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RESUMO

O laser de diodo de alta poténcia subdérmico é uma terapia que vem sendo
frequentemente utilizado, como tratamento do envelhecimento da pele. Entretanto,
existe a necessidade de estudos com intuito de verificar alteragcbes morfolégicos e
moleculares da pele acionados por essa tecnologia de luz. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos fototérmicos do laser de diodo comprimento de
onda (A\) 1470 nm na pele de ratos. Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos,
aleatorizados em 2 grupos: laser placebo (LP): foi utilizado o tratamento com laser
subdérmico desligado; laser ativo (LA): foi utilizado o tratamento com laser
subdérmico. Para a terapia foi utilizado equipamento de laser de diodo de alta poténcia
(A=1470 nm; P = 2 W; area do feixe = 240 um; divergéncia do feixe em rad: 0,227;
modo continuo), aplicados em 5 vetores subdérmicos na regido do dorso do animal
em uma area de 24 cm? depositando uma média de energia de 200 J, em uma Unica
sessao e o tecido foi avaliado 15 dias ap0s a intervencao. Para avaliacdo dos efeitos
do tratamento foram realizadas analises histolégicas, morfométricas e a
imunoexpressao do fator de crescimento transformador do tipo beta (TGF-3) e do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Os resultados demostraram que osanimais
laser ativo mostraram melhor arranjo das bandas das fibras de colageno um aumento
da espessura da derme e do numero de vasos. Além disso, 0s animais tratados com
laser ativo apresentaram um aumento imunoexpressdo de TGF-B e VEGF em
comparacao com o placebo. Assim, podemos concluir que o laser de diodode alta
poténcia subdérmico demostra ser uma op¢ao promissora ha dermatologia estética,
visto que foi capaz de aumentar a vascularizacdo e a expressao de fatores que
potencializam o rejuvenescimento da pele.

Palavras-chave: Laser de alta poténcia; Laser subdérmico; Envelhecimento da pele,
Rejuvenescimento facial; Medicina estética; Endolaser.
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ABSTRACT

The subdermal high-power diode laser is a therapy that has been frequently used as
a treatment for skin aging. However, there is a need for studies to verify morphological
and molecular changes in the skin triggered by this light technology. Thus, the objective
of the present study was to evaluate the photothermal effects of diode laser wavelength
(A) 1470 nm on the skin of rats. 20 male Wistar rats were used, randomized into 2
groups: placebo laser (LP): treatment with subdermal laser turned off; active laser (LA):
subdermal laser treatment was used. For therapy, high-power diode laser equipment
was used (A = 1470 nm; P = 2 W; beam area = 240 ym; beam divergence in rad: 0.227,
continuous mode), applied in 5 subdermal vectors in the region of the animal's back in
an area of 24 cm2 depositing an average of energy of 85 J/cm2, in a single session
and the tissue was evaluated 15 days after the intervention. To evaluate the effects of
the treatment, histological, morphometric analyzes and immunoexpression of
transforming growth factor beta (TGF-B) and vascular endothelial growth factor (VEGF)
were performed. The results demonstrated that active laser animals showed a better
arrangement of collagen fiber bands and an increase in the thickness of the dermis
and the number of vessels. Furthermore, animals treated with active laser showed an
increased immunoexpression of TGF-B and VEGF compared to placebo. Thus, we can
conclude that the subdermal high-power diode laser proves to be a promising option
in aesthetic dermatology, as it was capable of increasing vascularization and the
expression of factors that enhance skin rejuvenation.

Keywords: High power laser; Subdermal laser; Skin aging, Facial rejuvenation;
Aesthetic medicine; Endolaser.
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DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Esse estudo experimental foi realizado com o propésito de verificar os efeitos
do laser de alta poténcia subdérmico na pele de ratos através da verificacdo de
aspectos morfolégicos e imunoistoquimicos. A terapéutica mostrou ser um método
capaz de aumentar a vascularizacdo e estimular fatores de crescimento responséaveis
pelo remodelamento da pele.

Com a realizacao desse estudo € possivel propor que o laser de alta poténcia
subdérmico poderia ser implementado como um tratamento inovador para atenuar 0s
sinais de envelhecimento da pele, entretanto, faz-se necesséario ensaios clinicos
controlados e randomizados com o objetivo de avaliar a eficacia e seguranca da

técnica.
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1 INTRODUCAO

A pele, 6rgdo mais volumoso e visivel do corpo, onde todas as alteragdes,
incluindo envelhecimento, sdo claramente distinguiveis (Khavkin; Ellis, 2011). O
envelhecimento da pele € um processo complexo influenciado por fatores intrinsecos
(genéticos) e extrinsecos (epigenéticos/ambientais) caracterizados por uma perda
progressiva da funcionalidade e do potencial regenerativo tecidual (Wang et al., 2019;
Farage et al., 2008; Krutmann et al., 2017).

A literatura atual mostra que durante o envelhecimento h4 uma producédo
excessiva espécie reativas de oxigénio (ROS) e reducdo na producdo de enzimas
antioxidantes que favorecem o aparecimento de microambiente com caracteristicas
inflamatorias crénica de baixa magnitude na pele, conhecida como ‘“inflammaging’.
Sugere-se que as células senescentes presentes na pele ativam componentes de
SAPS (fenotipo secretor associado ao estado senescente), citocinas e
metaloproteinases de matriz (MMP), que degradam componentes da matriz
extracelular, desempenhando um papel importante no envelhecimento da pele
(Csekes et al., 2021; Wang et al.; 2019; Lee et al., 2021; Pilkington et al., 2021).

Assim, a medida que a pele envelhece, ocorre uma reducdo das funcdes das
células da pele, com perda progressiva da vascularizacdo, fibras dérmicas (fibras
colagenas, reticulares e elasticas) e da substancia fundamental (glicoproteinas e
proteoglicanos) (Csekes et al., 2021). A significativa reducdo da epiderme e derme
gue ocorre no envelhecimento séo clinicamente manifestadas por xerose, discromias,
flacidez, perda de elasticidade, telangiectasias e rugas, com destaques para areas
mais foto expostas (Lee et al., 2021), que pode impactar diretamente na saude mental,
na autoconfianca e na autoestima do individuo (Chang et al., 2019).

No que tange a medicina dermatoldgica e estética, a busca pela vitalidade e
beleza da pele incentivou avancos tecnoldgicos e inovadores em procedimentos
minimamente invasivos ou nao invasivos. Tradicionalmente, os tratamentos
disponiveis para restaurar a aparéncia de uma pele jovem eram opc¢des limitadas,
muitas vezes envolvendo procedimentos cirdrgicos invasivos com tempo de
inatividade e riscos associados (Manafi et al., 2020). No entanto, nas ultimas décadas,
0S novos métodos de tratamento prometem rejuvenescer e redefinir a pele com
invasividade minima e eficacia clinica elevada (Zouboulis et al., 2019; Benar et al.,
2024).
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O laser de alta poténcia subdérmico tem recebido consideravel atencdo na area
da dermatologia no tratamento de rejuvenescimento da pele. A terapia utiliza uma fibra
Optica, tendo como alvo a camada subdérmica da pele, estimulando a producédo de
colageno da regido tratada. Estudos demonstram que a tecnologia pode ser utilizada
para o tratamento de distUrbios da pele, tais como cicatrizes hipertréficas e de acne
(Philandrianos et al., 2015; Li et al., 2019; Li et al., 2020; Nilforoushzadeh et al., 2021),
adiposidade submentoniana, braco e abdomen (Nilforoushzadeh et al., 2022c), bolsa
ocular inferior (Nilforoushzadeh et al., 2022b), levantamento de palpebra superior e
ptose das sobrancelhas (Nilforoushzadeh et al., 2020), remodelamento do nariz (Lotfi
et al., 2020) e flacidez da pele (Benar et al., 2024).

Ainda, estudos mostram que a terapia é capaz de promover um processo
regenerativo natural, atenuando os sinais de envelhecimento (Nilforoushzadeh et al.,
2024; Nilforoushzadeh et al., 2023; Nilforoushzadeh et al., 2022d). Desta forma, o
desenvolvimento tecnologico vem permitindo a manufatura de dispositivos cada vez
mais modernos e precisos e que, por sua vez, proporcionam a fototermolise seletiva
e ideal, 0 que garante a consisténcia e seguranca da terapia (Benar et al., 2024).

Desta forma, apesar da crescente popularidade do laser de alta poténcia
subdérmico na pratica clinica comum, algumas questdes referentes a utilizacao da
tecnologia em reduzir os sinais de envelhecimento da pele ainda ndo sdo bem
compreendidas. Em particular, ha caréncia de estudos na literatura investigando os
efeitos fototérmicos do laser de alta poténcia subdérmico no comprimento de onda
infravermelho 1470 nm sobre os aspectos celular e molecular da pele. Nesse contexto,
foi levantada a hipotese de que o laser subdérmico, poderia promover o
remodelamento da pele, constituindo-se em um tratamento adequado e eficaz a ser
utilizado na pratica clinica (Nilforoushzadeh et al., 2024; Benar et al., 2024).

Nesse sentido, evidéncias imuno-histopatoldgico perante esse cenario seriam
de grande valia para compreender com exatiddo os beneficios da utilizacdo desta
abordagem terapéutica no tratamento do envelhecimento da pela. Usando um modelo
experimental, utilizando uma regido pré-estabelecida da pele do dorso do animal,
realizamos um estudo focando na analise histopatolégica e da imunoexpressao de
fatores de crescimento relacionados ao reparo da pele.

Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos fototérmicos do
laser de alta poténcia subdérmico no comprimento de onda (A) 1470 nm na pele,

através de um estudo experimental em ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos fototérmico do laser de alta poténcia subdérmico no

comprimento de onda (A) 1470 nm na pele de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar os efeitos do laser subdérmico nos aspectos histopatologicos da pele;
- Analisar a acao do laser de diodo sobre a expressédo de marcadores envolvidos com

0 processo de reparo da pele.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PELE E ENVELHECIMENTO

A pele é caracterizada como um érgao complexo e dinamico que recobre toda
superficie do corpo humano, sendo responsavel pela barreira fisica que atenua a
perda de agua e eletrdlitos, protege contra a penetracdo de substancias indesejaveis
e microrganismos, auxilia na regulacdo da temperatura corporal, fornece vigilancia
imunolégica, além de possuir terminacées nervosas autbnomos e sensoriais que
detectam estimulos de dor, presséo, toque, vibracao e temperatura (Arda et al., 2014).
Ainda, é considerada como um componente importante da beleza externa (Khavkin;
Ellis, 2011).

Com relacdo aos aspectos morfolégicos e funcionais, a camada mais externa
da pele, denominada de epiderme € constituida de um epitélio estratificado
pavimentoso e queratinizado. O epitélio compreende diferentes tipos celulares, sendo
0 queratindcito a célula mais abundante (95% das células epiteliais). Esta camada é
organizada em estratos de acordo com o estagio de diferenciacdo dos queratindcitos,
morfologicamente distintas, sendo elas classificadas do superficial para o mais
profundo como: estrato corneo, granuloso, espinhoso e basal ou germinativo. Outros
tipos de células sdo encontrados na epiderme como 0os melandcitos (produtores de
melanina), células de Langerhans (defesa imunoldgica) e células de Merkel
(receptores mecanico e tatil) (Fore et al., 2006).

Delimitando o final da epiderme e o inicio da derme ha uma membrana basal
formada por colageno o tipo IV e laminina, denominada de juncédo dermo-epidérmica,
gue conferem adesédo entre a derme e a epiderme, confere resisténcia da pele contra
forcas de cisalhamento (Arda et al., 2014; Thulabandu et al., 2018).

Imediatamente abaixo da membrana basal, encontra-se a derme, uma camada
espessa de tecido conjuntivo que apresenta uma alta densidade de macromoléculas
extracelulares (MEC) com destaque para os componentes fibrilares colageno e a
elastina que conferem resisténcia e elasticidade, respectivamente, para a pele. De
acordo com a distribuicdo e organizacdo dessas fibras pode-se observar dois arranjos
distintos na derme, sendo um mais frouxo denominado de derme papilar e outro mais

denso, a derme reticular (Fore et al., 2006).
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A derme papilar € a derme mais superficial composta por uma predominancia
feixes de fibras de colageno frouxamente organizados, com uma predominéncia do
colageno do tipo | e de fibras elasticas (oxitalamicas) fundidas perpendicularmente a
membrana basal. Essa camada apresenta também diversos capilares sanguineos e
linfaticos, assim como terminacgdes nervosas livres (Khavkin; Ellis, 2011).

A derme mais profunda, derme reticular apresenta fibras mais densas de
colageno, sendo o mais predominante o do tipo | (90%) e 11l (10%), que se entrelacam
com fibras elasticas. E encontrado também uma alta predominancia de substancia
fundamental amorfa da MEC, arteriolas, vénulas e anexos cutaneos como o foliculo
piloso e glandulas sebaceas e sudoriparas (Arda et al., 2014). De maneira geral, 0s
componentes celulares da derme incluem células dendriticas, macréfagos, mastocitos
e fibroblastos. Os fibroblastos s&o as células responsaveis por sintetizar 0s
componentes da MEC, ou seja as fibras dérmicas (fibras colagenas, elasticas e
reticulares) e a substancia fundamental (glicoproteinas e proteoglicanos) (Arda et al.,
2014).

Destaca-se que o0 coldgeno € o principal constituinte da derme,
aproximadamente 90% das fibras dérmicas com destaque para os tipos | e lll,
conferindo resisténcia ténsil e resisténcia mecanica a pele (Khavkin; Ellis, 2011). As
fibras elasticas sdo responsaveis por devolver a pele a sua configuracdo normal apés
a deformacao e estendem-se desde a lamina densa da juncdo dermo-epidémica até
a derme reticular. Ja, as fibras reticulares também estdo presentes na derme e
consistem em fibras finas de colageno e fibronectina (Thulabandu et al., 2018).

Abaixo da pele, encontra-se a hipoderme (também conhecida como tela
subcutanea), uma camada de tecido conjuntivo frouxo associado ao tecido adiposo,
com funcdo de protecdo e isolamento, além de servir como reserva de energia. E
possivel observar adipdcitos, fibroblastos, macrofagos e uma grande quantidade de
substancia fundamental. Os adipdcitos apresentam dispostos em Iébulos separados
por septos de tecido conjuntivo. A espessura dessa camada mostra variacao
anatémica e individual, e reflete o estado nutricional do individuo (Csekes et al., 2021,
Khavkin; Ellis, 2011).

O envelhecimento € um processo dependente do tempo, determinado por
mudancas persistentes na funcionalidade e reprodutibilidade do organismo e aumento
da probabilidade de morbidade e mortalidade (HO6hn et al., 2017). A pele humana

fornece as primeiras marcas Obvias da passagem do tempo, visto que esta
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constantemente exposta a estimulos internos e externos, fato que impacta na sua
estrutura e funcionalidade com a progressao da idade (Nikolakis et al., 2013; Csekes
et al., 2021).

O envelhecimento da pele é caracteriza-se por processos intrinsecos e
extrinsecos (Farage et al., 2008). O envelhecimento intrinseco ou cronolégico é um
processo inevitavel determinado por fatores genéticos e epigenéticos. A nivel celular,
as células perdem sua capacidade proliferativa (limite de Hayflick) e entram em um
estado de parada irreversivel do ciclo celular, mais tarde denominada senescéncia
celular ou replicava devido a reducéo dos telomeros (Csekes et al., 2021; Wang et al.,
2019). J4, o envelhecimento extrinseco é considerado mais deletério para a pele e é
ocasionado por fatores externos, tais como, radiacdo UV, fatores nutricionais, falta de
sono, estresse, poluicdo do ar, fumaca de cigarro, dentro outros estressores (Farage
et al., 2008; Krutmann et al., 2017).

E conhecido que, tanto no processo de envelhecimento intrinseco assim como
no extrinseco, ocorre danos as estruturas celulares e destruicdo da integridade dos
componentes da MEC. que comp®e a pele. Devido ao excesso de espécies reativas
de oxigénio (ROS) produzidos durante o envelhecimento associado a reduzida queda
da producado de enzimas antioxidantes, favorecendo ainda mais o estresse oxidativo
tecidual (Wang et al., 2019). Evidéncias crescentes sugerem que o0 excesso de ROS
nos queratinécitos e fibroblastos senescentes ativa a via de sinalizacdo de marcadores
inflamatdrios, como o fator nuclear kappa B (NF-k B), o que ocasiona o aumento da
secrecdo de citocinas pro-inflamatdérias como o fator de necrose tumoralalfa (TNF-a)
e de metaloproteinases de matriz (MMPs), promovendo inflamacgéo, comprometimento
mitocondrial, deterioracao tecidual e otimizacéo do envelhecimentoda pele (Lee et al.,
2021; Pilkington et al., 2021).

O aumento da producéo destes componentes conhecidos como SASP (fenétipo
secretor associado ao estado senescente) € uma das marcas mais relevantes da
senescéncia (Csekes et al., 2021). Assim, o envelhecimento da pele é caracterizado
por inflamacédo crénica persistente de baixo grau, termo conhecido, do inglés como
“inflammaging”, ocasionando a modificaces molecular, celular e fisiolégica na pele
(Lee et al., 2021; Pilkington et al., 2021).

Na pele envelhecida, € observado histomorfologicamente, uma reducéo na
espessura da epiderme e achatamento da juncdo dermo-epidérmica, o que contribui

para oxigenacao deficiente, aumento da fragilidade da pele e da formacéo de rugas.



23

A capacidade proliferativa dos queratindcitos basais diminui, fato que ocasiona um
reparo mais lento (Csekes et al., 2021). A derme torna-se atr6fica com namero
reduzido de fibroblastos, a sintese dos componentes da MEC e prejudicada, o nUmero
e o diametro dos feixes de fibras de coldgeno diminuem, a proporcao de colageno tipo
lll para colageno tipo | aumenta (principalmente devido a perda de colageno 1).
Ocorrem também alteracdes na organizacao das fibras elésticas, que se manifestam
como adelgacamento dérmico progressivo, aumento do enrugamento e perda de
elasticidade (Wang et al., 2019).

Sabe-se que o conteldo total de colageno por unidade de area da superficie
da pele diminui aproximadamente 1% ao ano associado a uma diminui¢cao do tecido
adiposo subdérmico (Autio et al., 1994). Ainda, a pele envelhecida pode ser verificado
acumulo de material de elastina logo abaixo da juncdo dermo-epidérmica, conhecido
como elastose, fragmentacédo acelerada do colageno e das fibras elasticas (devido
intensa atividade de MMPs). Ocasionando rugas mais profundas, flacidez, opacidade
e aspereza (Wang et al., 2019; Krutmann et al., 2021; Zouboulis et al., 2019).

Todas as alteracdes na morfologia da pele citadas manifestam-se clinicamente
por flacidez, xerose e algumas linhas de expressdo, ressecamento, pigmentacéo
irregular, perda de elasticidade, telangiectasias e areas de purpura especialmente nas
areas foto expostas (Lee et al., 2021).

Estudos mostram que na meia idade, embora a presenca de flacidez e rugas
seja natural, a cobranca imposta pela sociedade ainda determina a beleza fisica como
padrdo para a qualidade de vida e muitos individuos se deparam com a baixa na
autoestima, uma vez que esses fatores afetam a satisfacdo pessoal, corroborando
com os dados observados no presente estudo (Chang et al., 2019).

A dermatologia estética, pode contribuir para o envelhecimento saudavel
desempenhando um papel significativo na prevencdo, regeneracdo e retardo do
envelhecimento da pele (Zouboulis et al, 2019). Varias estratégias
antienvelhecimento tem sido desenvolvidas nos ultimos anos, tais como medidas
preventivas (evitando fatores exdgenos do envelhecimento, correcao de estilo de vida
e habitos), estratégias cosmetoldgicas, agentes terapéuticos tdpicos e sistémicos e
procedimentos invasivos (Landau et al., 2017; Zouboulis et al., 2019). Nesse cenério,
o uso do laser de diodo de alta poténcia subdérmico aumentou consideravelmente nos

ultimos anos (Nilforoushzadeh et al., 2021; Lofti et al., 2022; Nilforoushzadeh et



24

al., 2022a; Nilforoushzadeh et al., 2022b; Nilforoushzadeh et al., 2022c;
Nilforoushzadeh et al., 2023; Nilforoushzadeh et al., 2024; Bener et al., 2024).

3.2 LASER DE ALTA POTENCIA

Os tratamentos que usam as tecnologias a laser tém recebido consideravel
atencdo na area dermatolégica aplicada ao tratamento de rejuvenescimento da pele
(Archer et al., 2019). O rejuvenescimento da pele com laser de CO: e érbio:YAG séo,
nos ultimos 10 anos, os mais utilizados na pratica clinica (Hamilton et al., 2018).

Entretanto, uma nova geracao de dispositivos foi desenvolvida com base nos
principios do laser, ou seja, amplificacéo da luz por emisséo estimulada pela radiagéo,
com destaque para o laser de diodo de alta poténcia subdémico (Benar et al., 2024).

Esses dispositivos foram desenvolvidos, principalmente, no comprimento de
onda de infravermelho, devido ao seu importante espectro de absor¢cdo com a agua
(Li et al., 2020) e foram baseados nos conceitos basicos do Dr. Dell’Avanzato o qual
desenvolveu a técnica Endolift® em 2005, sendo que ENDO significa interno e LIFT
elevar/retrair.

A técnica que visa elevar tecidos de camadas mais profundas ganhou
popularidade no mercado global por ser tratar de um procedimento relativamente
simples e seguro, produzindo resultados imediatamente visiveis (Dell’avanzato et al.,
2022; Longo et al., 2022)

A energia do laser suddérmico é entregue através de um tipo especifico de fibra
Optica nua com diametro que variam de 200 a 600 microns. A fibra Optica, com
irradiacdo laser direcional, permite a penetracdo através do tecido até uma
profundidade de 2—3 mm, depende do angulo da penetracao da fibra, ocasionando
uma penetracdo mais profunda quando comparado com outros dispositivos a laser,
como os laser fracionado ndo ablativo e ablativos que fornecem energia direcionada
através da epiderme superficial e, portanto, sofre dispersdo, além de poder ser
técnicas mais doloridas (Li et al., 2020). As fibras Opticas utilizadas pelo laser, sdo um
meio de transmissdo muito pratico devido a sua flexibilidade e ao seu pequeno
diametro (Li et al., 2019).

O laser subddérmico é emitido no comprimento de onda infravermelho, sendo
a luz absorvida pela agua e pela hemoglobina, particularmente pela

desoxihemoglobina, resultando em ablacdo e coagulacéo de tecidos alvo, fenbmeno
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conhecido como fototermdlise seletiva (Li et al., 2020; B). Acredita-se que o laser
subcutdneo possui mecanismo de acdo duplo, ou seja, fototermdlise acustica e
mecanica seletiva do tecido alvo, ou seja, dano térmico localizado dentro de uma faixa
estreita (Longo et al., 2022). De acordo com Havel et al., 2014, durante a aplicacao do
laser, o colageno degenera e encolhe enquanto o calor difuso leva a desnaturagdodas
proteinas e a coagulacéo do tecido.

As primeiras pesquisas com o uso do laser com fibra éptica de 1470 nm foram
realizadas por Gayen et al. 2023, em modelo ex vivo em amostras de aorta humana e
suina e também em pele. O dispositivo foi usado pela primeira vez na pratica clinica
por Seitz et al., 2007 para tratar hiperplasia prostatica benigna. Mais recentemente, o
laser subdérmico tem sido usado no tratamento de uma variedade de distarbios
clinicos, incluindo fistula anorretal (Oztlrk et al., 2014), varicosidade (Zerweck et al.,
2014), problemas do trato respiratério devido ao desvio do septo nasal ou hipertrofia
da concha inferior (VEIT et al., 2017), e deposicao excessiva de gordura (Leclere et
al., 2015).

Nos dias atuais, o laser subdérmico tem sido utilizado no tratamento de uma
variedade de aplicacdes clinicas na dermatologia estética, tais como cicatrizes
hipertroficas e de acne (Philandrianos et al.,, 2015; Li et al., 2019; Li et al., 2020;
Nilforoushzadeh et al., 2021), adiposidade submentoniana, braco e abdbmen
(Nilforoushzadeh et al., 2022c), bolsa ocular inferior (Nilforoushzadeh et al., 2022b),
levantamento de palpebra superior, ptose das sobrancelhas (Nilforoushzadeh et al.,
2022a), remodelamento do nariz (Lotfi et al., 20220), flacidez da pele (BENAR et al.,
2024) e rugas faciais (Nilforoushzadeh et al., 2024; Nilforoushzadeh et al., 2023;
Nilforoushzadeh et al., 2022d) com resultados clinicos promissores.

A literatura atual afirma que o laser subdérmico é capaz de proporcionar o
remodelamento do tecido conjuntivo na pele envelhecida sendo considerado,
portanto, uma ferramenta potencial para o rejuvenescimento da pele (Benar et al.,
2024). Estudos clinicos mostram que laser o laser subdérmico € capaz de diminuir a
flacidez da pele e também pode diminuir as rugas faciais (Nilforoushzadeh et al.,
2023).

Nilforoushzadeh et al., 2022a utilizaram o laser subdérmico para tratar a ptose
da palpebra superior e da sobrancelha dos pacientes. Os resultados biométricos
mostraram que o tratamento pode aumentar a espessura, densidade e elasticidade da

pele na regido das pélpebras. Os autores relatam que nas avalia¢des realizadas
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por dermatologistas, mostraram melhora em cerca de 90% dos pacientes tratados.
Ainda, foi observado, excelente melhora no questionario de satisfacdo em 90% dos
pacientes que receberam o tratamento. Desta forma, os autores afirmam que o laser
subdérmico provou ser eficiente e consistente para o rejuvenescimento e tratamento
da ptose da palpebra superior e sobrancelha.

Os mesmos autores, utilizando o laser subdérmico para tratamento de rugas e
linhas de expressédo na regido da testa (Nilforoushzadeh et al. 2022d), assim como no
sulco nasogeniano (Nilforoushzadeh et al. 2023) evidenciaram um aumento
significativo da espessura e a elasticidade da pele aumentam apds o tratamento tanto
na melhora clinica em avaliacao realizada por dermatologista o quanto nas respostas
positivas de satisfacdo ao tratamento relatados pelos pacientes.

E importante destacar que a maioria dos ensaios clinicos que utilizaram o laser
subdérmico em tratamentos dermatoldgicos e estéticos apontam que terapia
demonstrou ser segura, com reacOes adversas minimais ou nao significativas
(Nilforoushzadeh et al. 2023; Nilforoushzadeh et al., 2024; Bener et al., 2024).

Apesar da crescente popularidade do laser de alta poténcia subdérmico no
tratamento do envelhecimento facial, a qualidade das evidéncias que suportam seu
uso € baixa devido a falta de métodos consistentes de aplicabilidade. A maioria dos
estudos apresentam limitacdes, que incluem um pequeno tamanho da amostra, a falta
de um grupo de controle e, muitas vezes a omissdo de parametros de aplicacao.
Ainda, é necessario ter cautela ao interpretar resultados, que na maioria das vezes
sdo decorrentes de analises subjetivas, pois as melhorias podem ser vistas como
altamente variaveis devido ao viés do observador da pesquisa.

De acordo com os relatos supracitados, sugere-se que o laser subdérmico
possui potencial terapéutico promissor em reduzir os sinais de envelhecimento da
pele. No entanto, embora haja o seu uso difundido na pratica clinica, algumas
guestdes referentes a técnica ainda ndo estdo bem compreendidas. Em primeiro lugar,
nao ha um consenso padrdo a respeito de dosimetrias ideais para o tratamentode
rugas faciais. No trabalho atual foi utilizado apenas uma sesséo de tratamento comum
laser subdérmico no comprimento de onda infravermelho (1470 nm), na pele do dorso
do animal, mimetizando um tratamento de rejuvenescimento facial. Em segundolugar,
h& uma caréncia de estudos que avaliam a morfologia da pele e fatores de crescimento

relacionados ao reparo da pele.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 LOCAL DE ESTUDO

Este estudo foi desenvolvido em parceria com o Laboratério de Biomateriais e
Engenharia Tecidual (LaBETec) localizado no Departamento de Biociéncias da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP - Campus Baixada Santista). O projeto
obteve aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da ANILAB com
parecer no 01/2023 (Anexo - I).

4.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para a execucdo do estudo proposto, foram utilizados 20 ratos (Rattus
norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia), da linhagem Wistar, machos, com trés
meses de idade e massa corpérea media de 300 g. Os animais foram mantidos em
Biotério de Experimentacéo e durante todo o periodo experimental permaneceram em
gaiolas coletivas, apropriadas de polipropileno padréo (48,7 x 33,1 x 21,4 cm),
transparentes, agrupados em quatro animais por gaiola, sob condicbes ambientais
controladas (ruidos, ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura na faixa de 22-27°C,
ambiente higienizado), recebendo racédo balanceada e agua filtrada a vontade. Todos
0s animais foram submetidos a ambientacdo com o local e com a pesquisadora
responsavel pelos procedimentos, diariamente, por periodo de 10 dias consecutivos
previamente ao procedimento cirdrgico. Ainda, os animais foram observados

diariamente pelo pesquisador responsavel e por um profissional médico veterinario.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram pesados e distribuidos aleatoriamente em 2 grupos
experimentais (n = 10):
- Grupo laser placebo (LP): foi realizado o tratamento com laser suddérmico com o
equipamento desligado;

- Grupo laser ativo (LA): foi realizado o tratamento com laser subdérmico.
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4.4 MODELO EXPERIMENTAL DE TRATAMENTO COM LASER DE DIODO DE
ALTA POTENCIA SUBDERMICO

O tratamento foi realizado de acordo com o0s principios éticos de
instrumentacdo animal, sob condicbes padrédo de assepsia e anestesia geral. Antes
do inicio do procedimento, os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial
de ketamina (80 mg/kg), xilazina (8mg/kg), acepromazina (1 mg/kg) e fentanil (0,05
mg/kg) com doses de acordo com o peso corporal do animal. Apdés a inducédo
anestésica, os animais foram posicionados em uma superficie plana com a extensao
dos quatro membros e foi realizada a tricotomia digital no dorso dos mesmos.

Na sequéncia, foi utilizado o aparelho portatil de laser diodo de alta poténcia
(neoLaser, marca G.N.S®, Israel, distribuido no Brasil pela Fismatek, Sdo Paulo) no
comprimento de onda de 1470 nm; poténcia de 2 W, area do feixe de 240 um,
divergéncia do feixe em rad de 0,227, modo continuo.

Apés a selecao dos parametros, a pele do dorso do animal foi perfurada com
uma agulha 21 G x 1 %4” para permitir a entrada da fibra 6ptica. Em seguida, foram
realizados percursos em forma de leque em 5 vetores subdérmicos na regido do dorso
do animal em uma area correspondente a 24 cm? (Figura 1). Durante a operacao, uma
fibra otica de 400 um foi tracionada manualmente e continuamente no sentido caudal
até a extremidade distal da area de tratamento demarcada depositando energia
acumulada de 200 J, pela técnica de vetores em apenas 1 sessédo. Cada passagem
ocorreu a uma velocidade e poténcia predefinidas com base em uma estimativa de
aquecimento local de aproximadamente 50 a 60°C (temperatura de coagulacdo) na
frente da ponta da fibra.

Ao término do procedimento os animais receberam analgésico cloridrato de
tramadol subcutaneo (12,5 mg/Kg) por via oral (20mg/Kg). Apds passado este periodo
os animais foram avaliados 2 vezes ao dia e medicados somente aqueles que
apresentavam sinais de dor. As avaliacdes periddicas foram realizadas segundo

identificacdo de dor por expresséao facial e comportamento.
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Figura 1 - Esquema representativo do modelo experimental de tratamento.

Apos o tratamento foi realizada a antissepsia com auxilio de gaze estéril, iodo
degermante 2%, seguido de alcool 70% (passado por trés vezes) na area de
tratamento.

Os animais foram mantidos por algumas horas em ambiente aquecido com a
finalidade de se evitar hipotermia. Por fim, os animais foram alocados em caixas
individuais com livre acesso a agua e racéo e foram monitorados pela pesquisadora
responsavel pelo projeto até o retorno completo da anestesia, sendo constantemente
avaliados os parametros de dor. Logo apoés a recuperacao completa da anestesia, 0s
animais foram realocados nas caixas de origem, com um nuamero de 4 animais por
caixa e com livre acesso a agua e racao até o momento da eutanasia. Para facilitar a
alimentacdo dos animais, nas primeiras 24 horas p0s-cirurgia, foi mantida no interior

das caixas, racao umedecida sob material (papel toalha) isolado da serragem.

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ao término do periodo experimental, 15 dias ap6s o tratamento, 0s animais
foram submetidos a eutanasia com meio de overdose de anestésico (injecao
intraperitonial de ketamina 240 mg/Kg e xilazina 24 mg/Kg). Para constatar a morte do
mesmo, foi realizado a verificacdo do batimento cardiaco, frequéncia respiratoria e
reflexos que, devem estar ausentes no animal. Em seguida, a pele foi retirada e

armazenada.
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Todo material coletado foi devidamente identificado e armazenado para
processamento e utilizacdo em analises posteriores. Cabe destacar que apos a
eutanasia, as carcacas dos animais foram descartadas em sacos brancosidentificados
com o simbolo de risco bioldgico e foram acondicionadas em freezer (- 20° C) e logo
apos destinadas a incineracao por uma empresa responsavel pela coletado material.

4.6 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

ApGs a coleta, as pecas permaneceram em solu¢des de formaldeido a 10%
para a fixacdo (por 24 horas) e, posteriormente lavadas em agua corrente (por 24
horas). Na sequéncia as amostras passaram por desidratacdo em solucéo crescente
de alcool etilico a 70%, 90% e 100%, diafanizagdo em solucao de alcool/xilol (1:1), 2
banhos de xilol puro. ApOs essa etapa, 0 material foi processado para a inclusdo em
parafina e posteriormente foram emblocados através de um micrétomo (Leica RM —
2145, Germany), sendo obtidas Iaminas histoldgicas (cortes seriados) com 5 ym de
espessura. Os cortes foram realizados em plano coronal a superficie da pele. As
laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H.E.) para realizacdes das analises
histoldgica descritiva e andlise de vasos sanguineos.

Além disso, foram confeccionadas laminas para as analises imunoistoquimicas
(qualitativa e semiquantitativa) para a expressao de TGF-B e VEGF. Todas as analises

foram realizadas de maneira cega, por dois pesquisadores treinados (LA e SG).
4.7 ANALISES
4.7.1 Avaliagcdes macroscoépicas da evolucao da pele

A andlise macroscopica da area de tratamento foi realizada diariamente com
objetivo de investigacdo em relacdo as seguintes ocorréncias: coloracao, inflamacéao
local, queimadura, necrose, fibrose e dor. Essas variaveis foram classificadas como

presente ou ausente.

4.7.2 Analise histologica descritiva
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A analise qualitativa da pele foi feita por meio de laminas coradas com H.E.,
sendo uma lamina por animal. Foram analisados em trés campos distintos com
aumento de 200 X. Para tal andlise, foi utilizado um microscopio de luz microscopio
invertido Axio Observer.D1 Zeiss® e foram observadas alterac6es morfologicas das
camadas da pele.

4.7.3 Espessura da derme

Para a avaliacao da espessura da derme, foi utilizado as laminas coradas com
HE. Para a avaliagdo medidas histomorfométricas (em pm) foi utilizado programa Axio
Visio instalado junto ao microscopio invertido Axio Observer.D1 Zeiss®. Foi utilizada
uma fotomicrografia por animal na qual foram feitas trés medidas da derme da pele.
Com essas medidas foi realizada a média aritmética para obtencao do valor a ser

utilizado na analise estatistica (Baptista et al., 2019).

4.7.4 Analise do nimero de vasos sanguineo

Para analise do niumero dos vasos sanguineos utilizou-se as laminas coradas
com HE e foram capturas 10 imagens em um aumento de 400 x em microscépio de
luz (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). As imagens foram analisadas por dois
avaliadores independentes, através do software Image J, sendo considerado para a
contagem dos vasos presentes integralmente na imagem. Para a analise estatistica

considerou-se a média aritmética de cada lamina (Castro et al., 2018).

4.7.5 Avaliacao de imunoistoquimica

A analise de imunoistoquimica foi realizada com objetivo de avaliar a expressao
proteica de TGF-B e VEGF. Dessa forma, laminas com cortes de 5 ym foram
utilizadas, desparafinizadas e hidratadas. Em seguida, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddégena, em que os mesmos foram incubados em solucédo a 30% de
perdxido de hidrogénio. Apds este periodo, foram utilizados anticorpos primarios de
de TGF-B e VEGF, por 60 min, diluicdo 1:200 (polyclonal rabitt anti-rat, Sta Cruz
biotechnology, California, USA).
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Apos lavagem em PBS, o anticorpo secundario na dilui¢do 1:50 por 30 minutos
foi utilizado. Em seguida, os cortes foram novamente lavados em PBS e corados com
diaminobenzidine (DAB) por 30 min e, em seguida, coradas com Hematoxilina de
Harris. Por fim, foi realizado a coloragdo por hematoxilina e montagem das laminas.
Para o controle negativo os anticorpos primarios foram omitidos. Uma vez realizada a
marcacao, foi avaliados 3 campos de cada corte, em aumento de 200X, por meio de
microscopia de luz (Axiolab Zeiss). As laminas foram pontuadas em uma escala de 1
a 4 (1 = ausente, 2 = fraco, 3 = moderada e 4 = intensa) para a analise

imunoistoquimica. Todas as laminas foram avaliadas por 2 observadores cegos.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas,
na forma de médias e desvios-padréo. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk’s foi
utilizado para todas as variaveis. Para a comparacao das avaliacdes iniciais e finais
do tratamento, utilizou-se o teste T de Wilcoxon em todas as variaveis analisadas.
Para a comparacao entre os grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para todas as variaveis. As analises foram realizadas no software GraphPad
Prism, verséo 6.01. Para as conclusfes das analises estatisticas foi utilizado o nivel
de significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE MASCROSCOPICA

Durante a avaliacdo macroscopica foi observado um eritema local que foi mais
evidente no grupo LA que persistiu durante o primeiro dia de tratamento, auséncia de
sinais clinicos da inflamacéo, auséncia de necrose, fibrose e dor. Nenhuma diferenca

foi observada entre os grupos avaliados.

5.2 ANALISE MORFOLOGICA

Na epiderme nao foi observado alteragcdes em ambos 0s grupos avaliados. Da
mesma forma, em ambos os grupos, a derme papilar, apresentou-se ainda com
predominéancia de fibras colagenas compativeis a regido. Na derme reticular, o arranjo
das bandas de fibras colagenas carateristicas da referida camada, mostrou-se mais
organizado quando comparado ao LP. Além disso, o tecido conjuntivo adjacente a

camada muscular do grupo LA apresentou ainda fibras colagenas maior volume e com

melhora do arranjo elastico-colageno em relacdo aos LP.

Figura 2 - Fotomicrografias representativas da analise histopatolégica da pele
Legenda: Grupo laser placebo (LP); Grupo laser ativo (LA). EP = epiderme; DP=
derme papilar; DR = derme reticular; seta = arranjo elastico-colageno. Barra 500 um

5.3 ANALISE DA ESPESSURA DA DERME
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As avaliacdes referentes a analise da espessura da derme estdo demonstradas
na figura 3. Entre os grupos mostrou que houve um aumento da espessura da derme

no LA quando comparado com LP (* p = 0,007).
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Figura 3 - Avaliacdes referentes a andlise da espessura da derme
Legenda: Grupo laser placebo (LP); Grupo laser ativo (LA) (teste T de Wilcoxon).

5.4 ANALISE DO NUMERO DE VASOS SANGUINEOS

Os valores obtidos na andlise de numero de vasos sanguineos podem ser
observados na figura 4. Foi possivel observar um aumento no nimero de vasos no

grupo LA quando comparado ao LP (* p = 0,003).
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Figura 4 - Andlise de nimero de vasos sanguineos
Legenda: Grupo laser placebo (LP); Grupo laser ativo (LA) (teste T de Wilcoxon).

5.5 ANALISE DE TGF-B

A imunoexpressdo de TGF-B foi observada principalmente nos fibroblastos e
em ambos 0s grupos experimentais (Figura 5A). A analise semi-quantitativa
demonstrou um aumento significativo da imunomarcacao de TGF- B no grupo LA (p =

0,017) quando comparados ao grupo LP (Figura 5B).
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Figura 5 - Fotomicrografias representativas da analise imunoistoquimica do
marcador TGF- 8
Legenda: A) Imagem representativa da pele dos diferentes grupos experimentais
avaliados para TGF- . Barra de escala 500 pym. Grupo laser placebo (LP); Grupo laser

ativo (LA). B) Gréfico da analise semiquantitativa da imunoistoquimica do TGF- f3.
(teste T de Wilcoxon).

5.6 ANALISE DE VEGF

A expressédo de VEGF pode ser detectada nos fibroblastos e células endoteliais
em todos os grupos experimentais (Figura 6A). Um aumento da imunoexpressao de

VEGF foi observado em LA quando comparado ao LP (p = 0,0189; Figura 6 B).
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Figura 6 - Fotomicrografias representativas da analise imunoistoquimica do
marcador VEGF
Legenda: A) Imagem representativa da pele dos diferentes grupos experimentais
avaliados para TGF. Barra de escala 500 ym. Grupo laser placebo (LP); Grupo laser ativo

(LA). B) Grafico da analise semiquantitativa da imunoistoquimica do VEGF. Barra500
pum
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6 DISCUSSAO

O estudo atual avaliou os efeitos fototérmicos do laser subdérmico (1470 nm)
na pele de ratos. Os resultados mostram que nos animais que receberam o laser ativo
mostraram melhor arranjo das bandas das fibras de colageno na derme reticular,
aumento da espessura da derme e do numero de vasos. Além disso, a
imunoexpressao de TGF e VEGF foi maior no grupo tratado com laser ativo.

O aumento crescente na busca por procedimentos estéticos que visam a
obtencao do rejuvenescimento da pele impacta significativamente na importancia do
desenvolvimento de estratégias terapéuticas menor invasividade e que promovam
mudancas na aparéncia da pele (Zouboulis et al., 2019; Benar et al., 2024). Diversas
opc¢Oes de tratamento para o rejuvenescimento da pele tém sido utilizadas na pratica
clinica, incluindo o laser subdérmico (Bener et al., 2024; Nilforoushzadeh et al., 2023).
A literatura reporta que o laser subdérmico € capaz de tratar lesdes de provocar a
coagulacdo, de acordo com os principios fototermdlise seletiva, que ocasiona
aumento da producao de colageno e MEC na pele (Li et al., 2020; Li et al., 2019).

Como descrito anterioemente maioria dos estudos que avaliaram os efeitos do

laser subdérmico no tratamento do envelhecimento da pele facial mostraram
resultados encorajadores e que a terapia promove efeitos adversos minimos ou nao
significativos (Nilforoushzadeh et al.,, 2024; Nilforoushzadeh et al., 2023;
Nilforoushzadeh et al., 2022d; Benar et al., 2024). No entanto, até o0 momento, a
gualidade geral das evidéncias observadas ainda € baixa, as analises muitas vezes
sdo subjetivas e os mecanismos de acao referente ao tratamento ainda sao incertos.
N&o foi possivel encontrar na literatura atual, estudos experimentais com
controle placebo que utilizaram o laser subdémico na pele em modelo animal, em
especial para avaliar os aspetos histopatologicas e da imunoexpressao de fatores de
crescimento que influenciam a diferenciacdo, a proliferacdo a sintese de células
envolvidas no processo de remodelamento da pele. Portanto, esse estudo avaliou
histopatologicamente a pele no periodo experimental de 15 dias apds uma Unica
sessdo de laser subdérmico, usando um protocolo de tratamento frequentemente
utilizado na pratica clinica brasileira. O modelo animal utilizado permitiu a realizacéo
de bidpsias e estudos histoldgicos sem o problema ético dos possiveis efeitos

adversos em relagédo aos humanos.
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De acordo com Csekes et al., (2021), os sinais clinicos que mais incomodam o
paciente durante o processo de envelhecimento sédo a flacidez e o aparecimento das
rugas. Dessa forma, atenuar esses sinais continua sendo uma necessidade primaria
em tratamentos dermatolégicos estéticos (Zouboulis et al., 2019). Est4d bem-
conceituado que as manifestacdes clinicas da pele observadas no envelhecimento
possuem relacdo direta com a presenca de um processo inflamatorio cronico de baixo
grau e a ativacdo de MMPs, responsaveis por causar danos persistentes nos
componentes do tecido conjuntivo da derme, desencadeando o aparecimento de
rugas dinamicas e estaticas (Lee et al., 2021; Pilkington et al., 2021).

Os dados referentes a avaliacdo histolégica e da espessura da derme do estudo
mostraram que o laser subdérmico, resultou na otimizacédo do remodelamentoda pele
apés uma Unica sesséo de tratamento. A medida que estas fibras de colagéniosio
sintetizadas, a base da pele ganha forca e o volume é restaurado, o que podera refletir
em uma aparéncia mais revitalizada da pele (Benar et al., 2024). A sintese gradual de
fiboras de colageno observada apos o uso do laser subdérmico garante que a
transformacdo pareca gradual e harmoniosa. Resultados semelhantes foram
observados nos estudos realizados por Nilforoushzadeh et al., 2023, Nilforoushzadeh
et al., 2022c, Nilforoushzadeh et al., 2022 os quais relataram aumento densidade e
espessura da da derme, utilizando o laser subdérmico com o mesmo comprimento de
onda do presente estudo.

Adicionalmente, o TGF-f é uma citocina multifuncional, envolvida em grande
numero de atividades celulares durante o processo de reparo da pele, mediando a
migracéo e proliferacao de fibroblastos, producéo de colageno e deposicao de MEC
(Barrientos et al., 2008), foi avaliado no presente estudo. E demonstrado uma reduc&o
significativa de diversos fatores de crescimento que exercem influéncia sobre os
fibroblastos, incluindo a expressao de TGF-B durante o processo de envelhecimento
da pele (Zhang et al., 2024). No presente estudo, um aumento significativo da
expressdo de TGF-B foi observado apds o tratamento com laser subdérmico. De
acordo com o estudo desenvolvido por Souil et al., (2001), o aquecimento térmico local
estimula a proteina de choque térmico (HSP) do tipo 72 e regula os fatores de
crescimento que participam do processo de reparo (em particular, através da
modificacdo do perfil do TGF-B), aumentando a taxa de proliferagao celular e a
velocidade de producdo de colageno. Possivelmente, os estimulos fototérmicos

induzidos por pelo laser, foi capaz de excitar vias de sinalizacao intracelular
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responsaveis por estimular fatores de transcricdo e proteinas que mediam processos
de diferenciacdo, proliferacdo e sintese de células dérmicas, intensificando o
remodelamento da pele.

Além disso, € conhecido que a formacao de novos vasos sanguineos associado
a uma adequada perfusdo sanguinea sao atributos essenciais para 0 sucesso dos
tratamentos de rejuvenescimento da pele (Bonham et al., 2020).

A familia de fatores de crescimento endotelial vascular, VEGF, estdo
diretamente envolvidos no processo de neoangiogénese, ou seja, proliferacdo de
células endoteliais e na formagdo de Iumen vascular (Melincovici et al., 2018). A
imunoexpressao de VEGF é significativamente reduzida em peles de individuos mais
velhos em comparacao os individuos mais jovens e saudaveis (Loh et al., 2009).
Muitos estudos tém demonstrado os efeitos positivos da estimulacédo de novos vasos
sanguineos no tratamento de rugas faciais (Bonham et al., 2020; Barrientos et al.,
2008).

Assim, o aumento da expressdao do VEGF apo0s o tratamento com laser
subdérmico associado ao aumento da densidade de vasos sanguineos mostra que a
terapia estimulou a proliferacdo e migracdo de células endoteliais, induzindo a
formacdo de novos vasos sanguineos que podem contribuir para a otimizacdo do
rejuvenescimento da pele.

O presente estudo mostra que o laser de alta poténcia subdémico, nos
parametros utilizados no presente estudo, pode ser uma modalidade de tratamento
promissora na obtencéo do rejuvenescimento da pele, baseado em analises imuno-
histopatoldgica. Certamente este método, embora muito valido nos resultados
apresentados, ndo pretende substituir uma cirurgia classica de lifting facial em casos
de graus muito avancado de envelhecimento, ndo induzindo falsas expectativas ao
paciente. Entretanto, € uma terapia minimamente invasiva eficaz no remodelamento
da pele que pode ajudar, como uma ferramenta adicional poderosa, no arsenal
dermatolégico e estético.

E importante destacar que o periodo de acompanhamento do estudo abrange
15 dias ap6s uma Uunica sessdo de tratamento. Embora os resultados sejam
promissores a curto prazo, um acompanhamento a longo prazo forneceria
informagbes valiosas sobre a sustentabilidade e a longevidade dos efeitos

observados. Além disso, para confirmar os resultados encontrados no presente
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estudo, sdo necessérias investigacdes adicionais sobre a eficacia e seguranca da

técnica através de ensaios clinicos controlados e randomizados.

7 CONCLUSAO

Em conclusdo, o laser de alta poténcia subdérmico no A1470 nm exerceu
efeitos positivos no remodelamento da pele, visto que foi capaz de aumentar a
vascularizacdo e a expressdo de fatores que potencializam o rejuvenescimento da
pele. Consequentemente, os dados apresentados evidenciam o potencial do uso da
terapia para otimizar o rejuvenescimento da pele. Este tipo de evidéncia experimental
€ necessario para o desenho de ensaios clinicos com intuito de elucidar os beneficios

e limitacdes da técnica no cenario clinico.
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Animais de Laboratério Criagdo e Comércio Ltda. Paulinia, 06 de outubro de 2023
CNPJ 65.440.612/0001-40

Inscr. Est. 513.020.551.116

CERTIFICADO DE AUTORIZACAQ DE USO DE ANIMAIS CEUA ANILAB

Certificamos que a proposta intitulada Avaliagdio do laser de diodo de alta poténcia na produgio
de coligeno da pele: estudo experimental, protocolada sob o CEUA n° 01/2023 sob a
responsabilidade de Livia Assis Garcia e sua equipe composta por Silvana Aparecida Girdo de Godoi
e Estela Maria Sant Ana Correira, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
ANILAB - animais para pesquisa criagdo e comércio LTDA (CEUA/ANILAB), na reunido de
06/10/2023.

Finalidade da Proposta: Avaliagdo do laser de diodo de alta poténcia na produgio de coligeno da
pele

Origem: Anilab Animais para pesquisa criagdo e comércio Itda

Espécies/ quantidades: 20 Rattus novergicus linhagem wistar, machos, pesando entre 250 e 300g
Data prevista para inicio: 26/10/2023

Local do estudo: Biotério ANILAB
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