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RESUMO

Maia TL. Analise histolégica semi-quantitativa do efeito da luz intensa
pulsada (LIP) e da injegao intradérmica de dioxido de carbono (CO_) sobre
a proliferagao de fibroblastos e colageno na pele de ratas Wistar. Campo
Grande; 2013. [Dissertacdo — Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul].

Introdugdo: Em anos recentes, o assim chamado “rejuvenescimento nao-
ablativo” vem sendo realizado com uso de /asers ou luz intensa pulsada (LIP)
para estimular a produgédo de colageno pelos fibroblastos dérmicos. A infus&o
intradérmica de CO, estimula os fibroblastos e a sintese de colageno e
elastina, contribuindo para a retracdo da pele e rejuvenescimento tecidual.
Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da LIP e da infusédo
intradérmica de CO, sobre a proliferacdo de fibroblastos e colageno na pele de
ratas. Métodos: Dezesseis ratas Wistar adultas foram divididas em dois grupos
de oito animais. O Grupo 1 foi submetido a LIP e o grupo 2 a infuséo
intradérmica de CO,. O tratamento teve duragao de 8 semanas. Procedeu-se a
uma puncdo em cada animal antes de qualquer procedimento (TO), outra na
metade do tratamento, 4 semanas apos o procedimento (T1), e outra no final
do tratamento, 8 semanas apds o procedimento (T2). Foram analisadas
histopatologicamente as células envolvidas na inflamacdo, fibrose e
vascularizacido do tecido lesionado. Resultados: Observaram-se proliferacées
estatisticamente significativas de fibroblastos e de colageno quando se
analisaram todos os 16 animais e também quando se consideram os dois
grupos de estudo separadamente. Conclusées: Em ambos os grupos, a maior
proliferacdo de fibroblastos coincidiu com periodos de maior produgdo de
colageno. Tanto o uso de LIP quanto o de infusdo intradérmica de CO,
estimularam a proliferagédo de fibroblastos e de colageno na pele das ratas.

Palavras-chave: Colageno, Fibroblastos, Dermatologia, Rejuvenescimento, Luz
intensa pulsada, Injecao intradérmica, CO,.



ABSTRACT

Maia TL. Histological semiquantitative analysis of the effect of Intense
Pulsed Light (IPL) and Intradermal Injection of Carbon Dioxide (CO;) upon
fibroblasts and colagen proliferation on Wistar rat’s skin. Campo Grande;
2013. [Dissertagcao — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

Introduction: In recent years, so-called "non-ablative rejuvenation" has been
carried out with the use of lasers or intense pulsed light (IPL) to stimulate
collagen production by dermal fibroblasts. Intradermal infusion of CO;
stimulates fibroblasts and the synthesis of collagen and elastin, contributing to
the retraction of the skin and tissue rejuvenation. Objective: To evaluate the
effects of IPL and the intradermal infusion of CO; on fibroblast proliferation and
collagen in the skin of female rats. Methods: Sixteen adult female Wistar rats
were divided into two groups of eight animals. Group 1 underwent IPL and
group 2 underwent intradermal CO, infusion. There was a total of 8 weeks of
treatment. We conducted a punch in each animal before any procedure (T0),
another punch in the middle of treatment at 4 weeks post-procedure (T1) and a
punch at the end of treatment at 8 weeks post-procedure (T2). The cells
involved in inflammation, fibrosis and vascularization of the injured tissue by
histopathology were analyzed. Results: There was statistically significant
fibroblast proliferation and collagen proliferation noted when analyzing all 16
animals together and also when considering the two study groups separately. In
both groups, the greatest proliferation of fibroblasts coincided with periods of
increased collagen production. Conclusion: Both IPL and intradermal CO,
infusion stimulated fibroblast and collagen proliferation in the skin of the rats
studied.

Keywords: Collagen, Fibroblasts, Dermatology, Rejuvenation, Intense Pulsed
Light, Intradermal injection, CO».
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1 INTRODUCAO

Apés revisao bibliografica a respeito da acdo da Luz Intensa Pulsada e da Injecdo
Intradérmica de CO, sobre a proliferacdo fibroblastica e de colageno, verificou-se que
muitas lacunas existem no conhecimento a respeito deste tema.

Trabalhos que avaliam quantitativamente o efeito histolégico proliferativo em peles
submetidas aos diversos estimulos, com intuito de rejuvenescimento, ainda sao
necessarios.

Com base nisso e considerando a grande relevancia do tema no que tange as
técnicas de rejuvenescimento, prevencao do envelhecimento cutaneo e cicatrizacao, é de
extrema importancia a realizacdo de estudos experimentais amplos e aprofundados nos
guais se avaliem os efeitos clinicos e histoldgicos da luz intensa pulsada e da Injecdo
Intradérmica de CO, sobre a pele. Com base nessas informacgdes, o presente estudo traz

conhecimentos sobre o0 assunto.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Apele

A pele recobre a superficie do corpo e constitui-se de uma porcao epitelial de
origem ectodérmica, a epiderme, e uma porgcdo conjuntiva de origem mesodérmica, a
derme. Abaixo e em continuidade com a derme estd a hipoderme que lhe serve de
suporte e unido com o0s 0Orgaos subjacentes (Batistela, Chorili e Leonardi, 2007). A
epiderme é constituida por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. Além
desse epitélio, a epiderme apresenta ainda trés tipos de células: os melandcitos, as
células de Langerhans e de Merkel (Sampaio e Rivitti, 2007) .

A espessura e estrutura da epiderme variam com o local estudado, e ela apresenta,
da derme para a sua superficie, as camadas basal ou germinativa, espinhosa, granulosa,
lucida e cérnea. Nas regibes onde a epiderme é mais fina e mais simples, freqientemente
faltam as camadas granulosa e lacida, bem como a camada cOrnea € mais reduzida
(Sampaio e Rivitti, 2007).

A derme é o tecido conjuntivo sobre o qual se apdia a epiderme. A derme
apresenta espessura variavel de acordo com a regido observada. Sua superficie externa
€ extremamente irregular, observando-se saliéncias que acompanham as reentrancias
correspondentes da epiderme. Essas saliéncias recebem o nome de papilas dérmicas.
Acredita-se que a funcdo das papilas seja aumentar a zona de contato derme-epiderme,
trazendo maior resisténcia a pele (Sampaio e Rivitti, 2007).

Descrevem-se na derme duas camadas, de limites pouco distintos, que séo a
papilar e a reticular. A camada papilar, mais superficial, € delgada, constituida por fibras
colagenas finas, fibras elasticas, numerosos fibroblastos e abundante substancia
fundamental, formando as papilas dérmicas que se amoldam aos cones epiteliais da
epiderme. A camada reticular, mais profunda, apresenta feixes colagenos mais
espessos dispostos, em sua maior parte, paralelos a epiderme. H4 menor quantidade de
fibroblastos e substancia fundamental em relacdo a derme papilar (Sampaio e Rivitti,
2007).
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Ambas as camadas contém muitas fibras elasticas, responsaveis em parte pelas
caracteristicas de elasticidade da pele. Além dos vasos sanguineos, linfaticos e nervos,
também sdo encontradas na derme as seguintes estruturas derivadas da epiderme: pélos,

glandulas sebaceas e sudoriparas (Sampaio e Rivitti, 2007).

2.2 O tecido conjuntivo da derme

O tecido conjuntivo caracteriza-se, morfologicamente, por apresentar diversos tipos
de células, separadas por abundante material intercelular sintetizado por elas. Esse
material é representado por uma parte com estrutura microscépica definida, as fibras do
conjuntivo, e por uma parte ndo-estruturada, a substancia fundamental amorfa. Banhando
as células, as fibras e a substancia amorfa, h4 uma pequena quantidade de fluido, o
plasma intersticial (Sampaio e Rivitti, 2007).

As fibras do tecido conjuntivo sdo de trés tipos principais: colagenas, reticulares e
elasticas. Como as fibras colagenas e as reticulares séo constituidas pela proteina
colageno, existem na realidade dois sistemas de fibras: o sistema colageno e o sistema
elastico (Sampaio e Rivitti, 2007).

O conjuntivo possui células préprias e células vindas do sangue. A divisdo de
trabalho entre as células do conjuntivo determina o aparecimento de Vvarios tipos
celulares, cada um com caracteristicas morfologicas e funcionais proprias. Essas células
sdo: fibroblastos, macréfagos, mastocitos, plasmacitos, células adiposas e leucdcitos
(Sampaio e Rivitti, 2007; Chu, 2012).

A célula mais comum no tecido conjuntivo e a principal responsavel pela
formacdo das fibras e do material intercelular amorfo é o fibroblasto, o qual sintetiza
colageno, elastina, proteoglicanas e glicoproteinas estruturais. E uma célula dotada de
mobilidade, porém sua movimentacdo €& muito lenta. Ha dois tipos extremos de
fibroblastos, separados por tipos intermediarios. A célula, em intensa atividade sintética,
tem morfologia diferente do fibroblasto que ja sintetizou muito e que se situa entre as
fibras por ele fabricadas. Certos autores reservam a designacdo de fibroblasto para a
célula mais ativa, chamando a célula “inativa” de fibrécito (Chu, 2012). Havendo um

estimulo adequado, como ocorre nos processos de cicatrizacao, o fibrocito pode voltar a
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sintetizar fibras, reassumindo o aspecto descrito para o fibroblasto. No conjuntivo do
adulto, os fibroblastos ndo se dividem com frequéncia, entrando em mitose apenas
guando ocorre uma solicitagdo, como por exemplo, nas lesdes do tecido conjuntivo. (Berry
et al., 1998; Sampaio e Rivitti, 2007; Chu, 2012).

Com relacdo a matriz extracelular, ela é o conteddo que une as células
constituintes do tecido. E composta por um conjunto heterogéneo de macromoléculas
produzidas pelas préprias células dos tecidos. O tipo de macromolécula, bem como sua
organizacdo e quantidade relativa, determinam as propriedades fisicas e funcionais dos
tecidos. A matriz pode constituir a maioria do tecido como, por exemplo, na pele, 0Ssos ou
cartilagem, ou a minoria, como no tecido nervoso. Atualmente, sabe-se que a matriz ndo é
apenas um componente passivo do tecido, mas pelo contrario, pode influenciar as suas
células no que diz respeito a varios fenébmenos bioldgicos importantes como migracao,
proliferacéo, desenvolvimento, forma e funcdo (Sampaio e Rivitti, 2007; Chu, 2012).

Didaticamente, pode-se dividir as macromoléculas da matriz em duas classes
distintas: fibrilares e nao-fibrilares.Os componentes fibrilares podem ser subdivididos em
dois subgrupos, as proteinas estruturais e as de adesdo, também chamadas
glicoproteinas de matriz. As proteinas estruturais séo, principalmente, o colageno e a
elastina. O coldgeno confere resisténcia ténsil ao tecido e a elastina, sua elasticidade. As
proteinas de adesdo promovem a ligacdo das células aos diferentes elementos da matriz.
Pode-se citar como exemplo a laminina, que une as células epiteliais a sua membrana
basal, e a fibronectina, que liga e promove a adesdo dos fibroblastos com a matriz
extracelular do tecido conjuntivo, através de um grupo especial de proteinas integrais da
membrana chamadas de integrinas (Sampaio e Rivitti, 2007).

Os componentes ndao-fibrilares sdo representados pelas glicosaminoglicanas e
proteoglicanas. As primeiras sdo polissacarideos de alto peso molecular e grande
guantidade de cargas negativas. As glicosaminoglicanas sdo encontradas, em sua
maioria, ligadas a proteinas e, neste caso, denominam-se proteoglicanas. Tais moléculas
promovem um meio hidratado, similar a um gel, que permite livremente a difusdo de
nutrientes, metabdlitos e hormdnios entre a corrente sangliinea e as células, além de

conferir resisténcia compressiva aos tecidos (Sampaio e Rivitti, 2007).
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2.3 Coladgeno como elemento da matriz extracelular

Como componente majoritario da matriz extracelular da pele e 0ssos, os colagenos
sdo as proteinas mais abundantes nos mamiferos, respondendo por 25% da massa
protéica total do organismo. No microscopio eletronico, verifica-se que as fibrilas
coldgenas apresentam uma estriagdo transversal tipica. Essa estriacdo aparece como
periodos de 67nm, cada periodo formado por duas faixas, uma clara e outra escura.
Observadas no microscopio de luz, as fibras colagenas sédo acidofilas, corando-se de
réseo pela técnica da hematoxilina-eosina. As fibras colagenas séo constituidas por uma
glicoproteina estrutural denominada colageno, que tem composi¢do de aminoacidos bem
caracteristica (Sampaio e Rivitti, 2007; Chu, 2012).

A molécula do colageno é constituida por trés cadeias, denominadas cadeias-a.
Cada uma delas é composta pela combinacdo de trés aminoacidos sintetizados em
sequencia repetidamente, sendo o primeiro deles sempre a glicina. Estas trés cadeias sao
enroladas em torno uma das outras formando uma tripla-hélice. A riqueza de glicina
(33,5% dos aminoacidos totais do colageno) e de prolina/hidroxiprolina (12%/10%)
confere propriedades especiais a tripla-hélice, gracas as suas caracteristicas moleculares.
A primeira, por ser 0 menor aminoacido existente, permite uma aproxima¢ao maior entre
as cadeias-a, mantendo-as bem unidas, e o segundo, devido a sua estrutura molecular
ciclica, permite uma maior estabilidade helicoidal a cada cadeia-a (Chu, 2012).

Devido as inUmeras combinac¢des possiveis dos trés aminoacidos iniciais, poderia,
teoricamente, existir mais de 10.000 subtipos de colageno, contudo, até hoje, foram
descobertos por volta de 21 subtipos apenas, nomeados com algarismos romanos
(exemplo: colageno tipo I, tipo Il, tipo I, etc.). O coladgeno tipo | representa mais de 90%

do colageno total e € o principal colageno da pele e ossos (Chu, 2012).
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2.4 A sintese do colageno

O coladgeno, a proteina mais abundante do corpo humano, é sintetizado por
diversos tipos celulares, dentre eles os fibroblastos. As fibras colagenas sdo constituidas
por uma escleroproteina com composi¢ao de aminoacidos (Chu, 2012).

Um dos passos mais criticos na formacdo do colageno é a formacédo da triplice-
hélice de trés cadeias de pro-colageno unidas pelo peptideo terminal apds a translacao,
assumindo configuracdo globular. A medida que as cadeias se formam, ocorre
hidroxilacdo de alguns residuos de lisina e prolina selecionados para tal. Tanto na porcéo
amino-terminal, quanto na porcdo carbono-terminal, sdo sintetizados aminoacidos
adicionais denominados peptideos de registro. Esses alinham as cadeias-a entre si de
modo a formar a tripla-hélice e a impedem de polimerizar (formar fibrilas) com as outras
tripla-hélices intracelularmente. A tripla-hélice ja formada, ainda com os peptideos de
registro, € denominada procolageno. Posteriormente, as moléculas de procolageno sao
transportadas ao complexo de Golgi, onde sdo separadas em vesiculas de secrecédo e
transportadas para a periferia da célula por microtubulos do citoesqueleto celular (Chu,
2012).

Ao sofrerem exocitose, ou seja, agora no meio extracelular, as moléculas de
procolageno sofrem acao da enzima procolageno peptidase, que separa as cadeias-a dos
seus peptideos de registro. A tripla-hélice, agora denominada tropocolageno, sofre
polimerizacdo umas com as outras, formando as fibrilas de colageno. As caracteristicas
da polimerizacdo do tropocolageno promovem regides periédicas, onde ocorrem
sobreposicdo de varias moléculas de tropocolageno ao longo de toda a espessura da
fibrila, ao lado de regibes que apresentam espacos livres entre duas dessas moléculas.
Dentro de cada fibrila ocorrem ligacdes cruzadas entre os residuos de lisina
intramolecularmente (dentro da mesma molécula de tropocolageno). Quanto maior o
numero dessas ligacdes, maior sera a resisténcia ténsil que o tecido podera suportar. As
fibrilas séo, entdo, organizadas segundo a orientacdo desejada e segundo a funcéo que
desempenham no tecido. O fibroblasto é responsavel por tal organizacdo e para isSso

dispde de dois mecanismos: sintese de outros componentes da matriz que agem sobre as
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fibrilas recém-sintetizadas e tracdo mecanica das fibrilas com formacdo de recessos
citoplasmaticos ou migracéo celular (Sampaio e Rivitti, 2007).

Finalmente, apés orientar um grupo de fibrilas na mesma dire¢éo, esse grupo pode
ser chamado de fibras de coldgeno e num estagio mais tardio as fibras podem ser
organizadas formando verdadeiros cabos na matriz extracelular, denominados feixes, ou
serem organizadas em camadas com orientagdes tridimensionais diferentes, umas sobre

as outras, que formam a estrutura da maioria dos érgaos (Sampaio e Rivitti, 2007).

Com o envelhecimento, ocorre reducdo da capacidade de transporte da pele e
subsequente atrofia e perda de elasticidade secundarias a reducdo da producdo de
colageno (Oria et al., 2003; Ferreira, Haddad e Tavares, 2008). Varias técnicas propostas
para o rejuvenescimento da pele envolvem elevar a proliferacdo de colageno utilizando
métodos baseados em laser, luz pulsada e injecdo intradérmica de CO, (Prieto et al.,
2005; Catorze, 2009).

2.5 Luz Intensa Pulsada

A luz intensa pulsada (LIP) consiste em um feixe de luz ndo-coerente cujo espectro
de radiacdo abrange diversos comprimentos de onda simultaneamente. O feixe
policromatico € capturado por diferentes croméforos associados a diferentes
comprimentos de onda ou cores, geralmente entre 500 e 1200 nm do espectro
eletromagnético, abrangendo todo o setor de luz visivel e parte dos infravermelhos. Isso,
juntamente com o0s outros aspectos referidos, amplia o espectro terapéutico coberto por
LIP (Goldberg, 2000; Goldberg e Cutler, 2000; Patriota, Rodrigues e Cucé, 2011;
Goldberg, 2013).

JA a energia laser se caracteriza pela emissdo de foétons com um mesmo
comprimento de onda (exemplo: laser rubi tem comprimento de onda de 695 nm). Esta
caracteristica determina que o laser seja continuo, monocromatico, colimado, coerente,
com luminosidade focalizada. A energia emitida por um aparelho de LIP é descontinua,

policromatica, ndo colimada e ndo coerente (Goldberg, 2013).
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Tanto a tecnologia laser como a LIP sdo os produtos da emissdo estimulada de
radiagdo. Enquanto os aparelhos laser obtém esta energia a partir de elementos solidos,
liguidos ou gasosos, a LIP obtém a partir de elemento gasoso (Goldberg, 2013).

A LIP, assim como os lasers ndo ablativos, opera com o principio da fototermolise
seletiva. O principio envolvido é a absorcdo da radiacdo com comprimento de onda
especifico por um determinado cromoforo que esteja situado profundamente na derme,
sem lesdo (ou com minima leséo) da epiderme e da derme ao redor da estrutura alvo, que
pode ser um pélo, telangiectasias, o pigmento de uma tatuagem ou manchas
hipercrébmicas. Os croméforos naturais da pele (a 4gua, a hemoglobina e a melanina) tém
seus espectros de absorcédo proprios para cada comprimento de onda (Prieto et al., 2005;
Prieto, Zhang e Sadick, 2005).

Ao escolher a luz intensa pulsada ideal, deve-se optar pelo intervalo de
comprimento de onda no qual o croméforo-alvo tenha absorcdo maxima, enquanto 0s
demais croméforos tenham menor absorcdo. Também se deve levar em consideracdo a
profundidade da estrutura-alvo, que deve corresponder a penetragcdo daquele
comprimento de onda na pele. A duracdo do pulso de luz é ajustada de acordo com o
tempo de relaxamento térmico da estrutura a ser atingida, pois o aquecimento seletivo do
alvo é mais efetivo quando o tempo de fornecimento da energia necesséaria para sua
destruicdo é menor que a velocidade de resfriamento do mesmo. Dessa maneira, evita-se
ainda a lesdo das estruturas adjacentes (Prieto et al., 2005; Prieto, Zhang e Sadick,
2005).

O fotorrejuvenescimento ndo-ablativo com LIP se baseia no dano térmico reversivel
ao colageno, ocasionado por penetracdo de luz na derme e aquecimento direto destas
estruturas, poupando a epiderme (Goldberg, 2000; Goldberg e Cutler, 2000; Patriota,
Rodrigues e Cucé, 2011). Assim, obtém-se contracdo das fibras de colageno e
remodelacdo adequada das fibras apds o periodo inflamatério. Um feixe policroméatico é
capturado por diferentes cromoforos associados a diferentes comprimentos de onda ou
cores. Isso, juntamente com 0s outros aspectos referidos, amplia o espectro terapéutico
coberto pela LIP (Prieto, Zhang e Sadick, 2005).
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2.6 Injecdo Intradérmica de CO,

O tratamento com diéxido de carbono (CO;) envolve infusdo subcutanea ou
transcutanea de CO; para induzir efeitos terapéuticos que beneficiam a microcirculacéo e
oxigenacao dos tecidos(Brandi et al., 2001; Brandi et al., 2010). Estudos tém demonstrado
os efeitos benéficos da terapia subcutédnea de didxido de carbono para véarias condi¢cdes
meédicas, incluindo disturbios funcionais do fluxo sanguineo, doenca arterial periférica,
distarbios microcirculatérios, cicatrizacdo lenta, lipomatose simétrica mdultipla, celulite e
adiposidade (Brandi et al., 2001; Brockow et al., 2001; Brandi et al., 2004; Ferreira,
Haddad e Tavares, 2008; Brandi et al., 2010; Brandi et al., 2012).

N&o ha relatos de efeitos adversos ou complicacbes associados com a infusédo
intradérmica e subcutédnea de CO,, seja ela local ou sistémica (Brockow et al., 2001). Os
possiveis efeitos secundéarios estdo limitados a dor de baixa intensidade durante a
aplicacdo, pequenos hematomas da puncao e sensacéao de crepitacdo local (Brandi et al.,
2012). Estudos que utilizaram CO, para angiografia de contraste atestam a seguranca
desse gas e demonstram sua ndo-propensao a causar coagulos. O gas pode ser utilizado
com injecdes intravasculares em boélus de até 100 ml e fluxos continuos de 20 a 30 ml/s,
sem reacdes adversas(Zwaan et al.,, 1996; Kummer-Kloess et al., 1997; Zwaan et al.,
1997).

Quando aplicado a camada superficial da pele, o CO;, estimula a sintese de
coldgeno e elastina pelos fibroblastos, contribuindo para a retracdo da pele e resultando
em rejuvenescimento e reducdo da flacidez tecidual (Hartmann, Bassenge e Hartmann,
1997; Hartmann, Bassenge e Pittler, 1997; Brandi et al., 2001; Brandi et al., 2004; Brandi
et al., 2010; Brandi et al., 2012).

E viavel avaliar experimentalmente os efeitos da LIP e da injec&o intradérmica de
CO; (Prieto et al., 2005; Prieto, Zhang e Sadick, 2005; Ferreira, Haddad e Tavares, 2008;
Patriota, Rodrigues e Cucé, 2011). Uma revisdo da literatura sobre LIP e injecdo
intradérmica de CO, aplicadas a proliferacdo de fibroblastos e colageno indica a

existéncia de lacunas no conhecimento sobre o assunto (Ferreira, Haddad e Tavares,
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2008). Uma analise da relevancia do estudo de tais técnicas para o rejuvenescimento,
prevencdo e atenuacdo do envelhecimento da pele evidenciou que novas pesquisas

nessa area sao imprescindiveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da Luz Intensa Pulsada e da injecéo intradérmica de CO, sobre a

proliferacéo de fibroblastos e colageno na pele de ratas Wistar.

3.2 Objetivos especificos

1) Comparar os Graus de Proliferacdo Fibroblastica e de Colageno entre o inicio (TO),
meio (T1) e final (T2) do tratamento dos animais submetidos a Luz Intensa
Pulsada;

2) Comparar os Graus de Proliferacdo Fibroblastica e de Colageno entre o inicio (T0),
meio (T1) e final (T2) do tratamento dos animais submetidos a Injecao Intradérmica
de COy;

3) Comparar os animais submetidos a Luz Intensa Pulsada e a Injecdo Intradérmica
de CO; quanto aos Graus de Proliferacéo Fibroblastica e de Colageno no meio do
tratamento (T1);

4) Comparar os animais submetidos a Luz Intensa Pulsada e a Injecao Intradérmica
de CO; quanto aos Graus de Proliferacdo Fibroblastica e de Colageno no final do

tratamento (T2);
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4 ANIMAIS E METODOS

4.1 Animais

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizadas 16 ratas adultas fémeas da
raca Wistar, com massa corpérea variando entre 160 e 200 gramas, provenientes do
biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Este estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFMS (Protocolo 241/2009).

4.2 Local

A primeira etapa do estudo, envolvendo a pratica direta com os animais, foi
realizada no biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. A andlise
histolégica da pele das ratas foi feita no Laboratério de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (FAMED/UFMS).

4.3 Condic0es locais e de acomodacéo dos animais

Os animais receberam agua e alimentacdo (racao granulada comercial) ad libitum
antes e durante todo o periodo experimental, sendo submetidos a ciclos de 12h de luz e
12h de escuriddo, alternados. Foram mantidos em gaiolas coletivas retangulares de
dimensbes 49x34x16cm (comprimento x largura x altura) com oito animais em cada, em
ambiente silencioso e com temperatura entre 21 e 25°C, em conformidade com as

diretrizes para uso de animais de laboratério (Field et al., 2007; Kohn et al., 2007).
4.4 Grupos
As ratas foram divididas em 2 grupos, cada um composto por 8 animais, conforme

descricéao abaixo:

e Grupo 1 (G1): submetido a Luz Intensa Pulsada.
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e Grupo 2 (G2): submetido a Injecao Intradérmica de CO..

4.5 Método anestésico

Antes de qualquer procedimento, os animais foram submetidos & anestesia com
solucéo injetavel de Quetamina a 10% na dose de 10 mg/kg associada a xilazina na dose
de 1 mg/kg, por via intramuscular, utilizando-se agulha de 25x5 mm. A quetamina é um
anestésico geral que tem também acdo analgésica somatica (pele e mausculos).
Isoladamente, promove apenas imobilizacdo, acompanhada de rigidez muscular. Em
doses rotineiras, induz analgesia superficial (pele, musculatura), aumenta a secrecao
salivar e mantém reflexos protetores presentes. Para atenuar seus efeitos colaterais, a
qguetamina deve ser associada a xilazina ou aos benzodiazepinicos (diazepam e
midazolam). A xilazina é potente sedativo, que proporciona analgesia visceral e excelente

relaxamento muscular (Field et al., 2007; Kohn et al., 2007).

4.6 Inicio do experimento e procedimentos diarios

Antes de qualquer tratamento, todos o0s animais foram anestesiados e
tricotomizados na regido dorsal para realizacdo de um “PUNCH’ de aproximadamente
6mm de didmetro para remocdo de um fragmento circular de pele na porcao infero-lateral
esquerda do dorso para estudo histoldgico, o que foi padronizado como controle (TO).

Apds uma semana da realizacdo do “PUNCH”, teve inicio o tratamento nos animais
de acordo com a divisdo dos grupos. Antes de cada procedimento, as ratas foram
anestesiadas, conforme explicitado no item 4.5. Os dois grupos de tratamento foram

assim distribuidos:

* G1 (LIP): Oito animais deste grupo foram tratados com LIP de comprimento de onda de
550-900 nm com pulso médio. Cada animal foi submetido a seis aplicacdes de luz na
regido supralateral direita da regido dorsal logo apdés a raspagem. O tratamento foi

aplicado uma vez a cada duas semanas, durante oito semanas.
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* G2 (COy): Os oito animais deste grupo foram tratados com injecéo intradérmica de CO,
com fluxo de 80 ml/min. O volume total (em mililitros) infundido por aplicacdo de CO; foi
limitado pela seguinte férmula: peso do animal (kg) x 5. O tratamento foi aplicado na
regido supralateral direita do dorso logo apos a raspagem, uma vez por semana durante

0ito semanas.

ApOs a quarta semana de tratamento, os animais foram submetidos a novo
‘PUNCH’ de cerca de 6 mm de diametro para remocéao de fragmento circular de pele do
local de intervencao (porcao supralateral direita do dorso). O fragmento foi utilizado para a

analise histoldgica programada para a metade do periodo de tratamento (T1).

Ao final de oito semanas de tratamento, os animais foram submetidos ao Ultimo
‘PUNCH’ de cerca de 6 mm de diametro para remocéo de fragmento circular de pele do
local de intervencao (porcéao supralateral direita do dorso) destinada a analise histolégica

programada para o final do tratamento (T2).

4.7 Eutanasia

ApOs as oito semanas de tratamento e a realizacdo do “PUNCH’ para analise
histologica, os animais foram eutanasiados por método quimico, sendo realizada
superdosagem de pentobarbital sédico. Foi aplicada uma dose de 100 mg/kg (trés vezes
a dose anestésica), por via intraperitoneal, sendo este um método rapido e uma forma
aceitavel de eutanasia (Aclam, 2003; Artwohl et al., 2006; Field et al., 2007; Kohn et al.,
2007).

4.8 Avaliacao Histologica e Andlise Histopatoldgica

Os espécimes foram fixados em formalina tamponada a 10% durante 24h. Para as
técnicas histopatologicas de rotina, os espécimes foram incluidos em blocos de parafina,
dos quais se extrairam secdes de 4 mm de espessura usando um micrétomo rotativo.

Foram analisadas histopatologicamente as células envolvidas na inflamacéo, fibrose e
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vascularizacdo do tecido lesionado. Para analise das células inflamatorias e fibrose

utilizou-se coloracao histoquimica universal (hematoxilina-eosina).

Para avaliar a proliferacdo de fibroblastos e de colageno, procedeu-se a anélise
semiquantitativa estimando-se de maneira sistematizada as quantidades recém-formadas
de colageno e de fibroblastos, com base na observacdo das laminas. As laminas foram
classificadas em quatro graus (GO, Gl, Gll e GllIlI), com base no percentual da lamina
sobre o qual os novos fibroblastos e o coladgeno organizado (Domingos et al., 2009) se
formaram (Tabela 1). A analise semiquantitativa foi realizada em concordancia com a
técnica classica de morfometria quantitativa (Hyde et al., 1992; Araf et al., 2007; Maeda et
al., 2008; Cavazana et al., 2009; Domingos et al., 2009; Goncalves et al., 2009).

As laminas foram codificadas de modo a nao identificar os grupos de tratamento ou
momentos de bidpsia. Foram avaliadas aleatoriamente pelo patologista que desconhecia
guais eram 0S grupos e os tempos de tratamento correspondentes. As classificacfes de
proliferacéo dos fibroblastos e do colageno foram registradas em uma planilha juntamente
com a identificacdo codificada da lamina, sendo essa identificagcdo posteriormente

decodificada.

Tabela - 1. Classificacdo para analise semiquantitativa da proliferacéo fibroblastica e

producédo de colageno.

Proliferacéo

_ o Colageno
Grau fibroblastica .
. (% da lamina)
(%l&amina)
Grau O 0a5% 0a5%
Grau | 5a25% 5a25%
Grau |l 25 a 50% 25 a 50%

Grau Il Mais de 50% Mais de 50%
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A Figura 1 demonstra os procedimentos realizados nos animais durante o0s
experimentos. As figuras 4, 5, 6 e 7 mostram a avaliagdo de coldgeno nos grupos LIP
(G1) e CO; (G2), nos trés momentos analisados: inicio (T0), ponto médio (T1) e final (T2)

do tratamento em aumentos de 100x e 400x.

4.9 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como valores absolutos, porcentagens e
proporcdes. Aplicou-se teste de variancia nao-paramétrico (Kruskal-Wallis) para
comparar os graus de proliferacdo de fibroblastos e colageno nos grupos de estudo.
Quando o teste indicou diferenga significativa, utilizou-se pos-teste de Dunn para
comparar os graus de proliferacdo de colageno e fibroblastica dentro dos grupos LIP e
CO..

Também utilizou-se o Teste Exato de Fisher para comparacdes dos graus de
proliferacéo de fibroblastos e colageno nos tempos T1 e T2, entre os grupos de estudo.

Como medida de precisdo, adotou-se intervalo de confianca de 95%. Adotou-se
p < 0.05 como nivel de significancia estatistica. Toda a analise estatistica foi realizada
com o pacote de software estatistico GraphPad Prism, verséo 5.0.1 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).
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Figura — 1. Procedimentos experimentais em ratas Wistar: A) Preparo de area de cerca de 6 mm de didmetro para remog&o de um
fragmento circular de pele da porcao infralateral esquerda do dorso, designada TO, correspondendo a pele intacta de pré-tratamento
isenta de intervencéo. B e C) tratamento com infusé&o intradérmica de CO- foi aplicado uma vez por semana durante oito semanas na
regido supralateral direita do dorso logo ap6s a raspagem. D) Cada animal foi submetido a seis aplicagbes de LIP na regido

supralateral direita da regido dorsal, logo apés a raspagem. O tratamento foi aplicado uma vez a cada duas semanas, durante oito
semanas.



Figura — 2. Avaliacéo de colageno no grupo que recebeu LIP (G1), nos trés momentos
analisados: inicio (T0), ponto médio (T1) e final (T2) do tratamento. Hematoxilina-eosina
(100x).
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Figura — 3. Avaliacdo de colageno no grupo que recebeu LIP (G1), nos trés momentos

analisados: inicio (T0), ponto médio (T1) e final (T2) do tratamento. Hematoxilina-eosina
(400X).



T2)

Figura — 4. Avaliacdo de colageno no grupo que recebeu injecdo de CO, (G2), nos trés
momentos analisados: inicio (T0), ponto médio (T1) e final (T2) do tratamento.
Hematoxilina-eosina (100X).
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Figura — 5. Avalia(;éo de colégeno no grupo que recebeu inje¢do de CO2 (G2), nos trés
momentos analisados: inicio (T0), ponto médio (T1) e final (T2) do tratamento.
Hematoxilina-eosina (400X).
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5 RESULTADOS

Nos oito animais submetidos a LIP (G1), ao se compararem as proliferacdes de
fibroblastos ocorridas nos momentos de inicio (TO), meio (T1) e fim (T2) de tratamento,
constatou-se a presenca de pele nado tratada, classificada como de grau 0 (100% dos
animais), no momento inicial. Na metade do tratamento (T1), cinco dos oito animais
(62,5%) apresentaram graus | e Il de proliferacdo de fibroblastos. No final do tratamento
(T2), seis dos oito animais (75%) apresentaram graus | e Il de proliferacdo. Essa evolucao
da proliferagcdo histologica de fibroblastos foi estatisticamente significativa ao se

compararem o inicio e o fim do tratamento (TO vs. T2, p < 0,05, Tabela 2).

Para os controles de pele néo tratada (T0), o grau 0 de proliferacéo de fibroblastos
foi também observado em 100% dos animais que receberam injecdes intradérmicas de
CO,. Apés 4 semanas de tratamento (T1), nenhum dos animais desse grupo apresentou
alterac6es no grau histoldgico, pois todos mantiveram 100% de grau O de proliferacéo de
fibroblastos. No entanto, no final do tratamento (T2) todos os animais (100%)
apresentaram graus | e Il de proliferacdo de fibroblastos. Essa evolucédo da proliferacao
histologica de fibroblastos foi estatisticamente significativa no grupo CO, ao se

compararem o inicio e o fim do tratamento (TO vs. T2, p < 0,001, Tabela 2).

No que diz respeito a proliferacdo de colageno, ambos os grupos exibiram grau 0
de proliferacdo na pele de controle ndo tratada (T0), em 100% das amostras. Na metade
do tratamento (T1), 87,5% (7/8) dos animais no grupo LIP (G1) mostraram proliferacdes
de colageno de grau | e grau Il, e 87,5% (7/8) do grupo CO, (G2) exibiram grau histolégico
| de proliferacdo de colageno. Ao final do tratamento (T2) no grupo LIP, 62.5% (5/8) dos
animais mostraram proliferacdes de colageno de grau Il e grau lll, e 25% (2/8) exibiram
grau histologico | de proliferacdo de coldgeno. No grupo CO,, 50% (4/8) apresentaram
proliferacdo de grau | e 50% (4/8) proliferacdo de colageno de grau Il ap0s o tratamento
(Tabela 2).

Houve diferenca estatisticamente significativa no grau de proliferacdo de colageno

entre os momentos TO e T2, tanto para os animais do grupo LIP tratados (TO vs. T2, p <
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0,001) quanto para os do grupo CO, (TO vs. T2, p < 0,001). Esses dados estéo resumidos

na Tabela 2.

Quando se compara 0s animais submetidos a LIP e CO, em relacdo ao meio (T1) e
final (T2) do tratamento, verifica-se que nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre os meétodos de tratamento estudados, em relacdo a proliferacédo

fibroblastica e de colageno, conforme exposto nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela — 3. Comparacao dos animais submetidos a Luz Intensa Pulsada e Injecdo

Intradérmica de CO, quanto aos Graus de Proliferacao Fibroblastica no meio (T1) e final
(T2) do tratamento.

Meio do Tratamento Final do Tratamento
(T1) (T2)
Grupo Luz Grupo Luz Grupo CO,
Pulsada Grupo CO, Pulsada N
Proliferacéo Fibroblastica N N N (%)
(%) (%) (%)
Grau 0 3 8 2 -
(37,5%) (100%) (25%)
Grau | 2 - 3 5
(25%) (37,5%) (62,5%)
Grau Il - - 3 3
(37,5%) (37,5%)
Grau lll 3 - - -
(37,5%)
Total 8 8 8 8
(100%) (100%) (100%) (100%)

p=0,20; 1C95% 0,19-0,76 p=1,3; 1IC95% 0,36-2,75

Comparag®es utilizando o Teste Exato de Fisher

Tabela — 4. Comparacao dos animais submetidos a Luz Intensa Pulsada e Injecéo
Intradérmica de CO, quanto aos Graus de Proliferacdo de Colageno no meio (T1) e final
(T2) do tratamento.

Meio do Tratamento Final do Tratamento
(T1) (T2)
Grupo Luz Grupo Luz Grupo CO,
Pulsada Grupo CO, Pulsada N
Proliferacdo Colageno N N N (%)
(%) (%) (%)
Grau 0 1 1 1 -
(12,5%) (12,5%) (12,5%)
Grau | 5 7 2 4
(62,5%) (87,5%) (25%) (50%)
Grau Il 2 - 3 4
(25%) (37,5%) (50%)
Grau lll - - 2 -
(25%)
Total 8 8 8 8
(100%) (100%) (100%) (100%)
p=0,46; IC95% 0,23-0,78 p=1,0; IC95% 0,27-2,17

Comparac@es utilizando o Teste Exato de Fisher
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6 DISCUSSAO

A Luz Intensa Pulsada é fonte de energia luminosa que tem muitas aplicacdes.
Compde-se de diferentes comprimentos de onda, ou seja, da totalidade ou parte do
espectro da luz, enquanto o laser tem comprimento de onda unico (Catorze, 2009). A LIP
alcanga a superficie da pele e permite, através do principio da fototermolise seletiva,
corrigir varias lesdes da pele e marcas faciais decorrentes de fotoenvelhecimento, assim

como manchas e problemas de pigmentacéo (Patriota, Rodrigues e Cucé, 2011).

Como a LIP ndo se compde de luz coerente, pode interagir com uma variedade de
cromoforos, e sua energia pode por isso dissipar-se mais rapidamente. Assim, o
aguecimento causado por LIP é mais superficial, em comparacdo com o0 uso similar de
lasers. Estudo clinico demonstra que a utilizacdo de LIP para fotorejuvenecimento

apresenta avaliagdo positiva sob a perspectiva de pacientes tratados (Laury, 2003).

Outras casuisticas clinicas avaliaram a acdo da LIP na estimulacao da proliferacéo
de colageno em pele humana danificada pelo sol e concluiram que, além da deposicao de
colageno, a melhora clinica observada apds o tratamento pode ser secundaria a reducao
do infiltrado inflamatério perifolicular (Prieto et al., 2005; Prieto, Zhang e Sadick, 2005).
Outros estudos indicam algum grau de presenca de coldgeno recém-formado na derme
superior apds tratamento com LIP, sugerindo a possibilidade de que os fibroblastos
dérmicos estimulados sejam fonte do aumento na expressdo de colageno (Goldberg,
2000; Goldberg e Silapunt, 2000).

Os resultados do presente estudo indicam que oito semanas ap0és a aplicacdo de
LIP uma vez a cada duas semanas em pele de ratas Wistar, houve diferencas
significativas na proliferacdo de fibroblastos e de coldgeno na pele dos animais
estudados. Os momentos de maior proliferagcdo de fibroblastos coincidiram com os
periodos de maior producéo de colageno. Esses resultados respaldam a hipotese de que
a fonte do aumento na expressao de colageno é a estimulacdo de fibroblastos dérmicos,
provavelmente devido ao principio de fototermdlise seletiva. O conceito subjacente € que
a absorcdo de luz pela agua provoca um efeito fototérmico e consequente resposta

inflamatoria que estimula a atividade dos fibroblastos (Catorze, 2009; Goldberg, 2013).
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Quanto a injecao intradérmica de CO,, a hipotese de acéo € que esse gas, quando
aplicado por via subcutanea, resulta em destruicdo mecéanica de células adiposas. Além
disso, o CO, promove vasodilatacdo local e consequente aumento na oxigenacao tecidual
e, quando aplicado a camada mais superficial da pele, estimula os fibroblastos e a sintese
de colageno e elastina. Esses processos contribuem para a retracao da pele e resultam
em seu rejuvenescimento, com reducéo da flacidez (Brandi et al., 2001; Brockow et al.,
2001; Brandi et al., 2004; Ferreira, Haddad e Tavares, 2008; S6nmez et al., 2009; Brandi
et al., 2010; Brandi et al., 2012).

Com o avanco da idade, a pele sofre alteracbes prontamente reconhecidas, a
medida que o aparecimento de rugas, a atrofia, a ptose e a flacidez alteram sua
aparéncia. Modificagbes no tecido conjuntivo, o qual fornece a base estrutural para a
epiderme, evidenciam essas mudancas externamente, refletidas no extrato corneo (Oria
et al.,, 2003). As modificagdes no colageno ao longo da vida proporcionam base
morfoldgica substancial para a compreensao das alteracdes bioquimicas e biomecanicas
gue ocorrem na pele com o avancar da idade (Oria et al.,, 2003). Assim, a injecao
intradérmica de CO, proporciona maior taxa de intercambio (aumento do fluxo sanguineo)
e melhora a oxigenacao tecidual, podendo, além disso, estimular os fibroblastos dérmicos
e incrementar a sintese de colageno e elastina (Brandi et al., 2001; Brockow et al., 2001;
Brandi et al., 2004; S6nmez et al., 2009; Brandi et al., 2010; Brandi et al., 2012).

Na amostra de animais aqui estudada, a injecao intradérmica de CO, propiciou
proliferacdo fibroblastica e consequente aumento de fibras coldgenas nas laminas
avaliadas. Em trabalho com metodologia semelhante ao presente estudo, 0 uso de
injecdo de CO;, na pele de dez ratos Wistar machos causou aumento acentuado do
colageno apds infusdo de diéxido de carbono na pele desses animais. Além disso, as
injecdes intradérmicas pareceram mais eficazes que as subcutaneas na inducdo do

neocolageno (Ferreira, Haddad e Tavares, 2008).

Com base nos estudos anteriores, 0 presente trabalho avaliou o estimulo da
proliferacdo de fibroblastos e de coladgeno decorrente da aplicacdo de LIP e CO;
intradérmico na pele de 16 ratas. Apesar de ter havido proliferacédo fibroblastica e de

colageno nos grupos submetidos tanto a LIP quanto a injecéo intradérmica de CO, néo
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foram evidenciadas diferencas estatisticamente significativas nestas proliferacdes quando

se comparou as técnicas LIP e CO, nos tempos T1 e T2.

Deve-se ressaltar que a proliferagdo de coldgeno é um processo dinamico e
depende principalmente da estimulacdo dos fibroblastos. Assim, € possivel que um
periodo mais longo de exposicdo aos tratamentos propostos teria ocasionado maior
ativacao de fibroblastos dérmicos e proliferacdo ainda maior de coldgeno. Também, seria
possivel que um tempo maior de tratamento pudesse estabelecer qual dos dois métodos

avaliados teria melhor desempenho frente as proliferacdes estudadas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

B Grupo Luz Intensa Pulsada (G1):

v" Houve proliferacao significativa de fibroblastos e de colageno na pele dos
animais estudados;

v A proliferacao de fibroblastos e colageno foi significativa entre os tempos
TOe T1;

v" Naéo foi significativa a proliferacdo de fibroblastos e colageno entre os
tempos Tl e T2;

v' A proliferacdo de fibroblastos e colageno foi significativa entre os tempos
TO e T2, sendo mais intensa a proliferacdo de colageno (p<0,001) que de
fibroblastos (p<0,05);

B Grupo Injecao Intradérmica de CO; (G2):

v" Houve proliferacdo significativa de fibroblastos e de colageno na pele dos
animais estudados;

v' Apenas a proliferacao de colageno foi significativa entre os tempos TO e T1;

v' Apenas a proliferacdo de fibroblastos foi significativa entre os tempos T1 e
T2,

v A proliferacao de fibroblastos e colageno foi significativa entre os tempos TO
e T2,

B N3&o se observou diferenca estatisticamente significativa para o meio do tratamento
(T1) utilizando os dois métodos estudados (LIP e CO;) em relagéo a proliferacéo

fibroblastica e de colageno;

B Também ndo se observou diferenga estatisticamente significativa para o final do
tratamento (T2) utilizando os dois métodos estudados (LIP e CO;) em relacdo a

proliferacao fibroblastica e de colageno;
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa permitem concluir que tanto a injecdo intradérmica
de CO, quanto a LIP promovem proliferacdo de fibroblastos e de colageno na pele de
animais, ndo havendo superioridade de um método em relacdo ao outro. No entanto,

outras questdes emergem desses resultados:

- Poderiam varios estimulos mecéanicos ou traumaticos (pungdes, calor local)

também estimular a proliferacao de fibroblastos e colageno?

- Caso nao se realizasse a eutanasia dos animais, e apds um periodo de tempo

sem estimulo algum, teria havido maior proliferacao de fibroblastos e/ou colageno?

- Podem os resultados observados em pele de ratas serem repetidos em pele

humana?

Devido a escassez de dados (especialmente de estudos experimentais) publicados
em revistas meédicas sobre este tema, o presente estudo representa um estimulo para
outras pesquisas focando rejuvenescimento e dermatopatologia. Assim, tornam-se

necessarios mais estudos nesta area, que utilizem metodologias semelhantes.

A dermatologia oferece possibilidades ilimitadas no uso de procedimentos de
rejuvenescimento da pele. A coleta de evidéncias cientificas mostra-se como o melhor

caminho para se  estabelecer novos métodos de  dermatocosmiatria.
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ABSTRACT

Background: In recent years, so-called “non-ablative rejuvenation” has been carried out with the use of lasers or in-
tense pulsed light (IPL) to stimulate collagen production by dermal fibroblasts. Intradermal infusion of CO, stimulates
fibroblasts and the synthesis of collagen and elastin, contributing to the retraction of the skin and tissue rejuvenation.
Objectives: To evaluate the effects of IPL and the intradermal infusion of CO, on fibroblast proliferation and collagen
in the skin of female rats. Methods: Sixteen adult female Wistar rats were divided into two groups of eight animals.
Group 1 underwent IPL and group 2 underwent intradermal CO, infusion. There was a total of 8 weeks of treatment.
We conducted a punch in each animal before any procedure (T0), another punch in the middle of treatment at 4 weeks
post-procedure (T1) and a punch at the end of treatment at 8 weeks post-procedure (T2). The cells involved in inflam-
mation, fibrosis and vascularization of the injured tissue by histopathology were analyzed. Results: There was statisti-
cally significant fibroblast proliferation and collagen proliferation noted when analyzing all 16 animals together and
also when considering the two study groups separately. In both groups, the greatest proliferation of fibroblasts coin-
cided with periods of increased collagen production. Conclusion: Both IPL and intradermal CO, infusion stimulated
fibroblast and collagen proliferation in the skin of the rats studied.

Keywords: Collagen; Cosmetic Dermatology; Rejuvenation; Pulsed Light; Intense Pulsed Light; Intradermal Injection

1. Introduction

Collagen is the most abundant protein in the human body
and is synthesized by several cell types, including fibro-
blasts. As people age, there is a reduction of the carrying
capacity of the skin and subsequent atrophy and loss of
elasticity secondary to the reduction in collagen produc-
tion [1,2]. Various proposed techniques for the rejuvena-
tion of skin involve increasing the proliferation of colla-
gen via laser-based methods, pulsed light and intradermal
injection of CO, [3,4].

Intense pulsed light (IPL) produces a non-coherent
light beam that has a radiation spectrum that covers many
wavelengths simultaneously. A polychromatic beam is
captured by different chromophores associated with dif-
ferent wavelengths or colors. This, together with the
other aspects mentioned, increases the therapeutic spec-

Copyright © 2012 SciRes.

trum covered by IPL [5-7]. The non-ablative photoreju-
venation with intense pulsed light works causing reversi-
ble thermal damage of collagen by light penetration into
the dermis and direct heating of these structures, sparing
the epidermis [5-7]. Thus, the contraction of collagen fi-
bers and proper remodeling of the fibers after the in-
flammatory period is obtained. A polychromatic beam is
captured by different chromophores associated with dif-
ferent wavelengths or colors. This, together with the
other aspects mentioned, increases the therapeutic spec-
trum covered by IPL [8].

In recent years, so-called “non-ablative rejuvenation”
involving the use of lasers or (IPL) to promote stimula-
tion of collagen production by dermal fibroblasts has
been increasingly conducted. The treatments typically are
repeated monthly, and at least four sessions are necessary

JCDSA
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to obtain efficient results [4,5,8].

Carbon dioxide (CO,) treatment involves the subcuta-
neous or transcutaneous infusion of CO, to induce thera-
peutic effects that benefit microcirculation and tissue
oxygenation [9,10]. Studies have demonstrated the bene-
ficial effects of subcutaneous carbon dioxide therapy for
various medical conditions, including functional disor-
ders of blood flow, peripheral artery disease, microcircu-
latory disorders, delayed healing, multiple symmetric lip-
omatosis, cellulite and adiposity [2,9-12].

There are no published reports of adverse effects or
complications associated with either local or systemic
intradermal and subcutaneous CO, infusion [11]. The
possible side effects are limited to low-intensity pain dur-
ing application, small bruises of the punch and a local
crackling sensation [9]. Studies using carbon dioxide for
contrast angiography attest to the safety of this gas and
have shown that it is not likely to promote clot. CO, can
be used with intravascular bolus injections of up to 100
ml and continuous flows between 20 and 30 ml/second
without adverse reactions [13-15].

When applied to the skin surface layer, carbon dioxide
stimulates fibroblast synthesis of collagen and elastin,
contributing to the retraction of the skin and resulting in
the rejuvenation and the reduction of tissue laxity [9,10,
16,17].

A review of the literature concerning IPL and intra-
dermal CO, injection as applied to fibroblast and colla-
gen proliferation indicates existing gaps in knowledge
about this subject [2]. After consideration of the relevance
of the study of such techniques for the rejuvenation, pre-
vention and healing of skin aging, it is obvious that addi-
tional research in this area is imperative.

It is possible to experimentally evaluate the histology-
cal effects of intense pulsed light and the intradermal
injection of CO, into skin [2,4,5,8]. Therefore, in the pre-
sent study, our aim was to evaluate the effect of IPL and
intradermic CO, injection on fibroblast proliferation and
collagen in the skin of female Wistar rats.

2. Methods

This study was an experimental, comparative, non-con-
trolled trial that provides a skin semi-quantitative histo-
logical analysis of 16 adult female Wistar rats with a
body mass ranging between 160 and 200 grams. The
animals received food and water ad libitum before and
during the experimental period and underwent alternating
cycles of 12 h light and 12 h darkness.

The animals were kept in collective cages with rec-
tangular dimensions of 49 x 34 x 16 cm (length x width
x height) with eight animals in each. The environment
was quiet, and the temperature was maintained between

Copyright © 2012 SciRes.

21°C and 25°C, according with guidelines for the use of

laboratory animals [18,19].

The rats were divided into two groups, each consisting
of 8 animals, as described below:

e Group 1 (Gl): underwent to intense pulsed light
(IPL);

e Group 2 (G2): underwent intradermal injection of
CO..

Before any procedures, the animals were anesthetized
with 10% ketamine injectable solution at a dose of 10
mg/kg associated with a 1 mg/kg intramuscular xylazine
dose [18-21]. All animals were anesthetized and shaved
on the dorsal region to create a “punch” of approximately
6 mm in diameter to remove a circular piece of skin in
the left inferior-lateral portion of the back for histological
study. The skin piece was standardized as a control at
time zero (TO) that corresponded to intact skin from pre-
treatment and without intervention. These (T0) biopsies
were also called as controls non-treated skins.

After a week of completing the initial (TO) punch, the
animals were subjected to treatment according to the
group divisions:

e G1 (IPL): Eight animals in this group were treated
with intense pulsed light at a wavelength of 550 to
900 nanometers in the average pulse. Each animal
was submitted to six passages. The light was applied
to the right supero-lateral region of the animal’s back
just after shaving. The treatment was applied once
every two weeks for eight weeks;

e G2 (CO,): The eight animals in this group were
treated with an intradermal CO, injection at a flow of
80 ml/min. The total volume infused by the applica-
tion of CO,, in milliliters, was limited to the formula
weight of the animal (in kg) % 5. The treatment was
applied in the right supero-lateral region of the ani-
mal’s back just after shaving once a week for eight
weeks.

After the fourth week of treatment, the animals under-
went a new punch of approximately 6 mm in diameter to
remove a circular piece of skin from the intervention site
(right superolateral portion of the back of the animal).
The piece was used for the histological analysis of the
middle portion of the treatment (T1).

At the end of eight weeks of treatment, the animals
underwent a new punch of approximately 6 mm in dia-
meter to remove circular piece of skin from the interven-
tion site (right superolateral portion of the back of the
animal) for the end treatment (T2) histological analysis.

After eight weeks of treatment and the acquisition of
all of the punches for histological analysis, the animals
were euthanized by chemical methods (overdose of pen-
tobarbital) [18-21].

The specimens were fixed in 10% buffered formalin
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for 24 hours. For the routine histopathology techniques,
the specimens were embedded in paraffin and 4 um thick
sections were taken with a rotating microtome. We ana-
lyzed the cells involved in inflammation, fibrosis and the
vascularity of the injured tissue histopathologically. For
the analysis of inflammatory cells, we used universal his-
tochemical staining (hematoxylin-eosin). For the analysis
of fibrosis, a Masson’s trichrome stain was used.

To assess fibroblast and collagen proliferation, a semi-
quantitative analysis was carried out estimating the amount
of newly formed collagen and fibroblasts in an organized
fashion as seen on the blades. The slides were classified
into four grades (GO, GI, GII and GIII) according to the
percentage of the slide on which new fibroblasts and or-
ganized collagen [22] had formed (Table 1). The semi-
quantitative analysis was proposed in accordance with
the classic technique of quantitative morphometry [22-
27].

The slides were coded so as to not identify the treat-
ment groups or time of biopsy. A pathologist evaluated
the slides at random, not knowing the groups or the cor-
responding treatment times. The fibroblast and collagen
proliferation ratings were recorded in a spreadsheet,
along with the identity of the blade used, and were then
subsequently decoded.

The data is presented as absolute values, percentages
and proportions. A nonparametric analysis of variance test
(Kruskal-Wallis) was used to compare the study groups.
When the test indicated a significant difference, we used
a Dunn post-test to compare the two groups. As a meas-
ure of accuracy, 95% confidence intervals were employed.
A p < 0.05 was considered significant. All statistical
analysis was performed using the GraphPad Prism, ver-
sion 5.0.1 statistical software package (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA, USA). This study was approved by
the Ethics Committee on Animal Use, protocol 241/20009.

3. Results

In the eight animals subjected to IPL treatment, when
fibroblast proliferation between the times of onset (TO0),
the middle (T1) and the end (T2) of treatment was com-
pared, it initially appeared that non-treated skin exhibited
a grade O classification in 100% of the animals. By the

middle of treatment (T1), five of the eight animals
(62.5%) presented grade II and III fibroblast proliferation,
and at the end of treatment (T2), six of the eight (75%) of
the animals presented grade I and II proliferation. This
evolution of the histological proliferation of fibroblasts
was statistically significant when the beginning and the
end of treatment were compared (TO vs. T2, p < 0.05,
Table 2).

For the non-treated skin controls, grade 0 fibroblast
proliferation was also observed in 100% of the animals
that received the intradermal injections of CO,. After 4
weeks of treatment, all animals in this group presented
no changes in histological grade, as they maintained
100% presentation of grade O fibroblast proliferation.
However, by the end of treatment (T2), all animals (100%)
exhibited grade I and II fibroblast proliferation. The evo-
lution of histological fibroblast proliferation was also
statistically significant in the CO, group when the begin-
ning and the end of treatment were compared (TO vs. T2,
p <0.001, Table 2).

In regards to collagen proliferation, both study groups
exhibited grade 0 proliferation in non-treated control skin
at time zero in 100% of the samples. By the middle of
treatment (T1), 87.5% (7/8) of the animals in the IPL
group exhibited proliferation of grade I and grade II col-
lagen, and 87.5% (7/8) the CO, group animals exhibited
histological grade I collagen proliferation. At the end of
treatment (T2), in the intense pulsed light-treated animals,
62.5% (5/8) exhibited grade II and III proliferation, and
25% (2/8) exhibited grade I collagen proliferation. In the
CO; group, 50% (4/8) exhibited grade I proliferation and
50% (4/8) grade II collagen proliferation after the treat-
ment (Table 2).

There was a statistically significant difference in the
degree of collagen proliferation between the time points,
both for the animals in the light-pulse treated group (TO
vs. T2, p < 0.001) and the animals in the CO, group (TO
vs. T2, p < 0.001). These data are summarized in Table
2.

When all 16 animals were analyzed together (G1 and
G2), there was a statistically significance different in
fibroblast and collagen proliferation when comparing the
beginning and the end of treatment (TO vs. T2, p < 0.001),

Table 1. Classifications for the semi-quantitative analysis of fibroblast and collagen proliferation.

Grade Fibroblastic proliferation (% of blade) Collagen proliferation (% of blade)
Grade 0 0% to 5% 0% to 5%

Grade 1 5% to 25% 5% to 25%

Grade 11 25% to 50% 25% to 50%
Grade III More than 50% More than 50%

Copyright © 2012 SciRes.
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Table 2. Expression of fibroblast proliferation and collagen proliferation according to the period analyzed and separated by study group.

Time 0: TO
(Onset treatment)

(4 weeks of treatment)

Time 1: T1 Time 2: T2

(8 weeks of treatment)

Grade 0 Grade I

Grade II Grade III Grade 0 Grade I

Grade II Grade III Grade 0 Gradel Gradell Grade III

0% -5%5% -25%25% -50% >50% 0% -5%5% -25%25% -50% >50% 0% -5%5% -25%25% -50% >50%

N N N N N N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Intense pulsed
light (G1)
(N = 8 animals)
Fibroblastic 8 ) ) ) 3 2 ) 3 2 3 3 )
proliferation  (100%) (37.5%) (25%) (37.5%) (25%) (37.5%) (37.5%)
Collagen 8 ) ) ) 1 5 2 ) 1 2 3 2
proliferation  (100%) (12.5%) (62.5%) (25%) (12.5%) (25%) (37.5%)  (25%)
CO; Intradermic
Injection (G2)
(N = 8 animals)
Fibroblastic 8 ) ) ) 8 ) ) 5 3 )
proliferation  (100%) (100%) (62.5%)  (37.5%)
Collagen 8 ) ) ) 1 7 } ) ) 4 4 )
proliferation  (100%) (12.5%) (87.5%) (50%) (50%)

Comparisons using the Kruskal-Wallis with Dunn post-test:

G1: Pulsed light (fibroblastic proliferation)

TO vs.T1 p <0.05

G1: Pulsed light (collagen proliferation)

TO vs.T1 p <0.05

G2: CO; (fibroblastic proliferation)
TO vs.T2 p < 0.05

T1vs. T2 p>0.05

G2: CO, (Collagen proliferation)
TO vs. T2 p <0.001

T1 vs.T2 p>0.05

TO vs.T1 p>0.05
TO vs.T2 p <0.001

T1vs.T2 p<0.001

TO vs.T1 p<0.05
TO vs. T2 p <0.001

T1vs. T2 p>0.05

as shown in Table 3. Figures 1-4 illustrate the prolifera-
tion of collagen at different time points (TO, T1 and T2)
in the IPL group animals and the CO, group animals.

The Figures 4-7 demonstrate the evaluation of colla-
gen in group intense pulsed light (G1) and CO, (G2) at
three time points analyzed: onset (T0), middle (T1) and
final (T2) treatment.

4. Discussion

Intense pulsed light (IPL) is a source of light energy that
has many applications. IPL is composed of different wave-
length, i.e., all or part of the light spectrum, while the
laser has a single wavelength [3]. IPL reaches the skin
surface and allows, through the principle of selective
photothermolysis, the correction of various skin lesions
and facial blemishes resulting from photoaging, as well
as stains and pigmentation issues [5].

As IPL is defined by not being composed of coherent
light, it can interact with a variety of chromophores, and

Copyright © 2012 SciRes.

its energy can, therefore, be more quickly dissipated.
Thus, IPL heating is more superficial compared to simi-
lar use of lasers. The difference provides better security
and safety, especially in most advanced skin types [28].

A recent study evaluated the action of IPL on stimu-
lating the proliferation of collagen in human skin dam-
aged by sun and concluded that, in addition to collagen
deposition, the clinical improvement observed after treat-
ment may be secondary to the reduction of perifolicullar
inflammatory infiltrate [4,8]. Other reports indicate some
degree of the appearance of newly formed collagen in the
upper dermis after IPL treatment, thus suggesting the
possibility that stimulated dermal fibroblasts are the
source of this increased collagen expression [6,29].

The results of the present study indicate that eight
weeks after the application of intense pulsed light once
every other week, there were significant differences on
fibroblast proliferation and collagen in the skin of the
animals studied. The moments of the greatest prolifera
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Table 3. Expression of fibroblast proliferation and collagen proliferation according to the period analyzed and separated by study group.

Time 0: TO
(onset treatment)

Time 1: T1
(4 weeks treatment)

Time 2: T2
(8 weeks treatment)

Grade 0 Gradel Gradell GradeIll Grade 0 Gradel Gradell GradeIll Grade 0 Gradel Gradell Grade III
0% -5% 5% -25%25% -50% >50% 0% -5%5% -25%25% -50% >50% 0% -5%5% -25%25% -50% >50%

N N N N N N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Intense pulsed
light (G1) +
CO; intradermic
injection (G2)
(N =16 animals)
Fibroblastic 16 (100%) ) ) ) 11 2 ) 3 2 8 6
proliferation 0 (68.75%) (12.5%) (18.75%) (12.5%) (50%)  (37.5%)
Collagen 16 (100%) 2 12 2 1 6 7 2
proliferation ? . . (12.5%)  (75%) (12.5%) (6.25%) (37.5%) (43.75%) (12.5%)

Comparisons using the Kruskal-Wallis with Dunn post-test:

Fibroblastic proliferation

TO vs.T1 p>0.05
TO vs.T2 p < 0.001
T1vs. T2 p<0.05
Collagen proliferation
TO vs.T1 p <0.001
TO vs.T2 p < 0.001
T1vs. T2 p>0.05

Figure 1. Experimental procedures on Wistar Rats. A “punch”

of approximately 6 mm in diameter to remove a circular
piece of skin in the left inferior-lateral portion of the back,
designed as (T0) that corresponded to intact skin from pre-
treatment and without intervention.

Copyright © 2012 SciRes.

Figure 2. Experimental procedures on Wistar Rats. The CO,
intradermal infusion treatment was applied in the right su-
pero-lateral region of the animal’s back just after shaving
once a week for eight weeks.
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Figure 3. Experimental procedures on Wistar Rats. Each
animal was submitted to six passages of IPL. The light was
applied to the right supero-lateral region of the animal’s
back just after shaving. The treatment was applied once
every two weeks for eight weeks. The bottom image shows
the final aspect of the treated skin just before the sacrifice.

tion of fibroblasts coincide with the periods of increased
collagen production. These results support the hypothesis
that the source of the increased expression of collagen is
the stimulation of dermal fibroblasts, probably due to the
principle of selective photothermolysis. The concept un-
derlying the principle is that the absorption of light by
water causes a photothermal effect and a consequent in-
flammatory response that stimulates the fibroblastic ac-
tivity [3].

With respect to the intradermal injection of CO,, the
hypothesis of action is that carbon dioxide, when applied
subcutaneously, results in the mechanical destruction of
fat cells. In addition, the CO, promotes local vasodilata-
tion and a subsequent increase in tissue oxygenation and,
when applied in the most superficial layer of the skin,
will stimulate fibroblasts and the synthesis of elastin and
collagen. These processes contribute to the retraction
ofthe skin and result in skin tissue rejuvenation and a re-
duction in sagging [2,9-12].

The easily recognized skin undergoes changes with

Copyright © 2012 SciRes.

Figure 4. Evaluation of collagen in group intense pulsed
light (G1) at three time points analyzed: baseline (T0), half
(T1) and final (T2) treatment, from up to down, respectively.
Hematoxylin-eosin (100x%).

advancing age, as the appearance of furrows, atrophy,
ptosis and laxity alters its appearance. Changes in the
connective tissue, which acts as the structural foundation
for the epidermis, outline these changes externally and
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Figure 5. Evaluation of collagen in group intense pulsed
light (G1) at three time points analyzed: baseline (T0), half

(T1) and final (T2) treatment, from up to down, respectively.

Hematoxylin-eosin (400%).

Copyright © 2012 SciRes.
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Figure 6. Evaluation of collagen in group CO, injection (G2)
at three time points analyzed: baseline (T0), half (T1) and
final (T2) treatment, from up to down, respectively. Hema-

toxylin-eosin (100x).
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Figure 7. Evaluation of collagen in group CO, injection (G2)
at three time points analyzed: baseline (T0), half (T1) and
final (T2) treatment, from up to down, respectively. Hema-
toxylin-eosin (400x).

Copyright © 2012 SciRes.

are reflected in the corneum stratum [1]. The modifica-
tions to the lifelong unit-elastic collagen establish a sub-
stantial morphological basis for the understanding of the
biochemical and biomechanical changes of the skin with
age [1]. Thus, the intradermal injection of CO, provides a
greater exchange rate (increase in blood flow) and im-
proves tissue oxygenation; in addition, it may stimulate
dermal fibroblasts and may increase collagen and elastin
synthesis [9-12].

A recent study evaluated CO, injection into the skin of
ten Wistar male rats. The results of the study indicated a
marked increase in collagen after infusion of carbon di-
oxide into the skin of animals. Furthermore, intradermal
injections appeared more effective than subcutaneous in-
jections in reducing wrinkles [2].

Based on those results, we studied the stimulation of
fibroblast and collagen proliferation via the application
of intense pulse light and intradermal CO, in the skin of
sixteen rats. It should be emphasized that the prolifera-
tion of collagen is a dynamic process and depends mainly
on the stimulation of fibroblasts. Therefore, it is possible
that a longer period of exposure to the treatments could
lead to a greater activation of dermal fibroblasts and even
greater collagen proliferation.

The results of the current study allow us to conclude
that both the intradermal injection of CO, and intense
pulsed light promotes fibroblast and collagen prolifera-
tion in the skin of animals. However, other questions are
raised by these results. Is it possible that various me-
chanical or traumatic stimuli (punctures, local heat) can
also stimulate fibroblast and collagen proliferation? Can
the results observed in rat skin be repeated in human
skin?

Because of the paucity of data (especially experimen-
tal study data) published in medical journals about this
subject, this work represents a milestone in rejuvenating
dermatopathology procedures. Thus, further studies in
this area utilizing similar methodologies are needed. Der-
matology now offers unlimited possibilities in the use of
skin-rejuvenating procedures. The gathering of scientific
evidence is the best way to establish new methods for
cosmetic dermatology.
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