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Resumo

Odo LM. Estudo comparativo da pele pré e pos-laser fracionado minimamente
ablativo com Erbium-YAG de 2940nm para tratamento de ritides da regido perioral :
avaliagdo clinica, histologica e imuno-histoquimica [dissertacao]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 136p.

Atualmente existem diversas opgdes terap€uticas para o tratamento do
fotoenvelhecimento cutdneo.Uma das formas de tratamento muito utilizada ¢ a
fototerapia com laser. Com o desenvolvimento da tecnologia em lasers surgiu um
novo conceito de tratamento da pele envelhecida, a fototermdlise fracionada
microablativa. Essa tecnologia fracionada visa combinar os efeitos visiveis de uma
terapia ablativa com o conforto e seguranca dos métodos ndo ablativos. Antes de
atingir a pele o laser passa por uma lente Optica especial que o divide em microrraios.
Tal procedimento produz colunas de lesdes térmicas microscopicas que penetram na
epiderme e derme, sem danificar o tecido circunvizinho. A grande vantagem de ser
fracionado ¢ que a pele integra ao redor de cada coluna funciona como um
reservatorio de células potentes para a rdpida cicatrizagdo e regeneracdo da pele,
culminando com a produgdo de colageno e resultando em uma pele mais jovial, sem
o inconveniente de um longo periodo de recuperagdo pds-tratamento. 20 pacientes
foram selecionadas para o tratamento das ritides periorais com uma sessao de laser
Erbium-YAG de 2940nm, fracionado. Apds 28 dias do procedimento observou-se
melhora na textura da pele, clareamento de manchas e atenuagdo de rugas finas
periorais. Foi realizado um estudo comparativo da quantificagdo das células de
Langerhans e receptores foll-like ( TLRs ) 2, 3 € 9 na epiderme, antes e apds 3, 7, 14
e 28 dias do tratamento e da quantificacdo das fibras de coldgeno na derme superior,
antes e ap6s 28 dias do laser. Houve diferencas estatisticamente significativas entre
as medianas dos valores de CDla (p = 0,0085), TLR 2 (p = 0,0108), TLR 3
(p=0,0011) e TLR 9 (p = 0,0012) na epiderme pré e pos-tratamento. Foi constatado
que a significancia se deu entre os valores: antes e apds 14 dias para CDla
(diminuigao), antes e apos 7 dias para TLR 2 (diminui¢do), antes e apds 14 dias para
TLR 3 (aumento), antes e ap6s 7 dias para TLR 9 (diminui¢ao). Nao se encontraram
diferengas estatisticamente significativas entre os valores medianos das fibras
colagenas do tipo I (p = 1,0000) e III (p =0,3125) antes e apos 28 dias do tratamento.
O protocolo desse estudo mostrou-se bastante seguro, pois apresentou efeitos
colaterais transitorios e nenhuma complica¢do permanente.

Descritores: 1.Envelhecimento da pele 2.Pele 3.Fototerapia 4.Laser 5.Imunoistoquimica
6.Receptores Toll-Like 7.Células de Langerhans



Summary

Odo LM. Comparative study of skin pre and post fractional photothermolysis with
Erbium-YAG 2940nm for the treatment of perioral wrinkles : a clinical, histological
and immunohistochemical analysis [dissertation]. S3o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2010. 136p.

There are several treatment options for skin photoaging. One of them widely used
nowadays is lasertherapy. The development of lasers technology introduced a new
therapeutic concept for aging skin: ablative fractional photothermolysis. This
technology combines the visible effects of an ablative therapy with the comfort and
safety of nonablative methods. Before reaching the skin the laser passes through a
special optical lens that splits it into tiny rays. This procedure produces columns of
microscopic thermal injuries that penetrate the epidermis and dermis, without
damaging the surrounding tissue. The great advantage of the fractional
photothermolysis is that the intact skin around each column acts as a potent reservoir
of cells for fast healing and skin regeneration, resulting in collagen production and a
youthful skin without the inconvenience of a long period of recovery after treatment.
20 patients were selected for perioral wrinkles treatment with a session of fractional
Erbium-YAG 2940nm. After 28 days of the procedure the perioral skin showed
improvement in texture, bleaching of sunspots and attenuation of superficial wrinkles.
A comparative study was conducted between the expression of Langerhans cells and
toll-like receptors 2, 3 and 9 in the epidermis, before and after 3,7,14 and 28 days of
treatment and among collagen fibers in the dermis, before and after 28 days of the
laser. There were statistically significant differences between the median values of
CDla (p=0.0085), TLR 2 (p =0.0108), TLR 3 (p =0.0011) and TLR 9 (p = 0.0012)
in the epidermis pre and post-treatment. The significance occurred between the
values: before and after 14 days for CD1a (decrease) before and after 7 days to TLR
2 (decrease) before and after 14 days for TLR 3 (increase) before and after 7 days for
TLR 9 (decrease). There were not statistically significant differences between the
median values of collagen type I (p = 1.0000) and III (p = 0.3125) before and after
28 days of treatment. The irradiation of skin with fractional Erbium-YAG was safe,
as it showed transitory side effects and no permanent complication.

Descriptors: 1.Skin aging 2.Skin 3.Phototherapy 4.Laser 5.Immunohistochemistry
6.Toll-Like receptors 7.Langerhans cells
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Introducgédo 2

A acao cumulativa da radiacdo solar adiciona ao envelhecimento cronologico
uma série de alteragdes na pele, denominadas fotoenvelhecimento. A pele, além de se
tornar fina e seca, adquire uma tonalidade amarelada, surgindo rugas e pregas que se
acentuam progressivamente, bem como manchas claras e escuras, dilatacdo de vasos
e até degeneracdes malignas (cancer de pele).

Existem diversas opg¢Oes terapé€uticas para o fotoenvelhecimento. Muitas
vezes a associacdo de técnicas ¢ indicada para um resultado mais rapido e satisfatorio
nos casos mais severos. Uma das formas de tratamento muito utilizada atualmente ¢
a fototerapia com laser.

O laser ¢ um dispositivo que produz radiagdo -eletromagnética com
caracteristicas muito especiais: ela ¢ monocromatica (apresenta um Unico
comprimento de onda), coerente, colimada e propaga-se como um feixe unidirecional.

Dentro da fototerapia, os lasers ablativos de CO2 e Erbium-YAG sao
considerados os mais efetivos para o fotorejuvenescimento, pois conseguem tratar
todas as alteragdes do fotoenvelhecimento, muitas vezes em apenas uma sessao,
podendo até remover lesdes de pele benignas, pré-malignas e apresentar
beneficios profilaticos na prevencdo de neoplasias ndo melanoma (1, 2). Porém,
essa técnica ndo pode ser realizada em todos os tipos de pele por ser muito
agressiva, requerer infraestrutura de sedacdo e estar associada com potenciais
efeitos adversos, como discromias e cicatrizes inestéticas. Além desses fatores,

demanda um longo periodo de recuperagdo, geralmente 1 a 2 semanas do



Introducgédo 3

processo agudo e 2 a 4 meses em média do eritema pods-laser, tirando o paciente
da sua rotina profissional e social (3).

Lasers ndo ablativos apresentam complicacdes reduzidas, porém eficacia
limitada (4). Apresentam boa acdo nas lesdes superficiais vasculares e
pigmentadas pela melanina, porém multiplas sessdes sdo necessarias para uma
melhora evidente das ritides.

Com o desenvolvimento da tecnologia em lasers e a fim de atender as
exigéncias dos pacientes que ndo podem parar suas atividades profissionais e
sociais, surgiu um novo conceito de tratamento da pele envelhecida: a
fototermolise fracionada microablativa. Essa tecnologia fracionada visa combinar
os efeitos visiveis de uma terapia ablativa com o conforto e seguranca dos
métodos nao ablativos.

Este estudo analisou os resultados clinicos da regido perioral fotoenvelhecida
ap6s 28 dias do tratamento com laser de Erbium- YAG fracionado microablativo,
bem como a producao de fibras coldgenas avaliada pela coloracdo de Picrosirius em
biopsias de pele.

Os tratamentos que fazem ablagdo cutanea alteram a resposta imunoldgica da
pele, aumentando a incidéncia das infec¢des virais e bacterianas. Ainda nao ha
estudos cientificos publicados que demonstrem a resposta biologica da imunidade da
pele no pos-laser fracionado microablativo, ja que esta tecnologia é bastante recente,
tornando um estudo nesta area inédito. Existem apenas dados imuno-histoquimicos
que ratificam a indug@o da resposta de cicatrizagdo como aumento do coladgeno tipo
III, proteina de choque térmico 70 e actina alfa de musculo liso, apos esse tipo de

tratamento (5).
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Assim foi proposta uma pesquisa sobre o comportamento de alguns fatores da
imunidade cutinea, quantificando as células de Langerhans ¢ TLR 2, 3 ¢ 9 na
epiderme, através da reagdo de imuno-histoquimica com anticorpos especificos, antes
do tratamento e ap6s 3, 7, 14 e 28 dias da irradiacdo da pele com Erbium-YAG

fracionado de 2940nm minimamente ablativo.
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O proposito deste trabalho foi avaliar o laser de Erbium-YAG fracionado

microablativo para o tratamento de ritides da regido perioral, por:

¢ Avaliacdo clinica da regido perioral quanto a melhora das ritides ap6s 28 dias do
tratamento.

¢ Avaliacdo anatomo-patologica da pele facial pelas coloragoes de H/E e
Picrosirius antes e apos a irradiagdo da pele com o laser.

¢ Avaliacdo de alguns aspectos da imunidade cutanea, quantificando as células de
Langerhans e TLR 2, 3 € 9 na epiderme por meio da imuno-histoquimica, com

anticorpos especificos, pré e pos-tratamento com o laser.

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa — CAPPesq da diretoria clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sdo Paulo com protocolo de pesquisa nimero 1184/07.
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3.1 Fototermolise fracionada

Em 2004, Manstein e col. introduziram um novo conceito de
rejuvenescimento da pele, chamado de fototermolise seletiva fracionada. Esse
conceito de emissao fracionada da luz para criar zonas de tratamento microscopicas
tem o intuito de contornar a agressividade dos lasers ablativos tradicionais, que
provocam injuria confluente e uniforme da pele, aumentando o periodo de
cicatrizagdo cutanea e complicacdes pos-laser. Ao mesmo tempo, apresenta maior
eficiéncia em relacdo aos lasers ndo ablativos para o tratamento do
fotoenvelhecimento cutaneo (6). Analises histologicas realizadas apos a irradiagdo da
pele com o prototipo utilizado por Manstein mostraram necrose da epiderme e derme
nas zonas de tratamento, porém o estrato corneo manteve-se intacto, caracterizando
esse tratamento como ndo ablativo.

Antes de atingir a pele o laser passa por uma lente dptica especial que o
divide em microrraios. Tal procedimento produz colunas de lesdes térmicas
microscopicas que penetram na epiderme e derme, sem danificar o tecido
circunvizinho. Diversos parametros como energia, duragdo do pulso,
densidade de microrraios, nimero de pulsos no mesmo local (stack pulse) etc.,
podem ser manipulados para customizar o tratamento, produzindo colunas
tridimensionais com formas e profundidades diferentes, de acordo com cada

afeccdo a ser tratada.
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A grande vantagem de o laser ser fracionado ¢ que a pele integra ao redor de
cada coluna funciona como um reservatorio de células potentes para a rapida
cicatrizagdo e regeneracdo da pele, culminando com a producao de colageno e
resultando em uma pele mais jovial, sem o inconveniente de um longo periodo de
recuperagao pos-tratamento (6, 7).

Entre 5 e 7 dias depois, a pele tratada ja estd livre dos debris
necroéticos celulares por extrusdo transepidérmica, ficando apenas um leve eritema
facilmente mascarado por cosméticos, estando o paciente pronto para voltar a sua
rotina. Por meio dos debris necrdticos microscopicos a melanina também ¢ eliminada,
promovendo o clareamento da pele gradativamente (6, 8).

As figuras 1, 2 e 3 ilustram o processo de cicatrizacao da pele ap6s irradiagao

com laser fracionado.



Revisdo da literatura 10

Figura 1 - Pele intacta ao redor
dos pixels ¢ fonte de células
potentes que promovem rapida
cicatrizag¢do das areas
fotodanificadas.

Figura 2 - Cicatrizagdo das areas
fotodanificadas em progressao.

Figura 3 - Completa cicatrizagdo
da pele.
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Mais recentemente, em 2007, surgiram outros aparelhos com emissao de luz
fracionada, porém utilizando lasers ablativos como o Erbium-YAG de 2940nm e
CO2 de 10,600nm. O tratamento com esses aparelhos também produz colunas de
tratamento microscopicas; a diferenca ¢ que promovem lesdes confluentes de
ablacdo e coagulagdo da pele com dano no estrato coérneo. H4, portanto, formagao de
crosticulas visiveis na superficie cutanea que se desprendem rapidamente em menos
de 1 semana. Os lasers fracionados ablativos costumam ser mais agressivos e
promovem maior reacao inflamatéria e tempo de recuperagdo um pouco mais
prolongado, mas possui o mesmo perfil de efeitos colaterais em relagao aos aparelhos
fracionados ndo ablativos. Muitos estudos comparativos mostraram que o grau de
melhora do fotoenvelhecimento com a fototermdlise fracionada ablativa € superior
quando comparado com os lasers fracionados ndo ablativos (9). Hantash e col.
confirmaram pela imuno-histoquimica que ha remodelagdo persistente de colageno
por pelo menos 3 meses apds aplicagao do laser de CO2 fracionado no antebrago de

humanos (10).

3.1.1 Indicag0es terapéuticas

A fototermolise fracionada representa uma alternativa segura e efetiva para o
tratamento de algumas condi¢des dermatologicas, como: fotoenvelhecimento (11),
cicatrizes inestéticas (12, 13), melasma (14), granuloma anular (15), pigmentacdo
cutanea por minociclina (16), nevus de Baker (17), nevus de Ota (18), siringoma (19).
Pode ser aplicada em diferentes partes do corpo, como face, colo, pescoco € maos

(20, 21, 22).
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Uma revisao da literatura realizada por Tierney e col. ainda inclui
poiquilodermia de Civatte, hemangioma residual, milium coldide e poroqueratose
actinica superficial disseminada na lista de patologias que foram tratadas pela

fototermolise fracionada com sucesso (9).

3.1.2 Contraindicagdes

Infeccdes ativas no local a ser tratado, patologias dermatoldgicas que
apresentam o fenomeno de Koebner, qualquer condicdo que prejudique a boa
cicatrizacdo da pele como 4areas com radiodermite ou queimadura sdo
contraindicac¢des para o tratamento com laser fracionado. Pacientes com antecedentes
pessoais de queldide ou doengas sistémicas descompensadas devem evitar esse
procedimento (6). O uso de isotretinoina oral ndo ¢ impeditivo para a realizagdo do
procedimento, mas sabe-se que esse medicamento pode alterar o processo de
cicatrizacdo, de modo que alguns cuidados devam ser tomados, como a redugdo ou
suspensdo da dose até o completo restabelecimento da pele.

A fototermolise fracionada ndo ¢ indicada para tratar lesdes neoplésicas.

3.1.3 Complicagdes

Os efeitos colaterais descritos para a fototermdlise fracionada sdo leves e
transitorios (2 - 7dias), caracterizam-se por: ardor, eritema (100%), edema (82%),
ressecamento (86,6%), descamacdo (60%), prurido (37%), hipercromia (26,6%),
aumento da sensibilidade local (10%) e erupcao acneiforme (10%) (23). Avaliagdo

pré-operatoria, operador apropriadamente treinado e abordagem cuidadosa sdo
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importantes para minimizar ainda mais tais problemas. Outras complicacdes
relatadas com a fototermolise fracionada foi o aparecimento de queratoacantoma
eruptivo apos o tratamento do fotoenvelhecimento nos membros inferiores (24) e
infeccoes herpéticas apos o tratamento da regido perioral (8).

Graber e col. demonstraram que, dos 961 tratamentos realizados com laser
fracionado, apenas 7,6% apresentaram algum tipo de complicacdo, sendo os mais
frequentes erupcdo acneiforme (1,87%) e surto de herpes (1,77%). Os efeitos
colaterais e complicagdes foram igualmente distribuidos independentemente da idade,
tipo de pele, anatomia, parametros do laser, exceto pela hipercromia pos-inflamatoria,

que ocorreu com maior frequéncia nos pacientes de pele escura (25).

3.2 Envelhecimento da regiéo perioral

O envelhecimento cronoldgico causa uma série de alteragdes estruturais na
pele. A epiderme afina, os cornedcitos ficam menos aderentes entre si € a jungao
dermoepidérmica se torna plana. O niumero de melandcitos e células de Langerhans
diminui. A derme se torna atréfica e apresenta diminui¢do das células e vasos. O
colageno, a elastina e os glicosaminoglicanos sao alterados. O tecido subcutaneo
diminui em algumas areas como a face. Ha redu¢do do niimero de glandulas écrinas e
sebaceas, assim como da produgdo de suas secregdes (26). A pele se torna fina, seca,
opaca e fragil, mais suscetivel as agressdes do meio ambiente.

Outras alteragdes fisiologicas que gradativamente ocorrem nos idosos, como

a atrofia do musculo perioral, as alteracdes da arcada dentaria e a reabsor¢do dssea
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facial, comprometem a sustentagdo dos tecidos moles. Associadas a atrofia da pele,
promovem introversdao dos labios para a cavidade oral, aumentando o espago entre o
labio superior e o nariz, o tamanho do mento ¢ a queda das comissuras labiais.

As ritides periorais sdo formadas pela contracdo repetida do musculo
perioral decorrente da mimica facial no ato de falar, comer, fumar ou praticar
instrumentos de sopro. A principio sdo rugas dindmicas nos individuos jovens, que
ao longo do tempo se tornam estaticas, ou seja, permanecem aparentes mesmo sem
a expressao facial (27).

A radiagdo ultravioleta (UV) afeta a pele de forma adversa por meio de
multiplas e complexas vias. O envelhecimento precoce da pele ¢ um dos efeitos
nocivos decorrente da exposicdo solar cronica. Além de manchas, dilatagdes
vasculares e neoplasias, a radiacdo UV também induz a expressao de certos membros
da familia metaloproteinases, como colagenase, gelatinase e estromelisina, que sao
enzimas que degradam o colageno, fibras elasticas e proteoglicanas, comprometendo
a arquitetura normal do tecido conectivo da pele (28,29).

A degradacao do tecido conectivo ¢ seguida por reparo como em qualquer
cicatrizagao de injuria tecidual, porém de forma imperfeita, formando uma “cicatriz
solar” conhecida como elastose. Intermitentes exposi¢des solares levam ao acimulo
dessas cicatrizes, que leva  ao aspecto envelhecido da pele (30).

O tabagismo pode estar relacionado com o maior envelhecimento da regido
perioral, pois contribui com a formagao das rugas dindmicas pelo ato repetitivo de
aspirar e soprar a fumaga, que por sua vez ¢ quente ¢ toxica, causando irritacdo,
secura e formagdo de radicais livres na pele circunjacente. Sabe-se que também ha

um aumento de metaloproteinases (MMP-1), ocasionando um desequilibrio entre a
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biossintese ¢ a degradacdo no metabolismo do tecido conectivo dérmico, com o
aumento da producao de material elastético (31).

Um fato curioso ¢ que a mulher apresenta maior suscetibilidade a desenvolver
rugas periorais. Paes e col. buscaram uma explicagdo plausivel para esse fato por
meio de andlises histologicas da pele perioral de cadaveres humanos de ambos os
sexos. Encontraram na pele masculina um maior nimero de glandulas sebaceas e
sudoriparas e maior densidade de vasos e tecido conectivo na derme. A quantidade
de foliculos pilosos nao foi diferente entre homens e mulheres, porém o numero de

glandulas sebaceas por foliculo foi maior nos homens (32).

3.3 Mecanismos de defesa da pele

A epiderme constitui a primeira linha de defesa contra as ameacas nocivas do
meio ambiente. Além de barreira fisica, ela tem um importante papel imunologico
em detectar os patdgenos invasores.

Outro fator de prote¢do importante presente nas mucosas sdo os ambientes
acidos existentes na cavidade oral, gastrica e no ambiente vaginal, os quais atuam
como barreira quimica contra a penetragdo de microrganismos, como por exemplo os
virus (33).

Os queratindcitos s3o a maioria celular na epiderme e produzem produtos
antimicrobianos como o 6xido nitrico, catelicidina, antileucoprotease ¢ B-defensinas.
Esses polipeptidios formam poros nas membranas ricas em fosfolipidios anionicos

como as dos virus, causando sua destruicdo (34). Tais peptideos também tém a
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fun¢do de mediadores da inflamagdo, agindo nas células epiteliais e inflamatorias e
influenciando na liberagdo de citocinas, proliferacdo celular, angiogénese,
cicatrizagdo e quimiotaxia (35).

A imunidade inata j4 foi considerada uma resposta inflamatdria inespecifica e
imediata do organismo, cuja func¢do primaria era recrutar e ativar neutrofilos e
macrofagos para fagocitar microrganismos. Atualmente sabe-se que a resposta imune
inata apresenta especificidade consideravel, pois atua diretamente contra padrdes
moleculares presentes nos patégenos. Receptores reconhecedores desses padrdes sao
importantes para iniciar a ativagao do sistema imune inato. Uma variedade de
receptores intra e extracelulares sao conhecidos como: receptores toll-like (TLRs),
nod-like e rig-like. Dentro desse complexo sistema de receptores celulares do sistema
imune, os receptores toll-like sdo os melhor caracterizados (36).

A ativagdo dos TLRs ndo apenas estimulam a produgdo dos peptideos
antimicrobianos e citocinas pro-inflamatdrias, como também liga a imunidade inata
com a adaptada. Essa ponte ocorre através da maturacao das células dendriticas
controlada pelos TLRs. Na pele normal, as células de Langerhans e dendriticas da
derme ndo apresentam ou apresentam uma leve expressdao de MHC (complexo
principal de histocompatibilidade) e moléculas coestimuladoras, e por isso sao
incapazes de ativar os linfocitos T (37).

Em resposta a uma infec¢do, as células dendriticas degradam os
antigenos microbianos em peptideos de ligagdo MHC classe I ou II, aumentam a
expressdo das moléculas coestimuladoras ¢ migram do local infectado para os
linfonodos, onde interagem com os linfécitos T virgens, ativando a resposta

imune adaptada.
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Atualmente sdo conhecidos diversos padrdes de resposta imune adaptada,
como Thl, Th2, Th17, ThO. A decisdao do sistema por seguir algum desses caminhos
depende dos fatores imunologicos presentes no sitio de infeccdo como as citocinas,
quimiocinas, hormonios, glicose e oxigenagdo local. Outro mecanismo da imunidade
adaptada muito eficiente ¢ a produgdo de anticorpos especificos para cada patogeno,
produzidos pelas células B. Os anticorpos atuam como moléculas neutralizantes,
evitando a ligagdo dos microrganismos ao receptor especifico na célula hospedeira
ou realizando a opsonizagdo das particulas desses agentes, facilitando a sua
fagocitose. Por fim, o anticorpo também pode ativar a via classica do complemento,

levando a lise das células infectadas (33).

3.3.1 Receptores toll-like

Os TLRs representam uma familia de glicoproteinas transmembrana, que sdo
pecas chaves na resposta imunoldgica inata. Reconhem varios componentes de
microorganismos, o que consequentemente ativa o fator nuclear de transcricdo NF-
kB, levando a formacdo de citocinas, quimiocinas e peptideos antimicrobianos, e ao
aumento de expressdo de moléculas de adesdo e coestimuladoras envolvidas na
resposta imunologica inata e adquirida (38).

Cada receptor reconhece, especificamente, um padrao molecular associado a
um patogeno, tanto de bactérias G+ ou G-, virus, fungos e protozoarios. Existem
algumas evidéncias que estes receptores também podem reconhecer ligantes
enddgenos como hialuronan, proteina de choque térmico e fibronectina (39).

Muitas vezes alguns TLRs associam-se com outros, formando hetodimeros

para poder discriminar diferengas sutis entre componentes microbianos.
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E estimado que a maioria dos mamiferos possui de 10 a 15 tipos de TLR. Nos
seres humanos, foram classificados 10 receptores até o momento, e todos apresentam
a mesma estrutura basica de uma glicoproteina transmembrana do tipo 1. Esta possui
um dominio externo rico em leucina N-terminal, uma por¢do transmembrana e uma
cauda citoplasmatica, que ¢ homologa ao receptor da interleucina-1, responsavel pelo
inicio da cascata de sinais intracelulares. Estes sinais incluem a ativagao tanto da via
NF-kappaB quanto da MAP knase por intermédio de um adaptador molecular
comum My88 (fator mieldide diferencial 88) que € universal para a maioria dos TLR,
com excec¢do do TLR 3 (40).

Outros quatro adaptadores independentes da via My88 foram identificados;
sao eles: TIRAP, TRIF, TRAM, SARM, sendo que o TLR 3 utiliza o TRIF para
iniciar sua sinalizagdo da resposta imune inata (41).

Caracteristicas dos receptores toll-like (38, 40, 41, 42, 43):

X/

« TLR 1: Esta ancorado na membrana plasmatica celular e geralmente forma um
heterodimero com o TLR 2. Esse complexo reconhece lipopeptideos
triacetilados presentes, por exemplo, nas bactérias M. tuberculosis e B.
burgdorferi (36) e nas proteinas porinas de espécies patogénicas de neissérias.
Pode ainda formar heterodimero com TLR 10, mas o seu ligante ainda ¢

desconhecido.

L)

» TLR 2: A versatilidade desse receptor em reconhecer componentes de diversos
patdégenos pode ser explicada pela sua habilidade de formar heterodimeros com
TLR 1, 6 e 10. O ligante do complexo TLR 2/10 ¢ desconhecido, TLR 1/2

reconhece os lipopeptideos triacetilados como mencionado acima, e TLR 2/6, os
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lipopeptideos diacetilados. Outros ligantes como peptidoglicanos e acido
lipoteicoico de parede bacteriana, lipoglicanos de parede micobacteriana, zimosan
de parede de leveduras e lipopolissacarideos podem ativar o TLR 2. Ratos com

deficiéncia de TLR 2 mostraram suscetibilidade para infec¢ao por S. aureus.

Alguns trabalhos sugerem que o TLR 2 também apresenta papel na resposta

contra infec¢des virais da familia herpes (44, 45).

Ha relatos de ligantes enddgenos como as proteinas de choque térmico

(Hsp60, Hsp70 e Gp96) e proteinas marcadoras de dano tecidual como a HMGBI,

que também podem ativar o TLR 2.

X/
L X4

*

TLR 3: Difere dos outros TLRs, pois € o unico que ndo sinaliza pela via My88,
mas exclusivamente via TRIF. Esse receptor liga-se com RNA viral de cadeia
dupla (dsRNA) e com ligantes enddgenos de células necréticas. Além disso, a
ativacdo do TLR 3 estd sendo associada com o desenvolvimento de varias
doencas autoimunes hepdticas e renais, diabetes e artrite reumatoide (46, 47),
sugerindo um importante papel no delicado balango entre resposta imune e

tolerancia deste receptor.

TLR 4: Foi o primeiro TLR humano a ser identificado e responde aos
lipopolissacarideos de bactérias G-, proteina F do virus respiratério sincicial.
Também apresenta diversos ligantes endogenos como proteinas de choque

térmico (Hsp60, Hsp70) e fibronectina.

TLR 5: O tnico ligante conhecido para esse receptor ¢ a flagelina, proteina
principal do flagelo de bactérias G- que apresenta propriedade imunoestimulatéria.

O TLR 5 pode sinalizar sozinho ou formando heterodimero com TLR 4.
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X/

s TLR 6: Forma heterodimero com TLR 2 e liga-se especificamente com os

lipopeptideos diacetilados.

s TLR 7: A expressdo desse receptor parece estar restrita as células dendriticas e
linfécitos B. Divide seu ligante com o TLR 8, ambos reconhecem RNA viral de
cadeia simples (ssRNA) ou de fontes endogenas. Agonistas do TLR 7 ativam a

via interferon das células dendriticas plasmocitoides.

s TLR 8: Apesar de reconhecer ssSRNA como o TLR 7, ha achados que
demonstram que o TLR 8 responde a uma sequéncia especifica de RNA, a fim
de modular a resposta imune de acordo com o virus invasor.
Oligoribonucleotideos com regides ricas em adenosina/uracil provocam
producdao de TNF em monocitos e células dendriticas mieloides quando

reconhecidos pelo TLR 8.

X/

s TLR 9: Localizado no endossomo como os TLRs 3, 7 ¢ 8, o TLR 9 pertence a
familia de reconhecedores de acidos nucléicos. Seu ligante ¢ 0 DNA contendo
CpG nao metilado (48), que ¢ bastante comum em bactérias e virus, fazendo
contraste com os mamiferos onde o DNA rico em CpG ¢ raro € na sua maioria

metilado.

A administragdo de CpG DNA em experimentos com modelo animal mostrou
uma inducdo potente da resposta imune Thl, que protege contra diversas desordens
infecciosas e imunoldgicas. Algumas pesquisas estdo sendo conduzidas para
futuramente empregar o CpG DNA em vacinas para o combate de doencas

infecciosas, neoplasia ¢ alergia.
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O perfil de expressio do TLR 9 é semelhante ao TLR 7. E expresso nos
linfoécitos B e células dendriticas plasmocitéides, mas pode ser encontrado nas
células epiteliais intestinais e queratindcitos.

A expressao do TLR 9 na epiderme humana ¢ mais superficial nas camadas

superiores onde os queratinocitos sao mais diferenciados (38).

X/

<+ TLR 10: O ultimo TLR humano descoberto, sua estrutura lembra os TLRs 1 ¢ 6,
sinalizando sozinho ou formando heterodimeros com os TLRs 1 e¢ 2. Sua
expressao ¢ descrita apenas nos linfocitos B e células dendriticas plasmocitoides.

Até o momento ndo se sabe qual seu ligante especifico e sua via de agao.

A tabela 1 resume as moléculas reconhecidas, a resposta induzida apds o

reconhecimento de seus ligantes e a funcdo de cada TLR (49).
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Tabela 1 - TLR e suas caracteristicas

TLR Moléculas reconhecidas Resposta induzida Fungdo
1 e Lipopeptideos triacilados e TNF-o, e Defesa contra
o JL-12. micobactérias.
e Peptidoglicanos, e TNF-a, e Defesa contra
e Lipoproteinas bacterianas, o IL-1B, bactérias G+,
e Zimosan, o IL-6, micobactérias,
e Acido lipoteicobico, e JL-8, micoplasma,
e Lipopolissacarideos o [L-10, protozodrio e fungo,
(P.gingivalis, L.interrogans), o IL-12, e Percepgdo do
e Glicosilfosfatidilinositol (7. e NO, estresse oxidativo e
2 cruzi). o IL-4, necrose celular,
o IL-5, e Inducdo de
o IL-6, ap(cl)ptose(,1 )
¢ Indugdo de beta
* IL-13. defensina 2,

e Ativacdo e
degranulagio de
mastocitos.

3 e ds-RNA. o [FN-P e Defesa antiviral.
e TNF-q,
e [IFN-,
4 o IL-I,
o JL-6,
e Lipopolissacarideo (G-), e IL-10, e Defesa contra
e Proteina F, e IL-13 bactérias G-, fungos
e Proteina de choque térmico, . Protei’na e virus,
e Fibronectina. inflamatéria de e Inducdo de
macréfagos 1of, apoptose.
e NO,
e Leucotrieno,
e Prostandide.
e TNF-q,
o IL-1B, e Defesa contra
5 e Flagelina. o IL-6, bactérias flageladas,
e IL-10, e Maturagdo de
e IFN-y, células dendriticas.
e NO.
e Lipopeptideo ativador de e Defesa contra
6 macrofago-2 (micoplasma), e TNF-a bactérias, fungos,

e Modulina soltvel em fenol (S.
epidermidis).

micoplasma e
protozoarios.

Continua...



Revisdo da literatura

23

Conclusdo Tabela 1

TLR Moléculas reconhecidas Resposta induzida Funcdo
e ssRNA, e TNF-q, e Defesa antiviral e
e [oxoribina, o JL-1, antitumoral,
e Bropirimina, o [L-6, e Maturagdo de
e Analogos da guanosina, o JL-8, células dendriticas,
e Imiquimod e resiquimod. o IL-12, e Ativagdo e
o IL-18, migracdo das
e IFN-y, células de
o IFN-B, Langerhans da pele
7 e GM-CSF, para os linfonodos,
o Superoxidos e Desenvolvimento
(eosinofilos). Th.1 ’
e Ativacdo de células
NK,
e Proliferagdo de
linfocitos B,
e Ativacdo de
eosinofilos.
e SSRNA,
8 e Resiquimod, Similar ao TLR 7. Similar ao TLR 7.
e Loxoribina,
e Bropirimina.
e [FN-a -células e Defesa
dendriticas antibacteriana e
e CpG — DNA ndo metilado plasmocitoide, antiviral,
9 (bactéria e virus). e IFN-y (células e Desenvolvimento
NK), Thl,
o [FN-B, e Proliferagdo de
o IL-6, linfocitos B,
o [IL-12. e Maturagdo de
células dendriticas.
10 Desconhecido. Desconhecido. Desconhecido.

CpG-DNA = citosina guanina dinucleotideo-acido desoxirribonucléico; G+ = gram positivo; G- = gram negativo;

GM-CSF = fator estimulador de coldnia de granuldcitos-macrofagos; IFN = interferon;

IL = interleucina; NK = natural killer; NO = 6xido nitrico; ssSRNA = 4cido ribonucléico cadeia simples;

dsRNA = 4cido ribonucléico cadeia dupla; Th1 = linfocito T helper 1; TNF = fator de necrose tumoral.

Embora alguns receptores estejam localizados na membrana celular (TLRs 1,

2, 4, 5, 6, 10), outros estdo ancorados no reticulo endoplasmatico e endossomo

intracelular (TLRs 3, 7, 8, 9) (38).
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Sao expressos em todo tecido linféide, mais intensamente em leucocitos do
sangue periférico, monocitos, linfocitos B e T, granuldcitos e células dendriticas.
Também foram identificados em células epiteliais intestinal, pulmonar e renal,
diferentes células do sistema nervoso central, cardiomiocitos e fibroblastos sinoviais.

Na pele sdo expressos nos queratinocitos, células de Langerhans, melandcitos,
mastocitos, células dendriticas, células endoteliais da microvascularizagao dérmicas

e células do estroma cutaneo, como os adipocitos e fibroblastos (tabela 2).

Tabela 2 - Expressao dos TLRs nas células cutaneas (49, 50)

TLR TLR TLR TLR TLR TLR TLR TLR TLR TLR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Queratin6cito S S S S S S N N S S
Langerhans F S S S F F F S F S
Melandcito D D D S D D D D D D
Células S S N S S S N S S D
dendriticas
Fibroblastos D S S S S D N N N D

S = expressdo normal; N = sem expressdo; F = expressdo fraca; D = desconhecido.

A ativagdo aberrante dos receptores toll-like esta associada as doencas
inflamatérias cronicas e autoimunes da pele, trato gastrointestinal, rins, pulmao,
articulagdes e sistema nervoso central, sugerindo que ligantes enddégenos como
proteinas intracelulares ou produtos da clivagem dessas proteinas poderiam estimular
os receptores toll-like, que ndo apenas seriam importantes para mediar a resposta
contra infecgdes, mas também contra o dano e morte celular (51).

A sinalizagdo dos TLRs ¢ controlada por mediadores negativos para limitar a

resposta imune ¢ inflamatdria, prevenindo a inflamagdo excessiva. Esta regulacao
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negativa pode ser alcancada em multiplos niveis: sequestrando ou bloqueando o
recrutamento das moléculas de sinalizacdo, degradagdo das proteinas alvo ou
inibindo a transcri¢do (39).

Além disso, nos ultimos anos descobriu-se que a ativagao dos receptores toll-
like ndo serve exclusivamente para iniciar a resposte imune inata, por ja ter sido
demonstrado que a interagcdo destes receptores com a microflora comensal no trato

gastrointestinal ¢ importante para a manutencao da homeostase nessa regiao (52).

3.3.2 Células de Langerhans

As células de Langerhans constituem 2% a 8% da populagdo celular total da
epiderme. S3o consideradas hoje células monocitarias macrofagicas, dendriticas e
desprovidas de tirosinase (DOPA negativo) com fun¢do imunolodgica, atuando no
processamento primdrio de antigenos exdgenos que atingem a pele (53).

Sdo caracterizadas na microscopia eletronica por corpusculos peculiares com
a forma de raquete de ténis, denominados granulos de Langerhans.

Originam-se na medula 0ssea, sdo mantidas em reservatorios precursores da
medula 6ssea e também por meio da atividade mitdtica que uma pequena parcela de
sua populacao epidérmica possui.

Além de sua localizacdo epidérmica, as células de Langerhans sao
encontradas na derme, nos linfaticos da derme, linfonodos e timo (54). A distribui¢ao
das células de Langerhans na epiderme ¢ topograficamente variavel, sendo mais
abundantes na cabeca, face, pescogo, tronco € membros, existindo em menor nimero

nas regides palmo-plantares, genitais e regido sacro-coccigea.
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Alteragdes qualitativas e quantitativas das células de Langerhans t€ém sido
registradas em varias condicdes patologicas, como vitiligo, lupus eritematoso,
micose fungoide, histiocitose X e dermatite atopica (55).

Possuem receptores para a fragao Fc da IgG e da IgE, para C3 e expressam
antigenos de histocompatibilidade classe II. Portanto, fenotipicamente, as células de
Langerhans sdo positivas para CD45, CD45-Ro, HLA-A/ B/ C, HLA-DR/DQ/DP
(Ia), CDla, CD4, S100, vimentina, LAG, T200 e C3. Também demonstram
positividade a receptores de moléculas de adesao ICAM-1, LFA-3 e CD11/CD18 do
grupo das integrinas (54).

Gragas a esta estrutura imunologica, a célula de Langerhans ¢ capaz de
reconhecer antigenos, processa-los e apresentd-los aos linfécitos T, iniciando, assim,
sua ativagao.

E possivel que por meio destas propriedades imunologicas as células de
Langerhans participem ndo somente nas reagdes de sensibilizacdo das dermatites de
contato, mas, também, da rejei¢do de enxertos, na protecao as infecgdes virais € também
na eliminacao de clones de células epiteliais neoplasicas originadas na pele (55).

Foi demonstrado que logo apds a inoculacio do HSV-1 na pele ha um
aumento da densidade das células de Langerhans no sitio infeccioso. Tais células
capturam ativamente o antigeno viral da epiderme. As células de Langerhans
infectadas pelo HSV ndo sofrem maturagdo adequada estimulada pelos TNFa e IL-
1B secretados pelos queratinocitos contaminados, ¢ acabam por sofrer apoptose na
propria epiderme ou na derme quando estdo migrando para os linfaticos. Os
fragmentos das células de Langerhans apoptoticos sdo fagocitados por células

dendriticas vizinhas nao infectadas (células de Langerhans epidérmicas ou células
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dendriticas dérmicas) que por sua vez migram para o linfonodo periférico, onde
apresentam estes antigenos as células T, desencadeando a resposta imune contra o
virus (56, 57).

Foi também demonstrado por inimeros trabalhos que a supressdo e/ou
eliminacdo das células de Langerhans na pele por irradiagdo UV (58), uso de
corticoides (54), dermoabrasdo, peelings (69) ou resurfacing a laser (60) leva ao
aumento da viruléncia do HSV-1 e a propensdo do virus em estabelecer laténcia (61).

O herpes simples virus (HSV tipos I e II) pode ser ativado por procedimentos
de resurfacing ablativo a laser, prejudicando a cicatrizacao da pele e causando sérias
complicagdes no pos-operatorio, como cicatrizes inestéticas (62). As altas taxas de
infeccdo apos a realizacdo das técnicas de ablacdo da pele sugerem que estes
procedimentos ocasionem diminui¢ao da resposta imunoldgica cutanea.

Medicamentos antivirais profilaticos sdo rotineiramente administrados aos
pacientes que se submetem ao resurfacing, com o intuito de inibir uma reativacao
dos HSV, independentemente da historia pessoal da doenca. Porém, o tipo de
medicamento (aciclovir, famciclovir ou valaciclovir), dose (1 a 2 vezes ao dia) e
duragdo do tratamento variam conforme a literatura estudada (63, 64). O tratamento
profilatico comega entre 1 e 2 dias ou no dia do procedimento e pode perdurar de 5 a
14 dias pos-laser (65, 66, 67).

Os antivirais s3o custosos ¢ podem apresentar efeitos colaterais leves ou
severos, como: nauseas, vomitos, diarréia, dores abdominais, erupgdes cutaneas,
reacdes neurologicas, fadiga, aumento das enzimas hepaticas e bilirrubinas, aumento

da uréia e da creatinina sanguinea e pancitopenia (68, 69, 70, 71).
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Apesar de multiplos mecanismos de defesa do organismo hospedeiro atuarem
contra o HSV, a imunidade mediada por células tem sido considerada como o
principal mecanismo de controle e prote¢ao contra esta infecgdo (72, 53).

As primeiras células imunoativas responsaveis pelo controle da transmissao
do herpes simples virus (HSV) sdo os queratindcitos e as células de Langerhans,
constituintes normais da epiderme dos seres humanos e todos eles expressao TLRs 2,
3¢9 (56).

A infecg¢dao dos queratindcitos pelo HSV induz uma secreg¢do sequencial de
citocinas e quimiocinas que promove a quimiotaxia de mondcitos e linfocitos CD4 e
CD8 na lesao para a erradicacao do virus (73).

A possivel diminui¢do das células de Langerhans e dos TLRs 2, 3 ¢ 9 na
epiderme apds fototermolise fracionada minimamente ablativa pode comprometer a
imunidade inata e adaptada da pele contra o virus, aumentando o risco de primo-
infec¢do ou uma reativacao do HSV.

Desta forma seria prudente e ndo mais empirico prescrever
profilaticamente medicamentos antivirais orais aos pacientes que serao
submetidos a este tipo de tratamento, mesmo correndo os riscos dos efeitos

colaterais proprios desta classe de drogas.



4 Método
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4.1 Casuistica

20 mulheres com idade entre 41 e 80 anos, cor de pele Fitzpatrick até IV, com
fotoenvelhecimento da regido perioral foram selecionadas para participar deste
estudo prospectivo de caso controle. Apds explicagdo detalhada do estudo, todas as
pacientes assinaram um termo de consentimento para a aplicacdo do laser, realizacao

das biodpsias e permissao do uso das fotos clinicas e andtomo-patoldgicas.

Foram excluidas pacientes com:

¢ Lesdes pré-malignas e malignas da pele perioral, bem como lesdes
dermatoldgicas em atividade, doencas infecto-contagiosas ou com potencial para

fendmeno de Koebner,

¢ Presenga de doengas sistémicas descompensadas como diabetes, discrasias
sanguineas, hipertensao arterial, cardiopatia, hepatopatia, nefropatia, doengas

neuroldgicas ou psiquiatricas ¢ imunodepressao,

¢ Alteracdes qualitativas e quantitativas das células de Langerhans presentes nos
pacientes com vitiligo, lupus eritematoso, micose fungoéide, histiocitose X e

dermatite atdpica,

¢ Historia de cicatrizes hipertroficas ou queldides,
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X/
**

X/
£ X4

X/
£ X4

X/
£ X4

X/
£ X4

Procedimento cirtirgico ou cosmiatrico na regiao perioral nos 12 meses

anteriores,

Uso de isotretinoina oral nos 12 meses anteriores,

Alergia a lidocaina, necessaria para a realizacao das biopsias,

Cor de pele tipo V e VI de Fitzpatrick, pois um unico tratamento com o laser

fracionado poderia causar irregularidades na coloragdo cutanea,

Gravidez ou em lactagao.

4.2 Meétodo

4.2.1 Descricdo do aparelho

O estudo utilizou o laser de Erbium-Yag fracionado de 2940nm denominado

Pixel® que foi desenvolvido para acoplar na plataforma multifuncional Harmony ®

(Alma Lasers, Israel). Ele tem um alto coeficiente de absor¢do pela dgua (~10%cm™),

promovendo finas ablagdes teciduais associadas a lesdes térmicas residuais de

coagulacdo da darea adjacente, formando colunas de tratamento microscopicas.

Macroscopicamente formam pontos brancos carimbados na pele no pods-laser

imediato chamados de pixels (figura 4).
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Figura 4 - Fracionamento do raio laser em microrraios (a). Cada microrraio forma
colunas de lesdes térmicas na epiderme e derme (b), deixando pontos carimbados na
pele chamados de pixels (c)

Antes de atingir a pele, o raio laser passa por uma lente Optica especial que o
divide em microrraios, arranjados em 2 padrdes: 7x7 com 49 pixels ou 9x9 com 81

pixels, dentro de uma area constante de 11 mm’ (figura 5).



Métodos 33

Area de tratamento: 11mm? -

Figura 5 - Dois padrdes de tratamento possiveis: 49 ou 81 pixels, em area constante
de 11mm?

Considerando a mesma fluéncia, na ponteira 7x7 a energia térmica distribuida
em cada pixel ¢ maior e penetra mais profundamente que na 9x9. Por isso a ponteira
7x7 estd mais indicada para tratar cicatrizes e rugas mais profundas e a 9x9 para
tratar lesdes epidérmicas.

O aparelho opera a uma poténcia fixa, assim como a frequéncia de tiros de
2Hz (2 tiros por segundo). J& a fluéncia varia conforme a dura¢do do pulso. As
fluéncias maximas para o pulso curto (1ms), médio (1,5ms) e longo (2ms) sdo

800mj/cm?, 1000mj/cm” e 1400mj/cm’ respectivamente.

4.2.2 Defini¢éo do protocolo

Estudos iniciais com uma sessdo de tratamento com lasers fracionados

mostraram resultados satisfatorios para melhorar a textura da pele e clarear as manchas



Métodos 34

induzidas pela exposi¢do solar cronica, mas insatisfatorios para atenuar as rugas mais
profundas, necessitando de multiplos tratamentos, em média seis, para uma melhora
mais evidente (74). Algumas medidas foram tomadas para tentar alcancar o maximo de
efeito possivel em apenas uma unica sessao, como por exemplo utilizar a ponteira 7x7
com altas energias e multiplas passadas na regido alvo (75).

Quanto maior o numero de passadas, maior ¢ a densidade de zonas de
tratamento microscopicas e, portanto, menos fracionado se torna o procedimento,
podendo aumentar o tempo de cicatrizagdo e os riscos de complicagdes. A primeira
aplicacdo desse laser fracionado microablativo causa uma injaria térmica na pele de
aproximadamente 20% de ablagdo e 30% de coagula¢do, sendo que em cada passada
adicional hd um incremento de aproximadamente 10% de ablacdo da superficie
cutdnea associada a um aumento de 15% de coagulacdo dos tecidos adjacentes

(figura 6) (76).

O efeito de multiplas passadas

1 EEEEEEE Primeira 2) :3?5:@:; Segunda
cececee 20% ablagao oof{:%. ‘?{:“a ~30% ablagao
ceceeee Fineauc-o gefeuLe  ~45% coagulagéo
600060606 ° 9-% 8500

3) o gfta®. ) Mﬁb o

) %’f':;fi.“!‘j Terceira 4)”0. % Quarta

‘2:3 ~40% ablag&o Sebe ut e,ge ~50% ablag&o
mﬂ ‘5%,0, ~60% coagulagao w, e ~75% coagulagéo

Figura 6 - Caracteristicas da lesdo térmica cutdnea de acordo com o numero de
passadas
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Na regido perioral, a reducdo das rugas foi maior com o aumento do numero
de passadas e de pulsos estaciondrios (3). Entdo, outra forma de melhorar os
resultados para as ritides seria aumentar o nimero de pulsos estacionarios em cada
ponto de aplicagao do laser. A figura 7 mostra que quanto maior o nimero de tiros
estaciondrios maior ¢ a profundidade da lesdo térmica, podendo chegar a 750um no
sexto tiro consecutivo, considerando a zona de ablagdo e de coagulacao. Seria 6timo
para o tratamento das rugas mais profundas, sem perder a caracteristica fracionada e

suas vantagens (76).

Ablacdo + coagulagdo N° de pulsos
Profundidade ( microns ) estacionarios

50+75
100+150
1504225
200+300
2504375 ;
300+450 :

ML ST T SRR AT |

N e T

~1,000 microns

Figura 7 - Relagao do Numero (Ne) de pulsos estacionarios com a profundidade da
lesdo térmica cutdnea em microns
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Realizamos um estudo piloto histopatologico comparando a profundidade da
lesdo térmica nas diferentes fluéncias e nimero de tiros estacionarios, ainda para
publicacao. Considerando a ponteira 7x7 e apenas um pulso, quanto maior a fluéncia
maior ¢ a profundidade da ablacdo e coagulagcdo cutanea. Na fluéncia méaxima de
1400mj/cm” a coagulagdo dos tecidos atinge uma profundidade de pouco mais de

200pm, como mostra o grafico 1.

Grafico 1 - Relagdo entre profundidade da lesdo térmica com energia empregada
utilizando a ponteira de 49 pixels e 1 pulso

Padrao 7 x 7 ( 49 pixels )
1 pulso
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Quando foram realizados cinco pulsos estacionarios com a mesma ponteira,
utilizando a maxima fluéncia de 1400mj/cm® a profundidade de coagulacio

aumentou para quase 700um (grafico 2), ratificando os dados da figura 7.

Grafico 2 - Relagdo entre profundidade da lesdo térmica com energia empregada
utilizando a ponteira de 49 pixels e 5 pulsos estacionarios

Padrao 7 x 7 ( 49 pixels )
5 pulsos estacionarios
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Multiplos pulsos estacionarios ndo permitem que a epiderme resfrie,
acumulando calor que se propaga para a derme. A ablagdo tecidual ndo ¢ a Unica
responsavel pela neoformacdo de coldgeno, mas também a necrose celular e a
desnaturacdo do coldgeno causado pela difusdo do calor na derme (77).

Com base nos resultados desse estudo histologico piloto, foi montado um

protocolo para o rejuvenescimento perioral com o Erbium-YAG fracionado de
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2940nm, tentando maximizar sua eficicia para o tratamento das rugas profundas,
com curto periodo de recuperagdo, sem alterar seu perfil de seguranga.

Além disso, a combinagdo de altas energias com baixa densidade de pixels
tem menor risco de hipercromia pds-inflamatoria do que o uso de baixas energias
com alta densidade de pixels (78).

Dessa forma, foi escolhida a ponteira 7x7, com 49 pixels, para a realizacdo do
protocolo, utilizando a fluéncia maxima de 1400mj/cm’, pulso longo, a uma
frequéncia de 2 pulsos por segundo, com seis pulsos estacionarios em cada ponto de

tratamento. Uma Unica passada em toda regido perioral.

4.2.3 Tratamento

Nao foi preconizado nenhum preparo da pele pré-laser e ndo foram prescritas
medicagdes para a profilaxia anti-herpética, justamente para avaliar as incidéncias de
hipercromia pos-inflamatoria e erupgao herpética.

O fabricante do aparelho refere que o tratamento pode ser realizado sem o uso
de anestesias em todos os seus programas (75), pois ¢ muito bem tolerado.
Especificamente a regido perioral apresenta indice de dor < 3, considerando uma
escala de 0 a 10. Este indice ndo aumenta com passadas adicionais do laser (3), por
1sso ndo houve preocupacao com a analgesia antes, durante e pds procedimento.

A regido perioral foi higienizada com agua e sabonete comum. E importante
secar bem a pele antes de iniciar a aplicagao do laser, pois como o alvo ¢ a dgua, se a
pele ainda estiver imida o tratamento fica superficial.

Os olhos da paciente foram protegidos com um protetor ocular de metal. O

pesquisador e a equipe assistente também se protegeram com oOculos para o
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comprimento de onda especifico, luvas, mascaras e gorros descartaveis. Durante a
aplicacdo do laser, a fumaga que se formava pela ablacao da pele foi constantemente
removida por um aspirador.

O procedimento foi realizado com a ponteira 7x7, fluéncia de 1400mj/cm?,
pulso longo, frequéncia de 2Hz, seis pulsos estacionarios em cada area de 11mm?,
cobrindo toda a regido perioral em uma unica passada, dos orificios nasais até¢ a
borda inferior do mento, poupando o vermelhdo labial e como limites laterais os
sulcos nasogenianos e labiomentonianos.

Uma 4rea de 2cm’ pré-auricular direita a 1 cm do tragus também foi tratada
em todas as pacientes, com 0s mesmos parametros da regido perioral, para posterior
biopsia pos-laser, onde a cicatriz fica bem menos aparente comparando com a regiao
ao redor da boca.

Os cuidados pos-laser limitaram-se a higiene local com &gua e sabonete,

hidratacao com vaselina liquida e uso de protetor solar FPS 30 por pelo menos 1 més.

4.2.4 Documentacao clinica fotogréafica

Todas as fotos foram realizadas com uma camera Sony Mavica de 5,0
megapixels com os parametros padronizados. Um suporte facial fixo garantiu a
mesma distancia entre a camera e o paciente. Foram realizadas fotos frontais e com
um angulo de 45° da regido perioral antes do laser e nos retornos de controle em 3, 7,

14 e 28 dias.
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4.2.5 Avaliagdo clinica

Logo apos a aplicacdo do laser, a dor do procedimento foi avaliada pela
escala visual de faces de Wong-Baker, a fim de quantificar o grau de tolerancia ao
tratamento (79).

Sendo: O = sem dor, 2 = dor leve, 4 = dor moderada, 6 = dor forte, 8 = dor
intensa, 10 = dor insuportavel (figura 8). Lembrar que ndo foi utilizado nenhum

recurso de analgesia pré, intra e pos laser.

Figura 8 - Escala visual de faces de Wong-Baker para dor

Os resultados clinicos foram avaliados por um dermatologista especialista em
cosmiatria ndo vinculado ao estudo, através da comparagdo de fotos pré e apds 28
dias do tratamento.

As rugas periorais de todas as pacientes foram classificadas antes e apds 28
dias do laser por esse observador, seguindo a classificagdo de Baker de 1998, que
leva em consideracdo os seguintes critérios: profundidade, localizacdo e quantidade
(80) (tabela 3). Rugas tipo I sdo superficiais, acometendo 1/3 a metade do lébio
superior, em quantidade menor ou igual a 8. Rugas tipo II sdo aquelas de
profundidade moderada, ocupando mais de 2/3 do labio superior com niimero entre 9
e 15. Ja as rugas tipo III sdo numerosas (igual ou maior que 16), profundas e estdo

presentes em todo labio superior, inferior e mento.
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Tabela 3 - Classificagao de Baker para rugas estaticas

Tipo Profundidade Localizagao Numero de rugas
I superficiais 1/3 a %4 do labio <8
superior
II moderadas Mais de 2/3 do 9al5

labio superior

M1 profundas Labios superior e >16
inferior, mento

A aparéncia das rugas periorais apds 28 dias do tratamento ainda foi avaliada
pelo observador cego, desta vez seguindo uma escala subjetiva de intensidade de
melhora: melhora importante, moderada, leve, nenhuma melhora ou piora.

Uma outra escala, Global Aesthetic Improvement Scale (GAIS — tabela 4),
que se refere a melhora estética global da regido tratada também foi avaliada apos 28
dias da aplicagdo do laser, apresentando os seguintes indices: melhora muito boa,
quando o resultado cosmético do laser ¢ 6timo; boa melhora, quando ha uma melhora
marcante da aparéncia, mas uma complementagdo se faz necessaria para um toque
final; leve melhora, quando um re-tratamento ¢ necessario mesmo com uma certa
melhora da aparéncia; sem melhora, quando a aparéncia apos o tratamento ¢ igual ao

original; e piora, quando a aparéncia ¢ pior que a original (81).
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Tabela 4 - Escala de melhora estética global (GAIS)

indice Descrigdo
Muito boa melhora Resultado cosmético 6timo do laser
Boa melhora Melhora marcante da aparéncia, mas uma

complementacao seria bom para um toque final

Leve melhora Melhora da aparéncia, mas um re-tratamento ¢ indicado
Sem melhora A aparéncia pos laser ¢ igual a original
Piora A aparéncia ¢ pior do que a condig¢do original

Todas as complicagdes ou eventos adversos referentes ao tratamento foram
registrados em todos os retornos de controle (3, 7, 14 e 28 dias pos-laser). Foram
avaliados os seguintes sinais e sintomas: ardor/dor, eritema, edema, ressecamento,
descamacao, prurido, hipocromia, hipercromia, cicatriz, erup¢ao acneiforme, erup¢ao
herpética e queilite angular.

No retorno de 28 dias, o grau de satisfacdo das pacientes em relagao ao
resultado do procedimento foi avaliado em: insatisfeita, pouco satisfeita, satisfeita ou
muito satisfeita.

Para complementar o grau de satisfagdo as seguintes perguntas foram
realizadas, com o direito de resposta sim ou nao.

+¢ Recomendaria o laser para outras pessoas?
% Repetiria o tratamento se fosse necessario?
% Sente-se mais atraente?

®,

«* Melhorou sua autoestima?
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4.2.6 Anatomo-patologia

Bidpsia da pele pré-auricular esquerda (lcm do tragus) foi colhida
previamente ao tratamento em todas as pacientes como controle. Apés 3 dias do
tratamento foi colhida bidpsia da pele pré-auricular direita (lcm do tragus) de 5
pacientes escolhidas aleatoriamente. Apds 7 dias foi colhida bidpsia da pele pré-
auricular direita de outras 5 pacientes, apos 14 dias de mais 5 pacientes e apds 28
dias das 5 pacientes restantes, ou seja, todas foram biopsiadas 2 vezes (uma em cada
lado) em tempos diferentes, com “punch” descartavel de 3mm, sob anestesia local
infiltrativa com lidocaina a 2% com epinefrina 1: 50000.

Todas as amostras foram coradas pela hematoxilina/eosina e apenas as
amostras colhidas 1 més apos o tratamento foram coradas com o Picrosirius para
evidenciar as fibras coldgenas e avaliar se houve neocolagénese significativa quando
comparadas com o controle pré-laser.

Foi realizada também a reacdo de imuno-histoquimica para células de
Langerhans, utilizando o anticorpo monoclonal CD1a em todas as bidpsias conforme
descrito abaixo:

Cortes histologicos de 4um de espessura foram obtidos a partir de material
embebido em parafina e colhidos em laminas previamente preparadas com
solucdo adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane a 2% (Sigma Chemical
Company, Saint Louis, MO/USA, c6digo A3648). A seguir, os cortes histologicos
foram desparafinizados em dois banhos de xilol a 56°C durante 30 minutos, e a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente, foram hidratados em
sequéncia decrescente de etanol (absoluto, 95% e 70%) e agua corrente durante

cinco minutos cada.



Métodos 44

Em seguida, as laminas foram submetidas ao bloqueio de peroxidase
endogena realizado em camara escura com seis incubagdes em agua oxigenada 3%
por 10 minutos cada. As laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada
por cinco minutos cada e submersas em solucao salina tamponada (PBS) pH 7.4.

Posteriormente, foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com
incubagdo em solugdo de leite desnatado (Molico, Nestlé®) a 10% durante 30
minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas com o anticorpo primario monoclonal anti-CD1a
(DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA, codigo M3571) diluido a 1:100 em BSA
fragdo V (SERVA. 1930) 1% acrescida de azida sddica 0,1% em tampao PBS pH 7.4,
“overnight” a 4°C.

Apos serem lavadas em PBS pH 7.4, por duas vezes, durante cinco minutos
cada, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario anti-IgG/IgM
(mouse/rabbit) -  “Advance™ HRP Link” (Advance™  system-HRP,
DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA, codigo K4068) pronto para uso em camara
umida durante 30 minutos a 37°C.

A seguir, as laminas foram novamente lavadas em PBS pH 7.4 por duas vezes
e incubadas com o polimero marcado com peroxidase - “Advance™ HRP Enzyme”
(AdvanceTM system-HRP, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA, coédigo K4068)
pronto para uso em camara umida durante 30 minutos a 37°C.

Apos o procedimento de lavagem em PBS, as reagdes foram visualizadas através
do cromdgeno diaminobenzidina 0,03% (3,3 -diaminobenzidine, SIGMA Chemical Co.,
St. Louis, MO/USA, cédigo D5637) acrescida de 1,2 ml de 4dgua oxigenada 3%. A

intensidade da cor foi controlada ao microscopio Optico através do controle positivo
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(pele normal) que acompanhou a reacdo. O controle negativo da reacdo foi obtido
através da omissao do anticorpo primario, o qual foi substituido por PBS.

As laminas foram lavadas em agua corrente por cinco minutos, contracoradas
com Hematoxilina de Harris por 10 segundos. A seguir foram lavadas em agua
corrente, € secas a temperatura ambiente.

A montagem das laminas foi feita com resina Permount (FISHER Scientific,
Fair Lawn, NJ/USA, c6d. SP15-100).

A técnica imuno-histoquimica para a demonstracdo dos TLRs 2, 3 ¢ 9
também foram realizadas em todas as laminas e seguiram os seguintes passos:

Cortes histologicos de 4um de espessura foram obtidos a partir de material
embebido em parafina e colhidos em laminas previamente preparadas com solucdo
adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane a 2% (Sigma Chemical Company, Saint Louis,
MO/USA, codigo A3648). A seguir, os cortes histologicos foram desparafinizados em
dois banhos de xilol a 56°C durante 30 minutos, e a temperatura ambiente durante 20
minutos. Posteriormente, foram hidratados em sequéncia decrescente de etanol (absoluto,
95% e 70%) e agua corrente durante cinco minutos cada.

O bloqueio de peroxidase endogena, usado nas reagdes para marcagdo com 0s
anticorpos anti-TLR 3, foi feito em camara escura com seis incubagdes em agua
oxigenada 3% por 10 minutos cada. Em seguida, as ldminas foram lavadas em agua
corrente e agua destilada por cinco minutos cada e submersas em solugdo salina
tamponada (PBS) pH 7.4.

Posteriormente, as ldminas foram submetidas a tratamento para exposi¢ao dos
sitios antigénicos em calor Umido (panela a vapor) no tampao TRIS/EDTA

10mM/1mM pH 9.0, durante 25 minutos, apds o aquecimento do tampao a 95°C. A
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seguir as laminas foram mantidas em repouso a temperatura ambiente por 20 minutos
para resfriamento do tampao.

As laminas foram lavadas em &gua corrente e agua destilada por cinco
minutos cada e submersas em PBS pH 7.4.

A seguir, foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com
incubagdo em solugdo de leite desnatado (Molico, Nestlé®) a 10% durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Com excegdo da reagdo para a expressdo de TLR 3, que foi visualizada
através do cromodgeno diaminobenzidina 0,03% (3,3’-diaminobenzidine, SIGMA
Chemical Company, Saint Louis, MO/USA, cédigo D5637) acrescida de 1,2 ml de
agua oxigenada 3%, todas as reacdes realizadas foram visualizadas através do
cromégeno “Permanent Red” 0,13% (DAKO, Carpinteria, CA, USA, codigo K0640)
acrescido de 40ul de levamisole (DAKO, Carpinteria, CA, USA, codigo X3021).

A intensidade da cor foi controlada ao microscopio Optico através dos
controles positivos que acompanharam as reagdes. Os controles positivos aos
antigenos estudados foram: pele normal para células com expressdo de TLR 2 e
molusco contagioso para células com expressao de TLR 3 e TLR 9. Os controles
negativos das reagdes foram obtidos através da omissao do anticorpo primario, que
foi substituido por PBS.

As laminas foram lavadas em agua corrente por cinco minutos, contracoradas
com Hematoxilina de Harris por 10 segundos. A seguir foram lavadas em agua
corrente, € secas a temperatura ambiente.

A montagem das laminas foi feita com resina Permount (FISHER Scientific,

Fair Lawn, NJ/USA, c6digo SP15-100).



Métodos 47

As laminas foram incubadas com os anticorpos primdrios monoclonal anti-
TLR 2 (Santa Cruz Biotechnology® Inc., Santa Cruz, CA, USA, codigo sc-10739)
diluido a 1:50, monoclonal anti-TLR 3 (Imgenex, San Diego, CA, USA, codigo
IMG-315A) diluido a 1:100 e monoclonal anti-TLR 9 (Imgenex, San Diego, CA,
USA, cédigo IMG-305A) diluido a 1:200 em BSA fracdo V 1% (SERVA. 1930)
acrescida de azida sodica 0,1% em PBS pH 7.4, “over-night” a 4°C.

Para pesquisa de TLR 2 e TLR 9, ap6s o procedimento de lavagem das
laminas por duas vezes em PBS pH 7.4 durante cinco minutos cada, seguiu-se a
incubagio com o anticorpo secundario anti-IgG/IgM (mouse/rabbit) (EnVision™ G2
system-AP, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA, cddigo K5355) pronto para uso
durante 30 minutos a 37°C.

A seguir, as laminas foram lavadas em tampao PBS pH 7.4, por duas vezes,
durante cinco minutos cada e incubadas com o polimero marcado com fosfatase
alcalina (EnVisionTM G2 system-AP, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA,
codigo K5355) pronto para uso em camara umida durante 30 minutos a 37°C.

Para pesquisa de células com expressao de TLR 3, apds lavagem do material
em PBS pH 7.4, por duas vezes, durante cinco minutos cada, procedeu-se a
incubagdio com anticorpo secundario anti-IgG/IgM (mouse/rabbit) — “Advance™
HRP Link” (AdvanceTM system-HRP, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA,
codigo K4067) pronto para uso em camara umida durante 30 minutos a 37°C.

A seguir, as laminas foram lavadas em PBS pH 7.4, por duas vezes, durante
cinco minutos cada e incubadas com o polimero marcado com peroxidase — “Advance ™
HRP Enzyme” (Advance'™ system-HRP, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA,

codigo K4067) pronto para uso em camara imida durante 30 minutos a 37°C.



Métodos 48

4.2.7 Avaliagdo histomorfométrica

As laminas coradas pelo Picrosirius foram analisadas por um microscopio de
luz polarizada com objetiva de 40x e ocular de 10x para evidenciar melhor as bandas
de coldgeno tipo I (fibras grossas vermelho-alaranjadas) e tipo III (fibras verdes
finas). As fotos de toda derme superficial de cada amostra (por exemplo, figura 9)
foram capturadas por uma camera acoplada no microscopio de luz polarizada, que

passava as imagens para o programa Image-Pro Plus versdo 4.5 no computador, onde

foram salvas.

Fibras finas verdes:
colageno tipo III

Fibras grossas vermelho-
alaranjadas : colageno tipo I

Figura 9 - Imagem da coloragdo de Picrosirius através da luz polarizada. Aumento
400x
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Foi realizada uma média de 16,9 fotos por lamina, sendo 2 laminas por
paciente (pré e apés 1 més de tratamento), dando um total de 169 campos analisados.

Este mesmo programa, além de fotografar, ¢ capaz de diferenciar pela cor as
imagens das fotos, calculando automaticamente a sua area total em pum? (SUM).
Assim, tudo o que ¢ verde corresponde as fibras de colageno tipo III, e vermelho
alaranjado as fibras de colageno tipo 1.

Primeiro, seleciona-se a area a ser analisada (figura 10), mensura-se, nesta
area delimitada, a area que corresponde ao coladgeno tipo I (figura 11) e III (figura
12) e posteriormente a area total (figura 13). Em cada campo foi calculada a
porcentagem de coladgeno tipo I e Il na area demarcada pré e pos-tratamento.

Desta forma, em cada paciente foi possivel calcular a média das porcentagens
de cada tipo de fibra coldgena pré e pds-laser, e avaliar se houve alteragdo dessa

propor¢ao com o tratamento.
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Figura 10 - Delimitagdo em verde da area a ser analisada, correspondente a derme
superior. Aumento 400x
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Figura 11 - Fibras grossas vermelho-alaranjadas (coldgeno tipo I) destacadas em azul.
Area total das fibras ¢ calculada automaticamente pelo programa em pm?’ (seta).
Aumento 400x
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Figura 12 - Fibras finas verdes (colageno tipo III) destacadas em azul. Area total das
fibras ¢ calculada automaticamente pelo programa em pum? (seta). Aumento 400x
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Figura 13 - Calculo automéatico em pm® da 4rea total analisada destacada em
vermelho (seta). Aumento 400x
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As fotos das laminas coradas pelo H/E e imuno-histoquimica para CDla,
TLRs 2, 3 ¢ 9, foram capturadas por uma camera acoplada em um microscopio
optico comum que passava as imagens da lamina, analisada através da lente objetiva
de 20x e ocular de 10x, para o programa Image-Pro Plus versao 4.5 no computador,
onde foram salvas.

Para a avaliacdo do CD1a todas as pacientes (20) foram biopsiadas antes do
tratamento e depois, em tempo diferentes: 3 dias (5 pacientes), 7 dias (5 pacientes),
14 dias (5 pacientes) e 28 dias (5 pacientes). Uma média de 11,85 campos por lamina
foi analisada, com um total de 474 campos (2 laminas/pessoa, 20 pacientes).

A técnica de imuno-histoquimica utilizada neste estudo cora as células de
Langerhans em marrom, dando um bom contraste com o restante dos queratinécitos.

O programa Image-Pro Plus novamente foi utilizado para mensurar a area
ocupada pelas células de Langerhans em toda a epiderme de cada amostra,
correspondente ao seu habitat natural (Figura 14).

Em cada campo foi calculada a area em pm”de CDla (figura 15) e a area
total analisada (figura 16) pré e poés-tratamento. Depois calculou-se a porcentagem
da area de CD1la em relagdo a area total antes e depois da irradiagdo do laser. Por fim
foi possivel calcular a média das porcentagens de células de Langerhans e avaliar se

houve alteracao dessa propor¢do com o tratamento.
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Figura 14 - Delimitagdo de toda epiderme (em verde) para ser analisada. Células de
Langerhans coradas em marrom pela imuno-histoquimica (seta). Aumento 200x
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Figura 15 - Células de Langerhans destacadas em vermelho para o calculo da sua
area total em umz (seta). Aumento 200x
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Figura 16 - Calculo da 4rea total da epiderme analisada em pm® (seta). Aumento
200x

Para avaliacdo dos TLRs na epiderme, o programa Image Pro Plus foi
utilizado de forma semelhante ao CD1a, sendo que as cores evidenciadas pela técnica
de imuno-histoquimica utilizada neste estudo foram: vermelho para TLR 2 (Figura
17) e 9 (Figura 18) e marrom para TLR 3 (Figura 19).

Foram analisados em média 11 campos por lamina, 22 por paciente, 440 por
receptor, totalizando 1320 campos.

Em cada campo foi calculada a area de cada TLR e a 4rea total da epiderme
analisada em pm’ pré e pos-tratamento. Depois foi medida a porcentagem da area do
TLR em relagdo a area total, antes e depois da irradiacdo do laser, para finalmente
fazer a média das porcentagens do TLR e avaliar se houve alteracdo dessa propor¢ao

com o tratamento.
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Figura 17 - Imuno-histoquimica para TLR 2 com expressdo na epiderme destacada
em vermelho (seta). Aumento 200x

Figura 18 - Imuno-histoquimica para TLR 9 com expressao na epiderme destacada
em vermelho (seta). Aumento 200x

Figura 19 - Imuno-histoquimica para TLR 3 com expressao na epiderme destacada
em vermelho (seta). Aumento 200x
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4.2.8 Analise estatistica

Para a realizacdo da andlise estatistica foi utilizado o software GraphPad
Prism® versdo 5.00. Dados de 20 pacientes do sexo feminino submetidas ao
tratamento com laser foram considerados para andlise estatistica.

Os principais valores apresentados neste estudo foram:

¢ Valores médios da porcentagem (%) de CD1a pré e pds 3, 7, 14 e 28 dias do

tratamento com laser.

¢ Valores médios da porcentagem (%) de TLRs 2,3 e 9 pré e pos 3, 7, 14 e 28 dias

do tratamento com laser.

¢ Valores médios da porcentagem (%) de fibras colagenas tipo III pré e pos 28

dias do tratamento com laser.

¢ Valores médios da porcentagem (%) de fibras colagenas tipo I pré e pds 28 dias

do tratamento com laser.

Reacéo de Imuno-histoquimica

Os valores de CD1a, TLRs 2, 3 e 9 foram medidos nas pacientes pré e pos-
tratamento, sendo que 4 grupos de 5 pacientes diferentes se formaram para coleta de
informagdes a 3, 7, 14 e 28 dias.

A comparagdo entre os dados obtidos pré e pds-tratamento foi realizada por
meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (ou anélise de variancia por postos),

que compara 3 ou mais grupos de uma amostra com distribui¢do livre, e pos-teste de
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Dunn, que mostra onde se deu significancia entre os dados. Foram considerados
niveis de significancia de 5% (p < 0,05).

O teste de Kruskal-Wallis primeiramente converte os dados em postos, o que
conduz a uma ordenagdo dos dados. Nossa hipotese nula ¢ que todos os grupos vém
da mesma populagao.

A estatistica ndo-paramétrica ¢ uma ferramenta muito util na andlise de dados
e nao exige as suposicoes de normalidade da variavel, nem homogeneidade de
variancias entre os tratamentos. E caracterizado como teste livre de distribuicdo, ou
seja, a distribuicao tedrica populacional dos dados

ndo precisa ser estimada pelas médias ou varidncias amostrais para sua
correta aplicagao.

Quando se detecta diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Kruskal-Wallis, usualmente sdo efetuadas comparagdes multiplas envolvendo todos os
pares de tratamentos. O teste de Dunn pode ser aplicado para tal finalidade, sendo

verificado frequentemente na literatura cientifica e bem descrito em obras de estatistica.

Coloragao de Picrosirius

Os valores das fibras coldagenas coradas pelo Picrosirius somente foram
medidos em 5 pacientes antes e apds 28 dias da aplicagdo do laser.

Devido a esse numero pequeno de casos optou-se por usar um teste nado-
paramétrico de comparagdo de grupos dependentes, o teste de Wilcoxon. Este teste
leva em consideragdo a magnitude da diferenga de cada par e foi considerado

estatisticamente significativo valores de p < 0,05.
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70% das pacientes tiveram sua cor de pele classificada como tipo III de
Fitzpatrick, 15% tipo II e 15% tipo IV (grafico 3). A idade variou de 48 a 73 anos

com média de 58,95 anos. A maioria estava no grupo de 51 a 60 anos (grafico 4).

Grafico 3 - Distribui¢do das pacientes segundo classifica¢do de Fitzpatrick

C or de pele ( Fitzpatrick

Grafico 4 - Distribuicdo das pacientes segundo a idade
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A avaliagdo da dor do procedimento foi feita através da escala visual de faces
de Wong-Baker. 50% referiram dor leve, 20% dor moderada, 20% dor forte e 10%
intensa. Os extremos da escala, indolor ou dor insuportdvel ndo foram citados
(grafico 5).

70% das pacientes sentiram dor leve a moderada, mesmo ndo realizando

analgesia pré, intra ou pds-laser.

Gréfico 5 - Avaliagdo da dor do procedimento segundo escala de Wong-Baker.

@ sem dor m dor leve @ dor moderada 0O dor forte m dor intensa @ dor insuportavel
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5.1 Evolucdo andtomo-patoldgica pos-laser

Em 3 dias a epiderme ja estava reepitelizada, com crosticula aderida na sua
superficie, chamada de debris necrotico epidérmico microscopico, composto por
restos celulares da epiderme, derme, melanina e elastina. A epiderme ainda
apresentava sinais de vacuolizagdo e lamina basal alterada.

Na derme superficial havia um material eosinofilico correspondente a area de

dano térmico residual (em forma de cone) com infiltrado inflamatério difuso (figura 20).

Figura 20 - Corte histologico da pele apds 3 dias do tratamento com laser (H/E
aumento 200x)
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Em 7 dias, a epiderme estava integra, alguns campos ainda apresentavam
crosticula acima da camada cérnea, quase se destacando, e infiltrado inflamatdrio na

derme (figura 21).

Figura 21 - Corte histolégico da pele apds 7 dias do tratamento com laser (H/E
aumento 200x)
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Em 14 dias n3o havia mais crosticulas, a epiderme estava normal e a derme

ainda mantinha um infiltrado inflamatorio principalmente perivascular (figura 22).

PO 14 dias

Figura 22 - Corte histolégico de pele apds 14 dias do tratamento com laser (H/E
aumento 200x)
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Na avaliagdo de 28 dias pos-tratamento observou-se um rejuvenescimento
dos aspectos histologicos quando comparada com a da bidpsia controle pré-laser
(figura 23). A epiderme se mostrou multicelular e ondulada, jun¢do dermoepidérmica
mais nitida com finas fibras colagenas orientadas paralelamente a membrana basal da
derme papilar. A derme mais profunda apresentava maior densidade de fibras do

tecido conectivo, com espagos interfibrilares menores (figura 24).

Figura 23 - Corte histoldgico de pele controle pré-tratamento (H/E aumento 200x)
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PO 28 dias

Figura 24 - Corte histologico de pele apds 28 dias do tratamento com laser (H/E
aumento 200x)

5.2 Resultado estatistico

Foram comparados os valores da média mais um desvio padrao de CDla,
TLRs 2, 3 e 9 antes e apos 3, 7, 14 e 28 dias do laser pelo teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis. O resultado ¢ apresentado na tabela 5, considerando-se

estatisticamente significativos valores de p < 0,05.
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Tabela 5 - Valores de CD1a, TLRs 2, 3 e 9 pré e pos-tratamento

Pré Pos 3 dias Pés 7 dias Pés 14 dias Po6s 28 dias  Valor

Média (DP) Média (DP)  Média (DP)  Média (DP)  Média (DP) P

CDla 11,09 (6,221) 5,736 (2,121) 4,909 (2,279) 2,630 (1,055) 9,977 (4,934)  0,0085
TLR2 34,70 (13,59) 19,88 (12,05) 13,34(6,755) 18,92(14,74) 29,84 (13,26) 0,0108
TLR3 11,61 (4,852) 10,94 (3,489) 25,54 (11,56) 30,25(13,03) 24,42(12,16) 0,0011
TLRO 16,21 (9,975) 8,257 (4,632) 3,272(5,984) 3,752 (4,783) 22,17(10,66) 0,0012

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

As evidéncias amostrais permitem dizer que existem diferengas significativas
entre as medianas dos valores de CD1a (p = 0,0085), TLR 2 (p = 0,0108), TLR 3 (p
= 0,0011) e TLR 9 (p = 0,0012) pré e apds a irradiacdo da pele com o laser de
Erbium-YAG fracionado.

Aplicando-se o pos-teste de Dunn, foi constatado que a significancia se deu

entre os valores:

s Pré e apos 14 dias para CD1a (diminuigao)

& Pré e apos 7 dias para TLR 2 (diminuigao)

s Pré e ap6s 14 dias para TLR 3 (aumento)

& Pré e apos 7 dias para TLR 9 (diminuigao)

Os graficos 5, 6, 7 e 8 representam os valores médios (mais um desvio
padrao) da % de CDla, TLRs 2, 3 e 9, respectivamente, antes ¢ apos 3, 7, 14 e 28

dias do tratamento.
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Grafico 5 - Porcentagem de CD1a antes e apos 3, 7, 14 e 28 dias do tratamento
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Grafico 6 - Porcentagem de TLR 2 antes e apds 3, 7, 14 e 28 dias do tratamento
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Grafico 7 - Porcentagem de TLR 3 antes e apds 3, 7, 14 e 28 dias do tratamento
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Grafico 8 - Porcentagem de TLR 9 antes e apds 3, 7, 14 e 28 dias do tratamento
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A comparagao dos valores da média mais um desvio padrao das fibras
colagenas tipo III (verdes) e tipo I (vermelhas) pré e apds 28 dias do tratamento foi
realizada pelo teste nao-paramétrico de Wilcoxon. O resultado ¢ apresentado na

tabela 6 e foram considerados niveis de significancia de 5% (p < 0,05).

Tabela 6 - Valores da média e desvio padrao de fibras colagenas pré e pds tratamento.

Pré-tratamento Pés-tratamento
Tempo Valor p*
Média (DP) Média (DP)
Fibras tipo III 5,53 (0,86) 4,19 (2,78) 0,3125
Fibras tipo I 12,53 (8,85) 12,13 (9,98) 1,0000

¥ Teste de Wilcoxon para comparagio de grupos dependentes.

Nao se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre os valores
medianos das fibras colagenas tipo III antes e depois do tratamento realizado (p =
0,3125). Observou-se, pelas evidéncias amostrais, que nao existem diferengas
significativas entre os valores medianos das fibras coldgenas tipo I antes e depois do
tratamento com laser (p = 1,0000).

Os graficos 9 e 10 representam os valores médios (mais um desvio padrdo)
da % de fibras coladgenas tipo III e I, respectivamente, antes e apds 28 dias do

tratamento.
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Grafico 9 - Porcentagem de fibras coldgenas tipo III pré e pos-tratamento
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Grafico 10 - Porcentagem de fibras colagenas tipo I pré e pos-tratamento
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5.3 Evolugao clinica pos-laser

No pos-laser imediato, a paciente sentiu um ardor intenso que atingiu um pico
maximo poucos minutos apos a aplicagdo da luz, evidenciando um eritema na regiao
tratada. Esse ardor foi diminuindo com o tempo. Em 3 dias, havia um eritema e leve
edema perioral com algumas crosticulas escuras ainda aderidas. Nestes dias, a
paciente referiu aumento da sensibilidade cutanea, principalmente ao lavar a pele. No
sétimo dia ja n3o havia sinais inflamatdrios ou crosticulas, mas a pele estava

ressecada e com uma descamacao fina. Em duas semanas a pele perioral estava

totalmente recuperada (figura 25).

Pré Po imediato PO 3 dias

PO 7 dias PO 14 dias PO 28 dias

Figura 25 - Evolugao clinica da pele perioral apos o laser
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5.4 Resultados clinicos

As fotos da regido perioral antes e apds 28 dias do laser foram pareadas para

comparagdo clinica de todas as pacientes (figuras 26 a 45).

Figura 27 - Regido perioral da paciente 02 pré e apos 28 dias do tratamento
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Figura 30 - Regido perioral da paciente 05 pré e apods 28 dias do tratamento
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Figura 31 - Regido perioral da paciente 06 pré e ap6s 28 dias do tratamento

Figura 33 - Regido perioral da paciente 08 pré e apos 28 dias do tratamento




Resultados

Figura 36 - Regido perioral da paciente 11 pré e ap6s 28 dias do tratamento
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Figura 39 - Regido perioral da paciente 14 pré e apos 28 dias do tratamento
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Figura 40 - Regido perioral da paciente 15 pré e apos 28 dias do tratamento

Figura 41 - Regido perioral da paciente 16 pré e apods 28 dias do tratamento

Figura 42 - Regido perioral da paciente 17 pré e apods 28 dias do tratamento
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Figura 45 - Regido perioral da paciente 20 pré e apods 28 dias do tratamento
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Em relagdo as rugas periorais, o observador cego concluiu que 40% das
pacientes apresentavam classificagdo de Baker tipo I, 15% tipo II e 45% tipo III
pré-tratamento. Ap6s 1 més da aplicacdo do laser, 55% foram classificadas como
tipo I, 15% tipo 11 e 30% tipo III. Apenas 30% das pacientes obtiveram melhora nos
seus indices em apenas 1 grau. 70% mantiveram a mesma classificacdo do pré-laser

(tabela 7). Nenhuma delas apresentou melhora em 2 graus ou piora.

=
o
(¢)
@,
©
-
1
a
)
w2
4
jag]
(¢
&
e
>
o
o,
o
o9)
1)
=
(€]
—
e}
S
o
(Uje}
©
17}
o
=
(@)
(¢]
[~}
e}
o
w2
[\
oo
o,
—_
©
w2
o,
o
-
=
o
-t
&
=)
o
=
—
o

Paciente Pos 28 dias

—
—
Pt
Ja—
—
—

—
—_ ] =] =
Pt
Ja—
—_ ] =] =
—

et
et
-
-
[
[

et
et
-
-
[
[

~
p—
]
ot

el
et
[
-
[N —
— | —
—_— ]

[\
)
|
|



Resultados 80

Uma analise mais subjetiva das rugas também foi efetuada considerando a
intensidade de melhora, sendo que 20% das pacientes obtiveram melhora importante,
25% melhora moderada, 20% melhora leve ¢ 35% nenhuma melhora das ritides
periorais ap6s 28 dias do procedimento (tabela 8). Nenhuma paciente apresentou

piora do quadro.

Tabela 8 - Classificacdo da intensidade de melhora das rugas periorais apos 28 dias

do laser
Importante 20%
Moderada 25%
Leve 20%
Nenhuma 35%

O indice de melhora estética global da regido tratada teve o seguinte
resultado: 20% ndo apresentaram melhora, ou seja, a aparéncia pds-laser ¢ igual a
original; 25% leve melhora, o que significa melhora da aparéncia, mas um re-
tratamento ¢ indicado; 45% boa melhora, melhora marcante da aparéncia, mas uma
complementacdo seria bom para um toque final; e 10% muito boa melhora, com
resultado cosmético 6timo do laser. Nenhuma paciente apresentou piora do GAIS

(grafico 11).



Resultados 81

Grafico 11 - Escala de melhora estética global da regido perioral apds 28 dias do
tratamento

Muito boamelhora Boameclhora
|| ]_cvc mc“'lora Scm mc“lora

Fiora

As pacientes foram questionadas em relacdo ao seu grau de satisfacdo com o
resultado do tratamento apds 1 més de evolucdo. 15% declararam estar pouco
satisfeitas, 70% satisfeitas e 15% muito satisfeitas. Nenhuma insatisfeita totalmente
(grafico 12).

95% das pacientes referiram que recomendariam o laser para outra pessoa e
que repetiriam o tratamento se fosse necessario. 85% delas também disseram que o

tratamento aumentou sua autoestima, sentindo-se mais atraentes.
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Grafico 12 - Grau de satisfacao com o resultado do tratamento.

O Insatisfeita @ Pouco satisfeita OO0 Satisfeita @ Muito satisfeita

Muitos dos efeitos colaterais observados apos o procedimento eram esperados
como os sinais inflamatorios por injlria térmica. Todas as pacientes apresentaram
ardor e eritema no pds-laser imediato, 15% desenvolveram edema da regido.

Em 3 dias, os sinais e sintomas mais importantes foram eritema (95%),
edema (70%), ressecamento (100%), descamacao (95%) e prurido (70%). 30% das
pacientes ainda apresentavam ardor/dor perioral e em 5% surgiram pustulas.

No sétimo dia a maioria ainda apresentava eritema (70%), ressecamento
(60%) e descamacao (70%) da pele. Foi neste controle que se detectaram as erupcdes
herpéticas (25% - figura 46), sendo o periodo de maior risco entre o quarto e sexto
dia pos-laser. 5% das pacientes sentiam ardor/dor e 35% prurido na regido tratada.
5% das pacientes desenvolveram leve hipocromia, 5% queilite angular e 20%
erupc¢ao acneiforme leve (figura 47a).

Na segunda semana, 50% das pacientes ainda apresentavam leve eritema,

10% referiam prurido e ressecamento, 5% mantinham algumas pustulas e
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descamacdo residual. Algumas pacientes desenvolveram hipercromia poOs-
inflamatoria (5%), e 15% das pacientes estavam com queilite angular em processo de

cicatrizagao (figura 47b).

Figura 46 - Erupg¢ao herpética

Figura 47 - Erupcdo acneiforme - pustula (a). Queilite angular (b)
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No ultimo retorno de controle, as pacientes apresentavam apenas hipercromia
residual (20%), 3 pacientes de intensidade leve e 1 moderada.

A tabela 9 resume a incidéncia dos efeitos colaterais encontrada nos retornos
de controle apos o tratamento. Felizmente todos esses efeitos foram transitorios, de
curta duracdo e apresentaram resolucao espontanea apenas realizando higiene local,

hidratacao com vaselina liquida e protecao solar.

Tabela 9 - Incidéncia dos efeitos colaterais segundo tempo de evolucao pos-laser

Efeito colateral imediato 3 dias 7 dias 14 dias 28 dias

Ardor/dor
Eritema
Edema
Ressecamento
Descamagao
Prurido
Hipocromia
Hipercromia
Cicatriz
Erupcdo acneiforme

Herpes

Queilite angular




6 Discussao
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As alteragdes do fotoenvelhecimento podem ser tratadas por meio de diversas
modalidades terap€uticas. Os mais recentes tratamentos envolvem a fototerapia
devido ao grande desenvolvimento da tecnologia em lasers nas tltimas décadas.

Os lasers tém como principio de agdo a fototermdlise seletiva, cada
comprimento de onda tem um certo coeficiente de absor¢do pelos alvos: melanina,
hemoglobina e agua (grafico 13)(82). Quanto maior o coeficiente de absorc¢ao,
maior ¢ a seletividade da irradiacdo no alvo, minimizando danos a estruturas
adjacentes (83).

Os lasers ablativos sao muito eficientes para rejuvenescer a pele em apenas 1
sessdo. Devido a completa vaporizagao da epiderme e/ou parte da derme associada a
coagulagdo do tecido vizinho, o estimulo para a reparacdo da pele ¢ intenso, com
grande formacao de coldgeno. Porém, o tempo de recuperagdo ¢ prolongado, além de
apresentar altos riscos de complicacdes.(2)

Ja os lasers ndo ablativos apresentam riscos minimos, mas sO promovem
resultados satisfatorios ap6s multiplas sessdes de tratamento para o clareamento de
manchas e telangiectasias. Melhora a textura da pele, tendo acdo limitada nas rugas

mais profundas.(4)
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Grafico 13 - Curva do coeficiente de absor¢do da melanina, oxihemoglobina e dgua
segundo o comprimento de onda
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Uma nova tecnologia em laser foi desenvolvida, buscando o equilibrio entre
eficacia e seguranga no tratamento do fotoenvelhecimento. Esses lasers também
agem por meio da fototermolise seletiva, cujo alvo ¢ a agua, mas empregam um
padrao diferenciado de dano térmico. O fracionamento do raio laser forma colunas de
lesdes térmicas microscopicas na epiderme e derme, rodeadas por tecido sdo que
fornece células vidveis para a regeneracao da pele. A restauracao da superficie de um
tecido lesado ¢ obtida pela movimentagdo dos queratindcitos a partir das bordas
livres, inclusive aqueles que contornam os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas, para dentro da ferida (84). A rapida cicatrizagdo do laser fracionado
minimiza os riscos de complicagdes como as infecgdes, mas mantém o estimulo para

neocolagénese por causar ablacao e coagulagdo da pele (83).
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O resultado da fototermolise fracionada microablativa para o rejuvenescimento
¢ bastante superior quando comparado com as técnicas ndo ablativas, mas ainda assim
multiplas sessdes sdo necessarias para tratar as rugas mais profundas.

Recentemente, o laser de CO2 também foi fracionado. Ele tem um maior
comprimento de onda que o Erbium-YAG de 2940nm, conferindo maior poder de
penetracao na pele com melhores resultados para o tratamento de rugas em poucas
sessoes. Porém, complicacdes de cicatrizes ja foram descritas pos-laser fracionado de
CO2 no pescogo ¢ infraocular, talvez por serem areas de pele mais fina (85,86).

O Erbium-YAG de 2940nm tem maior afinidade pela agua e, por isso, faz
finas ablagdes teciduais, resultando em menor morbidade quando comparado ao laser
de CO2 (87). A lesdo térmica nao deve atingir a derme reticular profunda, para evitar
a formacao de cicatrizes e areas hipocromicas, que podem surgir apés 2 anos do
procedimento (88).

Mesmo na fototermdlise fracionada, chegar aos parametros que conferem
equilibrio entre eficacia e seguranca ainda ¢ motivo de estudos. A extensao da lesdao
térmica depende de multiplos fatores variaveis como: comprimento de onda do laser,
espessura da pele, energia, duracdo do pulso, densidade de pixels, frequéncia dos
pulsos, pulsos estaciondrios etc.

Diferentes técnicas usando o Erbium-YAG fracionado microablativo foram
avaliadas na tentativa de otimizar os resultados para as ritides em apenas uma sessao.
Alguns trabalhos cientificos mostraram que quanto maior o nimero de passadas ou
de pulsos estacionarios maior a lesdo térmica tecidual, tanto em profundidade quanto
em superficie, e melhores os resultados clinicos de rejuvenescimento sem

complicacdes relatadas (75, 89).
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Neste estudo optou-se por um protocolo com maior numero de pulsos
estaciondrios do que passadas, porque quanto maior o nimero de passadas, maior € a
superficie de area tratada, perdendo as caracteristicas e vantagens do fracionamento.
Associado aos 6 pulsos estacionarios, utilizamos a maxima energia de 1400mj/cm?,
com a ponteira 7x7, que tem menor densidade de pixels e ¢, portanto, mais potente,
pois maior a energia térmica distribuida em cada pixel.

Apesar do aparente rejuvenescimento histologico na coloracao H/E, com maior
densidade e organizacao das fibras colagenas e elasticas ap6s 28 dias do tratamento,
apenas 20% das pacientes apresentaram melhora importante das rugas e somente 30%
conseguiram melhorar em 1 grau sua classificagdao de Baker para as rugas periorais.

Este resultado clinico insatisfatorio para as ritides pode ser explicado pela
coloragao com Picrosirius, que evidencia as bandas de colageno; na sua avaliagdao
ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre os valores
medianos dos colagenos tipo I e III antes e apos 28 dias da irradiagdo com laser.

As fases da cicatrizagdo normal de feridas por segunda intengdo sdo:
hemostasia, inflamacgao, proliferacio e remodelagdo. Nesta ultima fase, a matriz
extracelular e os fibroblastos controlam-se mutuamente até que uma matriz estavel se
forme em meses a anos (84). A maioria das bandas de colageno na derme sdo mistas,
formadas por colageno do tipo I, mas também constituidas por colagenos do tipo I1I e
V em menor porcentagem. Durante 3 meses, desde a fase da proliferagdo, a sintese
do colageno tipo III, estimulada pelo TGF-p, inicia-se antes do coladgeno tipo I, mas
com o tempo esta razdo se inverte, pois a produgdo do tipo III diminui (90). Laubach
e col. encontraram evidéncias de aumento da producdo de colageno tipo III, através

da imuno-histoquimica, 7 dias ap6s a fototermolise fracionada (5).
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Portanto, a leitura da formagao de coldgeno com 28 dias de evolugdo pode ter
sido tardia para o coladgeno tipo III e precoce para o colageno tipo I e por isso nao
foram constatadas diferencas significativas entre as fibras de coldgeno antes e apds a
fototerapia. Talvez um tempo de observagao mais prolongado poderia mudar esse
resultado estatistico para o colageno tipo 1.

A melhora das ritides periorais em alguns casos pode ter sido decorrente do
aumento de outros elementos fibrilares como as fibras elasticas e/ou elementos da
matriz extracelular como acido hialurénico e glicosaminoglicanos que formam o
tecido de sustentacao da pele, mas ndo foram objetos de pesquisa nesse estudo.

As pacientes que se submeteram ao estudo, além das ritides periorais,
apresentavam alteracdes da coloragdo e textura da pele que foram melhoradas com o
laser. Isto explica porque 55% das pacientes apresentaram de boa a muito boa
melhora do aspecto estético global (GAIS) da regido tratada, mesmo sem ter mudado
a classificacdo de Baker para rugas.

E por isso 85% delas relataram estar de satisfeitas a muito satisfeitas com o
tratamento, melhorando a sua autoestima.

A terapia com o laser fracionado microablativa foi bem tolerada mesmo sem
nenhum método de analgesia. Metade das pacientes referiram dor leve, porém ¢
descrito na literatura que o uso de lidocaina topica ocluida antes e/ou a aplicagdo de
ar resfriado concomitante a luz poderia diminuir ainda mais o desconforto do
procedimento (91).

O protocolo deste estudo se mostrou bastante seguro por ter apresentado

efeitos colaterais transitdrios, de rapida resolugdo, semelhante aos dados da literatura.
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O periodo mais critico de desconforto foi nos primeiros 3 dias, quando as
pacientes ainda apresentavam sinais inflamatérios importantes e crosticulas aderidas,
referindo aumento da sensibilidade local.

Uma das complicacdes mais comuns poés-laser ablativo é o eritema
persistente que nao ocorreu neste estudo, pois 100% das pacientes ndo apresentavam
eritema no controle de 28 dias.

Outra complicacao ¢ a hipercromia pds-inflamatoria, cuja incidéncia foi de
20% neste trabalho, sendo que a maioria apresentou uma hipercromia leve. Talvez a
hipercromia poderia ter sido evitada com o preparo da pele com agentes clareadores
e tretinoina antes e apds o tratamento tao logo houvesse a regeneragdo cutanea.

A tretindina topica, além de diminuir a hiperpigmentacao pos-inflamatoria,
especialmente nas pessoas de pele escura, também auxilia no processo de
cicatrizagdo e aumenta o numero das células de Langerhans (92, 93, 94).

Fora do protocolo, todas as pacientes que apresentaram hipercromia no
primeiro més de evolugdo foram acompanhadas por mais tempo e tiveram o
clareamento total das manchas no decorrer dos meses (entre 1 ¢ 2 meses), apenas
com os cuidados de protecao solar (figura 48). Com a melhora da hipercromia,
observou-se também melhora da textura da pele e das rugas periorais, ratificando a
discussdo anterior de que um periodo mais prolongado de observagdo (maior que 28

dias) poderia revelar uma melhora mais significativa das rugas.
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PO 1 més- Hipercromia poés inflamatoéria eses-Clareamento total

Figura 48 - Complicagdes pos-laser fracionado microablativo: herpes simples e
hipercromia pos-inflamatéria. Resolugdo sem sequelas e fotorejuvenescimento
perioral no PO tardio de 4 meses

A complicagdo mais importante relatada foi a erup¢ao herpética pds-laser em
25% das pacientes, manifestando-se com dor, calor, formacdo de vesiculas e
ulceragdes periorais entre o quarto e sexto dia do tratamento. As lesdes sanaram
espontaneamente (média de 7 dias), apenas mantendo a higiene local. Nenhum dos
casos evoluiu com cicatrizes inestéticas ou outras complicagdes pelo herpes.

Os virus do herpes simples tipo 1 e 2 sdo virus DNA que causam infec¢dao do
epitélio estratificado escamoso da mucosa oral, genital, conjuntiva, cornea e pele.
Durante a infec¢@o primaria, o virus infecta a terminagdo do nervo sensorial adjacente

ao local acometido, e alcanga o ganglio sensorial, onde persiste em estado latente.
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Esporadicamente ha reativacdo do HSV-1, que migra do ganglio sensorial de volta ao
tecido epitelial, causando uma série de manifestagdes clinicas inflamatorias (33).

A resposta imune inata do hospedeiro contra o HSV depende das células NK
e das células secretoras de IFN.

Nos hospedeiros imunocompetentes, a infecgdo pelo HSV-1 estimula a
secrecao de IFNa, que tem a funcao de inibir a transcrigdo dos genes virais e ativar
as células NK (95). A interagdo com a célula parasitada somada ao sinal proveniente
das citocinas inflamatdrias induz a célula NK a liberar seu contetudo citolitico de
perforinas e granzimas, que levarao a morte da célula infectada (96).

O IFNa também limita a progressao da infec¢cao dos tecidos periféricos para
o0 sistema nervoso (95).

As células de Langerhans, quando ativadas pelo antigeno viral, expressam
antigenos de histocompatibilidade HLA classe II, migram da epiderme para o
linfonodo local e apresentam estes antigenos aos linfocitos T ou as outras células
dendriticas residentes no linfonodo para ativar a resposta imune especifica (97).

O réapido reconhecimento do virus ¢ essencial para a ativagao destes sistemas
de defesa, e os receptores intracelulares de acidos nucléicos virais, TLRs 3, 7, 8 € 9,
sao frequentemente destacados para essa funcdo, com capacidade de induzir a
produgdo de IFNs tipo I, que sdo uma série de citocinas com efeitos inibitorios
diretos na replicagdo viral (98).

Os virus que conttm DNA obrigatoriamente tém uma fase de
desenvolvimento intracelular em que a formagao de ssSRNA, reconhecido pelos TLRs
7 e 8, € necessaria para a producao de suas proteinas (99). Porém, como os TLRs 7 ¢

8 ndo estdo presentes nos queratindcitos e apresentam fraca expressao nas células de
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Langerhans e expressdo desconhecida nos melandcitos, tais receptores nao foram
analisados no presente estudo, que basicamente avaliou as alteragdes de componentes
da imunidade inata epidérmicos, por serem a primeira linha de defesa contra o HSV.

E descrito na literatura que os TLRs 2, 3 e 9 estio presentes nos
queratinocitos e células de Langerhans, ¢ sdo apontados como receptores do sistema
imune inato, que respondem contra o HSV. Enquanto o TLR 2 reconhece moléculas
estruturais nos virions, o TLR 9 reconhece o genoma viral (CpG oligonucleotideos
nao metilados). Existem relatos de acimulo de RNA de cadeia dupla (d&sSRNA) em
células infectadas pelo HSV, que ¢ reconhecido pelo TLR 3 (100).

Em seus experimentos animais, Kurt-Jones e col. demonstraram que o TLR 2,
quando ativado pelo HSV-1, induz a secre¢do de citocinas pelos macrofagos. Porém,
esta interagdo HSV/TLR 2 nao ¢ protetora, muito pelo contrdrio, contribui para
encefalite letal em camundongos (101).

Ja o TLR 3 ¢ vital para a imunidade natural contra o HSV-1 no sistema
nervoso central (102). O comprometimento da sinalizagdo pelo TLR 3 em
fibroblastos de pacientes com encefalite pelo HSV-1 leva a producao deficiente de
IFN a, B e A, aumento da replicagdo viral, culminando com morte celular. A ativacdo
de TLR 3 resulta na produ¢ao de TNFa, IL-8, IFNs tipo I, CCL2, CCL20 nos
queratindcitos humanos. Nas células dendriticas Langerhans-like, a estimulacdo do
TLR 3 aumenta a producdo de IFNs tipo I, sugerindo que as células de Langerhans
podem iniciar atividades antivirais diretas apds ativagao desse receptor (39).

Lund e col. notaram que a producdo de IFNa nas células dendriticas
plasmocitdides de camundongos induzida pelo HSV-2 ocorre através da sinalizacao

de TLR 9 (103).
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O tratamento com o laser de Erbium-YAG fracionado, por ser microablativo,
teoricamente poderia causar diminui¢do tanto das células de Langerhans como dos
receptores TLRs 2, 3 e 9, comprometendo a imunidade cutdnea inata e
consequentemente a resposta adaptada contra o HSV.

Ghazawie et al., em 1999, demonstraram que, apos 2 dias de uma lesdo
térmica sobre a pele, houve o completo desaparecimento das células de Langerhans
na epiderme de roedores. Trés dias apos o trauma, estas células comegaram a
reaparecer esparsamente, provavelmente por precursores na derme, algumas sem
dendritos e outras com raros dendritos curtos. O nimero das células de Langerhans
cresceu drasticamente entre o quinto e sétimo dia, atingindo sua normalidade no
décimo primeiro dia apds a injuria (104).

Neste estudo, a avaliagdo imuno-histoquimica das células de Langerhans
revelou diferencas estatisticamente significativas (p = 0,0085) entre as medianas dos
valores de CD1a antes e ap0ds o tratamento, com diminui¢ao progressiva até o décimo
quarto dia e posterior recuperagao dos niveis basais em 28 dias. O pds-teste de Dunn
revelou que a significancia se deu entre os valores pré e pos 14 dias da irradiacao
com o laser.

O mesmo ocorreu com 0os TLRs 2 e 9. Esse estudo demonstrou diferencgas
estatisticamente significativas entre as medianas dos valores de TLR 2 (p = 0,0108) e
9 (p = 0,0012), antes e ap6s o tratamento, sendo que a significancia se deu entre os
valores pré e p6s 7 dias do procedimento. Foi constatada uma diminui¢do gradativa
dos valores de TLRs 2 ¢ 9 na epiderme, atingindo um minimo no sétimo dia pos-
laser. Em 14 dias, os valores de TLRs 2 ¢ 9 mostram uma ascensao, atingindo os

niveis pré-tratamento com 28 dias de evolugdo, acompanhando a re-populagdo
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gradativa dos queratindcitos e células de Langerhans. Esses dados ndo foram
encontrados na literatura consultada, sendo inéditos.

ApoOs o laser microablativo, o retorno a normalidade dos TLRs 2 ¢ 9 ¢
estimulado durante a cicatrizagao da pele pelos fatores de crescimento, como TGFa e
B, que sdao produzidos para induzir a proliferacao das células epiteliais e restabelecer
a barreira fisica. Estes fatores de crescimento atuam sinergicamente com o0s
mecanismos de sinalizagdo dos TLRs, a fim de regular a resposta de defesa do
hospedeiro (38,105,106).

Assim, apesar da rapida re-epitelizacdo da pele perioral apoés o laser
fracionado microablativo, a pele ainda apresenta-se vulneravel as infec¢des virais por
pelo menos 2 semanas, devido a diminui¢ao das células de Langerhans e TLRs 2 € 9,
que sdo componentes importantes para uma boa resposta imunologica contra o HSV.

Avaliando por outro angulo, das 5 pacientes que apresentavam historia
pregressa de lesdes herpéticas labiais, apenas 2 reativaram a infeccdo depois do
procedimento. Muitos fatores podem estar envolvidos para a reativagdo herpética; o
fato de ter antecedentes da doenca ndo quer dizer que certamente havera reativagao
com o tratamento a laser.

Krug e col. mostraram in vitro que a secrecao de IFNs do tipo I e IL-12 em
resposta a0 HSV-1 ¢ mediada pela via TLR 9/ My88 nas células dendriticas
plasmocitdides sem a necessidade de replicacdo viral. Este mesmo grupo também
concluiu que os animais, cujas células apresentavam deficiéncia de TLR 9 e/ou
My88, foram capazes de controlar a replicagdo do HSV-1, demonstrando que vias
independentes da TLR 9/My88 de outras células podem compensar de maneira

efetiva a resposta inadequada das células produtoras de interferons defeituosas.
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C¢lulas epiteliais, fibroblastos, macrofagos e outras células infiltradas na pele
ou na mucosa infectada pelo HSV-1 podem reconhecer e responder contra o HSV-1
por meio de vias independentes da TLR 9/My88. Uma das hipdteses ¢ que a
replicagdo do virus intracelular gera dsRNA; este ¢ reconhecido pelo TLR 3, que
sinaliza via TRIF induzindo a secrecdao de IFN-f o suficiente para conter a
disseminagao do HSV (95).

Nesse estudo observaram-se diferencas significativas entre os valores das
medianas de TLR 3 (p = 0,0011) na epiderme antes e ap6s o procedimento, com
significancia entre os valores pré e pos 14 dias do tratamento. Porém, ao invés de
diminuirem, como ocorreu com os TLRs 2 e 9, esses valores constatados no sétimo
dia do tratamento aumentaram progressivamente, € atingiram um pico maximo na
segunda semana, mantendo-se elevados em relacdo aos niveis basais no ultimo
controle (PO 28 dias). A expressdo aumentada do TLR 3 talvez tenha protegido 75%
das pacientes que ndo apresentaram erupgoes herpéticas pos-laser, mesmo aquelas
com antecedentes pessoais positivos da doenca.

O estimulo excessivo do TLR 3 estd associado a diversas doengas
inflamatoérias, como a nefrite lapica e a artrite reumatéide (107,108), sugerindo que
ligantes enddgenos como proteinas intracelulares ou produtos da clivagem dessas
proteinas poderiam estimular este receptor presente no endossomo celular. O
aumento da expressdo de TLR 3 pode estar relacionado ao processo de cicatrizagao,
estimulado por proteinas intracelulares alteradas pelo dano térmico. A presenca de
ligantes endogenos acontece geralmente apos injuria tecidual, especialmente se

muitas células sofrem necrose.
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A perturbacao do ambiente celular poderia induzir mudangas estruturais de
algumas moléculas, que por sua vez adquiririam atividades agonistas de TLRs, ou
alterar a posicdo dos ligantes intracelulares, muitas vezes confinados em um
compartimento, ficando estes mais proximos dos TLRs. Dessa forma, o TLR 3 ndo
apenas seria importante para mediar a resposta contra infecgdes virais, mas também
contra o dano e morte celular.

Devido a sua ampla acao biologica, os TLRs participam nas diferentes fases
de cicatrizacdo. A ativagdo dos TLRs modifica a injlria tecidual de forma negativa
ou positiva, por recrutar c¢lulas inflamatérias que liberam mediadores citotoxicos ou
ativando sinais cito-protetores. Promovem ainda a resposta fibrogénica nos
fibroblastos, participando da regeneragdo tecidual. O TLR 4, por exemplo, esta
envolvido na angiogénese, que visa restaurar o suprimento sanguineo da regido
lesada (51).

A paciente que apresentou o quadro mais exuberante e prolongado de
herpes foi uma das que mais rejuvenesceram a regido perioral, talvez pelo
processo inflamatério mais acentuado culminando com maior formagao de
colageno (figura 49).

Apesar do otimo rejuvenescimento perioral, a erupcdo herpética deixou a
paciente muito incomodada no periodo de recuperagdo pds-laser. Foi a tinica pessoa
que declarou que ndo repetiria o tratamento se fosse necessario, nem recomendaria o

laser para outra pessoa devido a esse risco de complicagdo.
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Figura 49 - Evolucao clinica da paciente pos-laser com erupg¢do herpética

De qualquer forma, 25% ¢ um indice elevado para uma infec¢do e, portanto, a
profilaxia antiviral é recomendada para todos os pacientes que se submeterem ao
tratamento com o Erbium-YAG fracionado microablativo, com os parametros

protocolados neste estudo, independente da historia pregressa desta infecgao.
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Tendo como base os resultados imunolégicos desse estudo, a administragao
dos antivirais deveria iniciar no dia do procedimento e se estender por pelo menos 7
dias, mesmo com a rapida re-epitelizagdo demonstrada no controle andtomo-
patologico de 3 dias pos-laser. Ha relatos na literatura de completa re-epitelizagdo em
12 hs apds um tratamento com laser fracionado de 2940nm. (3)

O envelhecimento da regido perioral envolve uma série de alteracdes
anatomicas: os labios perdem a defini¢ao e o turgor, ha queda das comissuras labiais,
a distancia entre o nariz e o labio superior aumenta. Com a perda de colageno, a pele
fica mais fina, o musculo perioral atrofia e as ritides verticais aparecem ao redor da
boca. Os sulcos nasogenianos e labiomentonianos acentuam-se pela queda da
gordura malar, devido ao enfraquecimento dos ligamentos malar e orbital (109).

Portanto, para um rejuvenescimento rapido e eficaz da regido perioral, ¢
necessaria a associacdo de diversas técnicas minimamente invasivas para corrigir
especificamente cada alteragao do fotoenvelhecimento (110, 111, 112).

Uma sessdo com o laser de Erbium-YAG fracionado microablativo, segundo
os parametros protocolados neste estudo, promove melhora da textura da pele,
clareamento de manchas e ameniza rugas finas; teve alta aceitacdo por parte dos
pacientes, ja que 95% delas repetiriam o tratamento se fosse necessario. O tratamento
mostrou-se bastante seguro, pois apresentou efeitos colaterais transitorios, com

rapida recuperagdo e nenhuma complicagdo permanente.
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Os resultados obtidos quanto a realizagdo de uma aplicagdo do laser de

Erbium-YAG fracionado microablativo, para o tratamento das ritides periorais,

permitiram-nos as seguintes conclusoes:

X/
L X4

X/

*

70% das pacientes apresentaram de leve a boa melhora estética global perioral,
devido a melhora da textura da pele, clareamento das pigmentagdes e atenuagao

das ritides superficiais.

Nao se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre os valores
medianos das fibras colagenas do tipo I (p = 1,0000) e tipo III (p = 0,3125)
antes e apods 28 dias do tratamento.Um maior tempo de acompanhamento seria
interessante, ja que a producao e o remodelamento do colageno prolongam-se

por mais de 28 dias.

Apenas 20% das pacientes tiveram melhora importante das ritides periorais e
30% obtiveram melhora na classificacdo de Baker apos 28 dias do tratamento,
talvez pelo aumento de outros elementos do tecido conjuntivo dérmico que nao

foram objetos desse estudo.

Houve diferencgas estatisticamente significativas entre as medianas dos valores
de CDla (p =0,0085), TLR 2 (p = 0,0108), TLR 3 (p =0,0011) e TLR 9 (p =
0,0012) na epiderme pré e pds-tratamento com laser de Erbium-YAG fracionado

microablativo.



Conclusido 103

Aplicando-se o pos-teste de Dunn, foi constatado que a significancia se deu

entre os valores:

>

vV V VY

X/
L X4

X/
L X4

Pré e apds 14 dias para CDla (diminuigdo);
Pré e ap6s 7 dias para TLR 2 (diminuicao);
Pré e ap6s 14 dias para TLR 3 (aumento);

Pré e ap6s 7 dias para TLR 9 (diminuigao).

A diminui¢do das células de Langerhans e TLRs 2 e 9 poderia ser responsavel
por uma incidéncia maior de infec¢do herpética apds a irradiagdo da pele com

laser fracionado microablativo.

25% das pacientes desenvolveram erupgdes herpéticas. Destas, 60% sem
antecedentes pessoais para a doenga, sugerindo que a quimioprofilaxia anti-
herpética deva ser realizada em todos os pacientes que se submeterem ao
tratamento com o laser fracionado microablativo, com os parametros

protocolados nesse estudo.

E um procedimento bem tolerado, com indice de dor leve, mesmo sem analgesia,
e efeitos colaterais transitorios, mostrando ser bastante seguro por nao

desenvolver complicagdes permanentes.
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Os autores declaram que ndo apresentam nenhum conflito de interesse com as

empresas fabricante e distribuidora do aparelho mencionado neste estudo.
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Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(InstrucBes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAQAO'DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ..ottt s s s s e e e e e e eee naaaaa s e s e eeaeaaeaaaeaeeeeeeeeeseannnnsnnnnnn e as
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO & .....iiiiiiiiiiiiiineeeeeeessenians SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ........ [ [......
ENDEREGCO ...ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et a e e NO e, APTO: v,
BAIRRO: i CIDADE ...ttt
CEP e TELEFONE: DDD (........... ) e
2. RESPONSAVEL LEGAL ...o.oviiiiiiieiieee ettt ettt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrAdOr E1C.) ....uuuiiiiiiiiiiiie e ettt et ee e e e e et e e e e s snbae e e e e aaees
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO & .....iiiiiiiiiieiiieeeeeeeseinians SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ........ [ [......
ENDEREGCO ...ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt a e e e NO i, APTO: v,
BAIRRO: .ot CIDADE ...ttt
CEP: oo TELEFONE: DDD (........... ) et

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : Estudo comparativo da pele pré e pos- laser fracionado
minimamente ablativo com Erbium — YAG de 2940nm para tratamento de ritides da regido peri-oral : avaliacdo
clinica, histologica e imuno-histoquimica

PESQUISADOR:. Dra.Lilian Mayumi Odo

CARGO/FUNCAO: Médica dermatologista INSCRICAO CONSELHO REGIONAL Ne
101486

UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Dermatologia
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO
RISCO BAIXO RISCO MAIOR
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)
4. DURACAO DA PESQUISA : 6 meses
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDCO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa — Com o desenvolvimento da tecnologia surgiu um
tratamento a laser de Erbium-YAG fracionado para melhorar os sinais de envelhecimento da
pele. Apresenta menos complicagBes que outros tipos de lasers mais antigos porque €
minimamente invasivo, mas mais eficientes que os lasers ndo-ablativos, ou seja, 0s que ndo
lesam a integridade da camada superficial da pele . O laser fracionado causa uma
destruicdo microscépica na pele deixando pele saudavel ao redor, por isso a cicatrizacéo é
muito mais rapida. Esse ferimento pelo calor estimula a formagdo de uma nova pele mais
jovem e bonita. Porém esse tratamento pode talvez diminuir temporariamente as defesas da
pele e por isso iremos fazer este estudo. Caso seja comprovado essa diminuicdo da
imunidade, poderemos receitar medicamentos antes e apos o laser para prevenir infeccdes
na pele, que sdo muito comuns nestes casos, comprometendo o resultado final do
tratamento, além de por em riso a saude do paciente.

2. procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a identificacdo dos procedimentos
gque sdo experimentais - Aplicagdo gratuita e Unica de laser na regido ao redor da boca
anestesiada previamente com creme de lidocaina. No intra-operatério um jato de ar gelado
sera empregado junto com os raios lasers para diminuir o incbmodo do tratamento. Um
pedaco da pele ( bidpsia ) de 3 mm na frente da orelha direita ira ser retirado para estudo
microscépico como controle, sera feito um sutura com fio bem fino, sendo necessario
remové-lo em 5 a 7 dias. A regido na frente da orelha esquerda sera também tratada com o
laser e em outro dia a ser definido pelo pesquisador, iremos fazer um exame de pele,
retirando um pedaco de 3mm e suturando, como do lado direito , para estudarmos a reacao
celular da sua pele apés o tratamento. O paciente devera manter a higiene local com agua e
sabonete, hidratar a pele com vaselina liquida ou sélida sempre que sentir a pele ressecada,
evitar a exposicao solar direta e usar protetor solar FPS 30 todos os dias e reaplicar pelo
menos 2 vezes ao dia. A vaselina e o protetor solar seréo fornecidos pelo pesquisador . Os
locais das biépsias deverdo ser lavadas com agua e sabonete até a completa cicatrizagéo.
Fotos serdo tiradas dos pacientes antes , 3 dias, 1 semana, 2 semanas e 1 més apés o
tratamento, elas serdo guardadas nos arquivos do hospital e publicadas no presente estudo.

3. desconfortos e riscos esperados - Vocé podera sentir um ardor durante e logo apds o
tratamento com duracéo de algumas horas, a pele pode ficar avermelhada e sensivel por 2
dias, Depois deste periodo a pele fica ressecada e levemente bronzeada, iniciando uma
descamacéo fina que pode durar 1 semana. E possivel sentir coceira e aparecer algumas
espinhas . Qualquer outra reagcdo como dor intensa, calor e pus no local tratado devera ser
comunicada imediatamente ao pesquisador responsavel.

4. beneficios que poderdo ser obtidos - Melhora da qualidade da pele, das rugas finas,
clareamento de manchas superficiais e pele mais firme

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: Peelings quimicos
( médio ou profundo ), lixamento da pele, outros tipos de lasers ou luz intensa pulsada,
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

No caso de qualquer duvida o paciente tem a total liberdade de ligar ou procuraro pesquisador
responsavel , que deixard o seu telefone e endereco de contato disponivel neste termo de
consentimento.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

Em qualquer momento do estudo o paciente podera desistir de participar da pesquisa sem
prejuizos morais , fisicos ou financeiros.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

Os resultados serdo mostrados neste estudo , mas a identificacdo dos pacientes sera
escondida tanto em relagdo ao nome , quanto nas fotos ( s6 da regido peri-oral ). Tudo o que
acontecer no procedimento e mesmo as intimidades dos pacientes serdo guardados em sigilo
pelo pesquisador e equipe assistente.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa.

Qualquer problema de salde causado pelo estudo serd tratado pelo pesquisador ou
especialista indicado sem despesa para o0 paciente dentro da infra-estrutura do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

5. viabilidade de indenizag&o por eventuais danos a salide decorrentes da pesquisa.

Assisténcia médica gratuita até a solucao dos danos decorrentes da pesquisa.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Pesquisador responsavel: Dra. Lilian Mayumi Odo

Av. Onze de Junho, 88 - cep 04041-000 — Vila Clementino — SP- SP. Tel: (11) 55748599 ou
(11) 84329675

VI. OBSERVAGCOES COMPLEMENTARES

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
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Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em patrticipar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 19

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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Anexo |1

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA )
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

N ) DIRETORIA CLINICA
COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA -
CAPPesq

CADASTRO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Registro (uso reservado a Secretaria da CAPPesq )

N° do Protocolo: ...c.oeevvveeeeeiiieieen Datade Entrada : ........ccovveveevennenn..

1. Titulo do Protocolo de Pesquisa

Estudo comparativo da pele pré e pds- laser fracionado minimamente ablativo
com Erbium — YAG de 2940 nm para tratamento de ritides da regido peri-oral :
avaliacdo clinica, histoldgica e imuno-histoquimica

2. Palavras-chaves que caracterizam o assunto da Pesquisa
Células de Langerhans, fototermolise fracionada, laser Erbium-Yag, peri-oral.

3. Resumo do Protocolo de Pesquisa:

Apesar de multiplos mecanismos de defesa do organismo hospedeiro atuarem contra o
herpes simples virus (HSV), a imunidade mediada por células tem sido considerada como o
principal mecanismo de controle e protegdo contra esta infecgao.

Um grande numero de estudos cientificos apontaram que a fungdo das células de
Langerhans ¢ o elemento essencial no controle da infec¢ao pelo HSV-1 na pele.

Os lasers ablativos de CO2 e Erbium-YAG sdo os mais utilizados para tratar o
fotoenvelhecimento, podendo até remover lesdes de pele benignas, pré-malignas e
apresentar beneficios profilaticos na prevencao de neoplasias ndo melanoma, mas o
risco de complicacdes € alto e o tempo de recuperagdo ¢é prolongado.

Com o desenvolvimento da tecnologia em lasers e a fim de atender as exigéncias dos
pacientes que ndo podem parar as suas atividades profissionais e sociais, surgiu um novo
conceito de tratamento de pele minimamente ablativo, a fototermolise fracionada.

O herpes simples virus pode ser ativado por procedimentos de resurfacing ablativo a laser,
prejudicando a cicatrizagdo da pele e causando sérias complicagdes no pos-operatorio como
cicatrizes inestéticas. Medicamentos anti-virais profilaticos s3o rotineiramente
administrados aos pacientes que se submetem ao resurfacing com o intuito de inibir uma
reativacdo dos HSV, porém o tipo de medicamento, dose e duracdo do tratamento variam
conforme a literatura estudada . Os anti-virais sdo custosos € podem apresentar efeitos
colaterais leves a severos. Ainda ndo ha estudos cientificos publicados que demonstrem a
resposta biologica da imunidade celular da pele no pds-laser fracionado minimamente
ablativo, j& que esta tecnologia € bastante recente.
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A possivel diminui¢ao das células de Langerhans na pele apds fototermolise fracionada,
minimamente ablativa pode comprometer a imunidade celular da pele, aumentando o
risco de uma infecg¢do ou reativacdo do HSV. Desta forma seria prudente ¢ ndo mais
empirico prescrever profilaticamente medicamentos anti-virais orais aos pacientes que
serdo submetidos a este tipo de tratamento, mesmo que incorra em efeitos colaterais
proprios desta classe de drogas.

Este trabalho visa estudar a imunidade celular da pele facial por meio da
imunohistoquimica, pré- e pos- fototermolise fracionada minimamente ablativa com o
laser Erbium-Yag de 2940nm .

4. Pesquisador Responsavel: .....Dra. Luiz Carlos Cuce......
5. Pesquisador Executante: ...Dra. Lilian Mayumi Odo.........
6. Orientador: .Prof..Dr. Luiz Carlos Cucé..........

7. Especificacdo da finalidade académica da pesquisa

[IDoutorado

[] Graduacao [] Pés-graduacéo [ Mestrado

(] OULrOS = @SPECITICAN ..ot
8. Unidades e Instituicdes envolvidas ( especificar )

- HOSPITAL DAS CLINICAS: ........ Ambulatorio de

Dermatologia..............cceeenee..

- FACULDADE DE MEDICINA USP: ........ Disciplina de Dermatologia.....

- ENTIDADES EXTERNAS: -.
9. Pesquisa:

[1 seres humanos [] animais (SPECI) : ...ccvveevevevereeieereerreeeanes
10. Investigacgéo:

[] Retrospectiva [] Prospectiva
11. Materiais e métodos:

[] Laboratorial [] Prontuarios de pacientes

[] Pecas anatdmicas de cadaveres [ Tecidos, érgéos, fluidos organicos

[] Entrevistas e questionarios [] OULros : .........coooeeeeeeeeeoeeeeen,



Anexos 112

12. A Pesquisa envolve: ( preencher mais de um se necessario )

[] 1sétopo Radioativo, Dispositivo Gerador de Radiac&o lonizantes
[] Microorganismos Patogénicos
[] Acidos Nucleares Recombinantes

[] OULIOS (ESPECIFICAN) T .ot eeeeeeeeee et e e en e,

13. Existe algum risco ambiental e/ou biol6gico com o descarte dos
sub-produtos e/ou reagentes de sua pesquisa?

[] sim [] NAO

14. Pesquisa em areas tematicas especiais:

[] genética humana;
[ reproducdo humana;
[] farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnésticos novos ou nao;

[] equipamentos, insumos e dispositivos para a satide novos, ou ndo
registrados no pais;

[] novos procedimentos ainda n&o consagrados na literatura;
[] populagdes indigenas;
[] projetos que envolvam aspectos de biosseguranca;

[] pesquisas coordenadas do exterior ou com participacéo estrangeira e
pesquisas que envolvam remessa de material biolégico para o exterior.

15. Género da pesquisa:
[] Clinica (Fisiopatolégico, Terapéutico,Diagnéstico)
[] cirargica (Fisiopatoldgico, Terapéutico, Diagnéstico)
[] Experimental (Fisiopatolégico, Terapéutico,Diagnéstico)
[] Anatémica
[] Epidemioldgica

[] Teodrica
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16. Patrocinio

Recursos Financeiros Solicitados

Instituicbes | Valores Instituicdes Valores
CNPq - Fundo Pesquisa FEJZ. -
FINEP - HC-FMUSP -
CAPES - INdUStrias: .........cccvvvveveeeennnnns -
FAPESP - Laboratorios: ........ccccccvveeennee -
F.F.M. - Outros: Pesquisador -

17. Existéncia de infra-estrutura e recursos humanos para

desenvolvimento da pesquisa (especificar).

O laser Erbium-YAG fracionado minimamente ablativo de 2940nm sera
cedido pela empresa LBT lasers para o estudo. O pesquisador ira fazer
a aplicacdo do laser no HC em dias especificos reservados para a
pesquisa, bem como a realizacdo das bidpsias de controle e as
orientacdes pré-tratamento aos pacientes. As biopsias e o seguimento
clinico pos-tratamento seréo realizados no ambulatorio de dermatologia

do Hospital das Clinicas da FMUSP pelo pesquisador.

18. Cronograma de execucéo da pesquisa

inicio: 15 / Janeiro_/ 2007 ( Se aprovado pela CAPPesq )
término: __ 15 /  Julho / 2007___

Prazo: 6 meses

18. Parecer da Comiss&o de Pesquisa e/ou de Etica do Departamento
da FMUSP ou da entidade envolvida.
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19. Conselho de Departamento da FMUSP

Assinatura Aprovado em / /
Carimbo

20. Parecer do Servico de Verificacdo de Obitos da Capital-SVOC, no
caso de pesquisas realizadas em pecas anatdmicas de cadaveres
necropsiados naquele Servico.

Assinatura Aprovado em / /
Carimbo

/tsc.
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Anexo 111

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

~ ) DIRETORIA CLINICA
COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA
CAPPesq

CADASTRO DO PESQUISADOR

1. Identificacao e qualificacdo do pesquisador:
Nome: ..Lilian Mayumi Odo............ RG: .26120633-3
CPF: .205373478-79........... Profissdo: ....Médica
Endereco: .Av. Onze de Junho,269..........ccccceeeveiieeeeeeennn.
CEP: .04041-000....... Tefefone: ..55-11-55723420

2. Graduado em ...Medicina ............ Data: 14/11/2000

Institui¢do....Faculdade de Medicina do ABC

3. Titulagdo académica mais elevada: Médica especialista em
dermatologia ha 3 anos

4. Vinculagao Profissional Atual

[HC L] FMUSP [] Outras Instituicdes:

Funcéo: Dermatologista .

Lotac&o:Clinica de dermatologia privada

5. Vinculagdo Académica Atual

[].Doutorado:

[] Mestrado
[] Outras - especificar: Dermatologista assistente voluntaria do ambulatério

de cosmiatria e cirurgia dermatoldgica da Universidade de Santo Amaro,ha 3
anos.

[] Graduacéo [] Pés-Graduacéo

6. Area do conhecimento : ...Cosmiatria , laser, cirurgia dermatoldgica.
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7. Relagdo de Co-autores

Dr. Luiz Carlos Cucé

8. Resumo do Curriculo

. Utilizar este campo abaixo para ressaltar, em sintese, os aspectos que o
capacitam para a pesquisa.

. N&o serdo aceitos anexos.

1-Médica formada pela Faculdade de Medicina do ABC.Periodo : 1995 a 2000
2-Estagio de Dermatologia na Universidade de Santo Amaro em regime de
residéncia médica.Servigo do Prof. Luiz Carlos Cucé. Periodo : 2001 a 2003
3-Estagio de Cosmiatria e Cirurgia Dermatolégica na Universidade de Santo
Amaro

Servico do Prof. Luiz Carlos Cucé. Periodo : 2003 a 2004

4-Aprovada no XXXVII Exame de Titulo de Especialista em
Dermatologia .Sociedade Brasileira de Dermatologia e Associagdo Médica
Brasileira. Rio de Janeiro — Abril de 2003

5-Estagio em Avancgos Tecnologicos em Terapia Dermatologica

Hokkaido University Graduate School of Medicine, Sapporo, Japao. Bolsista da
Japan Internacional Cooperation Agency — Setembro a Dezembro de 2004
6-Estagio em Cicatrizaca de pele ( Clinical Attachment in Wound Healing )
Universidade de Boston, MA, EUA .10 de Abril a 30 de Junho de 2006
7-Dermatologista assistente voluntiria do ambulatério de cosmiatria e cirurgia
dermatoldgica da Universidade de Santo Amaro. Desde 2004

8-Coordenadora do curso pratico: Tratamento de pélos facial e telangiectasias
com 1064nm laser. Sociedade Brasileira de Dermatologia.VIII RADESP — SP,
2003

9-Membro efetivo da Sociedade Brasileira de Dermatologia, Sociedade
Brasileira de Cirurgia Dermatologica, American Academy of Dermatology.

PUBLICACAO: Odo LM, Odo MEY. Nova modalidade de luz intensa pulsada
no rejuvenesci-mento facial. In: Procedimentos minimamente invasivos. 1* ed.
Sao Paulo, editora Santos, capitulo 35, p.261-67, 2005
PALESTRANTE:
¢ [ Annual Meeting of Aesthetic Procedures, julho de 2005. “ Luz intensa
pulsada — novo modelo no rejuvenescimento facial ”
e 10° RADESP, dezembro de 2005. “Curso pratico: Técnicas de
rejuvenescimento de membros superiores”
e Curso teorico CT1- Dermatocosmiatria I — Congresso Brasileiro de
Dermatologia, setembro de 2006. “ Blefaroplastia com fenol
e Terapéutica do Couro Cabeludo e Unhas — XII Reunido Internacional de

Terapéutica Dermatologica, outubro de 2006. “ Tratamento da Alopecia
Areata”
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CURSOS DE LASER:
e 26 ™ Annual Meeting of American Society for Lasers Medicine and
Surgery
Hynes Convention Center, Boston — MA. Abril de 2006
e Curso de Laser and Aesthetic Skin Therapy: What’s the Truth ?
Wellman Center of Photomedicine — MGH. Simches Research Building —
Boston, MA. Setembro de 2006
POSTERS CIENTIFICOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS:
“ Técnicas Complementares na Cirurgia de Palpebra
“ Blefaroplastia como Tratamento de Endotriquia ™
“ Complicagdes de preenchimento facial com poliacrilamida ” - 1° lugar como
poster de mini-caso
“ Associagdo de técnicas minimamente invasivas para melhorar o contorno facial ”
“ Uso de implantes para aumento da regido mentoniana ”
“ Efeito colateral da luz intensa pulsada no tratamento de vibices
“ Tratamento de granulos de Fordyce com terapia fotodinamica ”
“ Blefaroplastia quimica com fenol
“Fio filit: Fio de polipropileno barbado para lifting de ter¢o médio da face ”

tsc.
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Anexo IV

N° Protocolo :

Nome:

Idade:

Fototipo: I 1 m 1 Vv VI

Tipo de ruga ( BAKER 1998 ) pré laser: I I 11
Tels de contato:

Assinar termo de consentimento:

Data do tratamento:

Foto pré:

Foto 72h:

Foto 1 semana:
Foto 2 semanas:
Foto 1 més

Histoéria de herpes labial:

Medicagdes em uso:

Biodpsia pré:
Bidpsia 72 h :
Bidpsia 1 semana:
Bidpsia 2 semanas:
Biopsia 1 més:

Escala de dor tratamento ( 0-10 ):

Complicagoes Imediato 72h 1 semana

2 semanas

1 més

Ardor / Dor

Eritema

Edema

Ressecamento

Descamagao

Prurido

Hipocromia

Hipercromia

Cicatrizes

Herpes simples

Infecgao
bacteriana

Erupgao
acneiforme

Outros
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Grau de satisfacdo apos 1 més:

| Insatisfeita Pouco satisfeita Satisfeita Muito Satisfeita
Recomendaria o laser para outras pessoas? SIM NAO
Repetiria o tratamento se fosse necessario. ?  SIM NAO
Se sente mais atraente? SIM NAO
Melhorou sua auto-estima? SIM NAO

Avaliacao clinica ap6s 1 més:
Global Aesthetic Improvement Scale ( GAIS )

Indice Descrigao
Muito boa melhora Resultado cosmético 6timo do laser
Boa melhora Melhora marcante da aparéncia, mas uma

complementacdo seria bom para um
toque final

Leve melhora Melhora da aparéncia, mas um
retratamento estd indicado

Sem melhora A aparéncia po6s laser € igual a original

Piora A aparéncia ¢ pior do que a condicao
original

Classificacdo de rugas peri-orais (Baker 1998) ap6s 1 més:

Tipo Profundidade Localizagdo N° de rugas
I Superficiais 1/3 a 2 do labio <8
superior
II Moderadas Mais de 2/3 do 9als

labio superior

11 Profundas Labios superior e >16
inferior, mento
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COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA
FORMULARIO PARA ENCAMINHAMENTO DE EVENTO ADVERSO

) Titulo do Protocolo de Pesquisa e n® CAPPesq:

Estudo comparativo da pele pré- e pos- laser fracionado minimamente ablativo com Erbium — YAG de 2940 nm para
tratamento de ritides da regido peri-oral :

avaliacao clinica, histolégica e imuno-histoquimica

II) Dados do Pesquisador Responsavel:
Nome:. Lilian Mayumi Odo Departamento/Servico: Departamento de Dermatologia do HCFMUSP

lI) Eventos adversos comunicados:
1. eritema transit6rio leve
2. edema transitorio leve
4. erupcao acneiforme
5. hipercromica
[ T —
IV) Responda as informacgdes abaixo a respeito de cada um dos eventos adversos comunicados:

Ocorreu em outro o Houve morte,
centro que esta Ocorreu em outro Na sua opinido, o evento O estudo sob sua internacéo ou
Ocorreu d_entro realizando o estudo usando o] adverso _comunicado esta | responsabilidade ou o sequela grave
EVENTO | deste Projeto? mesmo estudo? mesmo meo_llcamento rela_uonado com o TCLE ira sofr?r alguma associada ao
(SIM ou NAO) (SIM ou NAO) ou procedimento? procedimento do estudo? | mudanca devida aeste | evento adverso?
. SIM ou NAO SIM ou NAO evento? (SIM ou NAO)* X

Se sim, qual pais? ( ) ( ) (SIM ou NAO)

1. NAO NAO SIM SIM NAO NAO

2. NAO NAO SIM SIM NAO NAO

3. NAO NAO SIM SIM NAO NAO

soxouy

0l



Houve morte,

Ocorreu em outro s
centro que esta Ocorreu em outro Na sua opinido, o evento O estudo sob sua internacéo ou
Ocorreu d_entro realizando o estudo usgndo o adverso pomunicado esta | responsabilidade ou o seqiiela grave
EVENTO | deste Prouito? mesmo estudo? mesmo medmamento reIa_C|onado com o TCLE ira sofrgr alguma associada ao
(SIM ou NAO) (SIM ou NAO) ou procedlmNento? procedimento do~ estudo? mudangaz Sdlanda s Ae(s)t; evento adverso?
SIM ou NAO SIM ou NAO evento® ou X
Se sim, qual pais? ( ) ( ) (SIM ou NAO)
4, NAO NAO SIM SIM NAO NAO
5. NAO NAO SIM SIM NAO NAO
6. _ _ _ _ _ _

Utilizar folha extra, se necessario.

V)Comente os casos de morte, internacao ou seqielas graves apontados na tabela acima.

VI) Outros comentarios:
Todos os eventos adversos relatados foram leves e transitérios, sem seqiielas severas, permanentes ou fatais. Tais complicagcdes se resolveram

mesmo sem tratamento especifico.

VII) Decisédo do Pesquisador Responsavel sobre a continuacéo ou ndo da pesquisa, diante dos eventos adversos relatados.

Continuar a pesquisa.
* Caso tenha havido alguma mudanc¢a do seu projeto de pesquisa ou no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, anexar a nova

documentacéo.

Data 26..../..10.../...2006

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

soxouy

ICI
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INSTRUCC)ES PARA PREENCHIMENTO
(Resolucéo Conselho Nacional de Saude 196, de 10 outubro 1996)

1. Este termo conterd o registro das informagdes 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.

2. A avaliagdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta
qualquer possibilidade de interven¢do e de dano a integridade fisica do
sujeito da pesquisa.

3. O formulario poderd ser preenchido em letra de forma legivel,
datilografia ou meios eletronicos.

4. 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.

5. A via do Termo de Consentimento Pos-Informagao submetida a analise da

Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa -CAPPesq devera ser

idéntica aquela que sera fornecida ao sujeito da pesquisa.
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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
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