ORIGINAL ARTICLE

USO DE ACIDO TRANS-RETINOICO EM DERME
ESTUDO EXPERIMENTAL

T, Rogeério de Oliveira Ruiz', Daniel José de M. Fozati’,

Nelson Brancaccio dos Santos’, Hamilton Aleardo Gonella'

17

INTRODUCAO

Com o envelhecimento fisiologico, a pele sofre
alteragOes em sua arquitetura, que podem ser visualizadas pelo
aparecimento de rugas e sulcos, sendo mais acentuados quanto
maior o grau das modificagdes.

Para se obter melhoras na arquitetura da pele ja se
usaram tratamentos com substincias topicas, como acido
retindico, ” alfa e beta-hidroxiacidos,™** peelings quimicos ou
fisicos,”™ além de infiltracdes, em derme, estimuladoras de
colageno e coldgeno heterdlogo.”’ Quando ndo se consegue
resultados satisfatorios, langa-se mdo de preenchimentos
dérmicos com os mais diversos tipos de materiais, biolégicos ou
alopéticos."

Pele

Apele, o maior 6rgdo do corpo humano, possui fungdes
diversas: protecdo, trocas, sustentagdo, termorregulacdo e
sensorial. "

Divide-se em duas partes: epiderme e derme.

A derme ¢ constituida por duas partes distintas: uma
celular e outra ndo-celular. Anatomicamente pode ser
dividida em camada papilar e camada reticular. A diferenga
entre essas camadas esta na relacdo dos seus elementos. Na
derme papilar ha predominio das células mononucleares,
enquanto na reticular os elementos predominantes sdo fibras
colagenas, elasticas e fibroblastos.""*'*

Na camada reticular, observam-se fibras colagenas,
elasticas, reticulares e matriz extracelular amorfa.'’

Os fibroblastos sdo células jovens, estreladas, que
possuem prolongamentos citoplasmaticos.”” Essas células sdo
derivadas do mesénquima e responsaveis pela sintese e

degradacdo dos componentes, fibrosos e ndo-fibrosos, da
deIme . 18,19,20,21,22
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A matriz extracelular, produzida pelo fibroblasto, é
composta por mucopolissacarideos acidos, como, por exemplo,
4cido hialuronico, condroitin sulfato e dermatan sulfato."***

Colageno
O colageno, a proteina mais abundante do corpo
humano, representa 30% do total das proteinas existentes.
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O colageno ¢ sintetizado por diversos tipos celulares,
como fibroblasto, osteoblasto, odontoblasto, condrdcito e
célulamuscular lisa. Uma vez que este estudo enfoca somente
apele, os relatos a seguir dizem respeito ao fibroblasto.”

Para melhor compreensao deste estudo, far-se-4 uma
revisao do processo de sintese do colageno.

Sintese

As fibras coladgenas sdo constituidas por uma
escleroproteina denominada colageno, cuja composigdo de
aminoacidos ¢ bem caracteristica. O aminoacido glicina
aparece no coldgeno na proporgdo de 33,5%, enquanto que
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prolina e hidroxiprolina estdo presentes na propor¢ao de 12 e
10%, respectivamente. O restante ¢ formado por varios
aminoécidos.”

Formacao das Cadeias

Um dos passos mais criticos na formagao do colageno
¢ a formagdo da triplice-hélice. Inicialmente, trés cadeias pro-
[J sdo unidas pelo peptideo terminal logo apds sua translagao,
e assumem configuragio globular (Figura 1).”

A medida que essas cadeias se formam, ocorre a
hidroxilagdo da prolina e da lisina. Hidroxiprolina e
hidroxilisina livres ndo sio incorporadas a cadeia proteica.”

Figura 1. Formacao das cadeias triplas dentro do fibroblasto, no reticulo endoplasmatico rugoso.

Hidroxilacao

A hidroxilag@o da prolina fornece a hidroxiprolina; a
da lisina, a hidroxilisina, gragas a presenca das enzimas
prolina hidroxilase e lisina hidroxilase. Ap6s fenomeno de
glicosilagio sdo transportadas através da membrana.”

Para que ocorram as hidroxilagdes da prolina e lisina
ha necessidade das apoenzimas e de um segundo fator,
denominado coenzima, composto pelas vitaminas A, E e C,
radical Fe e oxigénio nascente. "%

Procolageno

Cada cadeia alfa apresenta dois peptideos de registro,
um em cada extremidade. Esses peptideos determinam o
alinhamento das cadeias proteicas em grupos de trés,
facilitando a combinagdo dessas cadeias para formar uma
molécula de procoldgeno, que é precursora do tropocolageno.”
Outra fung@o desses peptideos ¢ impedir a formagéo de fibrilas
colagenas no interior das células.”
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Cross-Link

Apds aremogdo dos peptideos no espago extracelular,
a molécula de colageno espontanecamente toma a forma de
fibra, porém, essas fibras ainda ndo possuem uma boa
resisténcia até que sejam formadas as ligacdes cruzadas entre
as moléculas; sdo ligacdes covalentes.™

Coloracao

Observadas no microscopio Optico, as fibras
colagenas sdo acidofilas, corando-se de roseo pela técnica da
hematoxilina-eosina (Foto 1), de verde pelo tricomico de
Mallory e de azul por Mason (Foto 2). Sofrem impregnagao
pela prata, corando-se de negro pela orseina (Foto 3). O uso
do corante picrosirius evidencia as fibras colagenas finas
(tipo I) em verde ¢ as largas (tipo III) em laranja. Este é
considerado o melhor método para visualizagdo das fibras
colagenas (Foto 4).
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Foto 1. Fotomicrografia de corte histologico de pele de cobaia, corada por hematoxilina-eosina,
em aumento de 200 X; observam-se as duas camadas de pele: epiderme e derme.

R

Foto 2. Fotomicrografia de corte histologico de pele de cobaia, corada pela técnica de
Mason, em aumento de 200 X ao microscopio oOptico; observam-se as fibras colagenas
coradas em azul.

Foto 3. Fotomicrografia de corte histologico de pele de cobaia, corada por orseina,
em aumento de 200 X; distinguem-se as fibras colagenas impregnadas pela prata.
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Figura 4. Fotomicrografia de corte histologico de pele de cobaia, corada por picrosirius
em aumento de 200 X, onde distinguem-se as fibras colagenas jovens em verde
e as maduras em laranja.

Vitamina A

Apesar do termo vitamina A denominar o retinol e
seus ésteres, ¢ também usado para descrever genericamente
compostos que apresentem suas propriedades biolégicas.™

Existem alguns isdmeros geométricos do retinol
devido as possiveis configuragoes cis e trans da cadeia lateral,
que possuem as ligagdes duplas. O retinol sintético é sempre
trans e a conversdo entre os isdmeros ocorre prontamente no
organismo.”

As fungdes da vitamina A sdo mediadas pelas
diferentes formas da molécula; o retinol e o 4cido retindico
modulam as fungdes de crescimento, diferenciacdo e
transformagao epiteliais.”

Os retindides sistémicos aumentam a sintese do
colageno e reduzem a producdo da colagenose, inibindo a
enzima que degrada o colageno.”** A sintese da
fibronectina ¢ aumentada pelos retindides, que podem
estimular os fibroblastos e a migracdo epidérmica, eventos
responsdveis pelo inicio da reepitelizagio.”*

O acido retindico, na sua forma de isOmero trans,
modula o colageno tipo I, sendo inclusive observado tal
estimulo em células quiescentes para a colagénese em peles
envelhecidas e danificadas actinicamente. Nota-se, também,
aumento na densidade das fibras de ancoragem na regido da
membrana basal, melhorando o coldgeno tipo IV quando
utilizada topicamente.™***

OBJETIVOS

Estudar a resposta das fibras colagenas e o aumento da
espessura dérmica apoés infiltragdo em derme do isomero
trans do acido retindico 0,1%.

MATERIALE METODO
Em nosso estudo, utilizamos dez ratos machos adultos

da raga Wistar com, aproximadamente, dez meses de idade e
com peso de 350 gramas.
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Demarcamos trés areas quadrangulares, medindo dois
por dois centimetros no dorso dos ratos, com auxilio de
mascara gabarito confeccionada em PVC transparente, assim
denominadas areas 1, 2 e 3. Ap6s demarcagdo, as trés areas
sofreram tricotomia.

Na derme da érea | injetamos, em leque, o isomero
trans do acido retindico num volume total de 0,5 ml.

Na area 2 introduzimos apenas a agulha, “punctura
seca”, usando a mesma técnica.

Adarea 3 foi considerada area controle.

Iniciamos pela anti-sepsia local com algodéo hidroéfilo
embebido em gluconato de clorexidina a 2%. Para todos os
procedimentos utilizamos seringas de 1 ml e agulhas 13 x 3,5
mm.

Dividimos o grupo de cobaias em dois, contendo cinco
cobaias cada, e os submetemos a sessdes semanais de
aplicagdo de acido retindico 0,1%.

No 15° dia ap6s o inicio do tratamento, depois da
segunda aplicagdo, retiramos fragmentos elipticos, medindo
2 mm por 0,5 mm, da regido central dos trés quadrados
descritos do primeiro grupo de ratos. Os cinco ratos restantes
foram submetidos a0 mesmo procedimento no 37° dia ap6s o
inicio do tratamento, uma semana depois da quarta aplicacao.

Todos os fragmentos foram preservados em formol e
elaboraram-se laminas para estudos histopatologicos, fixadas
por meio de formalina e processadas segundo técnica de
inclusdo em parafina. Esses fragmentos foram submetidos a
quatro processos de colorag@o: hematoxilina-eosina, Mason,
orseina e picrosirius.

Todas as laminas preparadas foram observadas ao
microscopio Optico da marca Lambda, modelo LQT 2, com
aumento de 40 vezes, 100 vezes € 200 vezes.

Avaliamos a espessura dérmica utilizando programa
de computa¢do que permite a mensuragdo linear. Nesse
aplicativo, as medidas foram realizadas em pixels. Tomamos
como referéncia a média ponderada de trés medidas.

A contagem das fibras foi realizada por microscopia
digital. Também aqui se considerou a média ponderada de trés
medidas.
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RESULTADOS

699007 670716 4,218

791295 662313 19,475

633155 626213 1,109

Tabela 1. Medi¢do linear da espessura dérmica do 1° grupo de cobaias, realizado por meio
de computador em pixels, valores médios de trés mensuragdes.

925216 796426 16,171

1020078 722343 41,218

955763 693577 37,802

Tabela 2. Medi¢do linear da espessura dérmica do 2° grupos de cobaias, realizado por meio
de computador em pixels, valores médios de trés mensuragdes.

1° Grupo 12,806

Tabela 3. Aumento porcentual da espessura
dérmica dos dois grupos de cobaias,
morfometria.

51,943 41,934 23,869

45,186 48,634 1,135

51,352 49,791 2,782

Tabela 4. Variagdo em numeros absolutos da quantidade de fibras colagenas demonstrada
pela morfometria, analisando os niimeros, observamos um aumento de 14,889%.
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Tratado

59,576
56,171
61,342
53,533
62,239

Médias 58,572
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Controle A Porcentual
42,097 41,521
44,590 25,972
47,989 27,825
42,455 26,094
50,867 22,356
45,600 28,754

Tabela 5. Variagdo em nimeros absolutos da quantidade de fibras colagenas demonstrada
pela morfometria, analisando os nimeros, observamos um aumento de 28,754%.

DISCUSSAO

Segundo Fitzpatrick,” o isomero trans do A4cido
retindico modula colageno tipo I in vivo e ex vivo. A presenga
deste isdmero serve de estimulo para a colagénese em peles
envelhecidas e com danos actinicos. Quando utilizado
topicamente nota-se, também, aumento na densidade das fibras
de ancoragem na membrana basal, melhorando o colageno tipo
V.

Nosso estudo pretendeu agilizar este processo
utilizando a via injetavel, mais eficaz que a topica, pois nesta via
ndo ha dispersdo do farmaco pela barreira epidérmica.

Sabemos que a Vitamina A (retinol) tem como
propriedade a ativacdo intranticleo do ciclo dos retindides,
obtendo um comportamento celular adequado e, assim, uma
maior produgio de fibras colagenas e elasticas. "™ ***

A vitamina A também apresenta seu poder
antioxidante™ e imunorregulador.” Segundo Liau,” o retinol,
associado a proteina de ligacdo especifica, chega ao nucleo
celular, dissocia-se de seu transportador e liga-se a cromatina,
modulando a expressdo do gene. O retinol pode regular a sintese
de proteinas especificas necessarias para a diferenciacdo dos
tecidos epiteliais.™"

A deficiéncia da vitamina A aumenta a suscetibilidade
ao desenvolvimento de tumores de pele.”” A integridade
funcional e estrutural das células epiteliais em todo o corpo
depende de um suprimento adequado de retinol, que tem
papel importante na indu¢do e controle na diferenciagdo
epitelial. Gracas a essas propriedades, hd um interesse
especial na interferéncia do retinol na carcinogénese.””

O 4cido retindico, segundo Jardillier,” ¢ mais eficaz
que o retinol, pois para obtencdo dos glicosaminoglicanos
(que mantém a expressdo das fibronectinas) ndo necessita
glicolisagao.

Diversas publicagdes cientificas relatam melhor
aspecto, maior resisténcia e maior rapidez na cicatrizagdo com o
uso do 4cido retindico. Segundo Mandy,” o uso da tretinoina
antes do peeling quimico, como parte do programa profilatico
rotineiro do fotoenvelhecimento, acelera a reepitelizacio."

Na pele de cobaias tratadas previamente com tretinoina,
antes da aplicacdo do fenol a 50% e da dermoabrasdo, o grupo
que usou tretinoina apresentou regeneragdo epidérmica,
demonstrada histologicamente 1,5 vez maior que o grupo
controle uma semana ap0s o procedimento. Com seis semanas,
aespessura da epiderme era de quatro a cinco camadas celulares
nos controles, e sete a oito camadas no grupo tratado.”*
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A regenerac@o do colageno mostrou-se mais rapida no
grupo tratado, o que nos incentivou a utilizagdo do acido
retindico diretamente na derme para maior estimulagdo da
sintese de colageno pelos fibroblastos. A revisdo desses
trabalhos incentivou-nos a avaliar a espessura dérmica e o
numero de fibras colagenas existentes.

Demarcamos trés areas quadrangulares na regido
dorsal de dez ratos com auxilio de uma mascara transparente
confeccionada em PVC. Denominamos areas 1, 2 ¢ 3 ¢
iniciamos nosso experimento injetando o isdbmero all trans
retindico na area 1, com intervalos semanais. As areas 2 € 3
foram consideradas controle, sendo que na area 2 realizamos
punctura seca e na area 3 ndo houve procedimento.

Dividimos essa amostra em dois grupos com cinco
ratos cada. Na segunda aplicacdo, interrompemos o protocolo
no primeiro grupo e realizamos bidpsia das regides centrais
nas areas 1, 2 e 3. Os demais ratos continuaram sendo
submetidos a sistematizagdo acima descrita até a quarta
aplicacgdo, quando interrompemos o tratamento e realizamos
bidpsias uma semana apds a tlltima sessao.

As laminas do estudo histologico foram submetidas a
trés coloragdes diferentes. A coloragdo de hematoxilina-eosina
foi utilizada para analisar a estrutura do tecido, avaliando,
assim, alteracdes na espessura da derme. A coloragdo de Mason
paramelhor visualiza¢do das fibras coldgenas e a coloragdo pela
orseina foi submetida a0 método morfométrico por analise de
imagens.

Foram realizados estudos morfométricos que, segundo
Uitto,” comprovam a eficacia dessa técnica para a contagem de
elementos microscopicos. Para a analise estatistica foi usado o
programa Bioestat 2.0.” Utilizamos desta técnica para mensurar
aquantidade de fibras colagenas nas 1aminas de pele de cobaias,
0 que nos demonstrou o aumento das mesmas apos o
procedimento proposto (Tabelas4 e 5).

A andlise microscopica dessas peles biopsiadas revelou:
aumento discreto da espessura dérmica no 1° grupo e de maior
magnitude no 2° grupo; segundo dr. Nelson Brancaccio dos
Santos, patologista, houve melhora na orientagdo das fibras
colagenas em ambos os grupos. A medida linear notou-se
aumento significativo da espessura dérmica apds a aplicagdo
intradérmica do acido retindico (Tabelas 1 e 2).

Segundo Doillon,” em casos de restauragio do
colageno (pds-trauma), 50% das cadeias preexistentes sdo
refeitas em até 24 horas, porém, a sintese de procolageno tipo
I é realizada em 5 a 10 minutos. Isto significa que se formam
novas cadeias triplas em pouco tempo. Contamos com esta
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rapidez na formagdo de coldgeno novo para recuperar a
arquitetura da pele senil, aumentando a oferta de substrato
para agilizar as hidroxilagdes dos aminoacidos, elevando,
assim, a quantidade de fibras jovens.

Segundo Brody,™ a vitamina A e/ou o betacaroteno em
doses altas reverteram os efeitos dos glicocorticoides sobre a
cicatrizagdo das feridas em ratos. Este estudo vem confirmar a
nossa opinido sobre a importancia da vitamina A na
estimulacdo da sintese de colageno, ratificando nossa idéia
primaria no uso do acido retindico injetavel.

Naturalmente, o envelhecimento retarda todos os
estagios da cicatrizacdo das lesdes e o processo de
reepitelizacio;” os fibroblastos proliferam mais lentamente,
sintetizando menos coladgeno, ¢ as fibronectinas estdo
diminuidas, principalmente quando a pele apresenta lesdo
actinica.” "

Acreditamos que o uso in vivo do acido retindico, por via
intradérmica, reverta os efeitos do envelhecimento biologico na
sintese do colageno, “rejuvenescendo” a arquitetura da pele.
Novos estudos em anima nobile fazem-se necessarios para
confirmarnossa hipdtese.

CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que, apos a infiltragdo
intradérmica do isémero trans do acido retindico na pele de
cobaias, houve aumento de fibras coldgenas do tipo 1,
indicando estimulo na sintese (neocolagénese), além da
melhora na sua disposi¢do espacial.

Os resultados observados sdo compativeis com a
literatura compilada, com visualizagdo em tempo menor
daquele relatado pelos autores com a utilizagdo da via topica
de aplicagdo.
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