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RESUMO

Introducéo: Existe uma crescente busca por procedimentos minimamente invasivos
seguros, eficazes e biocompativeis com potencial de estimulo da producdo de
colageno visando recuperar a espessura dérmica e qualidade da pele, que séo
naturalmente perdidas pelo processo envelhecimento. Objetivo: Realizar uma analise
comparativa dos efeitos de producdo de colageno tipo | e lll a partir da injecao
intradérmica de Polidioxanona e Acido-Poli-L-Latico em modelo animal, e determinar
se ha estimulo de colageno com a subcisdo realizada por microcanula. Método:
Estudo experimental conduzido com 16 camundongos Wistar fémas com 180 dias e
aleatorizados em 4 grupos: G1: Subcisdo, G2: PLLA (Rennova elleva®), G3: PDO
(ULTRACOL®), G4: Controle negativo. A técnica de subciséo e injecdo de 0,5 mL dos
bioestimuladores foi realizada sob anestesia a nivel intradérmico. Apdés 30 dias
removeu-se o0s fragmentos de pele e estes foram submetidos a coloracdo de
Hematoxilina-Eosina e Picrosirius Red para detec¢cdo dos coldgenos em microscopio
optico. Resultados: A coloracdo de HE mostrou que o tecido apresenta uma
espessura mais organizada com o bioestimulador PDO no grupo controle quando
comparado aos grupos subcisdo e PLLA. Houve leve diferenca no estimulo de
coldgeno ap6s a subcisdo em comparac¢do ao grupo controle. O tecido tratado com
PLLA mostrou irregularidades quanto a disposicdo das fibras colagenas, estrutura
pouco definida e menor distribuicdo de colageno tipo | em comparacdo aos demais
grupos. Existe maior tendéncia para as propor¢cdes de colageno tipo Il entre os tecidos
tratados com bioestimuladores. PLLA e PDO apresentaram porcentagens
relativamente semelhantes de colageno ao serem comparados com o grupo controle,
23, 33%; 25, 35% e 23, 22%, respectivamente. O grupo subcisdo apresentou leve
aumento na porcentagem de colageno total (28, 09%), correspondendo a uma
diferenca de 4,13% + 0,9. Concluséo: A performance dos bioestimuladores revelou
que o PDO resultou em uma colagénese mais ativa, estimulando maior producdo de
colageno tipo | e lll. Os resultados deste estudo sugerem que nos primeiros 30 dias
apos o tratamento, pode ndo ocorrer a completa remodelagédo para formacdo das
novas fibras colagenas, o que pode ter influenciado nos resultados quanto o tipo e a
quantidade de colageno neoformado ao comparar 0s quatro grupos experimentais.
Sendo assim, novos estudos sdo necessarios para determinar a performance total dos
bioestimuladores investigados em um maior espago temporal.

Palavras-chave: Bioestimuladores. Colagene. Pele. Rejuvenescimento. Subciséo.



ABSTRACT

Introduction: There is a growing search for safe, effective and biocompatible
minimally invasive procedures with the potential to stimulate collagen production in
order to recover dermal thickness and skin quality, which are naturally lost by the aging
process. Objective: Perform a comparative analysis of the effects of collagen type |
and Il production from the intradermal injection of Polydioxanone and Poly-L-Lactic
Acid in an animal model, and determine whether there is collagen stimulation with the
subcision performed by microcannula. Method: Experimental study conducted with 16
female Wistar mice aged 180 days and randomized into 4 groups: G1: Subcision, G2:
PLLA (Rennova elleva®), G3: PDO (ULTRACOL®), G4: Negative control. The
technique of subcision and injection of 0.5 mL of biostimulators performed was under
anesthesia at intradermal level. After 30 days, the skin fragments were removed and
submitted to Hematoxylin-Eosin and Picrosirius Red staining for collagen detection
under optical microscope. Results: HE staining showed that the tissue has a more
organized thickness with the PDO biostimulator and in the control group when
compared to the subcision and PLLA groups. There was a slight difference in collagen
stimulation after subcision compared to the control group. The tissue treated with PLLA
showed irregularities in the arrangement of collagen fibers, less defined structure and
lower distribution of type | collagen compared to the other groups. There is a greater
tendency for the proportions of type Ill collagen among tissues treated with
biostimulators. PLLA and PDO had relatively similar percentages of collagen when
compared to the control group, 23.33%; 25, 35% and 23, 22%, respectively. The
subcision group showed a slight increase in the percentage of total collagen (28.09%),
corresponding to a difference of 4.13% + 0.9. Conclusion: The performance of the
biostimulators revealed that PDO resulted in a more active collagenesis, stimulating
greater production of collagen types | and Ill. The results of this study suggest that in
the first 30 days after treatment, complete remodeling to form new collagen fibers may
not occur, which may have influenced the results regarding the type and amount of
newly formed collagen when comparing the four experimental groups. Therefore,
further studies are needed to determine the total performance of the investigated

biostimulators in a longer period of time.

Keywords: Biostimulators. Collagen. Skin. Rejuvenation. subcision
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1. INTRODUCAO

O processo normal do envelhecimento humano provoca alteracdes das
caracteristicas faciais causando desarmonias e assimetrias que encontravam-se
equilibradas durante a juventude. Essas mudancas refletem na atratividade fisica
e tém influenciado negativamente na autoestima como reflexo de

descontentamento da prépria imagem (SWIFT et al., 2021).

Os sinais de envelhecimento também comprometem as relacdes
interpessoais, uma vez que alteram os tracos de personalidade dos individuos
(REILLY et al., 2015), com projecdo de emocdes e sentimentos ndo verdadeiros
como, por exemplo, raiva, cansaco e tristeza (FRIEDMAN, 2005).
Contrariamente, um rosto jovem reflete uma mistura de caracteristicas
harmoniosas, simétricas e equilibradas revelando sentimentos mais positivos
(GUPTA; GILCHREST, 2005; REILLY et al., 2015).

O envelhecimento da pele € um mecanismo complexo e envolve
diferentes caracteristicas em relacdo as que acontecem em outros 0rgaos.
Portanto, o envelhecimento das células dérmicas e os mecanismos biolégicos
envolvidos na senescéncia ocorrem pela diminuicdo da biossintese da matriz
extracelular ou mesmo pela celeridade da sua degradacdo, podendo também
ocorrer por fatores ambientais, como a exposi¢cao continua e desprotegida aos
raios ultravioletas (LAGO; PUZZI, 2019).

O fotoenvelhecimento € uma das causas mais importantes para o
envelhecimento da pele humana, sendo um fator extrinseco em decorréncia da
exposicdo crénica a luz solar, conforme mencionado anteriormente.
Distintamente, o envelhecimento intrinseco decorre da perda de atividade
bioldgica e da acéo de espécies reativas de oxigénio, produtos do metabolismo

celular (ICHIHASHI et al. 2009).

Individuos com fotoenvelhecimento apresentam uma pele com presenca
de rugas mais grossas, secas, perda de elasticidade e pigmentacdo (ICHIHASHI
et al. 2009). Somando-se a isso, também ocorre perda de colageno e fibras
elasticas e, como a taxa de degradacdo do colageno é maior do que a sua

sintese, acentua-se a formagéo das rugas, aspecto de ressecamento e perda de
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elasticidade da pele (AVERBECK et al., 2007; ICHIHASHI et al. 2009; PYUN et
al., 2012).

Apesar dessas mudancas fisiologicas e estruturais ocorrerem durante o
envelhecimento da pele como resultado do curso natural a medida que o tempo
avanca, esses desfechos contribuem para diminuir a saude da pele (DYER;
MILLER, 2018; IBUKI et al., 2018; LEPHART, 2018), podendo ser agravada por
fatores externos e também associados ao estilo de vida, provocando o
envelhecimento precoce (VIERKOTTER; KRUTMANN, 2012; SLOMINSK;
MANNA; TUCKEY, 2015).

Além dos fatores mencionados anteriormente, sabe-se também que a
senescéncia causa mudancas esqueléticas, como é o caso da remodelacao
0ssea, assim como atrofia ou reposicionamento dos coxins de gordura, levando
a formacéo de rugas e diminuicdo da resisténcia mecanica da pele (COLEMAN;
GROVER, 2006), denotando que o envelhecimento facial faz parte de um
arcabouco dinamico e integrado que envolve todas as camadas da anatomia
facial. Além disso, vale ressaltar que a extensédo e a taxa de alteracdo das
caracteristicas faciais acontecem de modo diferente entre os individuos (ROSSI
et al., 2017; ALEXIS et al., 2019).

A pele é constituida por proteinas estruturais como colageno e fibras
elasticas, e também por Acido Hialurdnico (AH), um biopolimero encontrado no
meio intercelular. Esses constituintes sdo 0s principais componentes da matriz
extracelular (MEC) (BRAVERMAN; FONFERKO, 1982; PAPAKONSTANTINOU;
ROTH; KARAKIULAKIS, 2012), sendo a MEC responsavel por manter a
arquitetura tecidual e as propriedades fisiologicas da pele (BAUMANN, 2007).

A deposicéo do AH varia de acordo com as camadas da pele, dito isto,
sabe-se que o AH estd em maior quantidade na derme e em menor proporcdes
na epiderme. Adicionalmente, a derme papilar tem maior deposicdo de AH
guando comparado ao contetdo da derme reticular (PAPAKONSTANTINOU;
ROTH; KARAKIULAKIS, 2012). As propriedades mecéanicas da pele como
elasticidade, resiliéncia e tenacidade sédo garantidas pelas redes de colageno e
fibras elaticas da matriz extracelular na derme (ISHIKAWA; ISHIKAWA,
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MIYACHI, 1995). Por essas razfes, ha uma grande busca por procedimentos
estéticos com vistas a estimular a producdo de coldgeno para recuperar a
espessura dérmica e qualidade da pele, perdidas pelo processo de senescéncia
(CUNHA et al., 2020).

Ao considerar a capacidade de estimulo de coldgeno de um
bioestimulador, é importante ressaltar que esses materiais possuem a mesma
indicacdo e mecanismo de ac¢do, no entanto, a resposta do tratamento ira
depender da técnica empregada, do plano correto de aplicacdo, da dose e da
diluicdo para que se tenha a neoformacéo das fibras elasticas e colagenas com
mais estabilidade e maior tempo de duracdo (ATTENELLO; MAAS, 2015;
GOLDIE et al., 2018).

A Polidioxanona (PDO) é um polimero sintético, biodegradavel e
biocompativel aos tecidos moles do corpo humano com taxa de
biodegradabilidade entre vinte e seis semanas ap6s implantacdo subcutanea
(RAY et al., 1981). A degradacao do PDO ocorre tanto por hidrélise como por
fagocitose, esta ultima pela acdo celular de mondcitos, macréfagos e células
gigantes que agem em resposta ao material como um corpo estranho
(ANDERSON et al., 2008; WENG et al., 2015; STREITPARTH et al., 2020). Além
disso, a resposta inflamatéria induzida pelo PDO deve ser autolimitada, uma vez
que trata-se de um material biodegradavel que ao ser removido ou degradado
encera-se a reacéo inflamatéria (STREITPARTH et al., 2020).

O Acido Poli-L-Latico (PLLA) também é um bioestimulador de colageno
sintético biocompativel e biodegradavel que vém sendo usado por décados na
area da cosmiatria com o objetivo de rejuvenescimento facial (VLEGGAAR,
2005). Seu mecanismo de acéo parte do principio de uma reacgao inflamatoria
subclinica e posteriormente encapsulamento das particulas do produto,
resultando em fibroplasia. Essa producéo intencional de colageno a partir dos
fibroblastos causa volumizacéo progressiva dos tecidos tratados (VLEGGAAR,
2005).

Sendo assim, este estudo visa contribuir para a escolha de

bioestimuladores de colageno com base no seu desempenho durante a



16

neocolagénese. Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo principal
realizar uma analise comparativa dos efeitos de producéo de colageno tipo | e llI
a partir da injecdo intradérmica de PDO e PLLA em modelo animal, e determinar

se ha estimulo de colageno com a subcisédo realizada por microcanula.
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2. ARTIGO

O artigo apresentado foi escrito de acordo com as normas da Revista:
British Journal of Dermatology (1951. PRINT) (Anexo 01).

Efeito da Biossintese de Colageno (tipo | e Ill) através da Subcinséo e
Aplicacéo Intradérmica de Bioestimuladores de Colageno a Base de PLLA e
PDO

Rachel Thacyana Rorato Bernardo! Renata Cristina Gobbi de Oliveiral Célia M.
Rizzatti-Barbosa?
! Programa de Mestrado Profissional em Odontologia do Centro Universitario

Ing4, Brasil

There is a growing search for safe, effective and biocompatible minimally invasive
procedures with the potential to stimulate collagen production in order to recover
dermal thickness and skin quality, which are naturally lost by the aging process.
Performed a comparative analysis of the effects of collagen production from the
subcision and intradermal injection of Polydioxanone and Poly-L-Lactic Acid in
an animal model. Experimental study conducted with 16 female Wistar mice aged
180 days and randomized into 4 groups: G1: Subcision, G2: PLLA, G3: PDO, G4:
Control. Tissue has a more organized thickness with the PDO biostimulator and
in the control group when compared to the subcision and PLLA groups. There
was a slight difference in collagen stimulation after subcision compared to the
control group. The tissue treated with PLLA showed irregularities in the
arrangement of collagen fibers, less defined structure and lower distribution of
type | collagen compared to the other groups. There is a greater tendency for the
proportions of type Ill collagen among tissues treated with biostimulators. PLLA
and PDO had relatively similar percentages of collagen when compared to the
control group, 23.33%; 25, 35% and 23, 22%, respectively. The amount of type |
collagen was higher in tissues treated with subcision and type Il collagen in
tissues treated with biostimulators. Regarding the type of biostimulator, although

small, the PDO showed better performance in neocholanogenesis.

Keywords: Biostimulators. Collagen. Skin. Rejuvenation. Subcision.
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Introducéo

O processo de envelhecimento cutaneo € caracterizado por alteracdes
intrinsecas em decorréncia da deficiéncia de regeneracdo celular, bem como
pelas mudancas ocorridas a nivel dérmico, visto que durante a senescéncia a
derme passa a assumir relativamente uma natureza acelular e avascular.? O
afinamento da espessura dérmica € uma caracteristica marcante e irrefutavel do
processo natural de envelhecimento cronologico, sendo marcada por perda das
fiboras de colageno, elastina e de substancia fundamentais, como o acido

hialurdnico.34

Durante o processo de senescéncia a taxa de degradacéo do colageno
esta em continua atividade devido a presenca dos altos niveis de proteinas
colagenases, as quais irdo degradar o colageno. Nessas circunstancias ndo ha
equilibrio na sintese de colageno para superar sua perda fisiolégica, como
consequéncia evidencia-se a desorganizacdo das fibras remanescentes
aparentemente mais delgadas e granulosas. Esses eventos levam a substituicéo
do colageno tipo | para o colageno tipo lll, encontrados em individuos mais

jovens e idosos, respectivamente.*°

As células fibroblasticas desempenham um importante papel na sintese
de colageno e na organizacdo da matriz extracelular atuando na morfogénese,
angiogénese e cicatrizacdo da pele. Através da descoberta da participacdo dos
moduladores da expressdo génica, como o fator transformador de crescimento
do tipo B (TGF-B), foi possivel reconhecer sua acao na expressao de varios
genes da matriz extracelular, servindo como coadjuvante na codificacdo de

colageno |, I, IV e V a partir do fibroblasto.®

Como ha declinio dos fatores de crescimento no envelhecimento
cronoldgico e sabendo-se que estes séo liberados pelos macrofagos, alguns
estudos tém proposto a inducdo dos fatores de crescimento para estimular a
producdo de colageno com a aplicacdo intradérmica de bioestimuladores,
conhecidamente por induzir resposta inflamatéria tecidual controlada >’, uma vez
que a reposicdo do volume facial perdido é o passo ideal para alcancar o

rejuvenescimento da face.®10



19

Diante desse contexto, os procedimentos minimamente invasivos visando
0 rejuvenescimento facial trouxeram uma grande versatilidade do tipo e do uso
de bioestimuladores de colageno que agora ndo so tratam linhas finas e rugas,
mas também corrigem a perda de volume da face envelhecida a partir da inducéo
da neocolagénese, resultando em melhora da espessura, flacidez e da qualidade

dérmicall

A inducdo da neocolagénese através da aplicacéo intradérmica do Acido
Poli-L-Lactico (PLLA) possui ampla validacdo na literatura, que confirmam sua
performance na corregéo da perda do volume formando pontos estruturais para

reposicionamento dos tecidos moles da face.1?>%°

A polidioxanona (PDO) é utilizada como material absorvivel na forma de
fios de PDO para induzir a formacéo do colageno.'® Recentemente, uma nova
apresentacao de PDO em p6 esta sendo comercializada com a mesma indicacéo
de ativacdo da neocolagénese, no entanto, ainda faltam pesquisas mais
detalhadas sobre sua performance na ativagéo da neocolagénese e aumento da
espessura e qualidade dérmica.

Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo realizar uma andlise
comparativa dos efeitos de producédo de colageno tipo | e Ill a partir da injecéao
intradérmica de PDO e PLLA em modelo animal, e determinar se ha estimulo de
colageno com a subcisdo realizada por microcanula. Até onde é de nosso
conhecimento, este estudo trata-se de uma pesquisa inédita a nivel nacional,
pois ndo ha relatos na literatura de estudos brasileiros com a investigacao da
producdo de colageno a partir da injecdo intradérmica de PDO, uma nova

formulacédo de bioestimulador de colageno a base de polidioxanona em pé.
Materiais e métodos
Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo experimental conduzido com ninhadas de
camundongos Wistar fémas com 180 dias. O tamanho amostral foi composto por
16 animais, distribuidos em 4 grupos aleatorizados: G1: Subcisdo, G2: PLLA
(Rennova elleva®), G3: PDO (ULTRACOL®), G4: Controle Negativo (Sem
tratamento).
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Reconstituicdo dos Bioestimuladores Rennova elleva® e ULTRACOL®

A reconstituicdo de ambos os bioestimuladores (Rennova Elleva®, GANA
R&D CO., Ltd, Coreia do Sul e ULTRACOL® ULTRA V Co., Ltd, Coreia) foi
realizada com 14 mL de dgua destilada estéril sob vigorosa agitacdo para mistura
uniforme do p6 durante 1 minuto a cada 10 minutos, até completar 1 hora.
Transcorrido o tempo de agitacdo, os produtos foram submetidos a repouso por
4 horas. ApoOs o periodo de repouso, realizou-se uma nova homogeneizacao e
a solucéo foi usada imediatamente. A solucdo restante de bioestimulador foi

descartada.
Preparo dos modelos animais

Todos os experimentos animais foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do Centro Universitario Inga (Aprovacéao n° 99/2020). Um total
de 16 camundongos fémeas (Wistar isogénicos), pesando entre 250 e 300g, com
quatro meses de idade, foram adquiridos no Biotério da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (Unioeste) e transportados em carro climatizado (22°C), em
gaiolas de polipropileno até o Biotério do Centro Universitario Inga, Maringa,

Parand, Brasil, de acordo com a Resolu¢cdo Normativa do Concea, n. 25, 2016.

Os animais foram mantidos em grupos (2-3 animais) por gaiolas
(50x50x55 cm, 20 £ 2 °C e umidade 72 + 4%), em ciclo 12 horas claro/12 horas
escuro sob 22-24 °C, umidade relativa 45-65% e estabilizacdo por 7 dias para
adaptacdo antes dos experimentos. Sendo alimentados com racdo comercial
balanceada (Nuvital® Nutrientes Ltda) ad libitum e disponibilizacéo de agua ad
libitum, com sedimento padréo 53-3, produzido de acordo com a ISO 9001
(2008).

A demarcacao foi realizada por tatuagem de Henna na regido dorsal
posterior direita com medidas de 3x3 cm (Figura 1), sob contengédo manual: apoio
da mé&o sobre o dorso do animal envolvendo-a abaixo dos membros anteriores.
Dentro da delimitacéo ralizou-se prévia tricotomia e posteriormente anestesia
com Cloridrato de ketamina 11,6%: Dopalen® (50mg/mL) e Cloridrato de xilazina:
Rompun® (2g/100mL) na dose 0,3mL/100g de massa corporal na proporcéo de

1.1 IP intraperitoneal.
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Figura 1 Demarcacédo da area para subciséo e injecdo de PLLA e PDO em

regido dorsal posterior medindo 3X3 cm

Apés anestesia, foi realizado a subcisdo apenas com canula 22G
(Rennova®) no G1 em regido dorsal demarcada anteriormente (Figura 1). Para
0s grupos G2 (PLLA) e G3 (PDO) foi injetado 0,5 mL de bioestimulador em nivel
intradérmico com céanula 22G na regido dorsal dos camundongos. O G4 nao
sofreu quaisquer intervecdo, sendo este o controle. Os camundongos foram
mantidos nas mesmas condi¢cdes laboratoriais durante 30 dias até nova

anestesia para coleta de tecido (Figura 2).
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Figura 2 Excisédo tecidual 30 dias apds experimento

O protocolo de eutandsia foi conduzido por anestesia geral através da
administracdo de Cloridrato de Quetamina 50mg e Xilazina 10mg intraperitoneal
seguida de exsanguinacao por punc¢éo cardiaca. Logo em seguida, removeu-se
3x3 cm de tecido para avaliacao histolégica. ApGs eutanasia e coleta do tecido,
0s animais foram armazenados em sacos identificados em frizer e destinados a

coleta pela empresa responsavel (ServiOest).
Preparo e coloragédo das laminas histolégicas

A avaliacdo histologica foi realizada no Laboratério de Histologia da
Universidade Estadual de Maringa, 30 dias apds a subcisdo e injecdo dos
bioestimuladores. Fragmentos de pele foram fixados em formadeildo tamponado
a 10%, desidratadas em solucfes de concentracdes crescentes de alcoois (70%,

80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e embebidas em parafina. Os cortes
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histolégicos, com espessura de 5 um, foram obtidos em micrétomo (American
Optical, modelo 820) e corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE), para
avaliacdo da morfologia geral, e Picrosirius Red para deteccédo dos colagenos

tipo 1 e 111.Y7

Para a coloracdo em Picrosirius, as laminas foram desparafinadas em
100% de xileno, lavadas com etanol 100% e em agua. Em seguida, as laminas
foram submersas em 0,1% de SiriusRed F3BA (BDH Laboratory Supplies, Poole,
UK) em &cido picrico saturado por 1 hora em temperatura ambiente. Foi
realizada lavagem para remocéo do excesso de corante e imersas em HCI 0,1
N por 2 minutos seguido por outra lavagem em agua. Por fim, as laminas foram
desidratadas com etanol e xileno e secas a temperatura ambiente até leitura

microscopica.!®
Microscopia e captura da imagem

As laminas histologicas foram analisadas em microscépio optico (Nikon
Eclipse®, Shimjuku, Jap&o), acoplado em camera de alta resolucdo (Nikon® Ds-
FilC, Shimjuku, Japao). As imagens digitais foram capturadas em programa
especifico (NIS-Elements versdo 4.0, Praga, Republica Checa). Para
visualizacdo do coladgeno, os cortes histoldgicos foram visualizados sob luz
polarizada, na objetiva de 40X, onde as fibras de colageno coradas exibiam

coloracdo desde verde brilhante até a cor vermelha.*®
Quantificacdo do Colageno

As imagens obtidas dos cortes histologicos, corados com Picrosirius-Red,
foram analisadas com o software Image-Pro® Plus (versdo 4.5 — Media
Cybernetics). Foram avaliadas 10 imagens por animal/grupo. Em cada imagem,
foi determinada, separadamente, a area ocupada pelo colageno do tipo |
(vermelho) e pelo colageno do tipo Il (verde). Os resultados foram expressos
como area ocupada por cada tipo de colageno (em porcentagem) em relacéo a

area total analisada.!®
Anélise Estatistica

A normalidade dos dados foi realizada com o teste de Kolmogorov-

Smirnov. A comparacédo intergrupos foi realizada com o teste ANOVA a um
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critério de selecao e teste de Tukey. A analise estatistica foi realizada com auxilio
do software Statistica 12.0 (Statsoft, Tulsa, Okla, EUA), e os dados foram

considerados significantes para p<0,05.

O resumo gréfico das etapas experimentais deste estudo pode ser

visualizado na Figura 3.

Aquisi¢ao dos animais
(16 Camundongos Wistar fémas - 180 dias)

Distribuicéo por grupos - Aleatorizados

—t G1: Subcisdo G2: PLLA G3: PDO G4: Controle

Agitacéo por 1 min (10-10 min, por 60 min)

Reconstituicéo dos bioestimulador Repouso de 4h
Agitacao pré-injecéo

Tricotomia (todos os grupos)

/ Anestesia (todos 0s grupos)

Preparo dos camundongos < Subcisdo (G1, G2 e G3)
\ Injecdo de Bioestimulador (G2 e G3)
Eutanasia

Remocao de tecido

Preparo das laminas

Avaliacao histolégica e quantificacdo de coldgeno _4 Coloragdo em HE e
Picrosirius

Analise Microscépica

Analise estatistica

Figura 3 Fluxograma do desenho experimental do estudo para indugcéo da
formacdo de colageno em camundongos com subcisdo intradérmica e
bioestimuladores a base de PLLA e PDO
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Resultados

Os cortes histolégicos da regidao intradérmica dorsal dos camundongos
apos 30 dias de tratamento com apenas subcisao (G1), bioestimuladores (G2-
G3) e o grupo controle (G4) podem ser visualizados na Figura 4. A coloragéo de
HE mostrou que o tecido apresenta uma espessura mais organizada no
tratamento realizado com o bioestimulador PDO (Figuras 4-C) e no grupo

controle (Figura 4-D), quando comparado aos grupos subcisédo (Figura 4-A) e
PLLA (Figura 4-B).

Figura 4 Cortes de tecido da regido dorsal posterior de camundongos apés 30
dias de subciséo, aplicacao de bioestimuladores e grupo controle em coloragao
HE. (A) Subcisdo com Canula 22G (G1); (B) tratamento com 0,5 mL de PLLA em
sessdo Unica (G2); (C) tratamento com 0,5 mL de PDO em sessao Unica (G3);

(D) controle (G4).
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No tecido do grupo experimental com PDO (Figura 4-C) é possivel
verificar feixes de colageno bem organizados e compactos. Em contraste, o
tecido tratado apenas com subcisdo (Figura 4-A) e com PLLA (Figura 4-B)

apresentam redes de colageno menos organizadas e compactas.

Sob a luz polarizada, foi possivel verificar com maior nitidez as fibras de
colageno dos tecidos analisados. Conforme observa-se, o tecido tratado apenas
com subcisdo usando canula 22G (Figura 5A) apresentava fibras espessas e
predominantemente amarelas e vermelhas, indicando a presenca de colageno

tipo 1.

As fibras verdes, foram evidenciadas em maior intensidade nos tecidos
tratados com bioestimuladores (Figura 5B-C: PLLA e PDO, respectivamente),
indicando a presenca de colageno tipo lll. Foi possivel notar também que maior
distribuicao das fibras verdes (indicativo de colageno tipo Ill) estavam localizadas
nos tecidos tratados com PDO (Figura 5-C). Além disso, na Figura 5C é possivel
visualizar as microparticulas de PDO em formato esférico azul, indicando a

inducéo da formacao de colageno na regido.
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Figura 5 Cortes de tecido da regido dorsal posterior de camundongos apés 30

dias de subciséo, aplicacdo de bioestimuladores e grupo controle em coloracao
Picrosirius e visualizados sob luz polarizada. (A) Subcisdo com Céanula 22G (G1);
(B) tratamento com 0,5 mL de PLLA em sesséo unica (G2); (C) tratamento com
0,5 mL de PDO em sessao Unica (G3); (D) controle (G4).

O padréo de distribuicédo das fibras colagenas para este estudo mostrou
leve diferenca no estimulo de colageno apds a subcisdo com canula 22G
(Figuras 5A e Figura 6), visto que o tecido manteve sua arquitetura tecidual
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praticamente intacta em comparacao ao grupo controle (Figura 5D e Figura 6).
Por outro lado, o tecido tratado com PLLA mostrou irregularidades quanto a
disposicdo das fibras colagenas, revelando estrutura pouco definida e menor
distribuicdo de coloracédo vermelha (colageno tipo 1) em comparacéo aos demais
grupos (Figura 5B).

Todos os grupos mostraram presenca de coloracdo verde substancial
(Figura 5A-D), que foi confirmado apos determinar as proporcdes de proteina
verde para vermelho. No entanto, o grupo controle (G4) apresentou menor

porcentagem de colageno tipo Ill, coloragéo verde (1.062,90 + 396) (Figura 6).

I Colageno tipo |

Colageno tipo 111

2h00 NN

2500,0000

2000,0000

1500,0000
\

1000,0000

500,0000
0:6000 . - .

G1 G1 G2 G2
GRUPOS EXPERIMENTAIS

Figura 6 Proporc¢éo de coloracao vermelha (colageno tipo 1) verde (colageno tipo
[I1) em cortes de tecido da regido dorsal posterior de camundongos apés 30 dias
de subcisao, aplicacdo de bioestimuladores e grupo controle. G1: Subcisédo com
Canula 22G; G2: tratamento com 0,5 mL de PLLA em sessao Unica; G3:
tratamento com 0,5 mL de PDO em sessao Unica; G4: controle. Os resultados
sdo apresentados como média e desvio padrao.
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Existe uma maior tendéncia para as propor¢cdes verde (colageno tipo Ill)
entre os tecidos tratados com bioestimuladores PLLA (G2) e PDO (G3) (Figura
6), parecendo haver relagdo entre bioestimulador e maior biossintese de

colageno tipo Il na sintese recente de colageno neste estudo.

Os grupos experimentais (G2:PLLA e G3:PDO) apresentaram
porcentagens relativamente semelhantes de colageno ao serem comparados
com o grupo controle, que foram 23,33%; 25,35% e 23,22%, respectivamente.
Notadamente, o G1 (subcisédo) apresentou leve aumento na porcentagem de
coldgeno total (28,09%), correspondendo a uma diferenca de 4,13% * 0,9
(p=0,000).

No periodo de 30 dias, o colageno tipo | foi maior com a subciséo e no
grupo controle versus PLLA e PDO (p=0,000). No mesmo periodo, a coloracéo
para colageno tipo Ill foi maior com PDO, enquanto o PLLA mostrou area de
colageno tipo Il semelhante (p=0,000). Os valores de colageno diferem entre si
guando comparados estatisticamente entre os diferentes tipos de tratamento e
controle apos 30 dias de intervencao.

[Tabela 1]

Discussao

Este estudo demonstra que a porcentagem de colageno tipo | é
semelhante entre o grupo controle e os tecidos tratados com subcisé&o utilizando
canula 22G, refletindo em diferenca significativa na porcentagem de colageno
tipo 111, 1060,90 e 1590,24 (p=0,000), respectivamente. Apesar desses achados,
a quantificacdo de coldgeno para subcisdo ndo promoveu uma expressiva
formacao de fibras coldgenas ao ser comparada com o grupo controle. Portanto,
aos olhos da evidéncia, pouca diferenca na qualidade da pele se alcancara com
a subcisdo. Sendo assim, deve-se ter cautela ao optar-se pela técnica de
subcisdo com modalidade Unica de tratamento, como sugerem outros estudos

utilizando esta técnica para o tratamento de rugas e cicatrizes deprimidas.®

A pouca diferengca nas porcentagens de colageno entre 0s grupos
experimentais pode estar relacionada ao tempo de analise, uma vez que o

estimulo de colageno é tempo-dependente. Dito isto, os resultados do estimulo
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de colageno podem né&o ser visualizados por semanas, sendo necessario
aguardar pelos resultados individualmente, isso porque a resposta e o grau de
melhora da pele apdés o bioestimulo ira depender intrinsecamente das

caracteristicas de cada paciente, idade, sexo e qualidade da pele.”2°

Sob essa o6ptica, € importante que o Cirurgido-Dentista e outros
profissionais habilitados em procedimentos injetaveis na area da harmonizacao
orofacial/facial detenham esses conhecimentos para néo reproduzir
supercorre¢cdes com tratamentos adicionais precocemente. Além disso, ao
realizar o tratamento com bioestimuladores de colageno o paciente deve ser
orientado de que o resultado final sera alcancado com mais de 30 dias ap0s a

injecdo do bioestimulador.?*

A medida que os tecidos amadurecem novas fibras colagenas séo
sintetizadas aumentando o percentual de colageno total. Além disso, as fibras
colagenas de coloracdo verde vao se tornando mais espessas substituindo-se
pelas fibras de coloracdo vermelha, aumentando, portanto, as areas de

ocupacéo do colageno tipo .18

Esse mecanismo pode justificar as tendéncias de proporcdes de proteinas
verde para vermelha em nossos ensaios experimentais (Figura 6).
Possivelmente, a maior proporcdo de proteinas coradas em verde dos grupos
G2 (PLLA) e G3 (PDO) tratam-se de fibras colagenas recém-sintetizadas
induzidas pelos bioestimuladores. Uma vez que o efeito dos bioestimuladores
sdo tardios e gradual, sendo percebido pelo espessamento dérmico promovido
através da neocolagénese, formando-se colageno tipo | e em menor quantidade,

colageno tipo I11.7

A reacédo inflamatéria apds a injecdo dos bioestimuladores de colageno
inicia a deposicdo de fibras de colageno tipo Il ao redor das microesferas do
material, seguindo-se para uma resposta tecidual fibroblastica e de deposicéo
de colageno tipo | periférico. Esse mecanismo continua por semanas até que
haja a remodelacdo do colageno tipo Ill com predominancia do colageno tipo |
no tecido récem formado, resultando em melhora da espessura e qualidade

dérmica.?223
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Estudos sobre a sintese de colageno a partir da injecdo de PLLA na derme
de camundongos Wistar?* revelaram que o bioestimulador foi capaz de estimular
a producdo de alto teor de colageno do tipo | comparando-se ao grupo controle.
Esse comportamento de eficiéncia justifica seu uso para atenuar imperfeicdes
por meio da estimulacédo da producéo de colageno na pele.?* No entanto, nesse
estudo a area ocupada por colageno tipo | para o mesmo bioestimulador foi
menor que a do grupo controle. Mais uma vez, reforcamos a hipétese de que
talvez o tempo de experimento tenha sido insuficiente para determinar o
potencial total do bioestimulador. Sendo assim, sugere-se que novos estudos in

vivo com modelos animais sejam desenvolvidos a fim de testar esta hipotese.

No Brasil, a polidioxonona é comercializada na forma de fios lisos para
estimulo da producéo de colageno e como fios espiculados promovendo liting e
rejuvenescimento facial. Os fios lisos de PDO atuam como corpo estranho
estimulando a formacéao de tecido fribroso subcutaneo que resulta na melhora
da tensdo da pele.?® Diferente dos fios lisos, o efeito dos fios espiculados é
imediato, uma vez que 0 mesmo atua como vetor vertical de reposicionamento
dos tecidos moles da face.?® Por outro lado, pouco ainda se sabe quanto a
biocompatibilidade, seguranca e eficacia do PDO em po6. Por essa razdo, este

material foi alvo de investigacdo neste estudo.

Uma investigacdo sobre o efeito bioestimulador da polidioxanona
recentemente desenvolvida?’ revelou que as microesferas de PDO demonstram
efeito semelhante quanto a neocolagénese e resposta inflamatéria ao ser
comparado com PLLA e Policaprolactona (PLC). Além disso, o PDO também
mostrou melhor degradabilidade e diminui¢do significativa da rugosidade da pele
para o estudo mencionado. Nesse sentido, esses resultados ainda que
incipientes abrem novos caminhos para o desenvolvimento de estudos clinicos
randomizados em humanos para que se confirme futuramente a segurancga e
eficacia do bioestimulador a base de PDO em po recentemente desenvolvido,
visando seu uso na pratica clinica como um bioestimulador de fibras elasticas e

colagenas.

A técnica de subciséo e injecéo de bioestimuladores no plano intradérmico
talvez tenha sido uma das razdes para as quantidades de colageno equivalentes

entre 0s grupos experimentais. Estudos histolégicos também desenvolvidos em
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modelos animais comparando a producao de colageno apos injecao intradérmica
e subdérmica de bioestimuladores, revelaram quantidades mais significativas de
colageno pela técnica de injecdo intradérmica.? Sendo assim, esses resultados
servem de base para que os profissionais facam a aplicacédo de bioestimulador
via intradérmica para alcancar melhores resultados, durabilidade e satisfacéo do

paciente.

Por fim, as limitacbes deste estudo podem ser apresentadas pela
pequena quantidade de animais utilizados nos experimentos e pelo tipo de
modelo de estudo (em animais). Por outro lado, os dados mostram que 0s
tecidos animais tratados com bioestimuladores revelaram maior presenca de

colageno do tipo Ill, sendo posteriormente substituido pelo colageno tipo 1.2

Nesse sentido, sdo necessarios novos estudos clinicos randomizados
para determinar se este processo de neocolagénese ocorre em seres humanos
apos a injecao dos bioestimuladores investigados e se estes trazem beneficios
reais aos tratamentos estéticos de estimulacdo de coladgeno, melhorando a
qualidade dérmica, além de determinar o nivel de seguranca e eficacia dos

bioestimuladores PLLA e PDO em po.
Concluséo

A performance dos bioestimuladores revelou que o PDO resultou em uma
neocolagénese mais ativa, estimulando maior producao de colageno tipo | e Ill.
Os resultados deste estudo sugerem que no primeiro més apds o tratamento
pode nao ocorrer a completa remodelacédo para formacdo das novas fibras
colagenas, o que pode ter influenciado nos resultados quanto o tipo e a
quantidade de colageno neoformado ao comparar 0S quatro grupos
experimentais. Sendo assim, novos estudos sdo necessarios para determinar a
performance total dos bioestimuladores investigados em um maior espaco de

tempo.
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TABELA 1. Comparacao intergrupos para a producao de colageno (ANOVA a
um critério de selecéo e teste de Tukey.

Variaveis - Gl r .GZ _ .G?’ ~ .G4 p
Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média (DP)

. olsaU'\élno 4558,03 2666,22 2909,65 4296,82 0.000*
tipgo | (2016,03) A (1458,48) B (1317,84) B (2052,12) A ’

ColAé[ e:no 2157,90 1262,26 1377,50 2034,23 0.000*
e pgo | (954,44) A (690,48) B (623,90)B  (971,53) A ’

Colséu'\é'no 289951 4060,95 4368,54 224513 0.000*
tipg 10 (217398) A (1259,94)B (1887,41)B  (1113,62) A ’

Co’fér eSno 1590,24 1849 .88 2068,19 1062,90 0.000*
tipg 10 (1071,27) A (705,94) AB  (893,55) B (527,22) C ’

* Estatisticamente significante para p<0,05
Letras diferentes numa mesma linha indicam a presenca de uma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos indicada pelo teste de Tukey.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstraram que o novo bioestimulador PDO em poé
apresenta potencial para ser usado nos procedimentos de bioestimulagdo de
colageno na pele, além de indicar boa performance da neocolagénese com
formacéo de fibras colagenas espessas e bem organizadas. No entanto, ainda
s80 necesséarios novos estudos para descrever em maior espaco de tempo
experimental uma analise comparativa do desempenho dos bioestimuladores

investigados, uma vez que os resultados deste estudo sao preliminares.
4. RELEVANCIA E IMPACTO DO TRABALHO PARA A SOCIEDADE

O presente estudo reforca a filosofia da pratica clinica baseada em
evidéncia, porque traz informac¢des importantes que podem ser utilizadas na
decisdo clinica dos Cirurgides-Dentistas quanto a escolha de materiais
bioestimuladores de colageno, com base na sua performance de ativacao da

neocolagénese para melhorar a qualidade dérmica da pele.

Mesmo que este seja um estudo baseado em modelo animal, ele traz para
comunidade de Cirurgibes-Dentistas e outros profissionais que atuam na
harmanonizacdo orofacial/facial, o reafirmamento de que a estrutura da pele
pode ser alterada, reestruturando uma pele com aspecto de envelhecimento
cronoldgico e/ou precoce para mais proxima do rejuvenescimento, por meio da
injecdo de bioestimuladores de coldgeno selecionados com racionalidade e sob

as melhores evidéncias.

Além disso, explorou-se um novo bioestimulador de colageno a base de
polidioxanona em p6é (ULTRACOL®), ndo comercializado no Brasil. Portanto,
fazendo deste estudo o pioneiro em nivel nacional sobre a avaliacdo deste
produto quanto a sua eficacia na producao de coldgeno. Corroborando dessa
forma para o desenvolvimento de novos estudos visando atender as
necessidades diarias dos profissionais habilitados em procedimentos injetaveis,
como, por exemplo, o conhecimento e dominio sobre os bioestimuladores de

colageno na sua préatica clinica.
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