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RESUMO

Entre os procedimentos estéticos procurados e que sdo de baixo custo estdo os
peelings que consistem na descamacao controlada da pele por meio de um estimulo
pré-inflamatério, seja pela acidez do produto aplicado ou por mecanismos
diferenciados dos principios ativos. Com esse estimulo ocorre a recuperacao tecidual,
remogao de imperfeicbes como cicatrizes e manchas, e auxilio no rejuvenescimento
com o estimulo da producéo de colageno. A férmula de Hetter (FH), que contém 6leo
de Créton (OC) e fenol como principais ativos, age na derme reticular, considerado,
portanto, um peeling profundo, porém poucos estudos estao relacionados e justificam
0 emprego do 6leo de Croton na férmula. O éleo contém componentes especificos
como ésteres de forbois que possuem acgao pro-inflamatoria. Esse trabalho propde
avaliar a acao do OC isoladamente e incorporada em formulagdes com a finalidade
de peeling. Para isso foram avaliadas 10 formulagdes que foram aplicadas em porcos
(dois machos e duas fémeas) e foram retiradas biopsias nos dias 1, 7 e 21 apés a
aplicagao. A partir das bidpsias foram preparadas laminas de microscopia que foram
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina para a quantificacdo de células,
colageno e substancia fundamental. A técnica de Picrosirius Red foi utilizada para a
quantificacdo e diferenciacdo de colageno tipo | e tipo Ill, e a coloragdo Fontana
Masson para contagem de melanina. Os resultados foram organizados em 5
abordagens. Na abordagem 1 as amostras da formula de Hetter com solugao estoque
de 3 meses (FH3) e as amostras da solugdo estoque sem diluicdo (SE) foram
comparadas com o C- (dgua e Septisol®) e o C* (férmula de Hetter); como resultados
obtidos a FH3 apresentou menor eficacia que o C*, indicando que as caracteristicas
quimicas da solucado estoque, apés armazenamento, sofreram alteracdo e podem
alterar a acgédo biolégica esperada; a SE apresentou resultados similares aos
observados para o C*. Na segunda abordagem foram avaliadas as amostras,
contendo fenol, mas sem OC (SO) e a férmula contendo OC, mas sem fenol (SF). e
comparadas com os controles. Observou-se que as SO e SF nao apresentaram
resultados tao eficaz quanto o C*. Entretanto foi determinado que ocorreu inflamacéao
préxima a epiderme ap6s a analise da SF. Na abordagem 3 foi comparada a agao da
IOC (aplicacdo intradérmica do OC) e da TAT NAN (aplicagdo intradérmica da tinta de
nanquim) com os grupos controles, nessa abordagem observou-se intensa inflamacgao
produzida pela IOC e consequente reestruturagao tecidual com intensa producéo de
colageno, caracteristica ndo observada para a TAT NAN. Tal dado pode reforcar que
o OC tem atividades pro-inflamatdrias e de modulagéo da inflamagao no peeling, mas
€ necessaria uma forma de aplicagado que permita a permeacao do OC na pele. Na
abordagem 4 foi proposto possiveis substituintes ao fenol, AG (OC com AG) e ATA
(OC com ATA); o grupo tratado com a ATA apresentou resultados melhores que o
grupo apos aplicagao da férmula com AG. Para finalizar, na abordagem 5 foi avaliado
a acao da FH em porcos de pelagem escura, observando-se reducgao significativa na
quantidade de melanina comparado com o C-, podendo-se inferir que a FH nao é
indicada para fototipos IV-VI segundo a escala de Fitzpatrick por causar hipocromia.
No geral houve grande evolugao no conhecimento cientifico sobre a fungédo do OC em
peelings, visto que se comprovou que 0s compostos quimicos presentes na matriz
vegetal que compbdem a formulagdo € que sao responsaveis pela fungdo pro-
inflamatoria e favorecimento da produgdo de colageno, porém devem ser avaliados
seus mecanismos e a busca por novas férmulas mais seguras e estaveis.

Palavras-chave: Peeling, Acido tricloroacético, Acido glicélico, Colageno.



ABSTRACT

Among the sought-after aesthetic procedures that are low cost are peelings that
consist of controlled desquamation of the skin by means of a pro-inflammatory
stimulus, either by the acidity of the product applied or by mechanisms different from
other agents. With this stimulus, tissue recovery occurs, removal of imperfections such
as scars and stains, and aid in rejuvenation by stimulating collagen production. The
Hetter formula (FH), which contains Croton oil (OC) and phenol as the main actives,
acts on the reticular dermis, therefore considered a deep peeling, but few studies are
related and justify the use of Croton oil in the formula. The oil contains specific
components such as phorbois esters that have pro-inflammatory action. This work
proposes to evaluate the action of OC alone and incorporated in formulations with the
purpose of peeling. For this, ten formulations that were applied to pigs (two males and
two females) were evaluated and biopsies were taken on days 1, 7 and 21 after
application. Microscopy slides were prepared from the biopsies and stained using the
hematoxylin and eosin technique to quantify cells, collagen, and fundamental
substance. The Picrosirius Red technique was used for the quantification and
differentiation of type | and type Il collagen, and Masson's Fontana stain for melanin
counting. The results were organized into five approaches. In approach 1, samples of
the Hetter formula with a 3-month stock solution (FH3) and samples of the undiluted
stock solution (SE) were compared with C- (water and Septisol®) and C+ (Hetter
formula). The results indicated that FH3 showed lower efficacy than C+, suggesting
that the chemical characteristics of the stock solution, after storage, had undergone
alteration potentially affecting the expected biological action. SE showed similar results
to those observed for C+. In the second approach, samples containing phenol but no
OC (SO) and the formula containing OC but no phenol (SF) were evaluated and
compared with controls. It was observed that SO and SF did not show results as
effective as C+. However, inflammation near the epidermis was determined after the
analysis of SF. In approach 3, the action of IOC (intradermal application of OC) and
TAT NAN (intradermal application of India ink) were compared with control groups.
Intense inflammation produced by IOC and subsequent tissue restructuring with
intense collagen production, a characteristic not observed for TAT NAN, was noted in
this approach. This data may reinforce that OC has pro-inflammatory and
inflammation-modulating activities in peeling, but a method of application allowing OC
penetration into the skin is necessary. In approach 4, possible substitutes for phenol,
AG (OC with AG) and ATA (OC with ATA), were proposed. The group treated with ATA
showed better results than the group after application of the formula with AG. Finally,
in approach 5, the action of FH on dark-haired pigs was evaluated, showing a
significant reduction in melanin compared to C-, suggesting that FH is not
recommended for Fitzpatrick skin types IV-VI due to causing hypopigmentation.
Overall, there has been significant advancement in scientific knowledge about the
function of OC in peels, demonstrating that the chemical compounds present in the
plant matrix composing the formulation are responsible for the pro-inflammatory
function and promotion of collagen production. However, their mechanisms should be
evaluated, and the search for new, safer, and more stable formulas should continue.

Keywords: Peeling, Trichloroacetic acid, Glycolic acid, Collagen
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1 INTRODUGCAO

Entre os procedimentos mais procurados pela populacdo, destacam-se
aqueles que visam combater o envelhecimento, tais como o peeling quimico. Este
procedimento promove uma intensa descamacgao da pele, favorecendo a melhoria na
aparéncia ao propiciar o clareamento de melasmas, a redugao de rugas finas, o
fechamento de poros, entre outros beneficios (Leite, 2021).

Existem diversos protocolos bem estabelecidos para a realizagao de peeling,
tais como o peeling de Jessner, o peeling de Hetter, e a utilizagdo de acidos
especificos como o acido tricloroacético (ATA), o acido glicédlico (AG), o acido
salicilico, entre outros. A escolha do tratamento dependera da avaliagéo profissional
conforme as necessidades individuais do paciente, uma vez que cada tipo de peeling,
dependendo dos ativos utilizados, pode gerar efeitos que variam de superficiais a
profundos (Yokomizo et al., 2013; Oliveira; Pereira; Cerri, 2021).

Na area da estética, os produtos naturais sdo amplamente empregados para
auxiliar no emagrecimento, tratamento do Fibro Edema Geloide (FEG),
rejuvenescimento, entre outros propodsitos. Contudo, a maior dificuldade encontrada
na utilizacao desses produtos reside na falta de comprovacao cientifica quanto a dose
ideal para alcancar resultados satisfatérios, bem como na determinacdo da
composi¢cdo quimica da matriz, a fim de qualificar e quantificar os marcadores
quimicos responsaveis pela atividade desejada (Gervasio, 2021).

Como exemplo destacam-se as formulas de Hetter e de Baker e Gordon que
combinam o fenol com 6leo de Créton (OC) e que séo utilizadas para peelings na area
estética e dermatoldgica.

O primeiro documento cientifico contendo uma mistura de fenol com OC foi
descrito pelo cirurgiao plastico de Hollywood, Dr. Adolf Brown, em sua patente sobre
misturas de 6leos vegetais com fenol para rejuvenescimento cutaneo (Brown, 1959).
O Dr. Adolf Brown juntamente com sua esposa, Dra. Marthe Brown, descreveram
histologicamente os resultados das formulas “saponificadas” de fenol, mas nao
descreveram suas formulas detalhadamente (Brown, 1959).

Os pesquisadores Baker e Gordon, cirurgides plasticos de Miami, foram os
pioneiros a publicar uma féormula contendo OC em um peeling de fenol na area
meédica, demonstrando resultados melhores do que aqueles observados apenas com

o uso do fenol. A partir dessa observacao, e pela simplicidade da formula de Baker e
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Gordon, essa formula se difundiu amplamente, sendo que muitos dermatologistas e
cirurgides plasticos a utilizam para tratamentos estéticos da face com a finalidade de
rejuvenescimento (Baker, 1962).

A partir dos conhecimentos dermatoldgicos que esta formula proporcionava,
Hetter em 2000 comegou a estudar mais profundamente variagbes na concentragao
do OC na formula, e observou que quanto maior a concentracdo do 6leo na
preparagao, mais intenso era o resultado. Esse estudo além de revelar a grande
importancia do ativo promoveu a possibilidade de avaliagdo da formulagdo em
diferentes regides da face (formulas que continham menores concentragdes seriam
indicadas para regides mais sensiveis e finas, e as férmulas com maiores
concentragcbes seriam aplicadas em regides mais espessas) (Hetter, 2000a; Hetter,
2000b; Hetter, 2000c; Hetter, 2000d).

O maior desafio na aplicacdo dos peelings contendo fenol, é a toxicidade
desse composto, na pratica clinica muitos pacientes apresentam arritmia durante o
procedimento. Pesquisas clinicas justificam que o fenol é absorvido rapidamente
chegando a corrente sanguinea e a muitos 6rgaos como o rim e o coragao. O médico
deve avaliar cuidadosamente se o paciente pode seguir com o procedimento (Kadunc;
Vanti, 2009).

Até poucos anos atras, o OC era tratado, pela comunidade cientifica e médica,
apenas como um coadjuvante farmacotécnico, auxiliando na estabilidade e na
permeacao do fenol na pele; porém em estudos recentes o OC adquiriu um outro
status, e passou a ser considerado potente agente antiage que apresenta fungao
importante nas formulas de peeling presentes na pratica estética (Justo, 2019).

O OC possui em sua composicao quimica o 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA), um éster de forbol, que atua na ativagao da cascata de inflamacgao do
acido araquiddnico, regulando muitas proteinas causadoras de inflamacao. Portanto
o OC tem grande importancia em formulas de peeling, possivelmente contribuindo
para a ampliacao desses efeitos (Horinouchi et al., 2013; Kennedy, 1995; Silva et al.,
2021).

O OC ¢é extraido da espécie Croton tiglium L. que pertence a familia
Euphorbiaceae, 0 nome popular da espécie € jepala, e é nativa das regides tropicais
da india; ¢ uma espécie que pode atingir aproximadamente 6 metros de altura e o 6leo

é extraido da semente, chamada popularmente na india como amagota, a extracéo é
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feita por prensagem a frio e tem efeito purgativo no intestino se ingerido (Kaur; Garg,
2019; Meena et al., 2021).

Em pesquisas cientificas o OC € usado para promover a inflamacéo em orelha
de animais de laboratorio, método denominado como modelo de edema de orelha. A
técnica foi padronizada por Tubaro et al. (1986) e como protocolo é adicionado 0,4 mg
de OC em 20 uL de acetona, a solugdo € aplicada topicamente na orelha de
camundongos, esse efeito pro-inflamatorio tem grande potencial para justificar o
emprego em peelings, visto que o processo inflamatorio favorece a ativagdo de
fibroblastos para a producéo de colageno.

Analisando os resultados apresentados na literatura cientifica, nota-se a
necessidade de realizar pesquisas na area dermatoldgica/estética para validar as
indicagdes do 6leo da espécie C. tiglium em férmulas de peeling, uma vez que existem
poucos estudos disponiveis. Além disso, surge a necessidade de encontrar
alternativas ao fenol.

Este estudo em questao propde a avaliagdo do OC para agao de peeling em
sua forma in natura e quando incorporado a outras substancias. O objetivo € justificar
a inclusdo do OC nesse tipo de procedimento, bem como buscar formulagdes que
apresentem um perfil de seguranga aprimorado em comparagao ao fenol. Além disso,
buscou-se analisar o impacto do tempo de armazenamento e da via de aplicacao

(tépica e intradérmica) sobre o efeito do peeling com OC.
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2 OBJETIVOS

2.1GERAL

Avaliar a agdo dermatolégica no modelo in vivo quanto ao processo inflamatério

e estimulo de producgédo de colageno das amostras contendo o OC e propor novas

formulacdes para aplicagao de peeling.

2.2 ESPECIFICOS

a)

Avaliacdo das amostras contendo OC na formulagdo em modelo suino de
pelagem clara e pelagem escura para avaliagdo macroscépica e microscopica;
Avaliar os efeitos dermatologicos apos armazenamento da solugéo estoque por
3 meses;

Identificar se 0 armazenamento interfere na agao bioldgica ao avaliar os efeitos
dermatoldgicos;

Avaliar a acédo das diferentes formas de aplicacdo do OC, pela via tépica ou
intradérmica;

Associar o OC ao ATA e AG e propor substituicdo ao fenol;

Comparar os efeitos bioldgicos de formulagdo contendo apenas fenol ou
apenas OC com a formulacéo de Hetter;

Determinar se o peeling com formulagdo de Hetter reduz a quantidade de

melanina em animais de pelagem escura.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ASPECTOS ANATOMICOS E FISIOLOGICOS DA PELE

A pele é formada por epiderme, derme e a hipoderme é o tecido subcutédneo
abaixo da pele (Figura 1). A epiderme é a camada mais externa e é subdividida em
camada basal, espinhosa, granulosa e cornea formando o sistema ceratinocitico que
tem a funcado de dispor as células epiteliais justapostas e que implica na renovagéo
celular constante. A multiplicacdo dos queratinécito na camada basal, favorecem a
diferenciacdo e a migragcao para camadas mais externas, como exemplificado na
Figura 2 (Belda Junior; Chiacchio; Criado, 2014).

Figura 1 - Caracteristicas anatdmicas da pele

Derme

™\

Hipoderme J

Fonte: A autora
Nota: Coloragéo de Fontana Masson, ampliagdo de 20X.

A camada basal esta na parte interna da epiderme, formada por uma fileira de
queratinécitos, também chamados de ceratindcitos, células responsaveis pela
producao de queratina. O queratindcito apresenta a forma colunar, seu citoplasma é
basdfilo e possui um nucleo grande e oval. Na camada basal também se observa
células-tronco que se dividem lentamente dando origem aos queratinécitos capazes
de se dividir rapidamente. Apds a mitose, os queratindcitos migram para a camada
seguinte e perdem a capacidade de divisdo celular, podendo se diferenciar (Azulay,
2015).



22

Figura 2 - Exemplificacdo da epiderme e suas camadas
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autora. Disponivel em: https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/.
Acesso em: 31 jan. 2022.
Nota: Coloragédo de HE, ampliagdo de 100X.

Quando o queratindcito transita para a camada espinhosa, também chamada
de camada de Malpighi, eles se tornaram mais achatados e o seu citoplasma fica mais
acido. Ao contrario da camada basal, a camada espinhosa possui varias fileiras, a
quantidade varia conforme a regidao do corpo humano. Para o queratindcito transitar
pela camada de Malpighi pode levar aproximadamente 34 dias. Uma caracteristica
importante dessa regido é a presenga em grande quantidade de desmossomos que
tem a funcdo de manter as células interligadas. Outro componente importante € a
presenca do glicocalice que além de ajudar na adeséo celular, facilita a circulagéo de
nutrientes e agua (Belda Junior; Chiacchio; Criado, 2014).

Entre a camada basal e a granulosa pode-se encontrar células de Langerhans,
responsaveis por atividades imunoldgicas, fazendo o reconhecimento, internalizagao,
processamento e apresentagéo do antigeno ao linfécito T (Azulay, 2015). Em seguida
os queratindcitos irdo para a camada granulosa, que possui esse nome pois as células
apresentam granulos basofilicos de cerato-hialina composta por pré-filagrina,
citoqueratina e loricrina aumentando a adesédo e a compactagao dos filamentos de
queratina. Essa camada é formada por poucas fileiras de células que estdo em uma
intensa fase de metabolismo, preparando-se para migrar para a camada cornea,
formando os cornedcitos. Durante o processo de metabolismo e por acdo de
hidrolases, os lipidios presentes nos granulos lamelares sdo transformados em
ceramidas, acidos graxos, colesterol, triglicerideos, impermeabilizando o tecido
(Azulay, 2015; Van de Graaff, 2003).
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Por acdo de muitos acontecimentos simultdneos que acontecem na camada
granulosa, € formada a camada cérnea, entre eles destaca-se a apoptose que destroi
0S nucleos e organelas das células. A formacdo de substancias apolares e
organizacao dos filamentos de queratina e com a agao das transglutaminases sao
formados os corneécitos que sédo planos e acidofilos. Outro evento importante é
degradagao gradual de desmossomos facilitando a descamacgéo sem lesionar o tecido
(Belda Junior; Chiacchio; Criado, 2014; Goodman; Gilman, 2012).

Nas camadas mais internas da pele, abaixo da epiderme, esta a derme que se
conecta com a epiderme pela jungcdo dermoepidérmica. A primeira camada da derme
€ denominada papilar ou superficial, essa parte € formada por finas fibras de colageno
dispostas verticalmente, também ha grande quantidade de células como fibroblastos
e células do sistema imunoldgico (Sampaio; Rivitti, 2007). Posterior a camada papilar,
estda a camada reticular, que é formada por fibras de colageno mais espessa e
dispostas na horizontal. A camada adventicial envolve vasos sanguineos e anexos
cutaneos (Azulay, 2015; Sampaio; Rivitti, 2007; Van de Graaff, 2003).

No geral a derme é formada por diferentes células como fibroblastos,
mastoécitos, macréfagos, dendrécitos, substancia fundamental, vasos sanguineos e
linfaticos e inervagdes (Ross; Pawlina, 2012). A substancia fundamental formada por
proteoglicanos capazes de interligar os componentes da derme, por possuirem um
eixo proteico, os glicosaminoglicanos (acido hialurénico, sulfato de condroitina etc.),
por sua vez, se ligam nos proteoglicanos (Venus; Waterman; Mcnab, 2011).

Os vasos sanguineos presentes na derme sao responsaveis pela regulagéo da
hemostasia, temperatura e oxigenagao do tecido. Auxilia na cicatrizagdo e eventos
imunolégicos. Os vasos linfaticos tém a fungcado de reabsorver o fluido intersticial e
moléculas grandes como proteinas (Ross; Pawlina, 2012; Venus; Waterman; Mcnab,
2011). As terminagbes nervosas estdo amplamente distribuidas na pele e funcionam
como sensores para reagir a diferentes estimulos que acontecem no ambiente, mas
alem das terminagdes sensoriais, ha terminagbes simpaticas autbnomas que
comandam fungdes importantes como o funcionamento das glandulas, vasoconstrigao
ou vasodilatacdo e o musculo eretor do pelo (Azulay, 2015; Ross; Pawlina, 2012;
Venus; Waterman; Mcnab, 2011).

A hipoderme é a camada subcutdnea, repleta de células adiposas que
armazenam a gordura absorvida de diferentes fontes alimentares. Septos de

colageno, vasos sanguineos e linfaticos e inervagdes delimitam as células. O
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armazenamento de gordura varia conforme as regides do corpo, sendo a hipoderme
mais espessa na regido das nadegas e na regido abdominal, e conforme o
metabolismo do corpo humano, cada individuo pode acumular maior quantidade de
gordura em locais especificos. A hipoderme apresenta a fungdo de protegao contra
impactos, reserva energética e isolante térmico (Van de Graaff, 2003; Venus;
Waterman; Mcnab, 2011).

Os anexos cutaneos sao foliculos pilossebaceos, glandulas apédcrinas e
sudoriparas e as unhas. As glandulas sudoriparas estao localizadas parte na derme
e outra parte na epiderme, responsavel pela produgdo de suor para regulagéo da
temperatura. Essas glandulas possuem um ducto com células mioepiteliais que ao
serem estimuladas pela acetilcolina promovem a sudorese (Azulay, 2015).

As glandulas apdcrinas estao presentes em regides especificas (genitais, axilas
e periareolar nas mamas). A porcao de secrecao das glandulas fica entre a derme e
a hipoderme, séo glandulas que sdo ativadas na puberdade sob agdo dos hormdnios
androgenos. A secrecado dessa glandula é rica em compostos organicos que sao
degradados por bactérias da flora normal (Tagliolatto; Enokihara; Alchorne, 2011).
Quanto ao foliculo pilossebaceo € composto pelo foliculo piloso, glandulas sebaceas
e musculo eretor. O bulbo do pelo esta presente no fim do foliculo e é constituido pela
derme recoberto por células da epiderme, esta presente em fases de crescimento do
pelo (Figura 3) (Sampaio; Rivitti, 2007).

Figura 3 - Morfologia do foliculo pilossebaceo
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Fonte: Sampaio e Rivitti (2007)
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As glandulas sebaceas (Figura 4) estdo geralmente ligadas ao foliculo piloso,
langando suas secregdes, porém em algumas regides sua abertura € localizada na
epiderme. Essas glandulas entram em intensa atividade na puberdade, produzindo o
sebo responsavel por lubrificar e hidratar a pele, porém em alguns casos podem gerar

a acne (Tagliolatto; Enokihara; Alchorne, 2011).

Figura 4 - Glandula sebacea anexada em um foliculo piloso
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Fonte: Adaptado de his:tologia fnterativa da USP Di-sponl'vel em: https://mol.icb.usp.br/index.php/15-14-
pele/. Acesso em: 03 fev. 2021.

Nota: Coloragao HE, ampliagao de 100 X. GS — Glandula sebacea e FP — Foliculo piloso.
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O processo de cicatrizagdo € complexo porque envolve nao apenas fatores de

crescimento e células inflamatérias, mas o tecido como um todo. As fases da

cicatrizagdo podem ser divididas em quatro: hemostasia, inflamacao, formagéao do

tecido e remodelacgao da ferida (Azulay, 2015).

Quando ocorre alguma lesdo tecidual levando ao rompimento de vasos

sanguineos, inicia a hemostasia, a primeira fase. Inicialmente a agdo das plaquetas

sdo de suma importdncia para a formacdo de coagulo e a recuperagao da

homeostase. As plaquetas irdo se agregar e liberar mediadores e fatores para a

formacgao de coagulo formando o tampao hemostatico primario (Figura 5).

Figura 5 - Fases da hemostasia
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Fonte: Kumar et al. (2010)

C. HEMOSTASIA SECUNDARIA

e I i
. ot [
e | e T N D, T e,
= ==

Nota: A. Vasoconstricdo: os fatores locais promovem uma vasoconstricao breve. B. Receptores da
glicoproteina Ib (Gplb) s&o expressos que favorecem a adesdo das plaquetas, ao serem
ativadas, mudam sua forma e liberam ADP (Adenosina) e TxAz (Tromboxano A2) que
aumentam a agregacgao plaquetaria e formam o tampao hemostatico primario. C. No local, ap6s
a formacgao da cascata de coagulagéo, resulta na polimerizagao da fibrina e formam o tampao
hemostatico secundario. D. A liberacdo de alguns fatores regula o processo hemostatico no
local, clivam a fibrina e reduzem a formagao do trombo.

Na hemostasia secundaria o fibrinogénio liberado é transformado em fibrina

formando a rede de fibrina e assim aumenta a agregacao plaquetaria e formam o

tampao hemostatico secundario definitivo. Para o inicio do reparo tecidual as
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plaquetas também liberam PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) e TGF-
a e TGF-( (fatores de crescimento alfa e beta) (Kumar et al., 2010).

A fase inflamatodria pode ser classificada como aguda ou cronica. Na inflamagéo
aguda ha predominancia de neutrdfilos e a duragao do processo pode levar algumas
horas, a recuperacao é rapida. Se a resposta inflamatéria aguda néo é suficiente, a
inflamac&o evolui para crbnica, que apresenta maior quantidade de macréfagos e
linfocitos, o processo tem duragao de alguns dias a semanas, a recuperacgao € lenta,
nesse caso, o desfecho clinico pode gerar fibrose e destruicao tecidual (Kumar et al.,
2010).

A fase da inflamagédo sé termina apds a eliminacdo completa dos agentes
agressores e das células lesionadas. Para que o processo inflamatério ocorra, uma
série de evento sado necessarios: mudangas estruturais na microcirculagdo e
emigragao dos leucdcitos. A vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular
facilitam o efluxo de proteinas plasmaticas e células do interior dos vasos sanguineos
para o tecido injuriado (Figura 6).

Figura 6 - Migragao dos neutrdéfilos dos vasos sanguineos para o tecido lesionado
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Fonte: Kumar et al. (2010)

Enquanto os leucécitos ainda estdo nos vasos sanguineos, eles fazem o
processo de marginagao, rolamento, e adesao no endotélio. Em estado normal o
endotélio ndo esta ativado, portanto, ndo permite a adesao das células leucocitarias.

Porém, em um processo inflamatoério, o endotélio expressa P-selectina, E-selectina,
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GlyCAM-1, CD34, ICAM-1 e VCAM-1, moléculas que se conectam nas integrinas e
glicoproteinas dos leucdcitos que favorecem os processos descritos anteriormente
para a migragéo das células inflamatorias.

Apds a migragao, os leucécitos fazem a quimiotaxia até o tecido agredido,
mecanismo acionado por fatores gerados por células lesionadas, cascata da
coagulagao e pelo PDGF que também ira estimular a proliferagao de células epiteliais,
fibroblastos e células endoteliais (Wynn; Vannella, 2016).

Ao chegar no local os neutréfilos fazem a fagocitose através da expressao de
receptores para o reconhecimento de antigeno, conforme os agentes agressores e
tecido morto é eliminado, as células inflamatodrias, os mediadores inflamatorios tém
meia-vida curta e os neutrofilos ndo vivem por mais de 24 horas ap6s a saida do vaso
sanguineo, o sistema de apoptose € ativado e os neutrdfilos restantes sao fagocitados
por macrofagos (Kumar et al., 2010; Wynn; Vannella, 2016).

A inflamagao crénica ocorre quando o tecido esta exposto constantemente ao
agente agressor, infecgdo persistente e doengas autoimunes. Apresenta como
principal caracteristica a presenca de células mononucleares (Kumar et al., 2010).

Os macrofagos estao presentes na fase aguda e permanecem ativos na fase
cronica da inflamacédo por causa do recrutamento constante, sendo predominante
apos 48 horas, sao responsaveis por liberar mediadores da inflamacao, porém seus
produtos sao toxicos para os agentes agressores e para o proprio tecido, entre seus
produtos estdo as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, proteases e quimiocinas
(Kumar et al., 2010; Wynn; Vannella, 2016).

Na inflamagéo cronica os linfocitos também sdo importantes, os macrofagos
apresentam os antigenos aos linfocitos T ativados que produzem mais citocinas e
aumentam a migracdo de mondcitos ao local.

Os macréfagos secretam fatores de crescimento para os fibroblastos, portanto
sao importantes para marcar o processo de transi¢ao entre a fase inflamatdria e a fase
de reparacao (Azulay, 2015; Wynn; Vannella, 2016).

No processo de reparo tecidual, logo que ocorre a lesao, horas posteriores, os
queratinécitos se movem, para isso algumas caracteristicas se modificam, como
retracado das células, dissolugao dos desmossomos, perda da interacédo entre a derme
e epiderme. A migracao dos queratinécitos ocorre para fazer divisdo entre o tecido

lesado e o viavel. Pelo fato do queratindcito ndo expressar receptores para fibrina e
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fibrinogénio, ele irda migrar acima do colageno tipo | que resulta na formagao e remogao
da crosta de células mortas (Azulay, 2015; Kumar et al., 2010).

Simultaneamente, proteinas da membrana basal se movem da margem da
ferida para o centro, fixando as células epiteliais em sua morfologia normal na
membrana basal por hemidesmossomos e a nova derme por fibras de colageno tipo
VII (Litjens; Pereda; Sonnenberg, 2006).

ApoOs 4 dias da lesdo ocorre a angiogénese, que é estimulada por diversos
fatores (mediadores para quimiotaxia, estimulo da mitose etc.) formando o chamado
tecido de granulacao, que recebe esse nome por suas caracteristicas: rede de vasos
sanguineos novos e células inflamatdrias que proporcionam o aspecto granular. Com
os mediadores liberados na fase inflamatoria, especialmente o TGF-B, ocorre o
estimulo e a migracado de fibroblastos para o local, e a consequente formacao de
colageno. A acao de metaloproteinases de matriz também facilitam a migragdo dos
fibroblastos (Gabbiani et al., 1972; Ryan et al., 1974).

Ainda com a migragéo, fibroblastos e macréfagos produzem uma nova matriz
extracelular rica em acido hialurénico e fibronectina, substituindo o coagulo de fibrina.
Posteriormente um novo conteudo € depositado, que € o colageno tipo Ill, um
colageno mais jovem e pouco resistente, que sera substituido por colageno tipo I, mais
resistente e maduro (Asgari et al., 2017; Davis et al., 2020).

Conforme ocorrem as modificagdes na matriz, os fibroblastos reduzem a sua
atividade, fenotipicamente remodelam e realizam a contracdo da ferida, pois se
modificam em miofibroblastos. A interagdo que ocorre através de integrinas e as
ligagdes cruzadas de colageno com essas células, influenciam muito a forga de tragao
do tecido (Azulay, 2015; Ryan et al., 1974; Zeltz; Gullberg, 2016).

Entre o 10° e o 12° dia apds a lesdo ocorre a retracdo e apoptose dos
fibroblastos e regressao dos capilares sanguineos, caminhando para a fase de
remodelacdo da ferida. Nessa fase ocorre a remodelacdo da matriz, fibroplasia e
maturagao da nova epiderme que se inicia das bordas da lesdo para o centro.

Quando as lesbes sado grandes, enquanto ocorre a remodelacao da ferida, o
tecido de granulagdo ainda esta atuante, caracterizando um aspecto diferenciado
entre os tecidos, resultando em cicatrizes. Na Figura 7 exemplifica as fases do
processo inflamatoério e reparo tecidual (Azulay, 2015; Mendonga; Coutinho-Netto,
2009).
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Plaquetas
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Fonte: Fotos de microscopia — A autora / Grafico - Adaptado de Park e Barbul (2004).

Nota: Fotos de microscopia em ampliagdo de 100 X, biépsias realizadas apés 1, 7 e 21 dias da
aplicagdo da férmula de Hetter coradas em HE. Na microfotografia da Fase 1 é possivel
observar claramente o infiltrado inflamatério que ocorre apdés 1 dia da aplicagdo. Na
microfotografia da Fase 2 observa-se que o ndo ha uma epiderme bem definida e que tem a
presenga macica de fibroblastos apés 7 dias da aplicagdo enquanto apds 21 dias da aplicagao
a epiderme ja esta mais estruturada, ha presenca de colageno (fibras mais finas) indicativo de
colageno tipo Il indicando a Fase 3 do reparo tecidual.
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3.3 O PROCESSO DO ENVELHECIMENTO

O envelhecimento é considerado uma etapa da vida em decorréncia a um
processo multifatorial que ocorre desde o nivel molecular ao fisioldégico e estrutural
por razées das mudangas que acontecem ao longo dos anos, sejam elas sociais,
psicoldgicas e funcionais (Saldanha, 2004).

O processo de envelhecimento pode ser classificado como intrinseco e
extrinseco e ha diferencas no processo em relagdo as modificagbes das
caracteristicas histoldégicas (Quadro 1). O primeiro é caracterizado pela agao
cronoldgica, causados por danos endégenos cumulativos, eventos naturais, seja por
agao de espécies reativas de oxigénio ou por particularidades genéticas de cada

individuo, pode-se atenuar, mas ¢é irremediavel.

Quadro 1 - Diferengas histoldgicas entre o envelhecimento intrinseco e extrinseco

Estrutura Envelhecimento Intrinseco Envelhecimento Extrinseco
Redugao da quantidade e da atividade de
células de Langerhans;

Aumento na atividade dos melandcitos;
Espessamento actinico, aumento da mitose
celular e reducdo da descamacéo;
Achatamento da lamina dermoepidérmica.
Redugao da quantidade de fibras e colageno
e elasticas;

Diminuigao da mitose;

Redugéo da quantidade e da atividade
Epiderme | de células de Langerhans;

Reducao do melandcitos;

Redugéao da jungado dermoepidérmica.

Redugéo da quantidade de fibroblastos;
Redugao da quantidade de fibras e

Derme . L Fibras elasticas sofrem elastose;
colageno e elasticas; Fib 15 50 d dadas:
Redugao do numero de células loras colagenas sao degradaqas,
' Redugao da quantidade de fibroblastos.
Despigmentagdo e reducdo na
ANExXos quantidade dos pelos; _

Diminuicdo da microcirculagao;
Diminuic&o na produgédo de sebo e suor.
Fonte: Adaptado de Ruivo (2014)

No processo de envelhecimento extrinseco, no qual os principais agentes
prejudiciais, sdo os raios ultravioleta, mas outros podem ser coadjuvantes no processo
como o estilo de vida, tabagismo, poluicdo ambiental efc. Nesse caso evitando os
fatores predisponentes para o envelhecimento, ele ndo ira acontecer rapidamente.

Nao ha uma unica explicacdo para o envelhecimento, por esse motivo, teorias
foram criadas justificando esse evento, entre elas encontra-se a teoria do
encurtamento do teldmero, explicando que a cada mitose ocorre a redugao do
teldbmero e a capacidade de divisédo celular reduz progressivamente. Outra teoria € em
relagcdo ao reparo do DNA, se ocorrer lesdes sucessivas no DNA, ele tera erros e

provavelmente dificulta a capacidade de reparo (Mitra et al., 2011).
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Uma das teorias mais citadas € do aumento de espécies reativas de oxigénio
relacionada ao envelhecimento intrinseco e extrinseco (agao dos raios UV) levando
ao estresse oxidativo e prejudicando o reparo tecidual. Todas as teorias de alguma
forma se complementam e causam efeitos histolégicos comuns que serao citados a
seqguir (Farage et al., 2008; Mitra et al., 2011; Quan; Fisher, 2015; Ruivo, 2014).

3.3.1 Alteracdo na matriz extracelular dérmica

Entre tantas teorias de origem do envelhecimento e seus fatores, eles irdo
causar alteragdes estruturais importantes principalmente na matriz extracelular da
derme e as regides mais afetadas e visiveis sdo a face, pescogo, antebrago e parte
interna da perna. Na Figura 8 é possivel comparar a diferenga da disposi¢cao e
quantidade de fibras de colageno em um jovem de 25 anos (as fibras estdo em maior
quantidade, organizadas e compactadas) e um idoso de 84 anos (as fibras estao

desorganizadas e dispersas) (Quan; Fisher, 2015).

Figura 8 - Diferenca na disposigéo das fibras de colageno da matriz extracelular na derme

i
T T L

Fonte: Adaptada de Quan e Fisher (2015)
Nota: Microfotografia realizada em Microscépio de Forga Atémica. Escala — 100 nm.

O que relaciona a aparéncia envelhecida da pele com a progressédo do tempo
€ justificada por dois mecanismos diferentes: a redugao gradativa de produgao de
colageno e a fragmentagao por agao enzimatica das fibras de colageno existente. O
aumento da fragmentacdo do colageno reduz a tensdo exercida também sobre o
fibroblasto e essa célula quando atrofiada produz menos colageno e mais colagenase,
gerando um processo continuo de envelhecimento dérmico (Fisher; Varani; Voorhees,
2008; Quan et al., 2010).
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3.3.2 Alteracbes na permeabilidade e protecao cuténea

Outras alteragdes também acontecem na epiderme, modificando sua estrutura
e alterando a permeabilidade cuténea, assim, facilita traumas e entrada de
substancias nocivas e/ou microrganismos. A alteragao da permeabilidade e protegao
justifica-se pela redugao de sintese do colesterol. A agao de citocinas e de hormbnios
sado fundamentais para agravar a permeabilidade cutanea. Outro fator € a redugéo da
capacidade de diferenciagao dos queratindcitos que sao fundamentais para manter a

estrutura do estrato cérneo (Farage et al., 2008; Rizzi et al., 2021).
3.3.3 Ativacao de metaloproteinases (MMP)

As MMP sédo enzimas capazes de degradar proteinas da matriz extracelular,
importantes no processo de reparo tecidual, remodelando o tecido para que nao forme
queloides ou cicatrizes hipertréficas. No geral, ja foram identificados
aproximadamente 25 tipos de MMP, mas cinco estao profundamente relacionadas ao

processo de envelhecimento (Quadro 2).

Quadro 2 - Metaloproteinases envolvidas no processo de envelhecimento

MMP Funcodes
MMP-1 (COLAGENASE) Degrada fibras de colageno em feixes
MMP-2 (GELATINASE A) Degrada fibras individuais de colageno
MMP-9 (GELATINASE B) Degrada fibras elasticas
MMP-3 (ESTROMELISINA) Degrada fibras individuais de colageno
MMP-12 (METALOPROTEINASES DE MATRIZ) | Degrada componentes da matriz extracelular

Fonte: Adaptada de Ruivo (2014)

A acédo de determinadas MMP ira aumentar a ativagéo de outras, por exemplo,
a colagenase ao degradar feixes de colageno proporciona a retroalimentacao,
ativando a estromelisina e a gelatinase. Em individuos jovens as acdes das MMP sao
controladas por inibidores dessas enzimas, mas com a senescéncia, os inibidores
diminuem (Rizzi et al., 2021; Vedrenne et al., 2012).

3.3.4 Reducgao da angiogénese

A angiogénese € um processo natural principalmente em casos da agao
inflamatoéria e reparagao tecidual. Segundo Chung e Eun (2007) em um estudo
comparativo entre o fotoenvelhecimento e o envelhecimento intrinseco, observou que
a disposigao dos vasos sanguineos € diferente. No fotoenvelhecimento ocorre uma

vasodilatagdo, possivelmente em decorréncia do processo inflamatoério gerado pelos
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raios UV, portanto aumenta a angiogénese, mas de forma n&o controlada, alterando
a arquitetura do tecido. A quantidade dos vasos também foi diferente em relagdo ao
envelhecimento intrinseco, em ambos os tipos de envelhecimento observou-se a

redugao da quantidade dos vasos.
3.3.5 Hipotrofia das glandulas sebaceas

As gléndulas sebaceas sdo controladas por horménios estrogénicos e
geralmente em mulheres na época do climatério, com a alteragdo nos niveis
hormonais, ha alteragdo na atividade das glandulas sebaceas. Com a redugao da
atividade dessas glandulas a produgao do filme hidrolipidico, que reveste a pele,
diminui e consequentemente altera o pH da pele, a hidratagcdo, protecédo e a
homeostase (Rizzi et al., 2021; Ruivo, 2014).

3.3.6 Alteracao na atividade imunoldgica da pele

As células de Langerhans, consideradas linha de frente da agao imunolégica
da pele e de outros 6rgaos, com o envelhecimento, tem sua atividade reduzida,
portanto o reconhecimento de antigenos fica comprometido. Portanto, ocorre redugao
da liberacdo de citocinas e fatores de crescimento e de inflamagcdo que sao
importantes para a diapedese de células inflamatdrias da corrente sanguinea para o
tecido, aumentando as chances de infecgbes e prejudicando o reparo tecidual
(Gilchrest; Krutmann, 2010).

3.4 TECNICAS ESTETICAS PARA TRATAMENTOS ANTIAGE

Para atenuar os efeitos do envelhecimento cronoldgico ou intrinseco, técnicas
estéticas tém sido aprimoradas e a busca por tais procedimentos séo frequentes, além
disso a ampliagao de atuagao de diferentes profissionais da saude na area esta sendo
difundida rapidamente na sociedade, portanto nos préximos tépicos serdao abordadas
algumas técnicas estéticas para tratamento dos resultados gerados pelo
envelhecimento.

Com o avangco e propagacao da estética na area da saude, a busca por
procedimentos antiage que sao minimamente invasivos tem crescido continuamente,

além dos cuidados com a pele em casa com os chamados skin care, portanto a ciéncia
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e a tecnologia tém aprimorado os procedimentos e buscado novos produtos para

tratamentos antiage (Bertossl et al., 2019; Ganceviciene et al., 2012).

Quadro 3 - Tipos de tratamento antiage

Classe de tratamento

Tipos de tratamentos

Cuidados
cosmetologicos

Skin care diario — limpeza e hidratagao
Uso correto de protetor solar
Procedimentos estéticos nao invasivos

Agentes
dermatolégicos tépicos

Antioxidantes
Reguladores celulares

Procedimentos
invasivos

Peelings quimicos

Dispositivos de luz visivel

Luz Intensa Pulsada

Foto-rejuvenescimento ablativa e ndo-ablativa do laser

Radiofrequéncia

Bioestimulacao e rejuvenescimento da pele com injetaveis

Prevencéao de rugas dindmicas

Correcao de rugas estaticas e anatébmicas

Restauracao (redistribuicdo) de perda de gordura e volume, aumento da
pele e contorno

Agentes sistémicos

Reposi¢cao hormonal
Antioxidantes

Tabagismo
Poluicao
Correcao do estilo de | Radiagao solar UV
vida e habitos - Stress
Fatores exdgenos Nutrigao, restricao alimentar e suplementagao alimentar
Atividade fisica

Controle da saude geral
Fonte: Adaptada de Ganceviciene et al. (2012)

Segundo o Quadro 3 é possivel observar diferentes procedimentos para o
tratamento antiage, porém para o sucesso e eficiéncia & preciso combina-los de forma
segura. O tipo de tratamento depende da expertise e avaliagdo do profissional esteta
ou do médico dermatologista. Uma das substancias mais utilizadas para tratamento e
prevencao € a toxina botulinica tem a capacidade de bloquear temporariamente a
liberagao pré-sinaptica da acetilcolina (Ach) na jungao neuromuscular do local onde
foi aplicada, causando uma atonia temporaria da regido. A acetilcolina é o
neurotransmissor responsavel pela contragdo muscular, sendo assim, como resultado
da aplicagcédo obtém o impedimento da formacao de linhas de expressao dindmicas e
rugas (Arezzo, 2002; Brin; Hallett; Jankovic, 2002).

Ja o uso de acido hialurénico como preenchedor facial € usado para corrigir o
volume e delinear os contornos da face, além de melhorar caracteristicas como
proporcionar o volume labial, ou uniformizar as bolsas ao redor dos olhos, pode reduzir

pequenas depressdes na pele, marcas e linhas suaves. O acido hialurénico ainda
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possui a caracteristica hidratante e auxilia na melhora da elasticidade cutanea,
beneficios importantes para tratamento antiage (Bertossi et al., 2019).

Enquanto a técnica de microagulhamento, também denominada induc&o de
colageno percutaneo, tem como principio provocar micro lesdes padronizadas na
regido atraveés utilizando um aparelho manual ou automatizado que contém micro
agulhas de aco inoxidavel. A profundidade e quantidade das lesbes séo variaveis
conforme a necessidade e o objetivo do tratamento (exemplo de equipamento:
Dermaroller® com agulhas de 0,25 mm a 2,5 mm) (losifidis; Goutos, 2019). A intencgéo
de provocar micro lesdes € justamente incentivar o préprio tecido a se regenerar
uniformemente reduzindo aparéncia de cicatrizes e melhorando aspectos da pele com
a promogao de sintese de colageno causada pela ativagéo da via inflamatéria e de

reparo tecidual (losifidis; Goutos, 2019).

3.4.1 Peelings

O peeling € uma técnica consolidada e que tem diferentes finalidades, como
por exemplo tratamento de acne, queratose, melasma, reducdo de cicatrizes e
remocao de rugas e linhas de expressao. Os locais de aplicacdo geralmente séo a
face, pescogo, colo e maos. Existem os peelings fisicos e os quimicos e que podem
atingir diferentes profundidades da pele, classificando-os em superficiais, médios e
profundos (Quadro 4) (Salam; Dadzie; Galadari, 2013; Soleymani; Lanoue; Rahman,
2018; Truchuelo; Cerda; Fernandez, 2016).

Quadro 4 - Classificagdo dos peelings e seus ativos

(continua)
CIaSS|f|cggao do Ativos Indicacbes
peeling
Melasma, lentigos, acne,
Alfa-hidroxiacidos (AHA) — &cido glicdlico (20-50%), | hiperpigmentacéo,
acido latico (10-30%), acido mandélico (40%) fotoenvelhecimentos,
Acido tricloroacético (ATA) — 10-30% linhas de expressao
Superficial Solugéo de Jessner suaves, queratose.
Beta-hidroxiacidos (BHA) — acido salicilico (<30%)
Alfa-cetoacidos (ACA) — acido pirtvico (50%) Pode atingir desde o
Peeling fisico — cristal e diamante estrato corneo até a
Acido retinoico camada basal da
epiderme.
ATA (35-40%) Melasma,
Peeling de fenol 88% fotoenvelhecimento
Combinacao de Brady (CO2sdlido + ATA 35%) avancgado, cicatrizes,
Médio Combinacao de Monheit (Jessner + ATA 35%) queratose actinica,
Combinagao de Coleman (Ac. Glicélico 70% + ATA | lentigo e
35%) hiperpigmentacgéo.
Acido salicilico (>30% com muiltiplas aplicacdes) Atinge a derme reticular.
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Quadro 4 - Classificagéo dos peelings e seus ativos
(conclusao)

CIaSS|f|cggao do Ativos Indicacdes
peeling
Fotoenvelhecimento
severo, Melasma
Férmula de Baker e Gordon (BG) - | profundo, cicatrizes
(fenol+agua+tensoativo+OC 2,6%) profundas,
Profundo Férmula de Hetter (FH) —(fenol+agua+tensoativo+OC) | hiperpigmentacéo,
— com variagdes da concentragdo do OC (0,1 — 1,6%) | queratose  actinica,
ATA (250%) rugas profundas.
Atinge a derme
papilar

Fonte: A autora

Baseado nos mecanismos de agao dos agentes quimicos € possivel obter
diferentes resultados e seguir protocolos de aplicagdo. Por exemplo, os alfa-
hidroxiacidos (AHA) s&o acidos organicos extraidos da natureza, o acido-glicélico &
extraido da cana-de-agucar, acido lactico do leite e o acido malico da maga. Eles agem
quebrando os corneossomas, reduzindo a adesao entre as células, aumentam a agao
enzimatica que leva a epidermdlise e esfoliagdo em elevadas concentragdes. (Fischer
et al., 2010; Sampaio; Rivitti, 2007).

O acido salicilico é o principal representante dos beta-hidroxiacidos (BHA), é
um agente queratolitico em concentragdes de 3-5% usado para tratamento de acne,
mas para peeling € necessario concentragdes superiores (10-30%). Tem o pKa de
2,97 e sua agao lipolitica rompe a adesdo entre as células que estdo ligadas
covalentemente, e isso resulta em descamacdo, devido a acao queratolitica, e
ativagao da mitose dos fibroblastos para o reparo tecidual (O’connor et al., 2018;
Salam; Dadzie; Galadari, 2013; Sampaio; Rivitti, 2007).

A solugdo de Jessner € composta por acido salicilico (14%), resorcinol (14%),
acido latico (14%) em etanol 95%. O resorcinol sendo semelhante ao fenol rompe as
ligacdes de hidrogénio da queratina e o acido latico tem o mecanismo dos AHA, juntos
promovem uma intensa descamacéo. Este é um peeling seguro e que apresenta bons
resultados para tratamento da acne (Dayal et al., 2017).

O acido tricloroacético (ATA) é derivado do acido acético, esse acido induz
necrose coagulativa das proteinas e células, sua profundidade de acdo depende da
concentracdo e da quantidade de aplicagdes. A praticidade desse peeling € a
auséncia da necessidade de neutralizagao, pois a coagulagao das proteinas neutraliza
0 acido naturalmente, porém em concentragdes superiores a 50% do acido essa

neutralizagéo € mais lenta e o risco de intercorréncias € maior (Sampaio; Rivitti, 2007;
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Truchuelo; Cerda; Fernandez, 2016). O fenol € um coagulante de proteinas € um
agente caustico e por esse motivo, causa querato coagulagdo. O grande problema de
sua aplicabilidade como peeling é seu efeito nefrotoxico e cardiotdxico (Velasco et al.,
2004; Vigneron; Muggenthaler, 2016).

3.4.2 Formulagdes de fenol associadas ao 6leo de Croton

Com a primeira guerra mundial e com as lesbes e cicatrizes deixadas pela
guerra, passaram a utilizar o fenol para reduzir tais marcas, sendo peelings de fenol
misturados com glicerina e 6leo de Croton realizados por “peeleiros leigos” a partir de
1920 na Califérnia. Os pesquisadores Brown, Kaplan e Brown (1960) desenvolveram
um estudo sobre a acido do fenol na pele descrevendo técnicas e aplicagcbes de uso.
Na década de 1960, Baker e Gordon (BG) aprofundaram seus estudos nos efeitos do
fenol como peeling e observaram que os resultados do peeling eram melhores quando
adicionado alguns coadjuvantes (6leo de Croton, agua e tensoativo) (Baker, 1962;
Fischer et al., 2010).

A férmula de BG se difundiu no ambito dos dermatologistas e a sua aplicagao
deixou de ser apenas para melhorar a aparéncia de cicatrizes e passou a ser usada
para combater principalmente o envelhecimento. Em 2000, o dermatologista Dr. Hetter
aprofundou seus estudos sobre a féormula de BG e propbs diferentes formulacdes
variando apenas a concentracao do OC. Foi observado que com essa variagao era
possivel obter resultados melhores, ou seja, menores concentragcdes de O6leo
apresentava um peeling mais superficial, e conforme aumentava a concentragao a
profundidade de acdo aumentava, ao final do experimento determinou as
concentracdes ideais indicadas para cada regiao da face e pescoco ao aplicar o
peeling de fenol + OC indicadas na Tabela 1 (Hetter, 2000d).

Tabela 1 - Comparativo entre as féormulas de Baker e Gordon e férmula de Hetter com suas indicacdes
Férmulas de Hetter

Componentes Férmula Very
de BG Heavy Heavy Medium Light Very Light
Fenol (88%) 49,3% 35% 33% 33% 33% 27,5%
oC 2,1% 1,6% 1,1% 0,7% 0,35% 0,1%
Agua 46% 55% 60,9% 61,3% 61,65% 61,9%
destilada
Septisol® 2,6% 5% 5% 5% 5% 0%
Regido i~ .
C Casos de rugas ; Testae Regiao Pélpebras e
Indicagao perioral e ;
profundas nariz bochechas periocular pescogo
Grau Profundo Moderado Suave Muito suave

Fonte: Justo (2019)
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Com as formulas propostas por Hetter, a seguranga e o controle das lesdes
causadas pelo peeling de fenol com OC aumentaram, o que propde novos
questionamentos relacionados a importancia do OC na férmula, que deixa de ser
considerado apenas um agente auxiliador na permeacgao do principal ativo (fenol) e
conquista um papel importante como agente causador de peeling junto com o fenol.
Devido a auséncia de pesquisas mais profundas sobre esse peeling teorias séo
formuladas e baseiam-se principalmente na composi¢gao quimica do OC (JUSTO et
al., 2020; Wambier; Freitas, 2016; Zanini; Filho, 2005).

O problema maior relacionado ao peeling contendo fenol é a toxicidade
relacionada a essa substancia e nao pode ser aplicado em pacientes cardiopatas ou
com problemas renais. Pesquisas indicam que a substancia atinge a corrente
sanguinea em 15 minutos apds aplicagéo e cerca de 25% da quantidade aplicada é
absorvida. O fenol ao sofrer metabolizagdo gera gas carbdnico e agua e o que nao é
metabolizado por essa via sofre oxidagdo ou € conjugado com sulfato e glucoronato e
depois essas substancias sao excretadas pelos rins (Kadunc; Vanti, 2009).

Todos os pacientes ao serem submetidos por esse peeling devem ser
monitorados por eletrocardiograma. Nao se sabe ao certo o0 mecanismo de agao do
fenol quanto a sua toxicidade no miocardio, mas € possivel observar taquicardia ou
arritmia no eletrocardiograma (Fischer et al., 2010; Vigneron; Muggenthaler, 2016).
Em um estudo foram submetidos 181 pacientes do sexo feminino (idade média de 56
anos) ao procedimento do peeling de fenol e foi observado que 6,7% apresentaram
arritmia cardiaca e entre elas, oito pacientes tiveram que ser socorridas (Landau,
2007).

Apesar dos riscos, o resultado obtido pelo peeling de fenol com o OC é
excelente, pode rejuvenescer uma pessoa em até 20 anos. Primeiramente apds a
aplicagao ocorre a fase da necrose que pode durar até 8 dias e gera um processo
inflamatdrio intenso. Apds esse periodo inicia a remodelacéao tecidual que tem duragao
de 2 a 6 meses, onde € observado ativagao de fibroblastos, intensa producéo de
colageno e fibras elasticas (Wambier et al., 2019). O  acompanhamento  pds-
peeling é muito importante para verificar a recuperagao e garantir a eficacia do
tratamento, evitando manchas e cicatrizes. Nesse processo de recuperacao observa-
se que no primeiro dia apds a aplicagao o local fica acinzentado e edematoso. No
segundo dia apos o tratamento com o auxilio de corticoides a coloragdo acinzentada
desaparece e o edema reduz consideravelmente. Apds sete dias a pele fica
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restaurada, mas € possivel observar pontos de eritema e hemorragias (Figura 9). O
processo de recuperagao € variavel conforme o paciente (Hetter, 2000d).

Outra questao a ser considerada nas formulas de BG e Hetter é a instabilidade
da formulagao, observa-se que ocorre a separacgao das fases praticamente um minuto
apos a agitacao, portanto o profissional ao fazer a aplicagao do peeling deve sempre
homogeneizar a formula previamente. Com a substituicdo do tensoativo Septisol® pelo
Novisol®, observou-se uma melhora consideravel na estabilidade da férmula, porém a
aplicagado da tecnologia ou alternativas para buscar melhores resultados continua

necessario (Justo et al., 2020).

Figura 9 - Remodelagao tecidual apds o peeling com a férmula de Hetter very heavy

Fonte: Hetter (2000)
Nota: 1 — primeiro dia pds-operatério; 2 — segundo dia apés a aplicagéo; 3 — 7 dias apds a aplicagéo; 4
— 22 dias ap6s a aplicagao.

Na Figura 10 observa-se que 24 horas apos agitacdo a formula contendo
Novisol® como agente tensoativo se mantém homogénea, diferente da férmula
contendo Septisol® que apos 1 min inicia a separagéo das fases. Justo (2019) em sua
pesquisa constatou que a fase inferior possui os ativos causadores do peeling, pois
nos resultados histologicos em porcos apresentou caracteristicas inflamatérias e de
remodelagdo tecidual semelhantes ao peeling de Hetter apds aplicagdo, nela se
concentra alguns ativos do 6leo de croton e o fenol segundo os dados obtidos na
caracterizagao quimica por espectrometria de massas.

Figura 10 - Comparacéao entre as formulas de Hetter very heavy com diferentes tensoativos 24 horas
apos a homogeneizacao

Fonte: Adaptado de Justo et al. (2021).
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Nota: A — segundos apds agitagdo; B — 1 minuto apos a agitacdo; C — 10 minutos apds a agitacao; D —
24 horas ap6s agitacao; FS — Fase superior; FI — Fase Inferior.

A substituicdo do Septisol® pelo Novisol® ocorreu apds o FDA (Food and Drug
Administration) proibir o uso do triclosan (componente do Septisol®) em férmulas
detergentes, portanto foi adaptado e aceito a substituicdo por dermatologistas e
cirurgides plasticos devido a melhora na estabilidade da formulagdo, mas um estudo
prévio realizado por Kass et al. (2020) sugeriu que quando as formula sdo misturadas
em concentragdes diferentes do avaliado por Hetter, a acdo do peeling é atenuada,
comparada as formulas originais com Septisol®, e as férmulas utilizadas foram
preparadas com meses de antecedéncia para multiplas aplicagées. Ha, portanto,

necessidade de maiores estudos sobre a nova formulagao.
3.5 PRODUTOS NATURAIS COM PROPRIEDADES ESTETICAS

O uso de produtos naturais na saude € milenar, um dos primeiros registros
desses produtos no tratamento de doengas é uma tabua de argila de sumérios de
4000 anos atras. Entre esses registros esta o uso medicinal do alho (Allium sativum)
para tratamento de doencas circulatérias (Moudgil; Khalil, 2016).

A adesédo e a preferéncia da populacdo por compostos naturais devem-se a
facilidade de encontrar tais produtos, além do empirico conhecimento relacionado a
esses produtos correlacionando a auséncia de efeitos adversos. Segundo a OMS
(Organizagao Mundial de Saude) 80% da populacao utiliza produtos naturais para
tratamento de algum tipo de doencga (Alves; Rosa, 2005; Moudgil; Khalil, 2016; Tran;
Pham; Le, 2020).

As fontes dos produtos naturais sdo diversas, sendo a principal o uso de
plantas. Pode-se usar a planta in natura ou a partir dela produzir extratos ou isolar
compostos bioativos. Outra fonte pode ser microbioldgica, a partir de técnicas de
fermentacdo e cultura de células, ja foram identificados enzimas, proteinas,
polissacarideos importantes para uso terapéutico. Alguns produtos tém origem animal
como a quitosana e o mel (Lintner et al., 2009).

Muitos produtos naturais tém atividade dermatoldégica e sdo usados em
produtos cosméticos. Entre eles encontra-se o resveratrol por sua atividade anti-
inflamatdria e antioxidante. Estudos revelam que o resveratrol bloqueia a apoptose e
a disfuncdo dos queratindcitos, portanto pode ser usado com a finalidade antiage e

antiacne. O 6leo de semente de uva é rico em resveratrol e outros polifendis e é
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amplamente usado em formulagdes cosméticas (Bastianetto et al., 2010; Soleymani
et al., 2019).

A familia Euphorbiaceae possui 229 géneros e 6974 espécies, € uma familia
rica em proriedades terapéuticas e classes de metabdlitos secundarios diferenciadas.
Algumas espécies possuem triterpenos com atividade anticancer, outras espécies que
possuem os diterpenos tiglianos apresentaram atividade anti-hiv, citotoxica e pré-
inflamatoria (Wang et al., 2015).

O extrato das folhas de Sapium sebiferum (L.) Roxb (Euphorbiaceae) possui
atividade contra a bactéria Staphylococcus aureus, e apresentou uma concentragao
inbitéria minima de 256 pg/mL, que € um importante agente patolégico da pele.
Sugere-se que os flavonoides presentes nesse extrato sdo os responsaveis pela
atividade antibacteriana (Fu; Chen; Guo, 2020; He et al., 2021).

A familia Euphorbiaceae também ¢é famosa por apresentar irritagdes
dermatoldgicas, muitos pesquisadores relacionaram essa agdo com os diterpenos
tiglianos. A espécie Euphorbia mauritanica L. (Pencil Milkbush) (parte usada — latex)
e forbol-12-miristato-13-acetato em um experimento in vitro aumentou a liberagao de
IL-8, citocina liberada por fibrolastos e queratindcitos, comparado com os tratamentos
isolados (Guenther et al., 2019).

O género Croton é composto por cerca de 1200 espécies, algumas ja foram
idenificadas com atividade anticancer, anti-inflamatoria, antitlcera e outros disturbios
digestorios e também patologias da pele (Rosa et al., 2021).

A resina vermelha denominado popularmente como sangue de dragdo
(extraida da espécie Croton lechler Mull. Arg.), tem sua atividade anti-inflamatéria de
origem neural bem definida porém por mecanismos ainda desconhecidos, estudos
sugerem a inibicdo da liberagao da substancia P (essa substancia atua como um
neuromodulador auxiliando em processos inflamatorios) (Pereira et al., 2010).

O extrato das folhas de Croton sparsiflorus Morong. foi adicionado em uma
formulagdo com propriedades antibacterianas, antifungicas e fotoprotetora, seu
emprego é justificado por apresentar fendlicos em sua composicao e outras pesquisas
relatam a atividade anticancer (Boomi et al., 2020).
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3.6 OLEO DE CROTON E SUAS PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

O ¢6leo de Créton é extraido das sementes da espécie Croton tiglium L., essa
espécie se desenvolve no sudeste da Asia e seu uso é popular na india e na China.
Pode atingir até 7 metros de altura, suas folhas sdo membranosas, glabra, ovalada e
acuminada, e podem ter aproximadamente 10 cm de comprimento. As sementes
dessa espécie sdo albuminosas (monocotiledénea), ovais e oblongas, a regiao dorsal
€ convexa (Figura 11) (Niu et al., 2020; Zhang et al., 2015).

Figura 11 - Espécie Croton tiglium L

Fonte: Adaptada de Plants of the World Online / Kew Science (Disponivel em:
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:343631-1/images Acesso em: 07
mar. 2022.

Entre as propriedades farmacoterapéuticas da espécie Croton esta a atividade
antibacteriana, antifungica, antiviral, purgativa e digestiva, usada para tratamento de
ulcera péptica e reumatismo. Seu uso para disturbios gastrointestinais € mais comum
principalmente na Asia. Em um estudo verificaram que dependendo da concentracgéo
o OC pode aumentar ou diminuir a motilidade intestinal e modula a resposta
inflamatdria no local, sendo um fator importante para seu efeito purgativo (Wang et al.,
2002; Wang et al., 2008).
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Hu et al. (2012) identificaram que o 6leo de croton ativa os receptores
muscarinicos (M3) e induz o influxo de calcio na luz intestinal na parte do jejuno, parte
removida para analise pos-tratamento in vivo, justificando seus efeitos purgativos.

Além do seu uso medicinal, sua toxicidade € muito conhecida, alguns estudos
definem o OC como pré-inflamatério e relacionam esse efeito a uma classe especifica
de metabdlitos, diterpenos do tipo tigliano (ésteres de forbdis). O TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato) € considerado o principal forbol do OC, ele foi isolado
e atualmente em varias pesquisas é usado para promover tumor (Ezemma, 2020; Niu
et al., 2020).

Entretanto, muitas pesquisas que isolaram ésteres de forbdis e testaram essas
substancias in vivo ou in vitro frente a algumas células cancerosas, verificaram que
possuiam também atividade anticancerigena, pois perceberam a retragao do tumor
ou morte celular (Wang et al., 2015; Zhang et al., 2015).

O OC é usado em pesquisas como promotor de inflamacéo para testar outros
ativos/extratos anti-inflamatorio. Geralmente o modelo inflamatério usado é aplicar na
orelha do animal o OC em uma concentragao de 4% diluido em acetona, o principal
efeito inflamatério observado no modelo é o edema (Luo et al., 2014; Padilla-
Camberos et al., 2021; Pilipovic et al., 2010; Sugihartini et al., 2017).

No geral, 0 OC por ser obtido de uma espécie vegetal, possui muitos compostos
quimicos, devido as pesquisas realizadas nos ultimos anos, alguns foram identificados
e seus efeitos biolégicos avaliados. A grande quantidade de ésteres de forbois
presente em sua composi¢ao, sao altamente toxicos e provocam intensa inflamacéo,
por outro lado o OC possui outras classes de metabdlitos secundarios como
flavonoides, alcaloides e outros tipos de diterpenos que podem auxiliar na modulagao
inflamatoria (Blumberg, 1986; Li et al., 2016).

Outro fator importante é a relagao dose dependente e esta relacionado ao tipo
de nucleo central da substancia, portanto conforme a concentragdo o OC pode-se
apresentar maior toxicidade, apresentando efeitos anti ou pré-inflamatérios e anti ou
pro-cancerigeno (Hirota et al., 2010).

Portanto, o OC é um componente vegetal em potencial quando usado por
profissionais qualificados, porém os estudos precisam ser aprofundados para avaliar
o risco e os beneficios do OC em procedimentos estéticos, inclusive na féormula de
Hetter.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento dessa pesquisa seguiu-se o desenho experimental

contido na Figura 12.

Figura 12 - Desenho experimental da pesquisa

Fonte: A autora

4.2 PREPARO DAS FORMULAGCOES

As concentragbes dos ativos e as formulagdes foram definidas conforme
descrito por Hetter (2000d). Na férmula de Hetter (FH) € necessario preparar a solugao

estoque previamente, contendo 96% de fenol (88%) e 4% de OC, na sequéncia é
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adicionado a agua (55%), Septisol® (5%), solugdo estoque (40%), essa foi
considerada como o controle positivo (C™).

O controle negativo (C°) foi composto por agua (95%) e Septisol® (5%). As
demais formulagbées foram preparadas conforme concentragcbes dos componentes
descritos nas Tabelas 2, 3, 4 e 5. Os insumos foram homogeneizados e finalizados
para aplicacdo. Para uma melhor analise dos resultados as amostras foram
organizadas conforme a finalidade das analises, portanto os resultados estédo
organizados em 5 abordagens diferentes. Na Abordagem 1, foi comparada a acéo
dermatoldgica da férmula contendo a solugdo estoque apds ser armazenada por 3
meses em vidro ambar, temperatura ambiente, protegida da luz e umidade.

Tabela 2 - Férmulas definidas para a Abordagem 1 — Avaliagédo do efeito peeling da férmula contendo
a solucdo estoque apds armazenada por 3 meses

Amostra Caracteristicas das amostras Formulagéo (%)
C- Controle negativo Ag_ua 95
Septisol® 05

Controle positivo Agua 55

C+ Formulagao de Hetter com a solugao estoque recém- Septisol® 05
preparada Solugéo estoque 40

Férmula de Hettter - Solugédo estoque de Hetter com 3 Ag_ua 55

FH3 meses de preparo Septisof® 05
Solugéo estoque 40

SE Solugéo estoque de Hetter (recém-preparada) Fenol 96

Oleo de Croton 04

Fonte: A autora

Na Abordagem 2 foram comparadas as formulas contendo ou ndo o OC.

Tabela 3 - Formulas para a Abordagem 2 - Comparacgéo entre Férmula de Hetter very heavy e a férmula
contendo fenol sem 6leo de Créton

Amostra Caracteristicas das amostras Formulagao (%)
C- Controle negativo Agua 95
Septisol® 5

C+ Controle positivo Agua 55
Formulagao de Hetter recém-preparada Septisol® 5

(a partir da solugéao estoque) Solugéo estoque 40

SO Férmula sem OC (SO) Agua 60
Septisol® 5

Fenol (88%) 35

SF Férmula sem fenol (SF) Agua 93,4
Septisol® 5

Oleo de Créton 1,6

Fonte: A autora
Quanto a Abordagem 3 foi avaliado a agdao do OC diretamente na derme sem

diluicdo por meio da aplicagdo com um dermografo. Como controle negativo foi

utilizado a tinta de nanquim aplicado da mesma forma.
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Tabela 4 - Amostras para a Abordagem 3 — Avaliagdo dos efeitos dermatoldgicos do 6leo de Créton
por meio da aplicagao intradérmica

Amostra Caracteristicas das amostras Formulacéo (%)
C- Controle negativo Agua 95
Septisol® 5
C+ Controle positivo Agua 55
Formulagao de Hetter recém-preparada Septisol® 5
(a partir da solugao estoque) Solugao 40
estoque
10C Oleo de Créton — aplicagéo dérmica oC 100
Com maquina de tatuagem (I0C)
TAT Tinta de Nanquim — aplicagédo dérmica TN 100
NAN Com maquina de tatuagem (TAT NAN)

Fonte: A autora

Em relacdo a abordagem 4, o fenol foi substituido pelo ATA (acido
tricloroacético) e AG (acido glicolico).

Tabela 5 - Férmulas para a Abordagem 4 — Comparacéo entre a formula de Hetter e férmulas contendo
acido tricloroacético e acido glicdlico

Amostra Caracteristicas das amostras Formulacao (%)
C- Controle negativo Agua 95
Septisol® 05

C+ Controle positivo Agua 55
Formulagao de Hetter recém-preparada Septisol® 05

(a partir da solucéao estoque) Solugéao 40

estoque

AG Substituicéo do fenol por Ac. Glicdlico (AG) Agua 58,4
Septisol® 05

Ol’eo de Croton 1,6
Ac. Glicdlico 35

ATA Substituicdo do fenol por Acido tricloroacético (ATA) Agua 58,4
Septisol® 05

Oleo de Créton 1,6

ATA 35

Fonte: A autora

Na Abordagem 5 as amostras 1 e 2 foram avaliadas em animais de pelagem
escura no 21° dia da aplicagdo com a finalidade de verificar a perda/reposicdo de
melanina no tecido apds a realizagao do peeling com a FH.

4.3 EXPERIMENTO IN VIVO

O modelo in vivo escolhido para a realizagao do experimento foram os porcos,
portanto foi enviado ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) o requerimento
para a realizagao do experimento, a solicitacao foi aprovada sob numero de protocolo
034/2017. Foram selecionados 4 animais de pelagem escura e 4 animais de pelagem

clara (sendo 2 machos e 2 fémeas) entre 4-5 meses de idade com peso médio de 30-
35 kg.
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O procedimento ocorreu segundo descrito por Larson, Karmo e Hetter (2009)
com adaptacgdes. Os animais foram tranquilizados com a aplicagao via intramuscular
das seguintes substancias acepromazina 0,4 mg/Kg, cetamina 14 mg/Kg e Xilasina
0,2 mg/Kg. Na sequéncia foram sedados pela via intravenosa com propofol 5 mg/Kg
e permaneceram inconscientes durante todo o procedimento. A anestesia ocorreu por
inalacdo com isofluorano em uma concentragdo alveolar minima de 1,2 a 1,7%.

Para a aplicagdo das amostras foi realizada a raspagem dos pelos e
demarcagdes com caneta permanente (Figura 13), foram utilizados o lado esquerdo
(LE), lado direito (LD) e o dorso (DO) do animal e foram feitas 3 linhas de aplicagao
para cada lado referenciando aos dias de biopsia (1, 7 e 21 dias) apds a aplicagao
(Figura 12). Os locais para aplicagdo demarcados tinham 4 cm? com distancia de 2
cm entre cada area. Os locais de aplicacdo das amostras foram randomizados
conforme mapa pré-definido para cada animal.

No momento da aplicagdo das amostras foi realizada a homogeneizagdo com
0 swab. As amostras foram preparadas 1 h antes da aplicacdo. Os animais foram
mantidos sob supervisdo, reclusos com agua e alimentacdo em horarios
programados. Apos 1, 7 e 21 dias foram realizadas as bidépsias com punch de 4 mm
de didmetro. As bidpsias ficaram armazenadas por 72 horas em formol tamponado a
10%, posteriormente foram armazenadas em etanol 70% até o tratamento no
histotécnico (LEICA® TP 1620), no qual passaram pelo processo de desidratagdo e
diafanizacdo. Na sequéncia foram emblocadas em parafina fundida a 60 °C. As
bidpsias foram cortadas no microtomo (LEICA® RM 2125RT) e apresentaram uma

espessura final de 5 ym, apds secas e fixas, os cortes histologicos foram corados.

Figura 13 - Demarcacoes realizadas no modelo in vivo para aplicagdo das amostras
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Fonte: A autora
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4.4 AVALIACAO UTILIZANDO A COLORACAO HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

ApOs a realizagdo dos cortes histolégicos, foram selecionadas 4 laminas
aleatoriamente (2 referentes ao LE ou LD, e 2 do DO), e os tecidos foram
desparafinizados e hidratados para serem corados por HE. Depois de coradas, foram
selecionados 2 cortes histolégicos de cada lamina para serem fotografados. Para cada
corte foram realizadas 5 microfotografias na ampliagdo de 200X para medir a
espessura do epitélio, e foram realizadas 5 microfotografias na ampliacdo de 400X
para quantificacdo dos componentes teciduais basicos da derme (células
inflamatdrias, fibroblastos, substancia fundamental e colageno). As microfotografias

foram analisadas por meio do programa Image J® 1.51j8 (Figura 13 e Figura 14).

Figura 14 - Metodo utilizado para medir a espessura do epitélio das amostras anallsadas
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Figura 15 - Metodo de quantificagdo dos elementos dérmicos analisados
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4.5 AVALIACAO UTILIZANDO A COLORAGCAO PICROSIRIUS RED

Foram selecionadas aleatoriamente as bidpsias do dia 21 para a realizagao dos
cortes. Os tecidos foram desparafinizados e hidratados para serem corados usando o
Picrosirius Red em solugdo aquosa saturada de acido picrico. Foram realizadas
microfotografias com ampliagcdo de 400x no microscépio Olympus AX70 com luz
polarizada. A intensidade da luz foi padronizada para evitar variagdes na analise. As
microfotografias foram analisadas através do programa Image J® 1.51j8. Essa
coloracao permitiu quantificar e diferenciar o colageno tipo | e tipo Il no tecido (Figura
16).

Fonte: A autora

4.6 AVALIACAO USANDO A COLORAGAO FONTANA MASSON

Através da coloragcdo de Fontana Masson foi quantificado nos animais de
pelagem escura a melanina, para isso foram selecionadas aleatoriamente as biopsias
do dia 21 referentes ao C+ e C-. Os tecidos foram desparafinizados e hidratados para
serem corados. Foram realizadas microfotografias em ampliagao de 200x na faixa da
epiderme para serem avaliados no programa Image J® 1.51j8 (Figura 17).

Figura 17 - Quantificacdo de melanina pelo software Image J®

Fonte: A autora
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4.7 ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism® 9.3.0,
a escolha do método foi o ANOVA (Analysis of Variance) de duas vias e pds-teste de
Tukey e para a avaliagao estatistica dos resultados obtidos pelo HE e Picrosirius Red,
os resultados obtidos pela coloragdao de Fontana Masson foram avaliados pelo Teste
T. As variantes foram o tempo e o tratamento, foi utilizado o intervalo de confianga de

95% e o valor de p<0,05 refere-se as amostras estatisticamente diferentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ABORDAGEM 1 — AVALIACAO DO EFEITO PEELING DA FORMULA
CONTENDO A SOLUGCAO ESTOQUE APOS ARMAZENAMENTO POR 3 MESES

Para a Abordagem 1 foram realizadas analises quanto a estabilidade da
formulacdo de Hetter ap6s 3 meses de armazenamento, ja que Justo (2019)
identificou que ocorre alteragao quimica do OC dentro de 3 meses através de analise
cromatografica.

Os primeiros indicios que a agao do peeling nao é tao eficaz ao utilizar a SE
apds armazenamento por 3 meses esta na avaliagao da espessura da epiderme, visto
que essa espessura da FH3 nao é tao pronunciada quando comparada ao C+, porém
ainda apresenta certa atividade pois é diferente estatisticamente em relagédo ao C-,

essas diferengas permanecem para os dias 7 e 21 apdés aplicagao (Grafico 1).

Grafico 1 - Espessura da epiderme das amostras da Abordagem 1
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com péds teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

No Grafico 1, também é possivel observar que a SE ao ser aplicada sem
diluicdo na pele ndo gera um resultado tdo satisfatério quanto ao aumento da
espessura da epiderme, indicando que seu efeito ndo é concentragao dependente, ja
que na FH, no qual apresenta menor concentragao de fenol e menor concentracao de
OC, é possivel se constatar uma irritacdo dérmica mais pronunciada ao observar a

hiperplasia na epiderme.
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Essas diferengcas também sao observadas quanto aos elementos teciduais;
ressalta-se que a FH3 n&o apresenta os mesmos efeitos comparado com o C+ que
foi obtido com essa solugdo recém-preparada (Grafico 2). Observa-se que a FH3
desenvolveu um infiltrado inflamatério menos intenso e diferente estatisticamente do
C+ e da SE no primeiro dia ap6s a aplicagdo. Apesar do efeito menos intenso,

apresentou diferenca também se comparado com o C-.

Gréfico 2 - Contagem dos elementos teciduais das amostras da Abordagem 1
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

Quanto a SE, é possivel observar que ocorreu um infiltrado inflamatério tal qual
o observado para o C+, mas ao analisar as microfotografias, esse infiltrado
inflamatoério nao foi tdo profundo (Figura 18), justificando o resultado no dia 21, pois
possivelmente o tecido se recuperou mais rapidamente, ja que a quantidade de
células diminuiu drasticamente sendo diferente das outras amostras observando-se

uma reducdo na quantidade de fibroblastos.
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Figura 18 - Microfotografias das amostras da Abordagem 1 apés 1 dia da aplicagédo

Abordagem 1-DIA 1

Fonte: A autora
Nota: Coloragdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 100X. Flecha azul indica o
infiltrado inflamatério.

Apés realizar a contagem diferenciando as células, foi observado um aumento
de células inflamatdrias consideravel para as amostras teste no 1° dia apés a
aplicagédo (Grafico 3). Porém a FH3 apresentou um recrutamento de células
inflamatdrias menor que o C+ e a SE.

Em relagao aos fibroblastos, houve um aumento gradativo em relagdo ao C*
entre os dias 7 e 21. AFH3 no 7° dia ndo teve um aumento significativo de fibroblastos,
mas foi superado no dia 21. A SE apresentou um aumento consideravel no 7°, porém

reduziu no 21° dia. Portanto ocorreu um padrao diferente do C+.

Graéfico 3 - Diferenciagéo entre células dos tecidos analisados (Abordagem 1)
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Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).
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Em relagéo aos 7 dias apos a aplicagao, ao analisar a fotografias apresentadas
na Figura 19, é possivel observar claramente que a espessura da epiderme € maior
para o C+. Quanto aos elementos teciduais a quantidade de células da FH3 € menor
e diferente estatisticamente comparado ao C+ e a SE, possivelmente, visto que no dia
21 é maior, a ativacao dos fibroblastos para essa amostra foi mais tardia, comparada

as outras amostras.

Figura 19 - Microfotografias relacionadas as amostras da Abordagem 1 apos 7 dias da aplicagéo

Abordagem 1 —DIA 7

Fonte: A autora

Nota: Coloragdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliacdo de 100X. Flecha azul indica
hiperplasia pseudoepiteliomatosa, tragos amarelos indicam a diferenca da espessura da
epiderme.

No 21° dia apds analisar as fotografias apresentadas na Figura 19,
estruturalmente as amostras 3 e 4 sofreram mudangas se comparadas com o C-, pois
ocorreu um aumento consideravel na epiderme e aparentemente houve produgao de
colageno, visto que fibras mais finas estdo bem distribuidas na derme papilar,

semelhante ao C+ (Figura 20).
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Geralmente para a aplicagao da FH, muitos dermatologistas encomendam suas
férmulas em farmacias de manipulacdo que concedem o prazo de validade para no
maximo 3 meses conforme estabelecido em compéndios oficinais como a
Farmacopeia Brasileira. Pelas andlises cromatograficas realizadas por Justo (2019)
com o OC por 3 meses apos aberto, observou-se através da quimiometria que o OC
apresenta redugao significativa de acidos graxos, entre eles o acido palmitico, isso
justifica-se pela facilidade de oxidagdo que oleos podem sofrer devido ao mal
armazenamento (ANVISA, 2010; CHEN et al., 2017).

Figura 20 - Microfotografias das amostras da Abordagem 1 apés 21 dias da aplicagdo

Abordagem 1 — DIA 21

Fonte: A autora
Nota: Coloragcédo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 100X. Tragos amarelos indicam a
diferenga da espessura da epiderme.

Além da degradagao do OC, o fenol € um composto facilmente oxidavel e nesse
processo oxidativo pode gerar substancias tdo toxicas quanto o composto inicial, e
por estar presente abundantemente na SE junto com o OC torna a solugdo menos
estavel e mais toxica, ndo sendo aconselhavel o armazenamento dessa solugao por
mais de 3 meses (DEVLIN; HARRIS, 1984).
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Em relacdo a SE nao apresentar resultados superiores ao C+ mesmo
possuindo maior concentracédo de fenol e de OC, pode-se inferir que o processo de
peeling ndo seja concentragdo dependente, efeito observado por Hetter (2000c), visto
que descreveu que concentragdes superiores a 1,6% de OC ndo promoveu melhores
resultados quanto ao peeling e concentragdes de fenol superiores também nao
influenciam e sé aumentara sua toxicidade.

No Grafico 4 observou-se que a FH3, novamente, ndo apresentou o mesmo
padrao da amostra C+, pois ndo estimulou consideravelmente a produgao de colageno

tipo lll.

Grafico 4 - Resultado da quantidade de colageno produzida apds a aplicagéo (Abordagem 1)
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5
(**);p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

—

*); p<0,01

Nas microfotografias (Figura 21) observa-se que a FH3 apresenta menor

densidade de colageno tipo Il que o C+ e na SE essa densidade ndo € uniforme.
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Figura 21 - Microfotografias obtidas apds coloragao por Picrosirius red nas amostras da Abordagem 1

&

: c-(B)

Fonte: A autora

Nota: Coloragao Picrosirius Red. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 200X. (A) — Fibras de
colageno tipo lll isoladas das fotografias (B) para contagem dos pixels. (B) — Fotografia obtida
das amostras coradas pela técnica.
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5.2 ABORDAGEM 2 — COMPARACAO ENTRE FORMULA DE HETTER VERY
HEAVY E A FORMULA CONTENDO FENOL SEM OLEO DE CROTON (OC)

Ao comparar a SO com os grupos controle é possivel observar que a espessura
da epiderme apresentou diferenga estatistica no 7° dia apés a aplicagao,
demonstrando apresentar uma espessura da epiderme maior em relagao ao C-, porém
menor comparado ao C+. No 21° dia a epiderme retraiu consideravelmente
comparando ao 7°. Ao comparar com os controles, a SO se manteve diferente
estatisticamente, mas essa diferenga € maior comparado ao C+, no qual a espessura
da epiderme é maior que no 7° e nao houve retragao.

A SF nao apresentou diferencga estatistica comparado ao C- em todos os dias
apos a aplicagdo, ou seja, nao teve aumento significativo na espessura da epiderme,
portanto nos dias 7 e 21 a amostra apresentou diferenga significativa comparado ao
C+ e SO.

E valido ressaltar que a espessura da epiderme é uma caracteristica importante
para identificar se ocorreu lesao tecidual, pois no processo de reparacdo, com a
proliferagcdo de queratinécitos para fechar a ferida ocorre hiperplasia da epiderme;
portanto a formula contendo s6 o fenol ocasionou alguma lesao, porém a epiderme
retraiu rapidamente, visto que no 21° dia essa espessura esta menor comparado ao
7° dia apds a aplicacdo da amostra.

Porém a amostra tratada com a formula sem fenol (SF), que continha apenas
o OC néo apresentou alteragcao na espessura da epiderme. Sugerindo que o 6leo nao
permeou profundamente o tecido, ndo gerando uma leséo significativa a ponto de
estimular a proliferacdo e diferenciagao das células da epiderme. No Grafico 5 é
possivel observar a espessura da epiderme nos diferentes dias para as diferentes
amostras.

Em relagédo aos elementos teciduais apds a contagem das ldminas coradas em
HE, no 1° e 7° dia apds a bidpsia, para as amostras estudadas, foi observado que a
SO apresentou um aumentou na quantidade de células comparado com ao C- e a SF,
porém a quantidade de células € menor e diferente comparado a C+. A SF nao
apresentou diferenca significativa em relacdo ao C- em todos os dias apds aplicacao
(Gréafico 5).
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Grafico 5 - Comparagéao entre as espessuras do epitélio referente as formulas da Abordagem 2
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).
No 21° dia a SO apresentou menor quantidade de células, e n&o é significativa
a diferenca em relagéo ao C-, mas em relagdo ao C+ e a SF sim. Fisiologicamente ao
ocorrer uma lesdo tecidual no primeiro dia ocorre a quimiotaxia de células
inflamatodrias; apos alguns dias, as células inflamatérias diminuem e os fibroblastos
sao ativados e aumentam em tamanho e em quantidade. Com os resultados obtidos

para a SO, pode-se considerar que apresentou lesdo menor em comparacao ao C+.

Graéfico 6 - Comparativo entre as férmulas das Abordagem 2 quanto aos elementos teciduais (Coloracao

Hematoxilina e Eosina)
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Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pds teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

Apesar da contagem dos elementos teciduais ndo apresentarem diferenga
significativa para a SF, ao visualizar as fotografias das biopsias € possivel observar
células inflamatérias proximas a epiderme no 1° dia apds a aplicagao, portanto o OC
nao permeou consideravelmente a pele para causar uma inflamagao mais profunda e
intensa, mas permeou o suficiente para ser observado a presenca de células
inflamatdrias, indicando que o OC apresenta atividade proé-inflamatéria que

juntamente com o fenol causam um peeling profundo e intenso (Figura 22).

Figura 22 - Microfotografias das amostras da Abordagem 2 apés 1 dia da aplicagao

Abordagem 2 —DIA 1

Fonte: A autora

Nota: Coloragcdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliacdo de 100X. Flecha azul indica o
infiltrado inflamatério caracteristico do C+ apds um dia da aplicagao. Flecha amarela indica
células inflamatdrias e edema presente na SE — SF.

A SO nao apresentou faixa inflamatdria caracteristica presente no C+, e sim
uma inflamagdo mais dispersa e nao tao profunda quanto a FH, portanto o fenol
sozinho nao é capaz de causar grande inflamagao para ser considerado um peeling

profundo. Ao contabilizar a células inflamatdrias nos tecidos, é possivel observar essa



62

diferenga (Grafico 7), o C+ apresentou maior quantidade de leucécitos que as

amostras testes.

Grafico 7 - Contagem de fibroblastos e leucdcitos nos diferentes dias estudados na Abordagem 2
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

O infiltrado inflamatdrio caracteristico do C+ € predominante por neutréfilos que
foi ocasionado provavelmente por uma alta concentragdo de substancias pro-
inflamatorias, entre elas encontra-se o forbol 12-miristato 13-acetato (FMA), isolado
do OC e sua agao ¢ justamente conhecida como ativador de neutrofilos, dado que sé&o
observados varios neutrofilos e edema proximo a epiderme na SF (Figura 23) (TAKEI
et al., 1996).

Fonte: A autora
Nota: Coloragdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 400X. N — neutrofilos; E — edema

Os neutrdfilos tém grande importancia no desenvolvimento do processo
inflamatdrio, pois segundo Yang et al. (2016) essas células desintegram sua
membrana nuclear e a descondensagdo da cromatina, formam complexos com

proteinas granulares e que possuem agao pro-inflamatéria, conhecidos como NETs
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(Neutrophils Extracellular Traps), esses complexos ao serem liberados no meio
extracelular formam teias, nas quais particulas estranhas podem se fixar. Em razéo
disso sugere-se que o peeling contendo o OC apresenta um processo inflamatério por
tal via, ja que o FMA comprovadamente apresenta essa agao e o peeling apenas com
o fenol ndo apresenta tais caracteristicas.

No 7° dia segundo, na Figura 24, o C+ apresenta uma epiderme muito espessa
e considerada hiperplasia pseudoepiteliomatosa, cujos limites ndo sdo bem definidos
e que se mesclam com a derme, o0 que ndo acontece com as outras amostras, apesar
da SO apresentar um aumento na espessura da epiderme. Em relagao aos elementos
teciduais é visivel a proliferacdo de fibroblastos no C+, porém né&o tao relevante nas
demais amostras.

Para que ocorra a hiperplasia pseudoepiteliomatosa € necessario que muitas
citocinas, que sao liberadas pelas células inflamatdrias, estimulem a proliferagdo das
células epiteliais, portanto apenas o C+ apresentou uma reacgio inflamatéria tao

intensa a ponto de causar esse tipo de hiperplasia (Chauhan; Gupta; Chauhan, 2018).

Figura 24 - Microfotografias do 7° dia de bidpsia apos a aplicagdo das amostras da Abordagem 2

Abordagem 2 - DIA 7

Fonte: A autora
Nota: Coloracdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 100X. Trago amarelo indica a
espessura da epiderme. Flecha azul é indicativo da acantose presente no C+.
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As microfotografias do 21° dia apresentadas na Figura 25 mostram que as SO
e SF apresentam caracteristicas semelhantes ao C- como indicado pelo Grafico 6. A
SO que apresentou leve lesdo promoveu uma recuperacao tecidual mais rapida, visto
que o C+ ainda apresenta hiperplasia na sua epiderme, porém a epiderme esta com
seus limites bem definidos, denomina-se esse fato de acantose. O C+ também
apresenta grande quantidade de fibroblastos na derme, reforgando que o peeling

apenas com o fenol n&o é tao eficaz quanto ao associado com o OC.

Figura 25 - Microfotografias do 21° dia apds a aplicagdo das amostras da Abordagem 2

Abordagem 2 — DIA 21
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Fonte: A atora
Nota: Coloracdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 100X. C+ apresenta hiperplasia
na epiderme conforme o tragco amarelo indicado na figura.

Na analise com Picrosirius Red foram obtidos os resultados que estédo definidos
pelo Grafico 8. Quanto a quantidade de colageno tipo lll a SO ndo apresentou
diferenga significativa comparado ao C+, portanto o peeling apenas com o fenol
estimula a producgéo de colageno, mesmo nao causando uma inflamacao tao intensa
quanto a FH, e como esperado a SF nao apresentou resultados significativos quanto

a produgao de colageno lll.
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Grafico 8 - Resultado da diferenciagédo de colageno tipo | e tipo lll para as amostras da Abordagem 2
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Fonte: A autora (2023)
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pds teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**);p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

Na Figura 25 observa-se que a quantidade de colageno tipo Ill na SO é maior
que encontrada no C-, mas € menor se comparado com o C+, portanto sugere-se que
o OC é um aliado ao fenol para obter um efeito melhor quanto a produc¢ao de colageno.

Segundo Cardoso et al. (2022), a neocolagénese esta relacionado as sirtuinas
(SIRT), histonas que regulam produgdo de colageno e modulam as ac¢des dos
fibroblastos, além de proteger contra danos externos, nesse estudo, observaram que
apo6s a aplicacado da FH houve participacao da SIRT-6 e SIRT-7 na neocolagénese
através da técnica de imuno-histoquimica, foi observado também que houve um
aumento consideravel na quantidade de colageno tipo Ill entre os dias 0 e 90 dias
apods a aplicacao do peeling.

Apesar dos estudos realizados ainda se faz necessario a realizagao de outras
técnicas que identifiquem e relacionem a acdo do OC na FH e sua correlagdo com o

processo inflamatorio e a estimulagao da produgao de colageno.
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Figura 26 - Diferenciagdo de colageno tipo | e tipo Ill através da coloragdo de Picrosirius Red das
amostras das Abordagem 2

Fonte: A autora

Nota: Coloragao Picrosirius Red. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 200X. (A) — Fibras de
colageno tipo lll isoladas das fotografias (B) para contagem dos pixels. (B) — Fotografia obtida
das amostras coradas pela técnica.
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5.3 ABORDAGEM 3 — AVALIACAO DOS EFEITOS DERMATOLOGICOS DO OLEO
DE CROTON (OC) POR MEIO DA APLICACAO INTRADERMICA

Nessa abordagem foi avaliado a agdo do OC isoladamente se aplicado
diretamente na derme, com o auxilio de um dermdégrafo, sem a necessidade de uma
formulacdo. Como controle negativo foi usado o nanquim que € uma tinta propria para
a aplicacao de tatuagens e que nao promove irritagdo dérmica.

No Grafico 9 evidentemente a I0C resultante da aplicacdo do OC pela via
intradérmica, apresentou hiperplasia da epiderme para o dia 7 e 21 apos a aplicagao
e que nao é diferente estatisticamente do C+, resultado oposto da aplicagcdo do
nanquim (TAT NAN) que se comportou igualmente ao C- mesmo ocorrendo uma lesao
resultante da aplicagdo intradérmica, semelhante a um procedimento de

microagulhamento.

Grafico 9 - Comparativo entre as espessuras da epiderme determinada nas amostras da Abordagem 3

I ****I
I I
300- I * Kk Kk .
! 1 Dia 1
B L _
g T = Dia7
£ 200- B Dia 21
i
(]
o
% 100-
ik
il
“ [0 ]
0 1 1 1 1
o é o \g?\
A
s

Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

Em relacdo aos elementos teciduais no dia 1 é possivel observar que ocorre

um aumento de células significativo na aplicagdo do C+, como visualizado nas
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abordagens anteriores (Grafico 10). Na I0C, nota-se que ha grande extravasamento
de sangue no tecido, pois ha muitas hemacias presentes. Em relagdo a TAT NAN ha
leve presenca de células inflamatdrias e resquicios da tinta aplicada (Figura 27).

Figura 27 - Microfotografias das amostras da abordagem 3 referente ao 1° dia ap6s aplicagao

Abordagem 3 -DIA 1

Fonte: A autora

Nota: Coloragdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 100X. Flecha azul indica o
infiltrado inflamatodrio, na TAT NAN além de células inflamatérias foi observado residuos da
tinta aplicada; Flecha vermelha indica extravasamento de hemacias na I0C.

Quanto ao dia 7 a quantidade de células da |IOC é diferente significativamente
do C- e do C+, e a TAT NAN apresentou diferenga apenas do C-. Mas nota-se que
em ambas as amostras ocorreu um aumento no numero de células, identificadas como

fibroblastos devido a lesdo causada e indicam a fase proliferativa (Grafico 10).
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Grafico 10 - Andlise quanto a contagem dos elementos teciduais através da coloragcdo HE para as
amostras da Abordagem 3
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

Para o dia 21, a quantidade de células para as amostras 7 e 8 é diferente
significativamente apenas do C-. No Grafico 11 é possivel observar que a 10C
apresentou o recrutamento de leucdcitos no dia 1, porém nao expressivo como o C+.
A TAT NAN também favorece a inflamagéao aguda, mas menos intensa que as outras
amostras. Em relagado a quantidade de fibroblastos, apenas a IOC apresenta ativagao

de fibroblastos similar ao C+.

Grafico 11 - Quantificagdo de células para as amostras avaliadas na Abordagem 3
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).
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Quanto aos aspectos teciduais observados nas imagens obtidas, nota-se no
dia 7, a hiperplasia pseudoepiteliomatosa (Figura 28) para a IOC é maior que o C+,
indicando que a lesdo causada pelo OC é mais intensa. Além da hiperplasia
pseudoepiteliomatosa na |OC, observa-se um destacamento epidérmico muito
espesso, que é o tecido lesionado e que precisou ser eliminado apds o processo de
recuperacao tecidual, assemelhando-se mais aos efeitos causados pelo C+. Ja para
a TAT NAN, nota-se apenas residuos da tinta aplicada e poucas alteragdes teciduais

semelhante ao C-.

Figura 28 - Fotos das amostras da Abordagem 3 apds 7 dias da aplicacao

Abordagem 3—DIA T

Fonte: A autora

Nota: Coloragdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 100X. Flecha amarela indica
residuos da tinta na TAT NAN; Tragos amarelos demonstram a diferenga da espessura da
epiderme no tecido analisado.

Na Figura 29 a I0C apresentou acantose e fibras de colageno mais finas e bem
dispersas e em alta densidade pela derme semelhante ao C+. Quanto as
caracteristicas histologicas da TAT NAN se assemelham mais ao C-, esses resultados
indicam que muitos dos efeitos promovidos pela FH podem ser ocasionados pelo OC,
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visto que as caracteristicas histolégicas sdo muito parecidas, porém até mais severos
que a aplicagao topica da FH. Os fatores, como a lesdo causada pelo dermografo
pode ter aumentado esses efeitos, porém ao analisar e comparar que a tinta de

nanquim foi aplicada igualmente, pode considerar que as lesées causadas sao do OC.

Figura 29 - Microfotografias correspondentes as amostras da Abordagem 3 apds 21 dias da aplicagéo

Abordagem 3 — DIA 21

Fonte: A autora

Nota: Coloracdo HE. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 100X. Flecha amarela indica
residuos da tinta na TAT NAN; Tragcos amarelos demonstram a diferenca da espessura da
epiderme no tecido analisado.

Através da coloragao de Picrosirius Red com a diferenciagado de colageno, é
sugestivo que o OC é responsavel pela neocolagénese, visto que apresentou
resultados tal qual observados para o C+, e ndo ha diferencga significativa entre ambos.
A TAT NAN também apresentou aumento de colageno tipo Ill, porém em menor

quantidade que o C+ e a I0C, como representados na Figura 29 e Grafico 12.
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Figura 30 - Imagens obtidas a partir da coloragao de Picrosirius Red nas bidpsias apés a aplicagéo das
amostras da Abordagem 3
’

1 &
ot v
7 &

TAT NAN (B

Fonte: A autora

Nota: Coloragéo Picrosirius Red. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 200X. (A) — Fibras de
colageno tipo lll isoladas das fotografias (B) para contagem dos pixels. (B) — Fotografia obtida
das amostras coradas pela técnica.
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Nestas analises € possivel identificar que o OC necessita de um meio de
entrega no tecido a ser tratado, seja por formulagdo ou outros métodos de aplicagao,
portanto formulagbes que nao facilitem sua permeagdo ndo permitira seus efeitos
promissores para produgao de colageno, algo que o fenol visivelmente proporciona,
possivelmente por causar coagulagao de proteinas além de solubilizar os forbdis que

sdo os agentes potenciais pelos efeitos do OC (Justo et al., 2020).

Grafico 12 - Resultado da analise da coloragéo Picrosirius Red para as amostras da Abordagem 3

Colageno Tipo | Colageno Tipo lll
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Quantidade em pixels

Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparag¢des com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

E importante considerar que a mudanca da forma de administracdo, de topica
para intradérmica, possa causar absorcdo sistémica. Até o momento ndo se tem
estudos comprovando que o OC atinja niveis séricos quando aplicado topicamente.
Entretanto, o fenol presente na férmula de BG ja foi detectado na urina apés aplicagao
tépica (Kennedy, 1995; Pagani et al., 2017).

Em relagdo a férmula de BG contendo fenol e OC, Kadunc e Vanti (2009)
identificaram que apds a administragao topica foi observado que o fenol atingiu picos
urinarios mais elevados que outras férmulas contendo apenas fenol em concentracdes
mais baixas, indicando que sua absorgao foi maior, e se manteve no organismo por
até 48 horas apos a aplicagao. Foi observado que o pico mais alto de concentragao

de fenol no organismo se apresentou logo apos a aplicagao.
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5.4 ABORDAGEM 4 - COMPARACAO ENTRE A FORMULA DE HETTER E
FORMULAS CONTENDO ACIDO TRICLOROACETICO (ATA) E ACIDO GLICOLICO
(AG)

Na abordagem 4 foi avaliado a produgao de colageno entre as amostras
contendo fenol, ATA ou AG através da coloracdo de Picrosirius Red, visto que a
avaliagcédo de elementos teciduais no HE ja foram realizadas por Lemes (2021).

Em relagdo a produgéo de colageno € possivel observar que a ATA, segundo
o Grafico 13, apresenta melhores resultados comparada a AG, essa amostra nao se
mostrou diferente estatisticamente do C- para a quantidade de ambos os tipos de
colageno. A ATA ao contrario é diferente significativamente do C- e da AG.

Grafico 13 - Resultados da avaliagdo através da coloragcédo de Picrosirius Red para as formulagdes
contendo acido glicdlico e acido tricloroacético

Colageno Tipo | Colageno Tipo lll
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Fonte: A autora

Nota: Teste estatistico ANOVA multiplas comparagdes com pés teste de Tukey - p<0,0,5 (*); p<0,01
(**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

Na Figura 30 é possivel observar que a amostra tratada com a férmula
contendo AG nao possui densidade de colageno tipo Il significativa, aparentemente
até menos que o C-. A férmula contendo ATA se mostrou menos eficaz que o C+ mas
com maior densidade de fibras de colageno tipo Il que AG.

Os resultados apresentados por Lemes (2021) permitem uma previsdo para
esses resultados obtidos, visto que a ATA no primeiro dia apds a aplicagao promoveu
uma inflamacao téo intensa quanto o C+, diferente da AG, que nao apresentou
diferenga quanto ao numero de células apds 1 dia da aplicacio.

O aumento da celularidade se estendeu até o dia 21 para a ATA, similar ao C+

segundo Lemes (2021), sendo essas células fibroblastos. Portanto nessa fase o tecido
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estd caminhando para sua recuperagao e o processo inflamatério ja foi reduzido
significativamente.

O pH das formulagdes foram medidos, a férmula contendo ATA foi a mais acida
(pH 1,97), em seguida a férmula com AG foi a segunda mais acida (pH 2,55) em
posteriormente a formula com fenol (pH 5,2). O ATA tem mecanismo de agao similar
ao fenol, causa coagulacdo de proteinas, porém esse efeito pode dificultar sua
permeacao, necessitando aplicagcbes sucessivas, como a técnica de aplicagao para
esse experimento foi definida e padronizada, nao realizando uma segunda aplicagao,
os efeitos do ATA pode néo ter apresentado tanto potencial quanto poderia (Lemes
et. al., 2022).

Vale ressaltar que as formulas usadas ndo sdo homogéneas por se tratar de
analises prévias para outros projetos, sugerindo op¢des para formulagdes e possiveis
substituintes para o fenol. O 6leo, portanto, ndo estava distribuido uniformemente,
mesmo homogeneizando antes da aplicagdo, a acdo pode ser diferente de uma
férmula homogénea e tecnologicamente estavel, mas das duas opg¢des ao fenol, o
ATA é o que apresenta melhor alternativa.

Comparando que o ATA possui um efeito de peeling mais profundo com
concentracdes acima de 50%, no atual estudo pode-se supor que o OC propiciou um
maior efeito de peeling, j4 que na formula avaliada o ATA estd a 35%. Porém a
associagao do OC com o AG nao propiciou melhores resultados, talvez pois o AG é
uma molécula maior que o ATA teria sua permeacao dificultada. O pH que pode
auxiliar a explicar os resultados observados, mas a concentracdo ideal para o AG
promover um peeling mais profundo é a partir de 70% (Sampaio; Rivitti, 2007;

Truchuelo; Cerda; Fernandez, 2016).
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Figura 31 - Resultado da avaliagdo da presenca de colageno tipo llll para a formulagéo contendo acido
tricloroacético (ATA) e acido glicdlico (AG)
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Fonte: A autora

Nota: Coloragao Picrosirius Red. Microfotografias tiradas com uma ampliagdo de 200X. (A) — Fibras de
colageno tipo lll isoladas das fotografias (B) para contagem dos pixels. (B) — Fotografia obtida
das amostras coradas pela técnica.
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5.5 ABORDAGEM 5 — ANALISE DO EFEITO DO PEELING COM A FORMULA DE
HETTER EM ANIMAIS DE PELAGEM ESCURA

A coloracédo de Fontana Masson ¢é considerada o padrdo-ouro para
identificacdo de granulos de melanina, o principio da técnica estd baseado na
capacidade da melanina reduzir o nitrato de prata diamina em um precipitado negro
(Joly-Tonetti et al., 2016).

A técnica foi escolhida para visualizar os resultados obtidos para as amostras
tratadas com o C- e C+ para as bidpsias do dia 21, no qual o tecido ja esta
praticamente recuperado e verificar se o processo de peeling degradou melanécitos
reduzindo, portanto, a produ¢do de melanina, ja que estudos ndo foram realizados

nesse sentido (Figura 32).

Figura 32 - Microfotografias obtidas apos o tecido ser corado pela técnica de Fontana Masson

r

Z0um

Fonte: A autora
Nota: Coloragao Fontana Masson. Microfotografias tiradas com uma ampliacdo de 200X. Pontos
negros: melanina.

Como observado na Figura 32, apos a aplicagéo do peeling da FH, observa-se
que a quantidade de melanina reduziu consideravelmente, e essa redugao foi
confirmada pela contagem de pixels apds isolamento da coloragdo negra. O C+
apresentou diferenga significativa do C- quanto a quantidade de melanina no tecido
(Gréfico 14).
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Grafico 14 - Resultado da quantidade de melanina nas amostras da Abordagem 5
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Fonte: A autora
Nota: Analise estatistica por Teste T - p<0,0,05 (*); p<0,01 (**);p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

Segundo a escala de Fitzpatrick, método utilizado para identificar o fototipo da
pele conforme a sensibilidade aos raios UV. Quanto maior o gral, mais facilidade ao
bronzeamento a pessoa apresenta, portanto maior a quantidade de melanina na pele.
Para evitar intercorréncias, alguns tipos de peelings nao sao indicados para peles de
fototipos IV a VI segundo a escala, pois conforme a pratica clinica alguns peelings
reduzem o tom natural da pele, além disso, se a pele nao for cuidada adequadamente
apo6s o procedimento os melandcitos podem gerar hipercromia (Bieliauskiene et al.,
2020; Vasconcelos et al., 2013).

Com esses resultados pode-se sugerir que a FH nao é aconselhada para
fototipos IV a VI, porém é necessarios estudos posteriores, talvez avaliar apos 30 dias
verificando se a quantidade de melanina retorna a normalidade.

Segundo Salam, Dadzie e Galadari (2013) o peeling de fenol com OC néao é
indicado para fototipos IV-VI por causar hipocromia, os peelings mais indicados para
esses fototipos sdo os de até meédia profundidade utilizando ATA ou AG em
concentragbes mais baixas, porém o combate a rugas e linhas de expressodes
profundas € menor. Estudos posteriores podem avaliar se a hipocromia esta
relacionada com a acao do 6leo de croton.
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6 CONCLUSAO

Esse estudo abrangeu cinco abordagens diferentes que permitiram avaliar a
acgao do OC em diferentes formulagbes e compreender melhor o objetivo de sua
incorporagao em formulagdes para peeling.

Na abordagem 1, complementando estudos sobre estabilidade quimica do OC
apos aberto e armazenado por 3 meses e que ocorre degradacdo progressiva de
certos componentes, observou-se na acgéo bioldgica, a falta de estabilidade pode
interferir, pois a bidpsia tratada com FH preparada utilizando a solugédo estoque que
foi armazenada por 3 meses nao apresentou resultados tdo bons quanto a amostra
que recebeu a aplicacdo da FH utilizando uma solugao estoque recém-preparada,
juntamente nesse estudo, observou-se que a SE por apresentar maior quantidade de
fenol e OC teoricamente poderia apresentar um processo inflamatério mais intenso, o
que nao aconteceu, sugerindo portanto que o efeito desses compostos ndo sao
concentracéo dependente.

Na Abordagem 2 foi possivel compreender que a formulagdo apenas com o
fenol ndo proporciona um efeito pré-inflamatorio tao intenso quanto a férmula de fenol
associado ao OC, e essa intensidade inflamatoria esta relacionada diretamente com
a producdo de colageno tipo lll, quanto maior a inflamagdo, mais colageno sera
produzido. Em contrapartida se o OC nao tiver algum auxiliar de permeagao os
compostos bioativos ndo permeiam a pele tao profundamente, efeito observado nas
amostras que receberam a aplicagao tépica do OC. O fenol auxilia essa permeacgao,
pois a partir do momento que é aplicado através da sua acdo de desnaturacao
proteica, ocorre a desestruturacao tecidual, abrindo caminhos e auxiliando na entrada
dos componentes ativos presentes no oleo.

Complementando esses resultados através da abordagem 3, com a aplicagao
do OC diretamente na derme através da técnica intradérmica, nas amostras € possivel
observar que ocorreu um processo inflamatério muito intenso com caracteristicas
semelhantes ao observado na aplicacdo da FH de forma tdpica, diferente do
observado com a substancia inerte (nanquim) aplicado igualmente ao OC. Com esses
resultados confirma-se que € necessario algum método para auxiliar na permeacéao e
carreamento dos compostos bioativos do OC na pele de forma mais profunda para se

obter acao similar a FH.
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Ao avaliar pela abordagem 4 os possiveis substituintes do fenol na formulagao
através da producdo de colageno tipo lll, observa-se que o ATA seria o possivel
substituinte, mas é importante realizar outros estudos testando varias concentracoes
e aplicagdes, visto que conforme o ATA desnatura proteinas ele é neutralizado e nao
permeia camadas mais profundas, portanto sua acéo esta relacionada diretamente
com a concentragdo e com a quantidade de aplicagdes.

A fim de comprovar de forma cientifica a restricdo do peeling de Hetter para
fototipos de pele IV-VI segundo a escala de Fitzpatrick, foi realizada a abordagem 5
verificando o comportamento da FH em pele com grande quantidade de melanina, e
observou-se que ocorreu uma reducgao significativa de melanina, ou seja, causou
hipocromia, comparando com o C-, porém esses resultados ndo podem ser definitivos,
um estudo avaliando a variagao do tempo seria importante para verificar se ocorreu
morte de melandcitos e se o tecido consegue repor essa melanina com o decorrer do
tempo, além disso é valido averiguar se o OC tem correlagdo com essa agao.

Com todo o trabalho desenvolvido foi obtido grandes resultados, visto que
desde a década de 60 ndo se compreendia a importancia desse produto natural em
um peeling, entendia-se que esse 6leo era apenas um auxiliar de permeagao. Com os
ultimos estudos realizados é possivel definir que o 6leo tem grande poder inflamatério
no peeling e com isso estimula a produgédo de colageno e traz o rejuvenescimento
esperado, porém se faz necessario estudos mais profundos para compreender os
mecanismos de agao e desenvolvimentos de formulas mais seguras para a realizagao

do peeling.
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Depth of injury of Hetter's phenol- §|
croton oil chemical peel formula }
using 2 different emulsifying agents

To the Editor: Deep chemical peels consist of the
application of a mixture of phenol, croton oil, water,
and, historically, a handwash soap containing triclo-
san and sodium C.,, olefin sulfonate as the
emulsifying agent (Septisol [SEPI, Steris Corp,
Mentor, OH)." Because of the US Food and Drug
Administration’s final rule on hand sanitizers,” which
prohibits the use of triclosan, SEP was discontinued.
The classic Baker-Gordon’s formula® (2.1% croton
0il/49.3% phenol) and Hetter's standardized for-
mulas (0.1%-1.6% croton oil/35% phenol) contained
5% SEP, which generated a very unstable emulsion’
that spontancously separated into 2 distinct layers
(an upper and a lower layer) within minutes (Fig 1,
A-D, right). A mild cleanser containing water, PEG-80
sorbitan laurate, benzyl alcohol, ethylhexylglycerin,
and ammonium hydroxide, with pH = 11 (Novisol
[NOV], Young Pharmaceuticals, Inc, Wethersfield,
CT), has been adopted since 2018 by some derma-
tologists and plastic surgeons in phenol—croton oil
peels ' because of improved emulsion stability (Fig 1,
A-D, left).

To better understand the differences of effect
between formulas in a domestic pig animal model
experiment (institutional review board no. 034,/2017/
CEUA/UEPG), the microscopic depth of injury was
evaluated in biopsies performed on the first
postoperative day after the application of Hetter's

] AM ACAD DERMATOL
June 2020
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v
&
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£
-
=

Lower Layer

24 hours

Fig 1. Hetter's 1.6% croton oil in 35% phenol (the “very
heavy” formula) using 2 different emulsifying agents.
Emulsion stability: the left vials (milky emulsion) contain
5% Novisol (NOV), and the right vials (orange formula)
contain 5% Septisol (SEP). A, After immediate agitation,
both formulas appear uniform. B, After as little as 1 minute,
the formula with SEP forms a white layer on the top,
depicted within brackets. C, After 10 minutes, the formula
with SEP forms 2 distinct cloudy layers, the upper layer and
lower layer, whereas the formula with NOV remains
uniform. D, When left still, the formula with SEP completely
separates into a clear upper layer and an orange lower layer
within 24 hours, whereas the formula with NOV is almost
uniform. E and F, lustrative photomicrographs of the
depth of injury in porcine dorsum skin biopsy samples
taken 24 hours after treatment of 2 X 2—em spots with (E)
the formula with 5% NOV and (F) the formula with 5% SEP.
G, Lower layer isolated from 59 SEP after 10 minutes. Depth
of injury was measured from the top of epidermis to deepest
level of the pericoagulative inflammatory band (arrows).
(Hematoxylin-eosin stain; original magnification: X40.)

“very heavy” formula containing 1.6% croton oil
(Delasco, Council Bluffs, 1A) and 35% phenol
(Amanda  Manipulacées Farmacéuticas, Ponta
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| original Article

Characterization of the Activity of Croton tiglium Oil in
Hetter's Very Heavy Phenol-Croton Oil Chemical Peels

Aline 5, Justo, PharmD, M35c,* Bruna M, Lemes, PharmD, MSc,* Bruna Nunes, PharmD,* Kevin &, Antunes, PharmD,*
Anna Claudia M. O. Capate, PharmD,* Leandro C. Lipinski, VetD, PhD, T Eduardo B. Campagnoli, DMD, PhD,F

Janaima Emiliano, MSc,§ Eduardo C. Meurer, ChemD, PhD, || Ogechi Ezefnrna B4 9 Helio A, MIOE WD, PhD, **
Flavio L. Beltrame, PharmD, PhD, * and Carlos G. Wambier, MD, PhDY

BACKGROUND Croton oil (CO) is used by dermatalogists and plastic surgeans in deep chemical peels. It is mixed with
phenol, water, and a scap in Baker-Gordon's or Hetter's formulas. Thare is controversy as'to whather CO ar phenoi |s the
active agent in the dermal effect of deep chemical peels,

OBJECTIVE To betier clarify the role of CO in deep peels, by identification of active compounds in commercially available
CO in the United States and biological effects in vivo.

MATERIALS AND METHODS Liguid chromatography=tanderm mass spectrometry on CO and & domestic pig model
experniment using 3 different formulas: G1: 5% Septisol (SEP), G2: 1.6% croton oil in 35% pheno| with 5% SEP, and G3:
35% phenol with 5% SEP.

RESULTS Liguid chromatography—tandem mass spectrometry indicated the presence of phorbol esters. G1 was null
overall. Extent of the coagulative necrosis: G2 = G3. Vascular ectasia; G2 = G3. Inflammaticn pattern: intense neutrophilic
inflammatary band in G2 versus mild, sparse, perivascular mononuclear cell infiltrate in G3. Neocollagenesis: pronounced
inG2, negligible in G3:

CONCLUSION Coagulative necrosis of the epidermis, superficial fibroblasts, and vasculature can be attributed to the
actlon of phenal, Phorbol esters on CO could be responsible for the dense deep acuie inflammation and the distinctive

neocollagenesis.

roton tighum oil (CO) s a common component

used by dermarologists and plastic surgeons in

deep chemical peels since the 19505 Ir is
obrained from the seeds of Croton tigliem, which con-
tains secondary metabolites (diterpenes), which include
important biologically active compounds, the phorbol
esters, CO s mixed with other ingredients including
phenol, water, and an emulsifying agent in Baker—
Gordon’s and Hetter's peels,'”

The specific roles of CO and phenol remain controver-
sial. Phenol was believed o be the main agent of the
formula, and croton eil was believed to be a minor irritant,
until Hetrer® introduced the CO strength grading method.
The results showed thar phenol without CO caused a mild
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skin reaction without remarkable peeling.? The addition of

CO caused an increase in the depth of injury in the dermis,
which may be relared to some proinflammarory compounds
present in this vegetal matrix.™* The objective of this study
was to better clanfy the role of CO in deep chemical peels
and identify the presence of these proinflammatory
compounds.

Methods
A chemical study wsing ligumd chromatography—tandem
mass spectrometry was performed on CO (from Delasco,
Council Bluffs, IA) and an in vive domestic pig model
experiment (2 males and 2 females, 4-5 months old, 30-35
kg testing: Group 1 (G1): 5% Septisol ([SEP], Steris Corp,
Mentor, OH1 in water; Group 2 (G2): Hetters very heavy
formula,” (1.6% CO/35% phenol/5% SEP); and Group 3
{G3): 35% phenol/5% SEP. Each formula was applied on 9
spats of 4 cm?/pig using a sarurated wooden swab
applicator with increasing pressure {30 circular strokes).
The endpoint was a solid white frost followed by a fine gray
Because G2 and G3 are unable to form smble
emulsions because of SEP,” they were carefully shaken
{capped glass vial) within seconds before its applicanon.
Histopathological evaluation was performed on post-
operative days 1, 7, and 21. Primary outcomes were defined
as differences in the inflammation partern: intensiry,
cellularity, distribution, and depth {day 1} Secondary
outcomes were defined as thickness of the eschars (day 7),

CAast.
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Australia; University of Adelaide, Woodvitle, South
Australie: Royal Adelatde Hospital, Adelaide, South
Augeralia; Royal Adelaide Hospital. Adelzide, South

Aungeralia

Introduction: TEWL s a Phyiinhgicnl property of skin
which increases when the epidermis is damaged. It is, there-
fore, a commonly urilised measure of skin barrier integriry.
Devices measuring TEWL are available as apen, semi-open
or closed chamber. Studies of reliability examine the consist-
ency of measurement, andfor responsive whereas measure-
ment error scares in absolute terms the amount of error due
tu sourees of varistion.

Methods: The search strategy aimed 1o locare published and
unp1||'3|'i5|1:d studics. Darabases scarched included PubMed,
Embase, CINAHL and Web of Science, urilising identified
keywords and limited 1o studies in English, Grey lierature
sources were searched ro idenify any unp iblished documents,
Study selection using the inclusion criteria was then assessed
by two reviewers for methodological quality udilising the
COSMIN risk of hias tool to assess the reliabilicy and meas-
urement error of putcome medsurement instriments,
Studies examining the reliability and/or measurement error
of TEWL measurement devices were included. Studies thae
only report on measurement of TEWL outcomes without
examination of reliability andfor measurement error were
excluded.

Results: A towal of 22 devices were examined in the 38 in-
cluded seudies. The quality of study design was on average
rared as ‘Adequare” however reliability and measurement error
statistical methods were on average rated as "Doubeful’.
Conclusions: TEWL measurement devices were found 1o
demonserate good reliability and often correlared with other
devices. However, measurement error was hilghl_r variahle bur
improves under fe-vétre conditons,

815  Translational Research in Skin of Color
Spontaneous Repigmentation of Posi-
Chemical Burn Leucoderma
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Introduction: Afier faicial buen injuries to skin of color
(SOC) parients, repigmentation plays a critical role in post-
burn quality of life, given the acquired contrast berween
preserved skin and achromic scars, and thar daily conceal-
ment may be difficule. While leucoderma is & well-known
side-cffect ofdrx:p chemabrasion with pl‘lcnn|, phtnn|-cmmn
oil, and high concentration wrichloroacedic acid, mechanisms
of repigmentation are still not fully understood, and the ob-
servarion of sponancous repigmentation ofa r]..-xp chemical
injury in SOC has not previously been deseribed in the lit-
erature, In our study, we present the dynamics of long-term
sponeaneous facial repigmentation of a Ficeparrick V' chem-
ical burn patient, with microscopic hndings of a deep chem-
ical peel SOC animal model.

Methods: We demonstrare sponeancous repigmentation in a
37-year-old female who initially presented with depigmented
areas, erosions and eschars on the face, 7 days after accidental
d:cp chemical burn, duc to sc|f-qpp|imlign of 70%: f.'.l}'El’JiiC
acid to improve acne. This Is juxtaposed with a SOC porcine
experiment, performed with 33% phenal, 1.6% croton-oil,
to evaluate depth-of-injury, neocollagenesis band rhickness
in 21 days. and skin pigmentary safety. A bmm punch bi-
opsy taken at 21 days underwent Herovici staining o reveal
the thickness of collagen type [ neocollagenesis, confirm the
presence of melanin in the L'pi(h:rmis. and evaluate the pres-
ence of melanophages.

Results: On patient presenmation, cpidermolysis and arcas
of deep dermal burns were observed over the forchead and
cheeks, Ar 14 days, multple leucoderma scars persisted
and initial perifollicular repigmentation was noticeable. Ac
28 days. most of the skin was repigmented; however, many
areas had only perifollicular repigmentation and stll very se-
vere lencoderma, At 6 months, the skin still had small areas
of leucoderma with folicular repigmentation. Az 11 months
the skin color was fully recovered, with minimal post-
inflammarory hyperpigmentation (PIH) over the cheeks.

As for the SOC animal model. ar 7 days the eschar was de-
tached, and the skin was achromic. At 21 days, skin pigmen-
tation was complerely restored without macroscopic signs
of PIH. Dermatopathology evaluation revealed microscopic
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