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mm RESUMO



A intradermoterapia € um processo terapéutico com poucas publicacdes cientificas em
revistas indexadas. Em 2005, um estudo duplo-cego randomizado demonstrou os beneficios
proporcionados para a pele, cabelos e unhas de mulheres com fotoenvelhecimento pelo
consumo de um suplemento oral de silanol. Frente a esses dados, realizou-se um estudo
com o objetivo de comparar as alteracdes histolégicas entre a pele humana que recebeu
injecdo intradérmica de silanol e as encontradas na pele em que foi injetado soro
fisiolégico. Dez mulheres caucasianas, sadias, com grau moderado de fotoenvelhecimento,
voluntariamente receberam dez sessdes semanais de injecdes com salicilato de silanol 0,1%
no antebraco esquerdo, e injecdes de soro fisioldgico no antebraco direito. No momento da

bidpsia, duas semanas depois, trés pacientes recusaram-se a realizar o procedimento.

Os achados histolégicos nas dreas injetadas com silanol e com soro fisiolégico, encontrados
em bidpsias, foram avaliados e comparados por um pesquisador de forma cega e as fibras
coldgenas e elasticas de cada lado foram quantificadas. A andlise da textura da derme foi
feita a partir das imagens microscépicas digitalizadas, por meio da dimensdo fractal de
Sarkar e do cdlculo das amplitudes (valores de inércia), apds a transformada rdpida de

Fourier.

A éarea injetada com silanol revelou um aumento estatisticamente significativo da densidade
de fibras coldgenas e eldsticas. A andlise de textura revelou uma distribui¢do mais

compacta e mais homogénea das fibras de coldgeno.

O resultado desse estudo sugere que a aplicacdo de um silicio organico pode estimular a
sintese das fibras eldsticas e coldgenas, levando a um remodelamento da estrutura da

derme, o que pode explicar a melhora da aparéncia da pele, observada em estudos clinicos.

Com base nestes resultados, relatou-se o caso de uma paciente com cicatrizes atréficas
resultantes de micobacteriose atipica tratada com doxiciclina por seis meses. A paciente
havia se submetido a hidrolipoclasia por ultra-som e a infec¢do desenvolveu-se nos locais
do procedimento. Esta complicacdo ainda ndo havia sido descrita na literatura médica
associada a tal procedimento. As cicatrizes foram submetidas a cinco sessdes de

intradermoterapia com salicilato de silanol, apresentando melhora parcial da aparéncia.

Resumo
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mm ABSTRACT



Mesotherapy is a technique that lacks scientifical clinical trials. In 2005, a controlled
double-blind study in patients with photo-aged facial skin demonstrated the beneficial role
of oral intake of silanol for skin, hair and nails. Facing it, a study was developed to compare
histological alterations in human skin that received intradermal injections of silanol. Ten
healthy female caucasian volunteers with a moderate degree of photoaged skin received ten
sessions of weekly injections of 0.1% salicylate silanol in the left ventral lateral forearm
and physiological solution injections on the right forearm. At biopsy time, three patients

denied to receive this procedure.

The histological features of punch biopsies of the treated area and the nontreated
contralateral arm were compared and the collagen and elastic fibers were quantified by a
blind physician. Texture analysis was performed on digitalized microscopic images by
analyzing the Sarkar fractal dimension and amplitudes (inertia values) after Fast Fourier

transformation.

The treated area revealed a statistically significant increase of the density of both collagen
and elastic fibers. Texture analysis showed more compact and homogenously distributed

collagen fibers after silicon injection.

This result suggests that the application of silicon may stimulate the production of collagen
and elastic fibers leading to remodeling of the dermal fiber architecture, which may explain

the improvement of the skin surface observed in clinical studies.

Also, a case report illustrates a mycobacteria infection following an ultrasound
hydrolipoclasia procedure, complication not previously reported in medical literature. After
the antibiotic treatment, the patient developed atrophic scars, that received five sessions of

mesotherapy with silanol, with some improvement in scar appearance.

Abstract
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A intradermoterapia ¢ um procedimento médico introduzido na Franca por
Pistor, em 1958, e consiste na aplicacio de injecdes intradérmicas de substincias
farmacoldgicas muito diluidas, diretamente na regido a ser tratada (Tennstedt e Lachapelle,
1997). Este método seria capaz de estimular o tecido que recebe os medicamentos tanto
pela acdo da punctura quanto pela a¢do dos farmacos, e apregoa-se que sua vantagem seria
evitar o uso de medicacdo sist€émica (Nagore et al., 2001). Ha relatos da utiliza¢do da
intradermoterapia para tratamento de doengas dolorosas (neuralgias), dermatoses
(queldides, alopecia areata, cistos etc.) e, até mesmo, em condicdes consideradas inestéticas
(lipodistrofia gindide, fotoenvelhecimento e vibices). Atualmente, clinicas médicas
oferecem o tratamento de intradermoterapia, utilizando, porém, o nome mais popular para
essa prdtica, mesoterapia. Esta nomenclatura refere-se a mesoderme e, portanto, visa

lembrar que o tratamento € feito nos tecidos derivados de tal folheto embrioldgico.

H3a escassa publicacdo cientifica sobre esse tema em revistas indexadas no
MedLine (nesta tese, sempre que se citar revistas indexadas estard se referindo ao
MedLine) . Hd pouca documentacdo cientifica com metodologia mais rigorosa sobre a
eficdcia e o mecanismo de a¢do da via intradérmica. A maioria das publicacdes indexadas
sobre esse tema versa sobre as complicacdes dessa técnica: infec¢des cutaneas secundarias,
fendmeno de Koebner, urticdria, erupcdes liquendides, lipus eritematoso e necroses
cutineas (Guillaume et al., 1984; Vaillant, 1986, Friedel et al., 1987; Urbani, 1994; Paul et
al., 1997; Tennstedt e Lachapelle, 1997; Nagore et al., 2001; Marco-Bonnet et al., 2002;
Bessis et al., 2004; Cooksey et al., 2004; Henry et al., 2005; Lee e Chang, 2005; Col6n-
Soto et al., 2006; Rivera-Olivero, 2006; Safiudo et al., 2007).

As dermatoses inestéticas t€m se tornado queixas freqiientes nos consultérios
dermatoldgicos, sendo necessario um embasamento cientifico para lidar com tais pacientes,
muitas vezes em busca das novidades mostradas através da midia. Assim, hd necessidade
de estudos cientificamente bem conduzidos sobre essa técnica. Estes estudos deverdao
oferecer aos médicos elementos para esclarecer aos pacientes sobre quais beneficios esperar

e quais os riscos de tal abordagem.
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Desse modo, foi conduzido um estudo utilizando a aplicagcdo intradérmica de
silicio orgéanico, um componente muito usado em cosméticos e que melhoraria o tecido
conjuntivo. Este estudo objetivou aplicar o farmaco em um dos antebragos de mulheres
com fotoenvelhecimento e aplicar soro fisioldgico no outro antebraco. A comparagao,
através da andlise morfométrica, mostraria as alteragdes histoldgicas observadas com a

injecdo intradérmica com silanol e aquelas resultantes do uso de soro fisioldgico.

Dessa forma, poder-se-ia observar a acdo especifica da substancia empregada e
separd-la da acdo pelo estimulo da punctura, o que, muitas vezes, apregoa-se como nao
dissocidavel. Além disso, seria apresentada uma andlise imparcial dos resultados, desde que
o estudo dos dados seria realizado, utilizando-se um algoritmo matematico chamado
transformada rdpida de Fourier (TRF), ja empregado anteriormente para a andlise

morfométrica de elementos da derme (van Zuijlen et al., 2002).

Em funcdo dos resultados obtidos, relatou-se o tratamento intradérmico com
silanol nas cicatrizes atréficas de uma paciente. A paciente desenvolveu tais cicatrizes em
virtude de uma infeccdo secunddria por micobactéria, como complicagdio de um

procedimento de hidrolipoclasia por ultra-som a que tinha se submetido.

1.1- A intradermoterapia

A histéria que impulsionou a técnica intradermoterdpica € bastante conhecida.
Pistor recebeu um paciente com crise de asma e ministrou-lhe procaina endovenosa,
buscando obter broncodilatacdo. Além de asmatico, esse doente possuia um déficit auditivo
cronico. No dia seguinte, o paciente retornou e contou ao médico que, apés 40 anos de
surdez, fora capaz de ouvir novamente o sino da igreja da sua cidade, relacionando tal fato
a injecdo recebida. O enfermo desejava uma nova injecdo daquela substancia, ja que a
audicdo havia apresentado melhora por breve periodo. O médico entdo passou a ministrar
injecOes intradérmicas desse produto na regido do mastdide do doente que apresentava
recuperagdo tempordria da audicdo. Ele prosseguiu com as inje¢des de procaina em varios

pacientes e, em 1958, publicou suas conclusdes na “La Presse Medicale”, num artigo
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intitulado: “Exposé sommaire des propriétés nouvelles de la procaine local en pathologie
humain” (Breve exposi¢do de novas propriedades da procaina aplicada localmente em

patologia humana) (Pistor, 1976).

Nesse artigo, ele descrevia a sua vivéncia em tratar surdez, acufenos, vertigens,
presbiopia e cefaléia através de injecdes locais de procaina. Ele supunha que os efeitos
ocorriam em razdo de uma estimulacdo neurossensorial originada pela procaina, porém de
curta duracdo. Pistor acreditava que essa modalidade terapéutica baseada em injecoes
intradérmicas era tdo importante que merecia uma denominagdo propria, mesoterapia, dada

a origem embrioldgica da derme.

Apesar de ser este 0 marco mais conhecido no histérico da intradermoterapia,
ha que se lembrar dos experimentos anteriores que embasaram a conduta de Pistor. Eles
foram mencionados por Rotunda e Kolodney, em 2006, em um artigo de revisdo: em 1884,
Koller, um oftalmologista, relatou a sua experi€ncia no uso local de cocaina para manejo da
dor. Em 1904, Einhorn descobriu um novo anestésico com menor risco de
desencadeamento de dependéncia, a procaina. Em 1925, Leriche aplicou injecoes
intradérmicas nos espagos intercostais. Em 1937, Aron publicou um estudo sobre a injecao
intradérmica de uma solu¢cdo de histamina e concluiu que a injecdo intradérmica de

qualquer produto, em local dolorido, teria efeito analgésico.

Porém, foi a partir de Pistor que a intradermoterapia recebeu mais atencao,
sendo fundada a Sociedade Francesa de Mesoterapia, em 1964. Assim, a técnica difundiu-

se pelo mundo.

Pistor, em 1976, resumiu a técnica com as seguintes palavras: “Pouco, poucas
vezes, e no local adequado”. O préprio fundador da mesoterapia reconheceu que tais
recomendacdes eram empiricas e baseadas em sua experiéncia clinica pessoal. Ele afirmou
ter percebido que, enquanto doses maiores nao faziam diferenca para o resultado clinico,

multiplas puncturas pareciam melhores que poucas injecoes (Pistor, 1976).
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A intradermoterapia foi sempre descrita nos artigos como a injecdo
intradérmica de farmacos altamente diluidos, proprios para essa via de utilizagdo. A derme
tornar-se-ia, entdao, um reservatorio a partir do qual os produtos ativariam receptores
dérmicos e se difundiriam lentamente, utilizando a unidade microcirculatéoria. Observa-se,
porém que essas explicacdes parecem mais repeticdes das citagdes do seu precursor, ja que
sdo relatadas sempre do mesmo modo nos artigos subseqiientes (Pistor, 1976; Dalloz-
Bourguignon, 1980; Tennstedt et Lachapelle, 1997; Rossi e Vergnanini, 2000; Rohrich,
2005; Maya, 2007). O procedimento basico das injecdes intradérmicas varia muito de um
estudo para outro, o que reflete a falta de um padrio metodoldgico que sustente a
mesoterapia. Em comum, descrevem que a mesoterapia consiste em injecoes intradérmicas
ou subcutaneas de um farmaco ou de uma mistura de varios produtos, chamada “melange”.
Quanto a introdu¢do da agulha na pele, isso varia de autor para autor, e descreve-se que
pode ser perpendicular ou formando um angulo de 30 a 60 graus (Medione, 1980; De
Ridder et al., 1989; Einholtz et al., 1990; Menkes et al., 1990; Aumjaud, 1992; Tennstedt e
Lachapelle, 1997; Amin et al., 2006; Maya, 2007). H4, contudo, concordancia entre esses
autores de que a agulha deve penetrar em uma profundidade mixima de 4 mm. Para
conseguir esta profundidade, preconiza-se o uso da agulha de Lebel (bisel com 4 mm de
comprimento). As inje¢des devem abranger sO a drea a ser tratada e a distancia entre elas
também € varidvel, podendo distar de 1 cm (no minimo) até 4 cm (no maximo) entre si. As
aplicacOes relatadas nos artigos sdo feitas com periodicidade semanal ou mensal e o
nimero de sessOes relatadas varia de quatro a dez (Jean, 1989; Tennstedt e Lachapelle,
1997; Amin et al., 2006; Maya, 2007). Sugere-se aplicar pequenos volumes por punctura
(Pistor, 1976; Dalloz-Bourguignon, 1980; Medione, 1980; Guazzetti et al., 1988; Menkes
et al., 1990; Amin et al., 2006).

Além do tradicional conjunto agulha e seringa, pode-se utilizar instrumentos
considerados mais sofisticados e mais caros: as pistolas de mesoterapia. Essas pistolas sao
injetores eletronicos de mudltiplos pontos que permitem a quantificacio do volume e da
profundidade da aplica¢do (Maya, 2007). A desvantagem desse sistema seria a dificuldade

da esterilizag¢do de todo o conjunto, uma vez que sé a agulha € descartavel.
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De todos os parametros descritos, parece que apenas a profundidade da injecao
na mesoterapia foi definida a partir de estudos cientificos. Afirma-se que a via intradérmica
contaria com uma farmacocinética prépria, e por isso seriam recomenddveis injecoes a
menos de 4 mm de profundidade (Kaplan e Coutris, 1992). Esta seria a via intradérmica
superficial e as injecdes com mais de 4 mm caracterizam a via intradérmica profunda.

Inicialmente, explicavam-se tais recomendacdes de forma empirica, como relatado a seguir.

Pistor explicava o mecanismo de acdo mesoterdpico com sua “teoria reflexa”.
De acordo com essa teoria, haveria na pele a projecio de Oorgios profundos
(a pele funcionaria como um mapa) e estimulos dérmicos bloqueariam terminagdes

nervosas sensitivas, competindo com mensagens dolorosas pela via aferente sensorial.

A teoria da mesoderme de Dalloz-Bourguignon, 1980, explicava a acdo da
intradermoterapia baseada na a¢cdo dos farmacos. Dividia a derme em trés compartimentos,
que estariam alterados na doenca a se tratar: unidade microcirculatéria, unidade
neurovegetativa e unidade de competéncia imunolédgica (células hematoldgicas residentes).

As substancias injetadas deveriam ser préprias para a unidade a ser tratada.

Segundo Mrejen, 1992, foi com Multedo que teve inicio o conceito da terceira
circulacdo. Haveria trés circulagdes no corpo humano: sanguinea, linfdtica e a terceira
circulacdo. A terceira circulacio seria a que ocorreria entre o plasma e o liquido intersticial
(na substancia fundamental amorfa da derme). A mesoterapia agiria no espaco intersticial.
Os medicamentos injetados ficariam no intersticio dérmico e seriam absorvidos por
unidades microcirculatérias, atravessariam a parede capilar e atingiriam a circulagdo

linfatica ou sanguinea, de acordo com a especificidade do produto.

Por meio de um estudo de cintilografia, sugeriu-se a teoria unificada da
mesoterapia (Kaplan e Coutris, 1992). Os autores estudaram 60 pacientes com neuralgias e
injetaram radioisétopos junto com o produto a ser injetado. As injecdes foram feitas
manualmente, com profundidade de 1,5 a 2 mm. Eles concluiram que, nesse nivel, a
atividade local do produto permanece por longo tempo. Os autores afirmaram que ha um
reservatorio persistente dérmico com débil difusdo local, mas também perceberam que os

produtos injetados na derme alcancam grandes distancias (passam progressivamente para a
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grande circulacdo). A conclusdo a que chegaram € que a difusdo nesse nivel é sempre lenta,
variando de acordo com o produto e o local injetado, e que as moléculas de baixo peso

molecular sdo drenadas por via circulatéria sanguinea e as de maior peso por via linfética.

A partitr desses dados, concluiram que a acdo da intradermoterapia ocorreria
por dois fatores: a atividade de curta distancia (estimulo de receptores dérmicos in situ) e
atividade de longa distancia (alcance de outros O6rgdos pela circulacdo). Assim,
demonstraram a difusdo dos produtos mesoterdpicos, porém a explicacdo do mecanismo de
acdo da mesoterapia pelo estimulo de receptores locais ou de receptores a distancia
continuou sendo empirica. E essa ainda a teoria corrente e aceita pela Sociedade Francesa

de Mesoterapia.

Com base nessa teoria, desenvolveu-se um conceito sempre citado em
intradermoterapia, o conceito de interface meso, que seria a superficie de contato
estabelecida entre os produtos injetados e o tecido injetado. Quanto mais fragmentada a
substancia injetada (multiplas puncturas com menor quantidade possivel do produto), maior
a interface meso e maior o nimero dos receptores dérmicos ativados. Os praticantes de
mesoterapia afirmam que o produto util é o que permanece mais tempo na derme e pode

ativar os “receptores dérmicos” (Kaplan e Coutris, 1992).

Além desse estudo de Kaplan e Coutris, surgiram outros, avaliando qual a

importancia da profundidade da injecao na difusao do farmaco na mesoterapia.

Mrejen (1992) realizou estudos para estabelecer se havia diferenca entre a
difusdo de produtos injetados na derme em at€é 4 mm ou 10 mm de profundidade. Ele
concluiu que o produto injetado em até 10 mm difunde-se mais depressa e atinge
rapidamente a circulac@o sistémica, sendo também eliminado com maior rapidez do que
quando a injecdo é em até 4 mm. Devido a esse estudo, sugere-se que as injecdes na
intradermoterapia sejam realizadas em até 4 mm de profundidade (para que o produto

permaneg¢a mais tempo no local).
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Quanto mais superficial a injecdo, mais lenta seria a difusdo, permanecendo o
produto mais tempo no local desejado. Cinqiienta por cento da quantidade de farmaco
injetado a menos de 4 mm de profundidade permaneceriam no ponto de inje¢do apds dez
minutos; enquanto que 16% dos farmacos injetados a mais de 4 mm de profundidade
permaneceriam no local apds dez minutos. Segundo Mrejen, Corbel, em outro estudo,
também obteve resultados semelhantes e concluiu-se que a difusdo de um produto em
intradermoterapia depende da profundidade em que foi injetado. Pode se ilustrar essa
diferenca de distribui¢do com curvas de elimina¢do: a via intradérmica superficial teria uma
curva de eliminacdo do tipo monoexponencial, e a via intradérmica profunda teria uma
curva biexponencial (uma eliminagdo inicial mais rdpida, correspondendo quase a uma

injecdo intravenosa, seguida de uma elimina¢do mais lenta por um reservatorio dérmico)

(Mrejen, 1992).

Porém, como citado anteriormente, a maioria dos trabalhos sobre
intradermoterapia em revistas indexadas relata as suas complicagdes. A mais temida e
freqiientemente relatada € a infeccdo por micobactérias, exigindo meses de tratamento com
drogas multiplas e geralmente resultando em cicatrizes inestéticas (Guillaume et al., 1984;
Friedel et al., 1987; Paul et al., 1997; Nagore et al., 2001; Marco-Bonnet et al., 2002;
Cooksey et al., 2004; Henry et al., 2005; Rivera-Olivero et al., 2006; Safiudo et al., 2007).
Aparentemente, a infeccdo secunddria descrita em tais trabalhos poderia ser explicada por

uma assepsia inadequada pré-procedimento ou pela contaminacdo do produto utilizado.

Outras complicacoes relatadas sdo: erup¢do liquendide (Vaillant et al., 1992),
inducdo de psorfase (Rosina et al. 2001), urticaria (Urbani, 1994; Bessis et al., 2004),
necroses cutaneas (Lee e Chang, 2005), ldpus eritematoso sist€émico (Colén-Soto et al.,
2006), paniculite (Tan e Rao, 2006), acromia e atrofia (Tennstedt e Lachapelle, 1997). Tais

complicagdes sao atribuidas a m4 técnica ou ao efeito do medicamento em si.

Segundo Tennstedt e Lachapelle (1997) existem produtos injetdveis que sao
proscritos para o uso mesoterapico, pelo risco de necrose cutanea. Sao eles: as substancias

alcodlicas ou as oleosas.
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Inicialmente, os trabalhos sobre mesoterapia versavam mais sobre o tratamento
das doencas dolorosas. Assim, ha relatos do uso da intradermoterapia com beneficio no
tratamento de tendinite (Menkes et al., 1990), cervicobraquialgia (Palermo et al., 1991),
doencas musculoesqueléticas (Guazzetti et al., 1988), dor oral e periodontal
(Vaillant, 1986; Medione, 1980). H4 relato de estudo randomizado, comparando a eficicia
da mesoterapia em relagdo ao laser no tratamento da dor lombar subaguda com disfungao
sacroiliaca, com resultado positivo das inje¢cdes (Monticone et al., 2004). Outro relato é
sobre a substitui¢do da prescri¢do de antiinflamatérios por uma tnica sessdo de mesoterapia
no pos-operatorio de cirurgia odontolégica, com aparente controle da dor (Einholtz et al.,
1990). Também existe um artigo de revisdo, citando a mesoterapia como alternativa para
tratamento de dores articulares (De Ridder et al., 1989). Esses estudos t€ém em comum o
fato de apresentarem a intradermoterapia como uma alternativa no arsenal terapéutico da
dor, mas frisam que hé necessidade de mais estudos para aumentar o conhecimento dessa

terapéutica.

A partir de 2001, surgiram trabalhos indexados no MedLine sobre o uso da

intradermoterapia para as dermatoses inestéticas.

Hé4 relatos sobre a injecdo de uma substancia lipolitica (deoxicolato
ou fosfatidilcolina) no subcutdneo, com o nome de mesoterapia, para tentar diminuir a
camada de gordura em localizagdes como abddmen, pélpebra inferior, pescoco, gliteo ou
coxas (Rittes, 2001; Rittes, 2003; Doerr, 2007). Alguns estudos sdo revisdes sobre o papel
da mesoterapia na lipodistrofia gindide (Rotunda et al., 2005), outros, sobre o papel da
mesoterapia na lipdlise (Matarasso et al., 2005; Rohrich, 2005; Rotunda et al., 2006).
Tais revisdes concluem que, teoricamente, a injecdo subcutdnea de determinados
produtos pode funcionar, mas faltam publicacdes cientificas indexadas para embasar essa

técnica.

Em 2004, Rotunda et al. publicaram um estudo em que injetaram os dois
principais componentes do produto lipolitico (fosfatidilcolina e deoxicolato de sddio)
usado para injecOes subcutaneas. Com o uso de tecido gorduroso suino, concluiram que a
fracdo ativa do produto € o deoxicolato de s6dio e que esse age como um detergente,

causando lise ndo especifica da parede celular adiposa. Em 2005, Rose e
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Morgan publicaram um estudo mostrando os exames anatomopatoldgicos de bidpsias de
um paciente apds o tratamento com fosfatidilcolina e deoxicolato de sddio.

A histologia mostrou inflamagdo e necrose no tecido adiposo.

Conceitualmente, € discutivel se a técnica empregada seria mesoterapia, ja que
o nimero de puncturas e o volume injetado ndo correspondem ao tradicionalmente utilizado

na intradermoterapia.

Anterior ao estudo desta tese sobre intradermoterapia, ha apenas um artigo
avaliando a eficdcia da mesoterapia para tratamento facial do fotoenvelhecimento (Amin et
al., 2006). Os autores selecionaram dez pacientes € os submeteram a quatro sessdes de
mesoterapia facial, com intervalo mensal de aplica¢do e injetaram uma mistura de 4cido
hialurdnico e vitaminas. A avaliagdo do tratamento foi feita com fotos pré e pos-tratamento
e através de exames anatomopatoldgicos (microscopia de luz e eletromicroscopia). As
bidpsias foram realizadas imediatamente antes da primeira sessdo e dois meses apds a
ultima aplicacdo. Os autores ndo notaram mudancas clinicas ou histoldgicas com
significancia estatistica, mas a eletromicroscopia mostrou maior nimero de fibras
coldgenas de menor diametro, apds o tratamento. Os pesquisadores creditaram tal achado a
sintese de coldgeno “de novo” em virtude do estimulo mesoterdpico, como uma zona de

reparo.

1.2- O silicio organico
O silicio organico € um produto tradicional do arsenal mesoterdpico.

Silanol é um sindénimo utilizado para designar um silicio organico. O silicio
mineral é pouco absorvido no estdmago, e, portanto, de pouco interesse para 0 uso em
humanos e em animais. Desse modo, a op¢do para tratamento € o silanol - nome utilizado
para designar substancias derivadas do silicio hidrossolivel. A absor¢do do silicio é
consideravelmente maior na forma de silanol, como demonstrou um estudo do silicio e
osteogénese (Allain et al., 1983). Além disso, estudos toxicologicos referiram-se ao
derivado hidrossolivel do silicio como seguro, ndo sendo genotoxico para o uso em seres

vivos (Isquith et al., 1988; Zondlo, 2002).
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Em 1972, Carlisle demonstrou que a deficiéncia nutricional de silicio diminuia
a sintese de coldgeno e a formacdo das proteinas e glicosaminoglicanos dos 0ssos e
cartilagens. Em 1973, Schwarz sugeriu que o silicio € um elemento constituinte dos
complexos de proteina e glicosaminoglicanos. Em 1976, Carlisle publicou um estudo em
que afirma que o silicio seria necessdrio para a formagdo dos glicosaminoglicanos nos
ossos e cartilagens, para o desenvolvimento do tecido embriondrio mesenquimal e nos

primeiros estagios da calcificacao.

Em 1977, Austin relatou que o silicio estd presente em vdrios tecidos do corpo
humano, como na pele, unhas e cabelo, porém é particularmente abundante nas estruturas
do tecido. Em 1981, sugeriu-se que o silicio interfira na sintese de coldgeno tipo I: in vitro,
a atividade da prolil hidroxilase parece ser dependente da concentragdo de silicio no meio
de cultura (Carlisle, 1981a). Um estudo com animais em crescimento, privados da ingesta
de silicio, demonstrou retardo no crescimento e defeito nos tecidos dsseo e conjuntivo

(Carlisle, 1981Db).

Estudos com animais avaliaram o envolvimento do silicio no metabolismo
dsseo, tanto para animais jovens quanto para modelos animais de osteoporose na pos-
menopausa (Hott et al., 1993; Seaborn e Nielsen, 1994; Jugdaohsingh et al., 2000; Seaborn
e Nielsen, 2002a). No modelo animal para osteoporose, foram usadas ratas
ooforectomizadas, sugerindo que um tratamento preventivo com silicio organico evitaria
parcialmente a perda do osso trabecular, diminuindo a reabsor¢do e aumentando a formacgao

dssea (Hott et al., 1993).

Em um estudo sobre cicatriza¢cdo, foram implantadas esponjas em ratos e, apds
formacdo de tecido cicatricial ao redor das mesmas, estudou-se a composi¢ao da cicatriz.
Ratos com dieta normal apresentaram uma cicatriz mais rica em hidroxiprolina do que ratos
privados de silicio. Os autores concluiram que a privacao de silicio diminui a formagdo de

coldgeno tipo I (Seaborn e Nielsen, 2002b).

Outros trabalhos utilizaram o silicio para diversos fins.
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Gendre, em 1969, publicou um trabalho experimental sobre placas de ateromas
em coelhos, afirmando que o silicio organico possui acdo antiesclerosante, atuando como

reestruturador do tecido arterial.

Em 1977, Levrier et al. empregaram o salicilato de silanol, ou salicilato de
monometiltrissilanol, para tratamento de mastopatias policisticas dolorosas, avaliando o
resultado através de mamografias. Utilizaram o silicio na forma injetavel, oral e localmente,
para tratar 347 mulheres, e concluiram que se trata de uma substancia util para diminuir a
dor, o tamanho dos nédulos e ajudar na regressdo dos macrocistos. Nesse estudo, publicado
em uma revista ndo indexada, os autores sugerem que o silanol reestrutura o tecido

conjuntivo.

O silicio organico aparece também como componente de colirio para o
tratamento de catarata, na composi¢do de creme dental abrasivo e como excipiente para

supositorios (Dal Zotto et al., 1991; Stadtler e Holler, 1992; Verin et al., 1994).

A partir dos estudos anteriores, mostrando a importancia do silicio na estrutura
e funcdo de tecido conjuntivo e sua aparente capacidade em melhorar a textura
mesenquimal, surgiram descri¢des defendendo o seu uso para tratar desordens inestéticas.
Os artigos encontrados sobre a aplicacdo intradérmica do silanol ndo sdo de publicacdes

indexadas e carecem de modelos experimentais mais consistentes.

Em 1989, em uma revista ndao indexada, Jean indicou o uso do salicilato de
monometiltrissilanol ou salicilato de silanol para aplicag¢do intradérmica em pacientes com
lipodistrofia gindide. Sugeriu uma mistura do produto citado com um outro produto
vasodilatador e tratou 97 pacientes de idades e graus de acometimento diversos. A
avaliacdo da eficdcia do tratamento foi feita de forma pouco rigorosa, através da anélise de

fotografias e de variacdes de “manequim” das roupas das pacientes.

Em 1992, Aumjaud, também em uma publicacdo ndo indexada, preconizou o
uso de um silicio organico para o uso intradérmico em estrias antigas e para peles com
ritides e fotoenvelhecimento. No estudo foi utilizado silicio organico associado a outras
substincias, € o autor ndo mencionou qualquer estudo cientifico que suportasse tal

recomendacao, referindo tratar-se de sua experiéncia.
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Maya, em um artigo de revisdo publicado em 2007, citou o silicio organico

como uma medicacao intradérmica capaz de estimular a sintese de coldgeno.

Em 1997, Calomme et al. realizaram um estudo em que aumentaram a ingesta
alimentar diaria de silicio em 5% em bezerros, durante 24 semanas. Relataram um contetido
significativamente maior de hidroxiprolina na derme desses animais, em comparagdo com o
grupo de controle, e uma relagao estatisticamente significativa entre o nivel sérico de silicio

e o contetido de hidroxiprolina nas cartilagens.

Vale lembrar que os alimentos ricos em fibras, como vegetais e graos integrais,
sdo a maior fonte de silicio na dieta, e que experimentos com o uso de doses de até 50 mg
ao dia de suplemento com silicio organico, ndo relataram efeitos colaterais

(Pennington, 1991).

Em 2005 foi realizado um estudo duplo-cego randomizado, que avaliou o efeito
da suplementacdo oral de 10 mg ao dia, por 20 semanas, de silicio organico sobre a pele,
unhas e cabelos. Cingiienta pacientes foram divididos em dois grupos, um recebendo
tratamento e o outro, placebo. A andlise subjetiva dos pacientes indicou melhora de
parametros, como brilho e hidratacao dos tecidos estudados, no grupo que recebeu silicio.
A andlise objetiva do microrrelevo e das propriedades mecanicas da pele revelou melhora
significativa em comparacdo ao grupo de controle. Os autores sugeriram que, cOmo o
silicio estimula a sintese de hidroxiprolina e coldgeno tipo I, essa melhora podia ser
atribuida a uma regeneracdo ou a uma sintese de novo de fibras coldgenas. Esse mesmo
estudo demonstrou que, apds a suplementacdo via oral de silicio organico, havia um
aumento de 90% na concentracdo sérica de silicio, demonstrando a bioavaliabilidade dos
silicios hidrossoluveis. Além disso, os autores dosaram os niveis de colesterol, uréia,
creatinina, bilirrubinas, transaminases, dcido urico, amilase, lipase, sodio, célcio, fésforo e
zinco no inicio e fim da suplementacdo oral e ndo notaram qualquer alteracdo nesses
parametros durante o tempo do experimento (20 semanas) seja no grupo de controle ou no

grupo de silicio (Barel et al., 2005).
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Outros artigos mostraram como a forma organica ou hidrossoldvel do silicio é
bem absorvida (Chanalet et al., 1995; Jugdaohsingh et al., 2002; Sripanyakorn et al., 2004;
Izu et al, 2006) independente de ser administrada como suplemento oral, topico conjuntival
ou por meio do aumento de duas vezes da ingesta alimentar didria de tal elemento. A
absorc¢do do silicio (na forma de suplemento ou o retirado da dieta rica em graos, cereais e
até cerveja) ocorre através de hidrélise no trato gastrointestinal. Apds a ingesta de silicio
hidrossoluvel, a concentracdo sérica de silicio permanece alta por até 6 horas, tendo pico no
periodo de 100 a 120 minutos (Jugdaohsingh et al., 2002). Seja administrado como
suplemento, seja absorvido na dieta, ou seja aplicado na conjuntiva ocular, é
preferencialmente excretado pelos rins. Apds instilagdo de colirio com silicio, detectou-se
40% de excrecao renal da quantidade de silicio aplicada. Nesse mesmo estudo, os autores
concluiram que o silicio aplicado como colirio mostra atividade méxima num periodo de 6
a 12 horas e que se difunde progressivamente da conjuntiva para a cornea, para a iris, para a
retina, para o corpo vitreo e, por fim, para o humor aquoso, num processo de difusdo

passiva (Chanalet et al., 1995).

Em um estudo sobre disponibilidade do silicio na cerveja, concluiram que apds
0,6 litros de cerveja pode-se detectar aumento sérico e da concentracdo urindria de silicio
(Sripanyakorn et al., 2004). Ainda a favor da excrecdo renal do silicio, um artigo afirmou
que o maior periodo de excrecdo do silicio orgéanico ocorre em até 6 horas apds sua ingesta
e apresenta média de excrecdo na urina de 40,9 +- 36,3 % (essa variacdo dependeria da
fonte de ingesta); porém no periodo de 6 a 9 horas ainda hd pequena porcentagem de
excrecdo renal. A excrecdo renal total de silicio variaria de 49 +- 34% da concentracio

ingerida (Jugdaohsingh et al., 2002).

Outros pontos interessantes sobre silicio e metabolizagdo s3o: homens
absorvem mais tal mineral na alimentacio que mulheres (absor¢do aumentada em 20 a
34%) e a absorc¢ao de silicio na dieta diminui com a idade, na taxa de 0,1 mg a cada ano de
vida (Jugdaohsingh et al., 2002). Também parece importante salientar que, aparentemente,
o aumento na concentragdo sérica de silicio apds suplementacdo didria ndo € tdo
significativo até quatro semanas de ingesta. A dosagem da concentracdo sérica de silicio
ap6s oito semanas de suplementacdo é duas vezes maior que a dosagem com quatro

semanas (Izu et al., 2006).
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Ap6s suplementacdo oral de silicio, o aumento de sua concentracdo ja foi
demonstrado em tecidos como o0sso, tendao, aorta, figado e rins. Nao ha uma dosagem
minima recomendada da ingestdo didria de silicio, porém estabeleceu-se uma sugestao de
ingesta didria de 10 a 25 mg de silicio, baseada na taxa de excre¢do urindria do silicio no

homem, em 24 horas (Jugdaohsingh et al., 2002).

1.3- Analise da textura da derme

Textura € uma caracteristica que descreve a aparéncia de uma parte da imagem
e geralmente € expressa como regular, arenosa, macia, grosseira etc. Com o advento das
imagens digitalizadas (adquiridas por computador), surgiram novas alternativas para anélise
de textura em imagens digitais, incluindo estatistica simples, estatistica markoviana, anélise
de gradientes, andlise granulométrica, TRF e dimensdo fractal (Adam, 2002). Esses
métodos permitem avaliar pequenas mudancas que ndo sdo perceptiveis ou nao sdao dbvias

ao olho humano, mas que existem na figura analisada.

Dentro dessas abordagens, foram utilizadas a TRF e a dimensdo fractal em um

dos artigos desta tese.

A TRF é um algoritmo matemdtico, utilizado em um programa de computador
desenvolvido no Departamento de Anatomia Patologica da FCM-Unicamp, que calcula a
textura de qualquer figura irregular, incluindo ondas. Permite calcular desde a textura de
ondas do mar até a textura de fibras coldgenas, contudo que estejam numa imagem digital.
A TREF ¢ utilizada como um método objetivo em dermatopatologia, permitindo andlise de
textura nuclear, periodicidade e espacamento de vasos e coldgeno (Heymans et al., 1999;

Adam, 2002; de Rie et al., 2003).

O método descrito a seguir estd de acordo com o descrito previamente por
Metze et al., 2002a; Metze et al., 2002b; Metze et al., 2003 e Auada et al., 2006. Para se
submeter uma imagem digital a TRF, ela precisa antes ser preparada. O primeiro passo é
transformar a imagem original colorida em uma imagem cinza, capaz de ser analisada pelo
programa. A imagem original (Figura 1) € convertida entdo em escala de cinza (Figura 2),

com niveis de luminancia variando de O (auséncia de brilho) até 255 (brilho intenso).
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A descontinuidade abrupta das bordas da imagem alteraria o resultado da
textura. Para amenizar esse obstdculo, adiciona-se uma moldura nas bordas da imagem,
cuja cor de preenchimento corresponde ao tom de cinza médio da imagem (Figura 3).

Assim a imagem estd pronta para ser transformada.

O cinza de cada pixel dentro da moldura serd interpretado e convertido em um
par de pixels em uma nova imagem, chamada de imagem transformada de Fourier (Figura
4). Nessa imagem transformada, cada fibra (ou cada onda) é convertida a apenas um par de

pixels, podendo-se entdo calcular a textura através do cédlculo de inércia.

O célculo de qualquer parametro, incluindo a inércia, € feito em determinadas
regides da imagem transformada de Fourier. A imagem é dividida em setores e anéis
(Figura 4) e dependendo da estrutura estudada, escolhe-se o angulo da figura a ser

analisado.

A dimensdo fractal € outro método de andlise de textura digital utilizado. A
dimensdo fractal surgiu com a geometria fractal (Jelinek et al., 2005). A geometria
euclidiana nao € suficiente para analisar os fendmenos da natureza, j4 que ndo analisa

superficies irregulares.
Fractal vem do termo fracao e significa fragmentado e irregular.

A melhor maneira de entender a dimensdo fractal é pensar em fracionar para
estudar. A dimensao fractal pode ser entendida como uma medida de complexidade de uma
imagem digital. Quanto maior a quantidade dos elementos em uma imagem, maior serd a

dimensao fractal.

Ha varios métodos para se calcular a dimensao fractal, entre eles o de Sarkar
(Adam et al., 2004; Jelineck et al., 2005). Esse método também necessita de uma pré-
conversdo da imagem original em uma escala de tons cinza, como explicado anteriormente.
A imagem cinza é convertida em um objeto tridimensional: os lados do quadrado tornam-se
o plano e o nivel de cinza da imagem transforma-se em sua altura. A imagem passa a ser

representada como um terreno montanhoso.

Introducdo Geral

28



Essa imagem serd dividida para ser estudada: inicialmente por uma grade de
colunas e posteriormente cada coluna serd dividida em cubos. A figura fragmentada ¢é
passivel entdo de ter a dimensdo fractal calculada, através da regressdo linear entre o

nimero de cubos e a largura das colunas.

Figura 1- Imagem original da derme de uma voluntaria, aumento de 200 vezes.
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Figura 2- Imagem da derme da Figura 1 em tons de cinza, aumento de 200 vezes.

Figura 3- Moldura para amenizar as bordas da figura.
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Figura 4- Divisdo da imagem em setores e anéis.

1.4- Fotoenvelhecimento

O primeiro artigo desta tese utilizou pele de pacientes com fotoenvelhecimento
para estudo. Foram selecionadas pacientes de fototipo III de Fitzpatrick e

fotoenvelhecimento moderado (tipo II) segundo Glogau.

A classifica¢do dos fototipos de Fitzpatrick baseia-se na resposta individual a
exposicao solar, e ndo em ragas ou etnias. O fototipo I de Fitzpatrick corresponde a uma
pessoa que se queima facilmente e nunca se bronzeia, quando exposta ao sol. O fototipo 11
queima-se facilmente, bronzeia-se minimamente e com dificuldade. O fototipo III queima-
se moderadamente, bronzeia-se de forma moderada e uniforme. O fototipo IV queima-se
pouco e bronzeia-se moderada e facilmente. O Fototipo V raramente se queima e bronzeia-
se profusamente. O fototipo VI nunca se queima e bronzeia-se profusamente (Astner e

Anderson, 2004).
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Ja a apresentagdo clinica do fotoenvelhecimento pode ser dividida em quatro
tipos, segundo a classificagdo de Glogau. O tipo I de Glogau ou fotoenvelhecimento inicial
caracteriza-se por minimas ou auséncia de rugas, auséncia de ceratoses e leve ou inexistente
alteracdo pigmentar. O tipo II ou fotoenvelhecimento leve a moderado caracteriza-se por
rugas de expressdo, ceratoses palpdveis, mas ndo visiveis e sulco nasolabial mais
pronunciado. O tipo III ou fotoenvelhecimento moderado apresenta rugas em repouso,
discromias e ceratoses aparentes. O tipo IV apresenta pele toda enrugada, ndo mostrando

area sem rugas (Ramos-e-Silva e da Silva Carneiro, 2007).

O envelhecimento pode ser entendido como um processo no qual hd diminuicao
do funcionamento maximo e da capacidade de reserva de todos os 6rgdos, incluindo a pele
(Yaar e Gilchrest, 2007). Tradicionalmente, o envelhecimento cutineo é dividido em

envelhecimento extrinseco (ou fotoenvelhecimento) e em envelhecimento intrinseco.

O envelhecimento intrinseco corresponde as alteracdes da pele de pessoas
idosas observdveis em regides do corpo protegidas do sol. Clinicamente, apresenta-se como
areas de pele mais fina e pdlida, que pode mostrar rugas finas (Chung e Eun, 2007). O
fotoenvelhecimento ou envelhecimento extrinseco, quando comparado ao intrinseco,
mostra alteracdes clinicas mais evidentes, como rugas mais profundas e abundantes, maior

perda de elasticidade cutanea e telangectasias.

O fotoenvelhecimento depende de fatores como o tipo de pele, a natureza da
exposicao solar, a presenca de cobertura como roupas e a capacidade de reparo individual

da pele (Ramos-e-Silva e da Silva Carneiro, 2007).

Pode-se observar essa diferenca da vulnerabilidade e da capacidade de
regeneragdo cutanea dos individuos nas apresentacdes clinicas do envelhecimento

extrinseco.

Pacientes de fototipo I e II de Fitzpatrick podem apresentar mais comumente
atrofia cutanea, hipocromia focal, lesdes pseudocicatriciais e maior tendéncia a lesdes
displdsicas como ceratoses actinicas e malignidades epidérmicas (maior tendéncia a
fotocarcinogénese). Pessoas de fototipo III e IV de Fitzpatrick tenderiam a apresentar um
fotoenvelhecimento mais hipertréfico, com rugas mais profundas e abundantes, pele mais

espessa e hipercromias mais freqiientes como lentigos (Yaar e Gilchrest, 2007).
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O fotoenvelhecimento pode ser entendido como a superposicio do
envelhecimento intrinseco e dos danos cronicos por radiagdo ultravioleta (UV). O
envelhecimento intrinseco ou cronoldgico da pele mostra alteracdes progressivas do tecido
conjuntivo, porém estas alteracdes sdo mais severas e evidentes no envelhecimento
extrinseco. O fotoenvelhecimento apresenta aumento do espago entre as fibras do tecido

conjuntivo, fibras mais finas e desorganizadas, em comparacdo a pele intrinsecamente

envelhecida (Yaar e Gilchrest, 2007).

Histologicamente, notam-se no fotoenvelhecimento aumento na compactacao
do estrato corneo, aumento da espessura da camada de células granulosas e alteracdo da
espessura epidérmica (4reas irregulares de hipo ou hiperplasia epidérmica). Na derme,
apresenta-se o marcador mais lembrado do fotoenvelhecimento, a elastose. A elastose
corresponde a deposicdo de fibras elasticas fragmentadas e parcialmente degradadas.
Ocorre também degeneracdo basofilica, a substituicdo progressiva das fibras coldgenas
maduras por um coldgeno de aparéncia mais basofilica. Aumenta a quantidade de
substancia extracelular como glicosaminoglicanos e proteoglicanos e a quantidade de fibras
elasticas diminui. Pode aparecer a heliodermatite, com seu aumento de fibroblastos
hiperplasicos e de células inflamatérias como mastdcitos, histiocitos e outras (Yaar e

Gilchrest, 2007).

O mecanismo do fotoenvelhecimento inclui varios processos.

O processo de sinalizagdo de receptores € estimulado por radicais livres
(espécies reativas de oxigénio) formados pelas células em virtude da exposi¢do UV ou pelo
proprio metabolismo aerébio. Essas espécies reativas de oxigé€nio ativam receptores
celulares de superficie (receptores de fator de crescimento epidérmico, de interleucina — I,
de insulina, de fator de crescimento de queratindcitos, de fator de necrose tumoral alfa). Os
receptores ativados iniciam um processo de sinalizagcdo interna que resulta na sintese do
complexo de transcri¢do nuclear AP-1. O aumento de AP-1 diminui a sintese de coldgeno e
pro-coldgeno e aumenta a sintese de metaloproteinases responsaveis pela degradacao de
coldgeno e da matriz dérmica. A degradacdo de coldgeno induzida por UV geralmente €
incompleta, gerando actimulo de fragmentos de fibras parcialmente degradadas na derme, o

que prejudica a integridade e estrutura dérmica (Fisher et al., 2002).

Introducdo Geral

33



Outro processo citado € de que a radiacdo UV induz maior formacdo de
espécies reativas de oxigénio dentro da mitocondria. Normalmente, a pele envelhecida
intrinsecamente ja produz tais espécies dentro da mitocOndria, porém essa sintese aumenta
em dez vezes na pele exposta ao UV. Tal processo € tdo associado ao fotoenvelhecimento
que € considerado um marcador molecular de fotodano. O actimulo de radicais livres na
mitocOndria altera a geracdo de energia da célula e compromete também os fibroblastos

dérmicos (Birch-Machin et al., 1998).

A oxidagdo protéica também tem papel no fotoenvelhecimento. Radicais livres
induzem danos nas proteinas da derme superficial, atingindo o coldgeno e a elastina. Essas
fibras perdem sua fun¢do estrutural protéica e tém alterada a capacidade de serem
degradadas. As proteinas danificadas permanecem por mais tempo e se acumulam na derme

porque hd menor capacidade de degradé-las (Sander et al., 2002).

Por fim, o encurtamento dos telomeros parece implicado no envelhecimento
extrinseco. Os telomeros sdo estruturas que recobrem a por¢do terminal dos cromossomos,
previnindo sua fusdo. As dltimas 100 a 200 bases dos telomeros perdem-se a cada divisdo
celular e quando o telomero atinge um comprimento critico, a célula ndo se divide mais. A
radiacdo UV parece implicada no encurtamento mais precoce dos telomeros, produzindo

senescéncia ou apoptose celular (Yaar e Gilchrest, 2007).
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mm 2- OBJETIVOS



Artigo 1
2.1- Objetivo geral

Comparar histologicamente a pele de mulheres com fotoenvelhecimento
moderado, submetidas a injecOes intradérmicas de salicilato de silanol e a injegdes

intradérmicas de soro fisioldgico.

2.2- Objetivos especificos

2.2.1- Analisar a densidade das fibras coldgenas e eldsticas na derme injetada
com salicilato de silanol e comparéd-la com a densidade das fibras na derme que recebeu

soro fisiolégico.

2.2.2- Avaliar a textura da derme que recebeu salicilato de silanol em

comparacdo com a derme que recebeu soro fisioldgico.

Artigo 2
2.3- Objetivo

Relatar o caso de uma paciente com cicatrizes atréficas apos receber tratamento
para micobacteriose atipica. As cicatrizes foram submetidas a injecdes intradérmicas de

silanol e obtiveram melhora parcial.

Objetivos
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. 3- CAPITULOS



3.1- Artigo publicado em revista de lingua inglesa.

Herreros FO, Cintra ML, Adam RL, de Moraes AM, Metze K. Remodeling of the human
dermis after application of salicylate silanol. Arch Dermatol Res 2007; 299: 41-45.
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Abstract  Recently, a controlled double-blind study in
patients with photo-aged facial skin demonstrated the
beneficial role of oral intake of silanol for skin, hair
and nails. The aim of our pilot study was Lo investigate
histologic alterations in human skin after injection of
silanol. Seven healthy female caucasian volunteers
with a moderate degree of photoaged skin received ten
sessions of weekly injections of 0.1% salicylate silanol
in the left ventral lateral forearm. The histologic fea-
tures of punch biopsies of the treated area and the non-
treated contralateral arm were compared and the
collagen and elastic fibers quantified. Texture analysis
was performed on digitalized microscopic images by
analyzing the Sarkar fractal dimension or amplitudes
(inertia values) after Fast Fourier transformation. The
treated arca revealed a statistically significant increase
of the density of both collagen and elastic fibers. Tex-
ture analysis showed more compact and homogenously
distributed collagen fibers alter silicon injection. Our
results suggest that the application of silicon may stim-
ulate the production of collagen and elastic fibers lead-
ing to remodeling of the dermal fiber architecture,
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which may explain the improvement of the skin surface
observed in clinical studies.

Keywords Dermis - Silanol - Collagen - Elastic fiber -
Texture analysis - Fast Fourier Transform - Fractals

Decrease in skin components such as collagen, glycosa-
minoglycans and proteoglycans and degeneration of
clastic fibers (clastosis) are main factors for the genesis
of a rough and wrinkled skin surface. Since experimen-
tal studies underlined the role of silicon (Si) as an
important component for collagen synthesis and the
formation of glycosaminoglycans, the supplementation
of Si, in the form of water soluble organic derivates
(silanols) for cosmetic reasons has attracted attention.
Recently, a placebo-controlled double-blind study in
patients with photo-aged facial skin demonstrated the
beneficial role of oral intake of Si for skin, hair and
nails [4]. In that study an improvement in skin parame-
ters such as microreliel and anisotropy could be shown,
which the authors attributed to a potential regenera-
tion or de novo synthesis of collagen fibers [4]. The aim
of our pilot study was to investigate histologic altera-
tions in human skin after injection of soluble 8i, in par-
ticular, to examine the density of collagen and elastic
fibers and to describe changes of their texture features.
According to the results of Barel et al. [4], we hypothe-
sized that the number of collagen and elastic fibers
would be increased in the dermis after Si treatment,
and that the tissue architecture would be more homog-
ecnous than that of untreated photodamaged skin.
Seven healthy female caucasian volunteers (from 38 to
S0vears old) participated in this study after written
informed consent. Ethical approval was obtained [rom
our institutional Ethics Committee (protocol 181/2004).

@ Springer
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All volunteers showed phototype IIl and a moderate
degree of photoaging. We tested the effect of 0.1%
salicylate silanol (organic silicium) diluted in 0.9%
NaCl versus placebo (0.9% NaCl) in an area of about
5 % 5 em? on the ulnar side of the ventral forearm, at a
distance of about 2 cm from the fossa ulnaris, applying
silanol on the left and placebo on the right forearm.
After local disinfection the volunteers received 12
intradermal injections perpendicular to the skin sur-
face (using a 4 mm Lebel’s needle) of 0.1 ml volume at
a distance of 1.5 em between them. This procedure was
repeated once a week with a total of ten application
sessions. Two weeks after the end of the last treatment
a 3 mm punch biopsy was performed on each side
(under local anesthesia, with 2% lidocaine without
adrenaline). The samples were immediately fixed in
4% buffered formaldehyde and routinely included in
paraffin. 5 pm thick sections were stained with hema-
toxylin-eosin, Weigert’s elastica staining and Picrosi-
rius Red. For quantification of the collagen and elastic
fibers an eye piece graticule with cycloides was used as
described elsewhere [6]. The system was positioned
over the subepidermal dermis (at 20 objective magni-
fication) in parallel to the surface and the intercepts
were counted in ten randomly chosen fields. For colla-
gen fiber measurements Picrosirius stained slides were
examined under polarized light. Assuming that the
dermal fiber content should be very similar in both
arms before treatment, we defined the fiber content of
the untreated arm as the pretreatment fiber density
and estimated the fiber gain after therapy as the differ-
ence between both arms. From each biopsy, ten hori-
zontally orientated, randomly chosen bitmap images of
the upper dermis (size 48 < 48 um, equivalent to
480 x 480 pixels) were taken using the Kontron Zeiss
KS300 system (0.5 um/pixel spatial resolution). The
analysis was done by an examiner blinded to the diag-
nosis. The images of the picrosirius stained sections,
examined under polarized light, were converted to
grayscale format with the levels of luminance ranging
between O (absence of light) and 255 (very bright), as
described elsewhere [1-3, 8-11, 13]. Images of the
Weigert-stained eclastica fibers were gray scale trans-
formed using the complement of the red channel (lumi-
nance level 255 -red luminance). Interpreting the
luminance of each pixel as the height of z-axis, we cre-
ated pseudo-three-dimensional “landscape-like” repre-
sentations, which we submitted to the Fast Fourier
Transformation (FFT). These FFT pictures give us pre-
cise information about the wave structures (harmonic
components) inherent in the original image [3, 8-11].
The inertia values of the FFT images, which are equiv-
alent to the amplitudes of the harmonic waves building

@ Springer

up the microscopic image, characterize the evenness of
the distribution of the elements. Higher amplitudes are
equivalent to a more contrasted, repetitive pattern in
the microscopic image of the dermis 3, 8-11]. We draw
special attention to special frequency ranges, equiva-
lent to the following spatial periods from (a) infinity to
9um, (b) 96um and (c) 6-4.5 um. These spatial
ranges have shown to be relevant for the characteriza-
tion of dermal collagen by the FFT method [8-10].

Our hypothesis was to find a more densely packed,
homogeneous and “smoother” distribution of collagen
fibers after therapy, equivalent to a more homogenous
skin surface, as described by clinical observation [4]. In
this case the amplitudes in the FFT images would be
lower in the relevant frequency ranges (from infinite to
4.5 um). Furthermore, we estimated the fractal dimen-
sion according to Sarkar [I]. Since the addition of
fibers in the dermis would increase the number of ele-
ments per image, the fractal dimension should increase
for theoretical reasons [7]. The measurements of both
arms were compared with the help of the one-tailed
Wilcoxon test, in order to minimize the beta error.

Elastica stained biopsies from the left forearm
(treated with silanol) showed a more uniform distribu-
tion of the fibers than the biopsies from the right fore-
arm. The elastic fibers from the silanol treated skin
appear to be longer, more abundant and less frag-
mented than the forearm that received physiological
solution (Fig. 1). No inflammatory cells or foreign body
reaction were seen. In Picrosirius stained slides the col-
lagen fibers appeared to be more numerous (Table 1).
By counting the intercepts, we found a mean collagen
fiber increase of 23% (P = 0.009) in the dermis of the
treated arm, There was no correlation between the
increase of the collagen fiber content and the collagen
fiber density in the non-treated skin, In a similar way
the density of the elastic fibers was 45% higher
(P =0.009) in the treated arm (Table 1). Yet volun-
teers with lower initial elastic fiber density showed a
more intensive increase than women with higher initial
clastica content, which could be documented by an
indirect Spearman correlation (r= —0.75; P=0.026;
Fig. 2).

The Fast Fourier Analysis demonstrated significant
differences in the architecture. In every frequency
range examined, the amplitudes were lower in the
treated skin, indicating a more homogenous distribu-
tion with more densely packed collagen (Table 2). The
difference was —7.4% (P = 0.021) for the spatial range
(a), —9.6% (P = 0.031) for range (b) and —9.0% for (c)
(P =0.08). For the elastic fibers, however, no signifi-
cant differences between the amplitudes of the FEFT
images could be found.
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Fig. 1 One picture pair from
cach patient (a-g) comparing
images after application of sil-
anol (T) or placebo (P). Al-
though there are important
imterindividual variations be-
tween the patients after appli-
cation of silanol the reticular
dermis shows more homoge-
neously and denszely packed
{type 1) collagen fibers
(stained in red) in typical vor-
tiginous arrangement and a
less elastotic appearance
{(Weigert van Gicson staining,
elastic fibersinblack objective
magnification =200)

Table 1 Comparison of morphometric data between silanol and
placebo treated dermis (in relative units)

Paticnt Elastic fibers Collagen fibers
Placebo Silanol Placebo Silanol

1 29.9 44.0 45.9 51.7
2 64.2 73.8 28.6 30.0
3 355 358 37.5 6l.4
4 28.0 47.6 36.3 51.0
5 303 36.0 397 50.9
L] 15.1 337 46.7 48.7
7 24.0 429 343 35.8
Sum 329 44.8 384 47.1

When comparing the fractal dimensions of the colla-
gen fiber architecture, there was no significant ditfer-
ence. Yet the arrangement of the elastic fibers showed
a discrete, but statistically significant increase in the
fractal dimension (0.021 units; P = 0.31) (Table 3).

Silicon (8i) was suggested to have an important func-
tion in the formation and maintenance of connective tis-
sue [4]. In animal experiments dietary supplementation
of Si has shown to increase the hydroxyproline content
in the dermis [5]. Furthermore, Si stimulated the syn-
thesis of collagen type T in cultures of human osteo-
blasts and skin fibroblasts [12]. Tn our study, a
significant increase of both collagen and elastic fibers in
the human dermis after repeated silanol injections
could be shown. It is interesting to note that the effect
was different for collagen and elastic fibers. Assuming
that the pretreatment fiber density would be similar in
both arms, our resulls suggest that patients with an ini-
tial lower content of elastic fibers would benefit more
from therapy since they reveal a more accentuated gain
in elastic fibers. This effect was not detected when
examining the collagen fibers.

Although we studied a small number of patients,
silanol seemed to modulate the architecture of the

@ Springer
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elastic fiber gain after treatment

20 0 40 50 60
elastic fibers ( untreated)

Fig. 2 Comparison of the elastic fiber density (in interceptions)
between the untreated dermis (x-axis) and the difference between
the treated and untreated side (y-axis). The gain in elastic fibers
after therapy is less pronounced in women with higher initial fiber
density. The regression can be approximated by a hyperbolic
function (goodness-of fitt R = 0.26)

Table 2 Amplitudes of frequency regions 1n the FFT images
stained for collagen fibers by Picrosirius red (in relative units)

Patient >9 um 96 un 6-4.5 um
Placebo Silanol Placebo  Silanol Placebo  Silanol

1 15.3 14.6 51.1 423 74.8 603
2 16.0 14.8 555 42.2 88.9 574
3 14.1 13.8 46.2 43.2 72.8 63.8
4 14.9 15.6 455 48.6 66.1 70.6
3 15.9 13.5 47.2 44.1 64 71.6
6 16.6 15.4 46.7 44.4 69.1 65.2
7 21.7 17.5 53.1 453 (4.2 59.0
Sum 16.4 15.0 493 443 71.7 643

Table 3 Fractal dimension of the collagen fiber architecture (Pie-
rosirius staining) or the elastic fibers (Weigert staining)

Patient Collagen fibers Llastic fibers
Placebo Silanol Placebo Silanol

1 2.28 232 2.33 231
2 2.28 227 2.29 232
3 2.29 224 2.25 2.31
4 230 229 2.25 227
5 222 229 222 2.25
6 2.28 2.28 2.33 234
7 224 2.27 2.28 2.30
Sum 227 228 2.28 230

dermis, which we could demonstrate by computerized
texture analysis using FFT or fractal analyses of digital-
ized images, two methods which are able to document
subtle texture alterations beyond the perception of the
human eye [1-3, 8-11, 13].

@ Springer

The decrease of the amplitudes in the Iourier spec-
trum after treatment is equivalent to a more compact
and homogenous collagen fiber arrangement |3, 8-10],
which could explain at least in part the improvement of
the parameters “mechanical anisotropy”™ and “microre-
liet”, which measure the “roughness™ of skin in the
clinical study of Barel et al. [4].

The fact that the l'ourier parameters did not differ
significantly for the elastic fibers may be due to the rel-
ative paucity of these fibers and the small number of
volunteers, thus compromising the test power. Never-
theless, a small but significant increase of the fractal
dimension of the elastic fibers could be caleulated,
which may be explained by the “filling effect” of the
image with an increasing number of elastic fibers [7].
This phenomenon was not demonstrated for collagen
fibers, which may be explained by the normally higher
fiber density of collagen, turning it difficult to measure
small increases, particularly with a small number of test
persons.

In summary, our results, although based on few volun-
teers, suggest that silicon (salicylate silanol) application in
the human dermis may stimulate the production of colla-
gent and elastic fibers with a more homogeneous fiber
distribution, thus explaining the clinical improvement of
the skin surface observed by Barel and co-workers [4].
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Abstract

BACKGROUND Ultrasound hydrolipoclasia is a form of mesotherapy in
which normal saline is injected subdermally prior to ultrasound application, and is an off-
label treatment for localized fatty areas. This procedure has little scientific documentation
and is sometimes performed by unlicensed medical personnel, as was the case with our

patient.

OBJECTIVE To describe the first published complication of an ultrasound

hydrolipoclasia treatment.
METHOD Case report.

RESULT A 28-year-old white woman presented painful erythematous-
secreting nodules in her abdomen for one week. The nodules were located at the points
where an ultrasound hydrolipoclasia treatment had been applied one month before.
Histological examination of one lesion showed chronic inflammation with alcohol-acid
resistant bacilli. A culture of the skin specimen isolated Mycobacterium fortuitum. A
diagnosis of atypical mycobacteriosis was made. Doxycycline was prescribed, resulting in

remission of lesions.

CONCLUSION Ultrasound hydrolipoclasia should not be performed until

clinical testing with conclusive evidence has been conducted.
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Case report

Ultrasound hydrolipoclasia is a form of mesotherapy in which physiological
solution is injected subdermally prior to ultrasound application, and is an off-label
treatment for localized fatty areas. A 28-year-old white woman presented painful
erythematous-secreting nodules in her abdomen for one week. The nodules were located at
the points where an ultrasound hydrolipoclasia treatment had been applied by a non-
physician performing another service one month prior (figure 1). She reported that four
other women who had received this sort of intervention on the same day and in the same
aesthetical clinic were presenting the same symptoms. The patient did not experience

systemic symptoms.

The diagnostic hypothesis was atypical mycobacteriosis. A biopsy of one
lesion was performed and cultures of the smear and of the biopsy specimen were prepared.
The culture of the smear isolated Mycobacterium fortuitum and a histological examination
revealed dermal chronic inflammation with alcohol-acid resistant bacilli present at the

Ziehl-Nielsen stain.

Treatment was performed with 100 mg of doxycycline twice a day for 6
months, resulting in complete remission of the erythema and secretions and involution of
the lesions. Because skin palpation demonstrated remaining nodules, a topical
betamethasone dipropionate ointment was prescribed during the last month of antibiotic

treatment, which resulted in improvement of the skin texture.

Six months following the final treatment, the lesions were atrophic with an
appearance resembling stretch marks (figure 2a). To improve this condition, we submitted
the scars to five weekly sessions of intradermotherapy with 0.5% salicylate silanol.
Injections were performed beginning with 1 ml of salicylate silanol, in consecutively

decreasing amounts, until filling of the scar was visually evident.

Following the intradermotherapy treatment, some improvement in skin texture

was noted (figure 2b) and the patient was satisfied.
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Discussion:

Ultrasound hydrolipoclasia is an off-label procedure for treatment of localized
fatty areas and cellulite, and consists of injections of physiological solution into the
subdermic tissue, followed by ultrasound applications.' This procedure has little scientific
documentation and is sometimes performed by unlicensed medical personnel, as was the
case with our patient. Advocates of this procedure state that because the substance being
injected is a 0.9% physiological solution, it is a safe procedure, and for this reason it is
popular in Brazilian aesthetical clinics. However, this report indicates that this technique
can cause undesireable complications and that it should not be performed until clinical
testing with conclusive evidence has been conducted. To the authors’ knowledge, this is the
first article to be published in an indexed journal reporting ultrasound hydrolipoclasia

complications.

Intradermotherapy is a treatment that is slightly different from ultrasound
hydrolipoclasia. It consists of the injection of specific drugs into the upper dermis.
Mycobacterial infections are common and distressing complications of mesotherapy. Some
authors sustain that these complications are due to poor aseptic measures during the
sessions or contamination of the injected substances. In either case, resulting infections

require extensive multi-antibiotic treatments and often lead to scarring at the affected site.”
5

Although our patient did not have mycobacterial abscesses caused by
mesotherapy itself, the assumption can be made that the infection in this case study
followed the same progression reported previously as intradermotherapy complications.
The infection developed following an aesthetical injection procedure, indicating that
mycobacteria were inoculated into the subcutis. Both the time lapse between injection and
development of symptoms and the clinical appearance were the same as those in
mesotherapy infections, which led the authors to believe that once a mycobacterium is
inoculated in the skin, the resulting infection will be similar, whether in the dermis or the

subcutaneous tissues.
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Treatment of atrophic scars is difficult and there are some reports about the use
of fat injections, 1064-nm Nd:Yag laser and fractional photothermolysis for this
condition.®® Our decision to treat the atrophic scars with silanol salicylate was based on
previous reports about its beneficial effects on regenerating and altering the architecture of
the dermis.” In Brazil, silanol is an active ingredient in oral dermatological supplements,
topical creams and injectable intradermotherapy drugs; recent reports demonstrate its role

o . . . . 10-12
in improving dermal texture and increasing dermal fiber content.

Acknowledgments: ProVitae Pharmacy, for providing the intradermal

medication.
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Figures:

1

Fig 1- Erythematous nodules and abscesses in the abdomen.

Capitulos
51



Fig 2a. The lesions became atrophic scars after the end of antibiotic treatment (left).

Fig 2b. Scars appearance after 5 sessions of intradermotherapy. Some improvement can be

noted.
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O estudo criterioso da intradermoterapia ainda € incipiente. O primeiro estudo
apresentado nessa tese €, até onde os autores sabem, o primeiro trabalho com metodologia
mais rigorosa publicado em uma revista médica indexada e que avalia as conseqiiéncias
histologicas de um procedimento mesoterapico. Também € o primeiro a demonstrar um
aumento significativo no nimero de fibras eldsticas e coldgenas e a melhora da textura

dérmica ap6s intradermoterapia.

Como mencionado, existe um estudo anterior publicado em periddico nao
indexado sobre o beneficio da mesoterapia para lipodistrofia gindide, porém, o autor usou
uma mistura de produtos e seu critério de avaliacdo de melhora foi a perda de medidas
(avaliagdo clinica e pelo niimero de manequim de roupas), o que dificulta uma anélise mais
rigorosa (Jean, 1989). Pode-se questionar se a perda de medidas € adequada para avaliar a
lipodistrofia gindide (em que alteracOes de relevo parecem mais importantes), assim como
a possibilidade de se avaliar um tratamento baseado numa mistura de produtos, em razao da

dificuldade de se determinar qual produto da mistura seria o responséavel pelo resultado.

Os outros estudos existentes em revistas indexadas, como ja referido na
introducdo, sdo estudos que utilizam o termo mesoterapia, mas valem-se de uma técnica
que dificilmente pode ser classificada como tal. Sdo trabalhos sobre a inje¢do de
fosfatidilcolina e deoxicolato, como substancias lipoliticas (Rittes, 2001; Rittes, 2003;
Rotunda et al., 2004; Rose e Morgan, 2005; Doerr, 2007). A técnica preconizada nesses
estudos € a de injecdo subcutdnea de volumes maiores de produto em poucos pontos de
aplicacdo. Apesar de a injecdo subcutinea encaixar-se na defini¢do de mesoterapia, ja que o
subcutaneo também deriva da mesoderme, as doses maiores e a menor quantidade de
pontos de punctura diferem do apregoado pelo introdutor da técnica, Pistor. Portanto, é

discutivel o emprego do termo mesoterapia para esse tipo de procedimento.

O tunico trabalho anterior metodologicamente mais adequado € o de Amin et al.,
2006. Nesse estudo, os autores ndo encontraram beneficio clinico em quatro sessdes
mensais de mesoterapia para tratar o fotoenvelhecimento facial, porém notaram, assim
como no estudo aqui apresentado, um aumento de coldgeno na drea tratada, o que foi
encarado como uma zona de reparo. Porém, ndo foi um aumento estatisticamente

significativo. Apesar da boa metodologia para avaliagdo dos resultados, cabe uma critica a
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técnica desenvolvida pelos autores. Nao se sabe qual o produto utilizado, ja que se afirma
ter aplicado uma mistura de 4cido hialur6nico e “multivitaminas”. Além disso, o ndmero de
sessoes (quatro) e o tempo decorrido entre a ultima aplicacdo e a bidpsia (2 meses) foram
diferentes do empregado nesta tese (dez sessOes semanais, biopsia duas semanas apds a

ultima sessao).

Pode-se destacar que o primeiro estudo dessa tese conseguiu dissociar o efeito
da punctura do efeito da medicacdo em mesoterapia. Tradicionalmente, apregoa-se que o
efeito terapéutico dessa modalidade é devido ao conjunto medicamento e estimulo da
agulha e que ndo se pode separar o efeito de um e de outro (Pistor, 1976). Aplicando silicio
organico em um lado e soro fisiolégico no outro e obtendo um aumento de fibras no lado
injetado com silanol, comprova-se que o efeito do silicio € mais importante que o efeito da

punctura.

Apesar da utilizagdo da pele de mulheres com fotoenvelhecimento moderado,
em nenhum momento foi objetivo desta avaliar a intradermoterapia como um “tratamento”
para essa condicdao. Na verdade, o objetivo principal era avaliar e comparar os achados
histolégicos cutineos apds inje¢do intradérmica de salicilato de silanol e de soro
fisiolégico. A escolha da aplicacdo em pele fotoenvelhecida ocorreu por ja haver
publicacdo anterior, sugerindo o emprego de intradermoterapia com silicio orgénico nessa
condicdo. Mesmo assim, sem haver a intencdo de sugerir a intradermoterapia com
salicilato de silanol como um tratamento para pele com envelhecimento extrinseco, os
resultados deste estudo sinalizaram que mulheres com menor conteddo de fibras eldsticas
foram as que tiveram ganho maior de fibras no antebraco que recebeu silicio. Isso foi
demonstrado no célculo da correlagdo de Spearman, ja que mulheres com menos fibras
elasticas no antebrago que recebeu o placebo foram as que mais apresentaram aumento de
fibras elésticas no lado do silicio, sugerindo um beneficio maior da aplicacdo de silanol em

uma derme mais depletada em fibras eldsticas.

Permanece, porém, uma ddvida: como foi observada melhora na textura para
fibras eldsticas no método de Sarkar e ndo pela TRF, considerada mais sensivel? Além do
que foi citado no artigo, do nimero pequeno de pacientes (dez voluntdrias completaram o

z

tratamento, porém trés se recusaram a realizar a bidpsia), € necessdrio lembrar que os
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célculos para textura de fibras eldsticas da TRF foram feitos dentro dos mesmos periodos
espaciais significativos para coldgeno. Ainda ndo hd um padrdo para estudo de fibras

elasticas pela TRF, o que pode ter prejudicado a andlise.

Além disso, um estudo demonstrou que o tempo para sintese de fibras eldsticas
¢ maior que trés meses (Roten et al., 1996) e as pacientes foram submetidas a biopsia duas

semanas apoés a décima sessao.

Com tdo poucos estudos indexados sobre o papel da intradermoterapia e tantos
sobre as suas complicagdes, € natural a desconfianga dos dermatologistas em relacdo a essa
técnica. Com mais de dois anos de término experimental, ndo houve qualquer complicacdo
no grupo estudado. O relato de caso apresentado é justamente para salientar que a
intradermoterapia ou qualquer procedimento de inje¢do parenteral (como na paciente
submetida a hidrolipoclasia) deve ser feito sob estritas condi¢des de assepsia, utilizando-se
medicamento de qualidade comprovada. A complicacdo infecciosa por micobactéria uma
vez instalada exigird tratamento longo e geralmente resultard em cicatrizes inestéticas. O

profissional que se propde a oferecer tratamentos injetaveis deve estar ciente disso.

Além disso, o relato de caso visa mostrar o resultado da intradermoterapia com
silanol em cicatrizes atréficas. A melhora, ainda que discreta, agradou a paciente, que nao

desejava tratd-las cirurgicamente.

A melhora parcial obtida no caso relatado ja demonstra a possibilidade de
aplicacdo dos resultados da pesquisa apresentada no primeiro trabalho. Estudo com estrias
antigas em um grupo maior de pacientes vem sendo realizado, permitindo avaliar
histologicamente o resultado do tratamento de vibices com inje¢des intradérmicas de

salicilato de silanol.
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A intradermoterapia com silicio organico aumentou o nimero de fibras

elasticas e coldgenas na derme injetada com o produto.

A textura do coldgeno, no lado que recebeu silicio, apresentou-se mais

homogénea pela andlise da TRF.

A andlise de textura pela TRF para fibras eldsticas pode requerer um padrao
proprio de periodos espaciais especificos para seu estudo, diferente do utilizado para

colageno.

Houve resposta clinica a inje¢@o do silanol em cicatrizes atréficas secundarias a

micobacteriose atipica.

Ha necessidade de mais estudos com metodologia adequada, para mostrar o real

valor da intradermoterapia como técnica dermatoldgica.
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ANEXO 1- Primeiro parecer do Comité de Etica em Pesquisa.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

Q"i COMITE DE ETICA EM PESQUISA
B 4, Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas-SP
aY = (0_19) 3788-8936

5 FAX (0_19) 3788-8925
UNICAMP % www femuanicamp br pesguasa etica e bl

@ cephead Tem unicamp br
el !

PARECER CIRCUNSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA DA FCM/UNICAMP
IDENTIFICACKO IR cgien oM G(s ion. | Rl i @ B o
1. Titulo do Projeto: "Efeitos histologicos da aplicagio intradérmica de Silanol "
"2, Pesquisador Responsavel: Fernanda Oliveira (';!Illmlim\:—nh

| 3. Instituicho do Pesquisador: UNICAMP

" 4, Local onde serd realizada a Peauisa-. FOM - UNICAMP

5. NO de inscricdo no CEP/FCM: 1812004, | 6. Grupe:
S ol i _ i —

| 7. Data de apresentagdo ag CEP; 3004/2004,

BIETIVOS

= Mostrar as alteragdes histologicas decorrentes do tratamento intradérmico de pele fotemvelhecida com o uso de
stlanol:

- Comparar o ninero de fibras coligenas ¢ clisticas na derme tratada com silanol com o numero de tibras na
~derme que recebeu solugio fisiologica estéril.

| SUMARIO DO PROJETO N g cla _ S o
9. A pesquisadora faz uma abordagem sobre a importaneia no uso da via imradérmica das caracteristicas do
silanol, ressaltando ser um silicio orginico e hidrossoliivel. Ha ainda uma explanagio sobre a utilizagiio do silanol |
em procedimentos medicos i que ¢ bem estabelecido ¢ seus beneticios parecem claros,

Nio e segundo a bibliografia citada pela pesquisadora, refatos de efeitos colaternis ¢ genotoxicidinde, exeelo
aquelas relacionadas a infeegio pela injegdo propriamente dita. Os silandis sio considerados como inertes, seguros
¢ estivels o use humano, segundo a pesquisadora ¢ bibhiograti por el citada,

Serdo convidadas ao estudo mulheres caucasianas com idades entre 35 e 535 anos, sadias, sem antecedentes de
alergias a medicamentos ¢ que nunca tenham realizado tratamento para fotoenyvellhecimento nos antebragos.

As voluntarins serdo submetidas a um minimo de 3 ¢ um maximo de [0 sessoes semanais de injegtes
intradérmicas de:

a) 0.1 mib de silanol 0,1% no antebrago esquerdo:

b) 0.1 ml de solugio Nsiologica no antebrage direito.

| Uma semana apds a 5 sessdo de intradermoterapia, a voluntaria serd submetida a bidpsias nos antebragos onde
hotveram as inovulagdes,

|COMENTARIOS DO RELATOR AL e

10. Nio ¢sta claro se os sujeitos da pesquisa sdo pacientes ¢, portanto teriam algum beneficio no estudo. Da
mesma forma. a pesquisadora ndo estabelece o nimero de individuos para a realizagio do protocolo o a forma de |
o avalizgdo estatistica. Sighus como PY P ndo devem ser utilizadas,
O silanol sera injetado a 0.1 % em que? No que ¢ dissolvido?
Nao i previsgo de ressarcimento ow indenizagiio. Por qual motive algudm se submeteria o varias sessoes de
njegdes ¢ depois biopsias. se ndo ha qualquer beneficio esperado’?
_Creio que a Resolugio 19696, 1113 (a. b ¢ ¢) ndo estiio adequadamente contempladas.

ARG ER TR o0 Sl U2 GO P Ty D0 o G e G - g e i &
| ] recomenda a aprovacio | [[] W&o recomenda a aprovacio ] Em pendéncia
| Campinas, 5 de Maio de 2004, | Nome e assinatura do(s) membro(s) relator{es) do CEP: !

| - s
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

L] = -
Q"b COMITE DE ETICA EM PESQUISA
e Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas-SP
aY ® (0.19) 3788-8936

FRX (0_19) 3788-8925

UNICAMP % waw fomunicampbr pesquisa etica mdes, hitm|

& cep e head Temunicamp. br

PARECER CIRCUNSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA DA FCM/UNICAMP

- — —
| IDENTIFICACAO |
| 1. Titulo do Projeto: Efeitos histologicos da aplicagdo intradermica de silanol |

ri.-P&sq_ Julsador Rﬁ_pomé._ vel: Fernanda Olnﬂru('n'rrﬁfgn Herreros _"!

3. Instituigio do Pesquisador: Pos-Graduagao em Clinica Medica-Mestrado -Il
"4. Local onde sera realizada a Pesquisa; Departamento de Anatomia Patologica FCM-UNICAMP 1

[ 5. NO de Inscrigao no CEP/FCM: 181/2004. | 6. Grupo: [l | 7. Data de apresentacBo a0 CEP: 26/4/2004 |

PRIEIAYOY LW RIRY
| 8, Mostrar as alteragdes istologicas decorrentes do tratamento intradermico da pele fotoem clhecida com uso de

silanol. Comparar o numero de fibras colagenas ¢ elasticas na derme tratada com silanol com o numero de fibras
| ha derme que recebeu placebo ] ) J

| SUMARIO DO PROJETO ' | e ‘

9. A descnigio e carnctenizagdo da amosira. os criicnos de inclusdo ¢ exclusiio ndo estio claros, as adequagdes li.'l]
metodologta e das condigiics de realizagio sdo descnias. porem as dinidas seguem abaivoe

| COMENTARIOS DO RELATOR = I
| 10. Solicito esclarecimentos |- definir o numero de voluntanas participantes  na pagma 7. X qual ul:turm!
estatistico uthzado para estabelecer 0 n minimo da amostra a fim de que os resultados sejam significativos”, 3- |
definir separadamente os cnténios de inclusdo ¢ exclusdo, como idade. participagdo volunidna, clc. 4- por qué o
sexo masculino ndo for incluido” Este fato ndo podena interfenr nos resultados”. S qual sera a metodologa |
estatistica utithizada para analise dos resultados™ - Descrever nscos e beneficios decorrentes da partcipugiio neste |
¢estudo. 7- no Consentimento livre ¢ esclarecido o) fazer constar diversos itens descnitos na pagma 22 da resolugio
196, b) ncluir enderego ¢ telefone para contato da voluntdna: ¢ no final do texio, apds noME por eXIENso ¢ Cspago
para assinar, inclur telefone das responsdveis (pesquusadora e onientadora) ¢ telefone do Comile de Etica am
Pesquisa para cvenlums dirvidas ou esclarecimentos; 9- detalhar o Orgamento, como scriio recmbolsadas as
despesas no Departamento de Anatomia Patologica, pois nio sfo procedimentos da rotina hospitalar. 10- cniendi
que as participantes frequentam o consultério particular da pesquisadora ¢ ndio os Ambulatorios do HC. Portanto.
as despesas dos procedimentos correrido por conta da pesquisadora ¢ as pacicnies apareniemente parecem nio ter |
| problemas com reembolso de despesas com transponte parn comparccer a0 consultono vanas veses. 11- I’mm:|1;1r|
__0s pagunas do texto do projeto na margem direita conforme a esquerda. J

DRumnmnaa:aapmvaqin E]Corndesm:e JDN&nr&ﬂf‘rendaawagén i@fﬂi&nﬁmiﬂ_ ]

S —— S — — — _— SEEE S MR TR

[Campinas, 12 de USde 2009, | Nome e assinatura do{s) membro(s) relator(es) do CEP: N
|
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ANEXO 2- Resposta dos autores ao Comité de Etica em Pesquisa.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS - FCM
DEPARTAMENTO DE CLIINICA MEDICA
“ DISCIPLINA DE DERMATOLOGIA
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
13081-970 - Campinas - Sao Paulo — Brasil
Tel. (19) 3521.7602 — FAX. (19) 3289.4107

Campinas, 5 de margo de 2004

Resposta as pendéncias do projeto de pesquisa 181/2004

Titulo: Efeitos histologicos da aplicacio intradérmica de silanol
Pesquisador responsavel: Fernanda Oliveira Camargo Herreros
Orientadora: Prof.a Dr.a Maria Leticia Cintra

Departamento de Anatomia Patolégica — UNICAMP

Declaramos que agradecemos a avaliagdo do Comité de ética em Pesquisa e

acatamos suas orientacdes, procedendo aos esclarecimentos pedidos.

Os sujeitos da pesquisa sdo pacientes da clinica privada da pesquisadora, que
apresentem como demanda o tratamento do fotoenvelhecimento e desejem participar do
protocolo. Como ja explicitado no item sujeitos da pesquisa, serdo pacientes sadios,

maiores de idade, sem tratamento prévio para fotodano ou histérico de alergia.

Quanto ao nimero de pacientes, conversamos com Dr Konradin Metze que
acredita que uma amostra pequena pode trazer resultados significativos desde que optemos
pelo tratamento estatistico correto. Optamos entdo por uma amostra de 10 sujeitos e os
dados (nimero de fibras eldsticas e coldgenas contadas de acordo com o método descrito

em metodologia) passardo pela andlise de Cox.
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Apesar da palavra paciente aplicar-se mais a condi¢des patoldgicas,
acreditamos que podemos chamar os sujeitos da pesquisa assim, ja que os mesmos estao

procurando meios de melhorar uma condig¢do fisica que os incomoda.

O silanol ja vem pronto para aplicacdo intradérmica a 0,1%, e seu diluente é

solugdo fisioldgica.

O motivo pelo qual as pacientes se submeteriam ao tratamento é que receberao
o tratamento intradérmico com silanol de forma gratuita ao final do trabalho, e esse
tratamento ja é muito divulgado e utilizado em clinicas dermatoldgicas e de cirurgia
plastica, sendo o custo de cada sessdo em clinica privada de 60 a 80 reais. Assim, se o
paciente desejar pode receber o silanol gratuitamente no local da pele que deseje tratar,
depois da conclusdo da pesquisa. Esperamos sim beneficio com a aplicagcdo de silanol, ja

que o mesmo € cotado como renovador da derme: o beneficio que os sujeitos da pesquisa

devem ter € o de uma pele mais hidratada, brilhante, mais eldstica e com melhor turgor.

Alteramos o termo de consentimento de participacdo como solicitado (para

melhor explicitar itens da resolugdo 196/96).
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ANEXO 3- Parecer definitivo do Comité de ética em Pesquisa

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

[=] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
& (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

& www femunicamp b pesquisa/etica/index hrml

8 cepla fom unicamp br
CEP, 20/07/04.
(Grupo 111)

PARECER PROJETO: N° 181/2004

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EFEITOS HISTOLOGICOS DA APLICACAO INTRADERMICA DFE
SILANOL”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fernanda Oliveira Camargo Herreros

INSTITUICAO: Departamento de Anatomia Patologica/FCM/UNIC AMP

APRESENTACAO AO CEP: 30/04/2004

APRESENTAR RELATORIO EM: 15/06/05

Il - OBJETIVOS

Mostrar as alteragdes histologicas decorrentes do tratamento intradérmico de pele
fotoenvelhecida com o uso de sinalol.

111 - SUMARIO

Os sujeitos do estudo serao voluntarios de 35 a 55 anos, caucasianos, sadios, sem
antecedentes de alergias a medicamentos e que nunca tenham realizado tratamento para foto
envelhecimento nos antebragos. Serdo realizadas 5 sessdes semanais de intradermoterapia, com
agulha 4 mm, na por¢édo ventral do antebraco proximo a fossa cubital. Apos a Gltima sessdo sera
feito biopsia com punch 3 mm no local tratado. Apos contadas as fibras elasticas e colagenas e,
dez campos na derme papilar com a ajuda do cicléide serio comparadas os achados das biopsias
do antebracgo tratado com silanol com os achados das biopsias que receberam soro fisiologico.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apos esclarecimentos da pesquisadora em relagdo aos questionamentos dos assessores ¢
protocolo encontra-se adequado, conforme as normas vigentes.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ¢ adequado, apenas recomendamos
modificar o cabegalho, que consta Termo de Consentimento de Participacdo. Além de substituir
a ultima frase (fui informada ) por outra, citando o item “i", pagina 2Z da Kesolucao 196/90.
que menciona o direito do participante de requerer indenizacio diante de eventuais danos
recorrentes da pesquisa.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolucdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido. assim como todos 0s anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusoes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do

CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item TV .2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 111.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Ttem V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 2 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2 e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolucao CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VIl Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 20 de julho de 2004,

—

Profa. Dra. C rm;en Silyj;g)Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 4- E-mail da revista Dermatologic Surgery

Dear Dr. Fernanda Herreros,

Re:DS-00004-2008.R3, Cutaneous Atypical Mycobacteriosis following

Ultrasound Hydrolipoclasia Treatment

We are pleased to accept this manuscript for publication. Thank you for your

contribution to Dermatologic Surgery.

Due to publishing guidelines, we CANNOT download the files for publication
directly from the website; therefore, you must submit the following materials necessary for
publication of your manuscript to: Dermatologic Surgery, William P. Coleman, III, MD,
4425 Conlin Street, Metairie, LA 70006 USA. Failure to do so will result in non-

publication of your manuscript.
Sincerely yours,
Dr. Desiree Ratner

Co-Editor
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