851,43 848,40 753,64

L5 1015,90 992,40 797,67

L7 822,09 1115,30 2402,30
L8 1344,00 644,22 879,53

L9 1136,00 460,13 886,41

L10 664,66 417,40 1768,00
L11 899,75 1060,70 453,71

Valores=niimero de células CD1 por area (mm?) da epiderme

Tabela 16. Estatistica Descritiva da quantificagéo de células CD1+ na epiderme

Média 936.706 754.455 1160.670
Desvio Padréo 192.502 248.251 643.166
Max 1344.000 1115.300 2402.300
Min 664.660 417.400 453.710

Mediana 896.440 725.900 882.970
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4.7.1  Estatistica Comparativa entre duas fases do estudo para células CD1+

na epiderme

Comparando-se os valores obtidos de 10 pacientes (Tabela 15) nas duas fases
estudadas, pré e 6 meses apOs o inicio do tratamento, para células CD1 + na
epiderme, através do Teste Estatistico de Andlise de Variancia, observamos néo
haver diferenca significante (F=3.366;p=0.083). O Gréfico 14 mostra em barras a

meédia das fases dessa andlise.

Grafico 14. Gréfico de barras revelando as médias das duas fases estudadas para

células CD1+ na epiderme
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4.7.2  Estatistica Comparativa entre trés fases do estudo para células CD1+

na epiderme

Comparando-se os valores obtidos de 08 casos (Tabela 15) nas trés fases
estudadas, pré, 6 meses e 12 meses apos término do tratamento, para células CD1 +
na epiderme, através do Teste Estatistico paramétrico de Andlise de Variancia (Teste
de normalidade p=0.527), observamos ndo haver diferenca significante entre as trés

fases estudadas (F=1,550; p=0.236). O Grafico 15 mostra essa analise, em barras.

Grafico 15. Gréafico de barras revelando as médias das trés fases estudadas para

células CD1+ na epiderme
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4.8 Analise das reagdes imunoistoquimicas para ICAM-1

Em relacdo ao anticorpo ICAM-1, que evidencia as células endoteliais dos
vasos ha derme, comparamos os valores obtidos pré, apds 6 meses do inicio do
tratamento em 10 casos e 12 meses apos término do tratamento em 8 casos.
Os resultados individuais da fragdo de érea (%l CAM) ocupada por estes vasos ha derme
de cada um dos casos estudados estéo revelados na Tabela 17. Houve aumento de
ICAM-1 em 6 meses com retorno aos niveis normais apos 12 meses. Os valores
obtidos pela estatistica descritiva estéo especificados natabela 18. Asfiguras 26, 27 e 28

mostram células endoteliais positivas paral CAM-1 evidenciando os vasos da derme.

Pré-tratamento Apbs 6 meses

Figura 26. Imunoistoquimica para | CAM-1 evidenciando os vasos dérmicos
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Pré-tratamento Apo6s 6 meses

Figura 27. Imunoistoquimica para | CAM-1 evidenciando os vasos dérmicos

Pré-tratamento Ap0Gs 6 meses

Figura 28. Imunoistoquimica para | CAM-1 evidenciando os vasos dérmicos
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Tabela 17. Valores individuais da fragdo de area ocupada pelos vasos dérmicos
ICAM+ nas bidpsias de pele estudadas

C16 0,37 1,04
17 0,63 0,57
18 0,86 1,48 1,42
19 0,53 1,13 0,68
20 0,45 1,09 0,21
22 0,52 0,81 0,52
23 0,53 1,06 0,32
24 0,61 0,61 0,43
25 0,55 0,35 0,30
26 0,18 0,78 0,47

Vaores= fragdo de area de vasos ICAM+ (%)

Tabela 18. Estatistica Descritiva de %I CAM (vasos) naderme

Média 0,524 0,890 0,524
Desvio Padrao 0,176 0,332 0,388
Max 0,859 1,479 1,420
Min 0,180 0,347 0,210

Mediana 0,527 0,924 0,450
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4.8.1 Estatistica Comparativa entre duas fases do estudo para fracao de area

de vasos na derme (ICAM-1+)

Comparando-se as duas fases do estudo em 10 casos, pré e 6 meses apds
inicio do tratamento, verificamos que os valores da %ICAM encontravam-se dentro
de uma curva normal. Portanto, utilizamos o Teste Estatistico paramétrico de Andlise
de Variancia. O teste revelou diferenca estatisticamente significante (F=9,66;
p=0,006). Esta diferenca foi confirmada pelo Teste de comparacdo de Tukey
(g=4,397; p<0,05), mostrando aumento da fracdo de érea de vasos na derme 6 meses

apos o tratamento de 5 sessdes de LIP. O gréfico 16 mostra analise.

Grafico 16. Grafico de barras das duas fases estudadas para %l CAM+ na derme

%ICAM vasos derme
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4.8.2  Estatistica Comparativa entre trés fases do estudo para fracédo de area

de vasos na derme (ICAM-1+)

Comparando-se as trés fases do estudo em 08 pacientes, ou sgja, pré, 6 meses e
12 meses gpGs término do tratamento, verificamos que os vaores da %ICAM
encontravam-se dentro de uma curva normal (Teste de normalidade, p=0.055). Portanto,
utilizamos o Teste Estatistico de Andlise de Variancia para comparar as trés fases do
tratamento dessas pacientes. O teste revelou haver diferenca significante na fracdo de
area de vasos dérmicos ICAM+ (F= 3,752; p=0.040). Para melhor especificar tal
diferenca foi aplicado o teste de Tukey que revelou diferenca significante entre pré e

ap0s 6 meses (=3.42; p<0,05). O Gréfico 17 mostra essa andise.

Grafico 17. Grafico de Barras demonstrando a média de %ICAM nos vasos

dérmicos em trés fases estudadas

%ICAM vasos derme
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4.9 Andlise comparativa entre os dados de melhora clinica e

histomorfométricos de fibras colagenas e elasticas

Obtendo-se a média das avaliacOes clinica de melhora da pele e também os
valores correspondentes ao grau de aumento de fibras colagenas e elasticas na derme
apos o tratamento com 5 sessfes de LIP, pudemos realizar Teste Estatistico de
correlacdo linear. O teste revelou ndo haver correlacdo significante entre melhora
clinica e quantidade de fibras el asticas apds 6 meses de tratamento.

A equacdo de regressdo linear (Gréafico 18) parafibras elasticas foi:

Melhoraclinica=2,196-(0,0188* %FE/melhora) ( R=0,127; F=0,374; p=0,547)

Grafico 18. Curva da regresséo linear comparando o grau de melhora clinica com a

% de fibras el &sticas apds 6 meses de tratamento com LIP

melhora clinica
I
8
O
O
/
|
[
|
//
O

%FE/melhora



Resultados 73

Em relacéo as fibras colagenas observou-se correlacdo linear significante com
amelhoraclinica. A andlise mostrou que a melhora clinica é dependente do aumento
de fibras colagenas segundo a equacéo de regressdo linear (Grafico 19):

Melhora clinica= 1, 512+ ( 0,0457*%col/melhora) ( R=0,648; F=16,616;

p<0,001)

Grafico 19. Curva daregresséo linear comparando o grau de melhora clinica com a

% de fibras colageno ap6s 6 meses de tratamento
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O fotoregjuvenescimento ndo ablativo € um método que tem sido bastante
estudado atualmente visando a reversdo do envelhecimento cutaneo, através da
utilizacdo da LIP, com o objetivo de criar um dano dérmico sem ablacdo da
epiderme. A reacdo da derme a agressdo se faz pelo aumento da producéo de
colageno e reabsorcdo do material elastotico (Goldberg, Silapunt, 2001). As
explicacbes para a sintese de novo colageno incluem a absorcéo da luz pelo sangue,
gue aumenta a temperatura ao redor dos vasos, transferindo o dano térmico ao tecido
adjacente e causando a liberacdo de mediadores inflamatorios, que induziriam o
processo de cicatrizacdo. A energia também estimularia diretamente os fibroblastos a
produzir mais colageno (Lee, 2003).

O colageno € uma familia de proteinas estruturais, que promovem sustentacéo
e resisténcia a pele e a outros tecidos. As fibras de colageno sdo compostas de
cadeias de proteinas, dispostas numa tripla hélice, ligando-se através de pontes de
hidrogénio. Estudos em laboratorio demonstram que o colageno aguecido perde as
pontes de hidrogénio e a estrutura helicoidal se transforma em uma estrutura amorfa
e enrolada ao acaso. 1sso leva a um encurtamento e engrossamento das fibras de
colégeno, de modo que as cadeias de proteinas se dobram e assumem uma
configuracdo mais estavel. Tal contracdo do colageno poderia ser traduzida na pele
pelo efeito “skin tightening”, 0 mesmo que ocorre com aréadio-freqliéncia, até entdo,
0 Unico método ndo invasivo para produzir skin tightening (pele esticada) (Ruiz
Esparza e Gomez, 2003). Entretanto, a dor intensa e 0 atraso na resposta clinica de

muitas pacientes sdo fatores limitantes para o uso dessa tecnologia. Na tentativa de
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promover o efeito lifting, novos aparelhos foram desenvolvidos por Ruiz Esparza
(2006) utilizando laser que emite luz no comprimento de onda entre 1000 a 1800 hm
e em ciclos de multisegundos, tendo demonstrado, através de fotografias, o efeito
skin tightening em 22 pacientes. E esse efeito foi mantido apos 8 meses, quando as
pacientes foram novamente fotografados.

As pacientes do presente estudo apresentaram uma melhora da flacidez
cutanea. Uma explicacdo para isso seria que, devido ao aumento do colégeno que
todas as pacientes apresentaram ao final do tratamento.

Tais resultados também foram obtidos nos varios estudos que utilizaram
diferentes tipos de LASER para o fotorgjuvenescimento ndo ablativo no
tratamento do envelhecimento cuténeo, através da avaliacdo histopatoldgica
demonstraram sintese de colageno e melhora da elastose solar em diferentes graus
(Menaker et al.,1999; Goldberg, 2000; Founier et a., 2001; Goldberg, Silapunt, 2001,
Trelleset al., 2001; Lee, 2003).

Feng e Zhao (2008) afirmaram que o mecanismo de agdo da LIP no
rejuvenescimento pode ser explicado pelo aumento da atividade de fibroblasto,
hiperplasia de fibroblasto e rearranjo de colageno e elastina dentro do estroma.

Zelickson e Kist (2000) trataram nove pacientes com fotoenvel hecimento,
sendo sete com LASER de corante pulsado (LCP) e dois com LIP (n&o cita o filtro),
os quais foram submetidos a biopsia da pele da area periorbital antes e até 6 semanas
apos o tratamento. Foi realizado estudo histoquimico da derme utilizando marcadores
para pré-colédgeno, colageno tipo | e Ill, colagenase, €lastina e receptor para
hialuronidase. Houve aumento de todos os critérios avaliados com ambos os

tratamentos. Os autores concluiram que o tratamento das rugas finas ocorre pela



Discussao 77

estimulacdo da producdo de proteinas e enzimas da matriz extracelular pelos
fibroblastos dérmicos.

Os achados deste trabalho também concordaram com o encontrado no estudo
de Menaker (2001) em que a remodelacéo do colageno continua por pelo menos 12
meses, tempo apos o qual se pode avaliar o resultado final de um estudo.

Sadick (2003) em um estudo sobre fotorejuvenescimento ndo ablativo, afirma
que os resultados sdo tardios, sendo as modificacdes de pigmentacgOes, vasculares e
pilosebaceas notadas em 3 a 6 meses, e areducdo das rugas apos 12 a 18 meses.

Fournier et al. (2001) afirmam que, em todos 0s processos de remodelacdo ou
“resurfacing”, se espera que a zona grenz se espesse pelo aumento da deposicao de
colageno, com reorganizacdo em arranjos paralelos com fibrilas compactas. Afirma,
porém, gque esse processo leva meses para ser visualizado, ap0os o procedimento.

Bitter (2000), apos tratamento do fotoenvelhecimento com LIP, avaliou a
histopatologia e relatou que, em um caso, observou novo coldgeno na derme,
desaparecimento dos melandfagos e do infiltrado inflamat6rio dérmico superficial.

Uma das vantagens dos aparelhos que emitem LIP, em comparagdo com o
LASER, € o fato de terem ponteiras grandes que permitem o tratamento de areas
maiores em tempo menor, além de haver maior penetracéo e menor dispersao da luz
(Weiss Ra et a., 2000 e Schroeter CA,1998). A distancia entre a ponteira e a pele
também influencia a profundidade de penetracdo da luz. Quanto maior a distancia,
menor a penetracdo da luz (Spicer MS, 1996). Além disso, a LIP € uma aternativa
vidvel em relacdo ao laser, pois pode ter um custo menor.

Alster (2005) comparou LIP e a associagdo entre LIP e ALA no

rejuvenescimento. Foram realizadas 2 sessOes com 4 semanas de intervalo e as
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pacientes foram acompanhados por 1, 3 e 6 meses. A associacdo entre ALA e LIP
apresentou mel hor resultado.

A andlise morfométrica, conhecida por sua reprodutibilidade e objetividade,
mostrou-se Util neste estudo para a obtencdo de dados quantitativos referentes a
quantificacdo de fibras colégenas e elasticas por area, nos campos selecionados na
derme, antes e apds o tratamento com o LIP.

Efeitos colaterais, como edema e eritema da pel e fotoenvel hecida, observados
imediatamente ap0ds a aplicacdo da LIP, sdo devidos a reacdo inflamatéria da pele,
provocada pelainteracdo da luz com o tecido, com liberac&o de calor (Spicer, 1996).
Esses efeitos duraram de 24 a 72 horas e desapareceram completamente. E referida
na literatura, além de edema e eritema, a possibilidade de vesiculacdo em 24-36
horas ap0s a sesséo, com posterior formagédo de crostas que desaparecem no periodo
de 7 a 14 dias (Spicer, 1996). No presente estudo, 22% de individuos apresentaram
crostas na face, devido a presenca de melanose solar, as quais apareceram 24 horas
apos a sessdo e duraram aproximadamente 1 a 2 semanas. Como sua duragéo foi
menor que o tempo de turnover da epiderme (quatro semanas), provavelmente elas
foram produzidas por queimadura superficial (Kawada et al., 2002). E fregiiente, na
literatura, a referéncia a formagdo de crostas apos a aplicacéo da LIP (Weiss, 2000;
Huang et al., 2002).

O surgimento de eritema (31%) e edema (28%) neste trabal ho, provavelmente
se deve a eventual superposicao de disparos de LIP em uma mesma regido da face,
provocando uma maior reacdo inflamatoria.

Os graus de desconforto durante a aplicacdo da LIP, referidos pelos

individuos, foram leve e moderado. O desconforto caracterizou-se por uma sensagao
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de ardéncialoca durante os disparos e durou cerca de 20 minutos, apos aplicacdo de
gelo no local, cessando completamente. A sensacdo de queimadura é freqlientemente
referida na literatura (Moreno-Arias, 2001; Arias, 2001). Neste estudo, tais efeitos
foram considerados toleréveis pelos individuos participantes e ndo impediram a
continuidade do tratamento. Também n&o houve queixa sobre a presenca de cicatriz
na face, decorrente das biopsias que foram feitas com punch 4 mm e, portanto,
geraram cicatrizes muito reduzidas e quase imperceptiveis ao exame clinico.

O regparecimento das células de Langherans na epiderme é mais rapido quando
o trauma ndo resulta em eliminagéo total das células, como visto apds a exposicdo a
radiacdo ultravioleta e traumatismo na pele com fitas adesivas, assm as células
remanescentes sofrem divisdo e originam novas células (Miyauchi et a., 1987).

O tratamento com LIP ndo promoveu ateracéo daimunidade da pele em relacéo
a CD1, CD4 e CD8, achados esses ainda ndo descritos na literatura. Salgado (2001)
estudou a técnica ablativa com laser de didxido de carbono e observou que a quantidade
delinfocitos CD4 e CD8 eram iguais, antes e apds 15 e 90 dias do tratamento.

Meski (2005) estudou quimioabrasdo para tratamento de ritides da regido
periora e observou que ndo houve diferencas significativas quando comparadas as
populacdes de linfocitos CD4+ e CD8+, assm como a expressao dérmicade HLA-DR e
ICAM-1, na pele dos pacientes antes e 30 dias apds a quimioabrasio.

Os resultados da andlise comparativa mostraram aumento da expressao de
ICAM-1 na derme apds 6 meses do tratamento. Esse aumento foi estatisticamente
significativo, apresentando p<0,05%, demonstrando aumento dos capilares sanguineos
na derme. Entretanto, apos 12 meses do término do tratamento a expresséo do ICAM-1

na derme voltou ao normal. Ndo existem reatos na literatura correlacionando LIP e
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ICAM. Essa dteracdo parece estar relacionada com o0 processo inflamatorio, pois a
glicoproteina ICAM é produzida quando ha invasdo da parede dos vasos por linfocitos

favorecendo a adesdo deles ao endotdlio (Cid et a., 2000).
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6 Conclusoes
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Os resultados obtidos quanto a realizacdo da LIP para o tratamento do
fotoenvelhecimento da face estudando os aspectos clinicos, histopatologicos e
imunoi stoquimicos pré, 6 meses e 12 meses apds término do tratamento, permitiram-

Nos as seguintes conclusoes:

1. O aspecto clinico da pele apos 6 meses teve uma melhora moderada e intensa em

76,92% dos casos.

2. O grau de satisfacéo das pacientes com o tratamento com aLIP foi 8,57.

3. As fibras colagenas tiveram um aumento médio de 51,33 % apds 6 meses e 0

aumento em relagéo a 12 meses do término do tratamento foi 30,17%.

4. Asfibras elésticas tiveram um aumento de 44,13% ap0s 6 meses e um aumento

de 143,19% apOs 12 meses.

5. A equagdo de regressdo linear mostrou que a melhora clinica € dependente do

aumento de fibras colagenas apds 6 meses.

6. Em relagdo as fibras elasticas ndo houve correlacdo significante entre melhora

clinica e quantidade de fibras el sticas ap0s 6 meses.
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7. Em relagéo aimunoistoquimica ndo foram observadas alteragOes estati sticamente

significativas para linfocitos CD1+ e CD8+.

8. Houve uma diminuicao estatisticamente significante de CD4 apds 12 meses.

9. O tratamento com LIP mostrou ndo alterar aimunidade da pele apos 6 meses.

10. Houve aumento significante da expressdo dérmica ICAM-1 apds 6 meses,

constatado pelo aumento de area de vasos dérmicos, com retorno aos niveis

normais apos 12 meses.

11. Verificou-se correlagcdo da glicoproteina endotelial ICAM-1 com o grau de

processo inflamatorio da pele durante o tratamento.

12. A Luz Intensa Pulsada congtitui boa opcdo de tratamento para o

fotoenvel hecimento cutaneo, sendo uma técnica ndo ablativa, segura e eficaz.
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Anexo 1 — Reatividade da pele humana a radiacéo solar baseada nos
fototipos de I a VI

CLASSIFICACAO DE FITZPATRICK

Tipo de pele Cor Sensibilidade a RUV Reacéao
' Sempre queima
I Branca clara Muito sensivel _
nunca pigmenta
Il Branca Muito sensivel Pigmenta pouco
. ueima, pigmenta
Il Morena clara Sensivel Q P9
moderadamente
. ueima pouco,
v Morena escura Pouco sensivel Q P
sempre pigmenta
L . Nunca queima,
\ Parda Pouquissimo sensivel q
sempre pigmenta
. Nunca queima,
VI Negra Insensivel q
sempre pigmenta

Fitzpatrick TB, 1999. p. 1606.



Anexos 86

ANEXO 2

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(InstrucBes para preenchimento no verso)

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

NOME DO

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador
L= (o7 SRR
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO:.....cocoviiiiiieniee e SEXO: M( ) F( )

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA
“Estudo Comparativo pré e po6s luz intensa pulsada no tratamento do
fotoenvelhecimento cuténeo: avaliagao clinica, histopatoldgica e imunoistoquimica”
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2.PESQUISADOR: Luiz Carlos Cucé

CARGO/FUNCAO: Professor Titular INSCRICAO CONSELHO REGIONAL:
9575 UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia

3.AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEMRISCO ( ) RISCO MINIMO ( X) RISCO MEDIO ( )
RISCOBAIXO( )  RISCO MAIOR ( )

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do

estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA: 2 anos

INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO

(Resolucédo Conselho Nacional de Saude 196, de 10 outubro 1996)

Este termo conterda o registro das informacdes que o pesquisador
fornecera ao sujeito da pesquisa, em linguagem clara e accessivel,
evitando-se vocabulos técnicos ndo compativeis com o grau de
conhecimento do interlocutor.

A avaliagdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta
gualquer possibilidade de intervencdo e de dano a integridade fisica do
sujeito da pesquisa.

0 formulario poderéa ser preenchido em letra de forma legivel, datilografia
ou meios eletronicos.

Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em
poder do paciente ou seu representante legal e outra devera ser juntada
ao prontuario do paciente.

A via do Termo de Consentimento Pos-Informacéo submetida a analise
da Comisséao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa -CAPPesq
devera ser idéntica aquela que seréa fornecida ao sujeito da pesquisa.
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lll - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE
OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA,
CONSIGNANDO:

1. Justificativa e objetivos da pesquisa

O fotoenvelhecimento é uma alteracdo da pele em que ocorre modificacao
na pigmentacdo, na textura e no aspecto geral da pele. Além da questdo
estética, alguns pacientes possuem esta alteracdo por fatores
intrisecos(internos) e extrinseco (exposi¢cao solar). Um tipo especial da luz
chamado LIP vem sendo empregada para o tratamento desta alteracao, ja
sendo utilizada pelos dermatologistas em seus consultorios. Este estudo
esta sendo realizado para avaliarmos o grau de clareamento e o0 que
acontece na estrutura da pele apds o tratamento com um aparelho de LIP
chamado Active.

2.Procedimentos que serdo utilizados e propositos

Participardo do estudo 26 pacientes que possuam esta alteracdo na pele da
face. A aplicacdo da luz sera feita uma vez por més durante 5 meses no
Hospital das Clinicas. Para evitar prejuizo a visao, serao utilizados éculos de
protecdo durante as aplicagcbes da luz. Serédo realizadas fotografias da
regido da face pré, 6 meses e 12 meses apos término do tratamento. Serdo
retirados pequenos pedacinhos de pele para estudo (biépsia), pré , 6 meses
e 12 meses apos término do tratamento. Para a retirada dos pedacinhos de
pele, sera feita uma anestesia local e sera dado um ponto para diminuir a
possibilidade de cicatriz. O ponto sera retirado apés 5 dias. Apdés o
tratamento, deve-se evitar a exposicao ao sol, e durante o dia deve-se estar
sempre utilizando bloqueador solar.

3.Desconforto e riscos esperados

A aplicacéo da luz provoca pouco desconforto, o qual lembra uma sensacéao
de gueimacdo. Esta sensacdo é mais intensa no momento da aplicacéo e
tende a diminuir, em seguida, progressivamente. Logo apos a aplicacéo a pele
pode ficar vermelha e inchada. Em alguns casos a pele pode se romper e
depois cicatriza. Nestes casos sera indicado o uso de um creme de antibiético.
Outra alteracéo possivel é a formacéo de casquinhas escuras no local. Estas
casquinhas ndo deverdo ser arrancadas, espere que caiam naturalmente. O
local tratado pode ficar temporariamente mais escuro ou mais claro do que a
cor da pele ao redor. Esta alteragéo da cor tende a desaparecer aos poucos em
algumas semanas, e raramente pode demorar meses.
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A biopsia € um procedimento seguro, estando raramente associada a
complicacbes como sangramento ou infec¢cdo. Habitualmente deixa uma
pequena marca na pele, sendo que a realizacdo do ponto diminui sua
percepcao.

Uma outra possibilidade seria a ndo melhora do fotoenvelhecimento apds o
tratamento.

4.Beneficios que poderao ser obtidos

Como ja mencionado, este tratamento é seguro e ja vem sendo utilizado
para o tratamento do fotoenvelhecimento da face e também de outras
alteracbes da pele. A cada sessdo devera ser notado um clareamento
progressivo das manchas e melhora da textura da pele.

5.Procedimentos alternativos

Existem outros tratamentos que também sao ou ja foram utilizados para o
tratamento do fotoenvelhecimento. A utilizacdo de cremes clareadores é
segura, porém tem menor efeito em relacdo a luz intensa pulsada. Outros
tratamentos ja realizados incluem a aplicacdo de peelings quimicos, lasers
ablativos e ndo ablativos, preenchimentos e toxina botulinica, tém sido
utilizadas com bons resultados no tratamento do fotoenvelhecimento.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. A qualguer momento, o (a) senhor (a) podera receber todas as
informacBes que quiser sobre o estudo, para esclarecimento de
guaisquer duvidas que possam surgir.

2. A qualguer momento, o (a) senhor (a) tem liberdade para deixar de
participar do estudo, sem que isto traga qualquer prejuizo ao seu
acompanhamento.

3. Em nenhum momento da pesquisa serdo divulgados seu nome ou
guaisquer informacdes pessoais, estando assegurada sua privacidade.

4. Em caso de algum prejuizo a sua saude decorrente do estudo, o (a)
senhor (a) recebera acompanhamento no Hospital das Clinicas da
FMUSP.

5. Em caso de eventuais danos a sua saude decorrentes do estudo, sera
avaliada a possibilidade de indenizagao.
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V - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E
REACOES ADVERSAS

Dra. Régia Celli Patriota de Sica

Rua Dr Veiga Filho, 350 sala 403. CEP 01229-000 — Higienopolis - Séo Paulo-SP -
Brasil

Telefone/Fax: 55 11 3662 2103

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente
Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de

assinatura do sujeito da pesquisa ou assinatura do pesquisador
responsavel legal (carimbo ou nome Legivel)
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ANEXO 3

A UNIWERSIDADE DE SAD PAULD

= O e
g % EREEE

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessto de

09.11.05, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 891/05, intitulado:

“Estudo comparativo da pele pré e pés luz intensa pulsada no
tratamento do fotoenvelhecimento cutdneo: Avaliagdo clinica e
histopatolégica: Fibras coldgenas/eldsticas e imunidade cutdnea”
apresentado pelo Departamento de DERMATOLOGIA , inclusive o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Sadde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Luiz Carlos Cucé
Profa. Dra. Consuelo Junqueira Rodrigues
Pesquisador (a) Executante: Dra. Régia Celli Ribeiro Patriota

CAPPesq, 09 de Novembro de 2005,

Vice-Presidente da Comiss@o de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinkca do Hospilal das Clinicas da Facuidade de Medicdna da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5° andar - CEP 05430 010 = 530 Paulo - 5P
Fene: 011 - 30606442 fax : 011 - 3069 6482 = e-mall : cappesgfhenet usp br / secrelariacagoesq2@honet wsp. br
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ANEXO 4 - ENTREVISTA

Nome:
Endereco: Rua/Av Bairro:

Telefones para contato

Naturalidade: Procedéncia:
Profissao:
Sexo: ( M ( )F Data de nascimento:

Fototipo: ( )1 ( ) (Il ( )V ( )V

Tempo de evolucgao:

Classificacdo de Glogau: ( )1 ( )2 ( )3 ( )4

Componentes: ( )Pigmentacao acastanhada ( )Poros abertos
)Flacidez

Exposicao solar (quanto e ha quanto tempo):

Uso de filtro solar:

Uso de cosmeéticos:

Tratamentos anteriores:

Outras doencas de pele/geral:

Uso de medicacoes:

Menopausa:

Historia de queldide:

Alergia:

(
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Anexo 5 — Avaliacéo Fotogréafica segundo os trés observadores

Para manter a padronizacdo das fotografias as pacientes foram
fotografados sempre pela mesma pessoa e no mesmo local, sob as mesmas
condicdes de luz.

As fotografias eram identificadas com pré, 6 e 12 meses apds término
do tratamento.

Favor analisar se houve alteracbes no aspecto da pele, do
clareamento e das rugas, ap0s o tratamento com luz intensa pulsada.

As fotos foram avaliadas no monitor do computador.

Ao término da analise de cada paciente assinale com um X em:

- Melhora Discreta: se houve pequena melhora do aspecto da pele:
textura, clareamento e rugas.

- Melhora Moderada: se houve uma melhora razoavel do aspecto da
pele: textura, clareamento e rugas.

- Melhora intensa: se houve uma grande melhora do aspecto da pele:

textura, clareamento e rugas.

CASO1a26 ( ) Melhora Discreta
() Melhora Moderada

() Melhora Intensa



8 Referéncias




Referéncias o5

Alster TS, Tanzi EL, Welsh EC. Photorejuvenation of facial skin with topical 20% 5-
aminolevulinic acid and intense pulsed light treatment: a split-face comparison study.
J Drugs Dermatol. 2005;4:35-8.

Anderson RR, Parrish RR. Selective photothermolysis. Precise microsurgery by
selective absorption of pulsed radiation. Science. 1983;220:524-7.

Arias GAM, Ferrando J. Intense pulsed light for melanocytic lesions. Dermatol Surg.
2001;27:397-400.

Bitter PH. Noninvasive rejuvenation of photodamaged skin using serial, full-face
intense pulsed light treatments. Dermatol Surg. 2000;26:835-43.

Cid CM; Cebrian M; Font C; Vinet CB; Rodriguez JH; Esparza J, Marquez AU,
Grau JM. Céll adhesion molecules in the development of inflammatory infiltratesin
giant cell arteritis. Arthritis Rheum. 2000;43:184-94.

Coleman WP. Cirurgia cosmetica: principios e técnicas. Rio de Janeiro: Revinter;
2000. p.7-17.

De Panfihis G, Manara GC, Ferrari C. Adhesion molecules ou the plasma membrane
of epidermal cells. I1. J Invest Dermatol. 1990;94:317-21.

Dougherty GJ, Murdoch S, Hogg N. The function of human intercellular adhesion
molecule-1(ICAM-1) in the generation of an immune response. Eur J Immunol.
1988;19:35-9.



Referéncias 06

Elson ML. Treatment of photoaging: a persona comment and open study of the use
of glycolic acid. J Dermatol.1993;4:215-8.

Feng Y J, ZhaoJY .Skin Rejuvenation in Asian Skin. Journal of Drugs in Dermatology
2008;7:273-279.

Fitzpatrick TB. Fitzpatrick”s reactivity of human skin to solar radiation based on skin
phototypes | to V: table 138-5. In: Freedberg IM, Eisen AZ, Wolff K, Austen KF,
Golsmith LA, Katz S|, Fitzpatrick TB. Dermatology in general medicine. 15™ ed.
New York: Mc Graw-Hill; 1999. p.1606.

Fournier N, Dahan S, Barneon G, Diridollou S, Lagarde JM, Gal Y, Mordon S.
Nonablative remodeling: clinical, histologic, ultrasound imaging, and profilometric
evaluation of a 1540 nm Er:Glass laser. Dermatol Surg. 2001;27:799-806.

Freinkel RK, Woodley DT. The biology of the skin. New Y ork: The Parthenon; 2001.

Fullmer HM, Sheetz JH, Narkates AJ. Oxytalan connective tissue fibers. a review.
J Oral Pathol. 1974;3:291-316.

Fusco FJ. The aging face and skin: common signs and treatment. Clin Plast Surg.
2001,;28:1-12.

Garmyn M, Yaar M, Boileav N, Backendorf C, Gilchrest BA. Effect of aging and
habitual sun exposure ou the genetic response of cultured human Keratinocytes to

solar: ssimulated irradiation. J Invest Dermatol. 1992;99:743-8.

Gilchrest BA. 5km aging and photoaging: and overview. J Am Acad Dermatol.
1989;21:610-3.

Glogau RG. Chemical peeling and aging skin. J Geriatr Dermatol. 1994;2:30-5.



Referéncias o7

Goldberg DJ, Cutler KB. Nonablative treatment of rhytids with intense pulsed light.
Lasers Surg Med. 2000;26:196-200.

Goldberg DJ, Silapunt S. Histologic evaluation of a Q-switched Nd:YAG laser in the
nonabl ative treatment of wrinkles. Dermatol Surg. 2001;27:744-6.

Huang YL, Liao YL, Lee SH, Hong HS. Intense pulsed light for the treatment of
facial frecklesin Asian skin. Dermatol Surg. 2002; 28:1007-12.

Hsu SM, Raine L. The use of avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) in diagnostic
and research pathology. In: Ronad A, Deleillis MB, editors. Advances in
immunohistochemistry. Paris; Masson Publishing; 1983.

Kadunc BV. Acido piravico: técnica da padronizacdo para uso em esfoliacOes
quimicas através do estudo experimental [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Séo Paulo; 1998.

Kawada A, Shiraishi H, Asai M, Kameyama H, Sangen Y, Aragane Y, Tezuka T.
Clinical improvement of solar lentigines and ephelides with an intense pulsed light
source. Dermatol Surg. 2002;28:504-8.

Lee MWC. Combination 532-nm and 1064-nm lasers for noninvasive skin
rejuvenation and toning. Arch Dermatol. 2003;139:1265-76.

Lisby 5, Ralfkiaer E, Rothlein R, Vejlgaard GL. Intercellular adhesion molecule - 1
(ICAM-I) expression correlated to inflamation. Br J Dermatol. 1989;120:479-84.

Menaker GM, Wrone DA, Willians RM, Moy RL. Treatment of facial rhytids with a
nonablative laser: aclinical and histologic study. Dermatol Surg. 1999;25:440-4.

Meski APG. Estudo Comparativo da pele pré e p6s quimioabrasdo para tratamento
de ritides da regido perioral:avaliacdo clinica e imunohistoquimica [dissertacao].
S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S50 Paul 0;2005.



Referéncias o8

Miyauchi S, Hashimoto K. Epiderma Langerhans cells undergo mitosis during the
early recovery phase after ultra-violet B irradiation. J Invest Dermatol. 1987;88:703-8.

Moreno-Arias GA, Ferrando J. Noncoherent intense pulsed light for the treatment of
relapsing hairy intradermal melanocytic nevus after shave excision. Lasers Surg
Med. 2001;29:142-4.

Nagy ZA, Lehmann PV, Facioni F, Muller S, Adorini L. Why peptides? Their
possible role in the evolution fo MHC-restricted T- cell recognition. Immunol Today.
1989;10:132-8.

Odom RB. Topica tretinoin for the treatment of photo clamaged skin. In: Weelmd
RG, editor. Cutaneous surgery. Philadelphia: Saunders; 1994. p.28-9.

Roenigk HH Jr. Treatment ofthe aging face. Dermatol Clin. 1995;13:245-61.
Roitt L, Male D, Brostoff J. Inmunology. 5 ed. Londres; Mosby, 1998.

Ruiz-Esparsa J, Gomez JB. The medical face lift: a noninvasive, nonsurgical
approach to tissue tightening in facial skin using nonablative radiofrequency.
Dermatol Surg. 2003;29:325-32.

Ruiz-Esparza J. Near painless, nonablative, immediate skin contraction induced by
low-fluence irradiation with new infrared device: a report of 25 patients. Dermatol
Surg. 2006;32:601-10. Erratum: Dermatol Surg. 2006;32:proceeding 773.

Sadick NS. Update on non-ablative light therapy for reuvenation: a review. Lasers
Surg Med. 2003;32:120-8.

Salgado AGM. Estudo imuno-histoquimico da pele antes e depois do laser de CO2
ultrapulsado [dissertacdo]. S&0 Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2001.



Referéncias 09

Sampaio SAP, Rivitti EA. Dermatologia. Sao Paulo: Artes Médicas; 1998. p.634-5.

Sato A, Klein J. The HLA System. First oftwo parts. N Engl J Med. 2000;343:702-9.

Schroeter CA, Newmann HA. Na intense light source. The Photoderm VL-flashlamp
asanew treatment possibility for vascular skin lesions. Dermatol Surg. 1998;24:743-8.

Singer KIH,Tuck DT, Sampson HA. Epidermal Kkeratinocytes express the
intercellular adhesion molecule in inflammatory dermatoses. J Invest Dermatol.
1989;92:746-50.

Spicer MS, Goldberg DJ. Lasersin dermatology. J Am Acad Dermatol. 1996;34:1-25.

Springer TA. Adhesion receptors in the immune system. Nature. 1990;346:425-34.

Streile IN. 5km — associated lymphoid tissues (Salt) origins and functions. J Invest
Dermatol. 1983;80:12-6.

Takeuchi F, Streilein R, Robert D. Hall R. Increased E-Selectin, IL-8 and IL-10 gene
expression in humanskin after minimal trauma. Exp Dermatol. 2003;12:777-83.

Trelles MA, Allones |, Luna R. Facia rguvenation with a nonablative 1320 nm
Nd:YAG laser: a preliminary clinical and histologic evaluation. Dermatol Surg.
2001;27:111-6.

Weiss RA, Goldman MP, Weiss MA. Treatment of poikiloderma of civatte with an
intense pulsed light source. Dermatol Surg. 2000;26:823-8.

Zelickson B, Kist D. Effect of pulse dye laser and intense pulsed light source on the
dermal extracellular matrix remodeling. Lasers Surg Med. 2000; (Suppl 12):17.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

