22

Investigacdo sobre o uso do acido retinoico a
3% e a 5% em solucdes para peeling como
agente para drug delivery apds inducao
percutanea de colageno com agulhas (IPCA®):

perfil de seguranca e protocolo de uso
Investigation on the use of 3% and 5% retinoic acid in peeling
solutions as a drug delivery agent after percutaneous induction of
collagen with needles (IPCA®): safety profile and application protocol

Artigo
Original

Autores:

Emerson de Andrade Lima'
Mariana de Andrade Lima’
Claudio Eduardo Cavalcante de
Araujo*?

Yara Maria Maia Nakasawa?®?
Nilma Cintra Leal*?

DOT: http://www.dx.doi.org/10.5935/5c¢d1984-8773.201810104

Servico de Dermatologia da Santa
Casa de Misericérdia do Recife -
Recife (PE), Brasil.

Instituto Aggeu Magalhdes (IAM),
Fundagao Oswaldo Cruz(FIOCRUZ) -
Recife (PE), Brasil.

Departamento de Microbiologia,
Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) - Recife (PE),
Brasil.

Correspondéncia para:

Emerson de Andrade Lima
Av.Agamenon Magalhées, 2939/401
- Espinheiro

52020 000 - Recife - PE, Brasil

E-mail: emersonderma@terra.com.br

Data de submissao: 20/10/2017
Data de aprovacao: 12/01/2018

Trabalho realizado no Instituto Aggeu
Magalhaes (IAM), Fundagao Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) - Recife (PE), Brasil.

Suporte Financeiro: Nenhum
Conflito de Interesses: Nenhum

RESUMO

Introdugdo: O icido retinoico em solugdo para peelings ¢ amplamente usado no tratamen-
to do fotoenvelhecimento. Até o presente momento nio conhecemos o grau de esterilidade
dessas solucdes ou a seguranca de seu uso em peles cuja integridade tenha sido perdida por
intervencdes com microagulhas.

Objetivos: Avaliar o potencial bactericida do acido retinoico 3% e 5% em solu¢des para
peelings com e sem tonalizante, bem como a seguranca e tolerancia de sua administragio
imediatamente apds o tratamento com microagulhas.

Metddos: Amostras de solugio de acido retinoico 3% e 5%, com e sem tonalizante, oriun-
das de duas farmacias de manipulacio (A e B) foram expostas a colonias de Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. Essas solu¢des foram usadas como drug delivery apos
inducio percutanea de colageno com agulhas.

Resultados: As amostras avaliadas em D0, D30, D60 e D90 mostraram capacidade bacteri-
cida sobre os agentes testados. O uso das solugdes ap6s a interven¢ido com microagulhas foi
bem tolerado e apresentou resultados satisfatorios.

Conclusdo: A solucio de acido retinoico para peelings pode ser utilizada com seguranca
apds procedimentos que levem a perda da integridade da barreira cutinea.

A auséncia de efeitos adversos e os bons resultados do procedimento permite sugerir a as-
sociagdo de microagulhamento e peeling de acido retinoico como uma proposta inovadora,
reproduzivel e segura.

Palavras-chave: Abrasio quimica; Terapéutica; Tretinoina

ABSTRACT

Introduction: Retinoic acid in peeling solution is widely used in the treatment of photoaging.lo date,
the degree of sterility of these solutions or the safety of their use in skins whose integrity has been lost
through microneedling interventions is unknown.

Objectives: ‘1o evaluate the bactericidal potential of 3% and 5% retinoic acid in peeling solution,
with and without a colored vehicle, as well as the safety and tolerance to its administration immedia-
tely after application with microneedles.

Methods: Samples of 3% and 5% retinoic acid solution, with and without a colored vehicle, pre-
pared by two dispensing pharmacies (A and B) were exposed to Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus colonies. These solutions were used as drug delivery agents after percutaneous
induction of collagen with needles.

Results: The samples evaluated in DO, D30, D60 and D90 indicated the presence of bactericidal
capacity of the tested agents. The use of the solutions following intervention with microneedles was
well tolerated and yielded satisfactory results.

Conclusion: The retinoic acid peeling solution can be safely used following procedures that lead to
a loss of integrity of the skin barrier. The absence of adverse effects and good results yielded by the
procedure suggest that the association of microneedling and retinoic acid peeling is an innovative,
reproducible and safe proposal.

Keywords: Chemexfoliation; Therapeutics; Tretinoin
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INTRODUCAO

A proposta de tratamentos ablativos visando ao estimulo e
remodelamento do colageno é ha muito tempo preconizada pela
dermatologia. Sabidamente, a remocio da epiderme de forma me-
canica ou quimica favorece a liberacio de citocinas e a migracio de
células inflamatdrias que culminam na substitui¢io do tecido dani-
ficado por um tecido remodelado.' A utilizagio do acido retinoico
como agente para peelings tem sido proposta para clareamento, re-
juvenescimento e melhora da textura e do aspecto da pele.”

Ao estimular o turn over celular, a eliminacio transcuta-
nea de pigmentos ¢ um moderado remodelamento colagénico,
0 acido retinoico possibilita também a atenuagio de rugas finas,
o tratamento do melasma e a superficializacio de cicatrizes ra-
sas, bem como melhora do aspecto de estrias. Esse agente ¢ uti-
lizado convencionalmente em concentragdes que variam de
3% a 5%, i1solado ou em associagdio com outras substancias para
peelings como a solu¢io de Jessner, aplicadas imediatamente antes.
Classificado como peeling superficial, objetiva a remocio da ca-
mada cérnea, com injlria a epiderme, atingindo a membrana ba-
sal, e provocando repercussdes na derme. A grande vantagem do
peeling de acido retinoico ¢ sua relativa seguranca em todos os fo-
totipos, com limitado risco de complicacdes, considerando-se todas
as recomendag¢des necessarias para uma intervencio ablativa.'?. A
epiderme com sua membrana basal removida ¢ substituida por um
tecido considerado cicatricial com retificacio das papilas dérmicas.
Uma resposta inflamatéria na derme ¢ desencadeada pela destruigio
da epiderme, ocasionando a producio de feixes espessos de coligeno
orientados paralelamente, diferentemente da rede de colageno en-
trelacado encontrada na pele normal.® Estudos tém revelado que o
fator de crescimento de transformac¢io-f (TGF-f3) desempenha um
papel significativo nas primeiras 48 horas de formacio da cicatriz.
Enquanto 0o TGF-B1 e 0 TGFB2 promovem a formacio do colage-
no cicatricial, 0o TGF-B3 parece promover a regeneracio e cura da
ferida a custa de um colageno mais préximo do fisiolégico, pratica-
mente sem as caracteristicas do anterior. Na busca de um tempo de
recupera¢io mais curto nos pos-procedimentos e risco diminuido
de complicagdes, observa-se atualmente uma tendéncia a indicacio
de procedimentos que evitem a desepitelizacio.*> A indu¢io per-
cutanea de coligeno com agulhas traz uma proposta de estimulo na
producio de colageno, poupando a pele da desepitelizagio. A Percu-
taneuos Collagen Induction, avaliada inicialmente pelo cirurgido plasti-
co africano Des Fernandes,® cujos estudos com 480 pacientes porta-
dores de cicatrizes, rugas e flacidez ofereceram bons resultados, vem
sendo praticada no mundo todo. No Brasil, Emerson Lima’ registrou
o nome indugio percutinea de coligeno com agulhas (IPCA®). Essa
intervenc¢io que produz centenas de microlesdes por meio de um
rolo dotado de microagulhas, resulta na perda parcial da integridade
da barreira cutanea, tendo como alvo a dissocia¢io dos queratind-
citos, e estimula a liberagio de citocinas tais como a interleucina -
la, predominantemente, além da interleucina-8, interleucina-6,
TNF-0 ¢ GM-CSE Esse processo resulta em vasodilatacio dérmica
e migracio de queratindcitos para restaurar o dano epidérmico.**
Lima EVA et al” avaliaram, em estudo experimental, a relacio en-
tre o comprimento da agulha e a profundidade do dano provo-
cado, utilizando pele de porco vivo, considerada um modelo que
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se aproxima da pele humana.” A partir dos resultados, os autores
propuseram uma classificagdo da injaria em leve, moderada e pro-
funda, relacionando-a ao comprimento da agulha ¢ a sua capacida-
de de provocar o trauma planejado (Quadro 1).” Considerando o
eritema difuso com poucos pontos petequiais observado na injaria
moderada, condi¢io propicia a recep¢io de um ativo, este artigo
propde a utilizagio da técnica de IPCA® associada ao peeling de
acido retinoico como drug delivery, com o objetivo da otimiza¢io
dos resultados de procedimentos para melhora da qualidade da pele.
Partimos do pressuposto de que um ativo para ser depositado sobre
a pele que perdeu a integridade por uma intervenc¢io prévia, com a
proposta de drug delivery, precisa ser estéril. Trabalhos publicados até
o momento nio nos oferecem respaldo sobre a seguranca da utili-
zagio da solugdo de acido retinoico comumente usada para peelings
ap6s a IPCA®. Iniciamos, assim, nossa investigacio, com a avaliacio
desse ativo.

Objetivos

Essa investigacio teve o objetivo de avaliar a capacidade
bactericida de solugdes de acido retinoico a 3% e 5%, formuladas
para uso na execug¢io de peelings superficiais, por duas farmacias
de manipula¢io independente, bem como se a esterilidade des-
sas solugdes seria afetada pela adigio de tonalizante, pelo tempo
ap6s a fabricagdo ou pelas condi¢des de conservacio.

Outro objetivo foi avaliar a seguranca das solucdes acima re-
ferendadas na utilizacio de procedimentos em que a integridade da
epiderme foi perdida, permitindo propor seu uso para drug delivery

Metodologia

Avaliacdo da seguranca do acido retinoico a 3% e
5% como agentes de drug delivery

Foram avaliadas solu¢des de 4cido retinoico em concen-
tragdes de 3% e 5%, em veiculo alcodlico, sem tonalizante e com
tonalizante, manipuladas em duas farmacias diferentes: A (Roval)
e B (Pharmapele), ambas em Recife (PE), Brasil), com prazo de
validade de 90 dias, mantidas em temperatura ambiente (TA) e
a 4°C. O objetivo foi investigar esterilidade e acdo bactericida.

A esterilidade das quatro solu¢des de cada farmacia foi
avaliada no mesmo dia da fabrica¢io, sendo que uma aliquota
de 100pL de cada amostra foi semeada em placa de meio BHI
agar (Brain Heart Infusion) e incubada a 37°C durante 24 horas,
observando-se o crescimento bacteriano.

Na mesma ocasido, a a¢io bactericida foi testada inicial-
mente com uma aliquota de 100pL do 4cido retinoico de cada
embalagem, diluida em 480uL de meio BHI acrescido de 20pL
de uma cultura de 24 horas de Pseudomonas aeruginosa. O mesmo

QUADRO 1: Classifica¢ao da intensidade da injtiria provocada pelo

microagulhamento

Caracteristica do estimulo Comprimento da agulha

Injuria leve 0,25 e 0,5mm
Injdria moderada 1e1,5mm
Injaria profunda 2e2,5mm
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experimento foi repetido com Staphylococcus aureus (Figura 1).
Nesse procedimento o acido retinoico foi diluido cinco vezes.
A a¢io bactericida do 4cido retinoico foi também avaliada no
segundo e no terceiro meés de validade. Dessa vez foi utilizado
o produto sem dilui¢io, na forma em que ¢ empregado para
peelings e recomendado pelos fabricantes, a 3% e 5%, com e sem
tonalizante, acondicionado a TA e a 4°C (temperatura de gela-
deira recomendada pelas farmacias para a conservacio do pro-
duto). Uma aliquota de 500uL de cada frasco, foi colocada em
microtubos estéreis, inoculados com uma colonia de P, aeruginosa

A
I Staphylococcus I
Semeadura em BHI agar
37°C - 24 horas
I 1 col6nia
100pL 100uL 100u1 100pL 100p
Soro 3% sem 5% sem 3% com 5% com
fisioldgico corante corante corante. corante
Semeadura imediata, 1 hora
e 2 horas apds, em BAB
B ‘ Pseudomonas ‘
Semeadura em BHI agar
37°C - 24 horas
‘ 1 col6nia ‘
\l/
100uL 100uL 100u1 100uL 100p1
Soro 3% sem 5% sem 3% com 5% com
fisiologico corante corante corante. corante

Semeadura imediata, 1
hora e 2 horas apds, em
BAB

FIGURA 1: Algoritmo para teste da capacidade bactericida de solugdes de
4cido retinoico. A — Teste com Staphylococcus aureus; B — Teste com Pseudo-
monas aeruginosa
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ou S. aureus, e uma alca do produto homogeneizado foi semeada
em placas de BHI agar em trés situagdes: logo apds a homoge-
neiza¢do, uma ¢ duas horas ap6s. Como controle, as bactérias
foram inoculadas também em uma aliquota de soro fisiologico
estéril. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas, sendo
entio observado o crescimento da bactéria (Figura 2).

Resultados

Na primeira semeadura para avaliagdo da esterilidade do
produto, nio foi observado crescimento bacteriano em nenhu-
ma das placas semeadas, o que confirmou a esterilidade em todas
as embalagens testadas. Nos testes realizados no primeiro més,
quando foi feita a diluicio do produto, observou-se crescimento
bacteriano em diversas situagdes. Diante disso, no segundo e no
terceiro més de validade do produto foram feitos os testes com
os produtos conforme recomenda o fabricante e como ¢é utili-
zado convencionalmente para a realiza¢io de peelings. A partir
da semeadura logo apds a homogeneizacio do indculo foi ob-
servado que apenas houve crescimento bacteriano a partir do
soro fisiologico e da semeadura de alguns frascos do acido reti-
noico. A semeadura na primeira ¢ na segunda hora s6 apresen-
tou crescimento bacteriano a partir do soro fisioloégico (Figura
2), confirmando o poder bactericida do acido retinoico a 3% e
5% com e sem tonalizante, preconizado para o uso. Também foi
observado que o produto nio sofre alterag¢io se acondicionado a
temperatura ambiente ou a 4°C (Tabela 1). Relevante é a obser-
vag¢io do efeito bactericida dos agentes testados sobre o S. aureus,
mesmo considerando que essa bactéria apresenta a parede celular
mais espessa e supostamente mais resistente.

Protocolo proposto para associagio de IPCA®
com peeling de acido retinoico

Diante da capacidade bactericida comprovada pelas so-
lucdes de acido retinoico nas concentragdes de 3% e 5% com
e sem tonalizante, propusemos sua utilizacdio como agente de
drug delivery em associagio com IPCA®. Para tanto foi propos-
ta a injaria moderada (Figura 3) para a administragdo do acido
retinoico 5% tonalizado (Figura 4), considerando que com esse
end point a pele estaria sujeita a recep¢io do ativo, sem que o
procedimento sofresse a interferéncia de sangramento mais in-
tenso, como o observado na injaria profunda. Da avaliacdo dessa
associagio participaram 12 voluntirias com queixas de cicatrizes
de acne e fotoenvelhecimento, com idade entre 21 e 38 anos,
provenientes do Ambulatério de Cosmiatria da Santa Casa de
Misericordia do Recife. O estudo foi conduzido de acordo com
as recomendacdes da declara¢io de Helsinki de 1996, modifica-
da em 2013, tendo sido autorizado pelo Comité de Etica da ins-
tituicio. O procedimento foi realizado sob anestesia topica com
creme de lidocaina 4% (Dermomax® Aché, Sio Paulo, Brasil)
aplicado 40 minutos antes da intervencio. Foi utilizado um ins-
trumento com comprimento das agulhas de 1,5mm (Dr.Roller®
Mooham Enterprise Co. Gyeonggi-do South Korea, Anvisa n.
80669600001). Procedeu-se a movimentos de vai e vem, cons-
truindo faixas horizontais, posteriormente intercruzadas por fai-
xas verticais e diagonais até resultar em um eritema difuso em
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FIGURA 2: Crescimento bacteriano, no momento da dilui¢do (imediato) na primeira e na segunda hora.

A: Staphylococcus aureus (A: crescimento bacteriano a partir do soro fisiolégico; B: crescimento bacteriano a partir dcido retinoico
logo apds a semeadura; C: crescimento bacteriano a partir do acido retinoico apds a primeira hora da semeadura; D: crescimento
bacteriano a partir do 4cido retinoico apds a segunda hora da semeadura;

B: Pseudomonas aeruginosa (A: crescimento bacteriano a partir do soro fisiolégico; B: crescimento bacteriano a partir do 4cido reti-
noico logo apds a semeadura; C: crescimento bacteriano a partir do 4cido retinoico ap6s a primeira hora da semeadura; D: crescimen-
to bacteriano a partir do 4cido retinoico apds a segunda hora da semeadura

TABELA 1: Crescimento bacteriano em amostras de acido retinoico de duas farmacias de manipulagao

Amostras Identificacao Estocagem TESTE 2°mésS. aureus TESTE2°mésP.eruginosa TESTE2°mésS.aureus TESTE 2° més P. eruginosa
Semeadura imediata Semeadura imediata Semeadura imediata  Semeadura imediata

1A 3% sem corante TA s/c s/c s/c 30UFC

2A 3% sem corante 4°C s/c 25UFC s/c >100UFC

3A 5% sem corante TA s/c s/c slc >100UFC

4A 5% sem corante 4°C s/c 100UFC 15UFC s/c

5A 3% sem corante TA s/c 20UFC s/c slc

6A 3% sem corante 4°C 2UFC 100UFC s/c slc

7A 5% sem corante TA 100UFC 7UFC >100UFC s/c

8A 5% sem corante 4°C 100UFC s/c >100UFC slc

1B 3% sem corante TA s/c s/c s/c >100UFC

2B 3% sem corante 4°C s/c s/c 20UFC >100UFC

3B 5% sem corante TA s/c 25UFC s/c >100UFC

4B 5% sem corante 4°C s/c 25UFC >100UFC s/c

5B 3% sem corante TA s/c 100UFC s/c >100UFC

6B 3% sem corante 4°C s/c 50UFC s/c >100UFC

7B 5% sem corante TA s/c s/c s/c slc

8B 5% sem corante 4°C s/c s/c s/c >100UFC

toda a face com modesto sangramento pontuado, caracterizando
a injaria moderada (Figura 3). Imediatamente apds, uma solucio
de acido retinoico 5% tonalizado foi aplicada com pincel estéril,
em toda a extensdo da area tratada (Figura 4) e deixada durante
duas horas, quando foi removida com agua corrente e sabonete
liquido, em domicilio. Foi recomendado nio aplicar nada sobre

a pele nas oito horas seguintes, utilizando-se a seguir filtro so-
lar FPS > 50.Todos os sujeitos da avaliacio foram fotografados
antes ¢ ap6s 30 dias da intervencio pelo mesmo investigador,
com a mesma maquina fotografica e usando a mesma incidéncia
luminosa. Oito dias apds a intervencdo foi orientado o retorno
ao ambulatério para avaliacio de tolerabilidade da intervengio.
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RESULTADOS

No oitavo dia poés-procedimento nio foram constatadas
queixas de desconforto, ardor, vermelhidio ou descamagio nas 12
pacientes tratadas. Duas referiram leve ardor entre 48 e 72 horas
ap6s a intervencio, e uma referiu descamacio importante apos 72
horas acompanhada de vermelhidio. Nenhum sujeito do grupo
interrompeu suas atividades laborativas no periodo pds-procedi-
mento, permanecendo em uso do filtro solar exclusivamente até o
oitavo dia. Na consulta ap6s 30 dias todas referiram clareamento,
acentuagio do brilho e vico com atenuac¢io de cicatrizes rasas e
rugas finas. Dois dermatologistas avaliadores independentes, ana-
lisando fotogratias padronizadas, consideraram que a intervencio
resultou em melhora global da qualidade da pele em todo o grupo
tratado. Foram observados no exame fisico clareamento, melhora
da textura, aumento da luminosidade e fechamento de poros. A
totalidade do grupo assinalou a op¢io muito satisteito, ao respon-
der ao questionario de avaliacio que variava de pouco satisfeito,
medianamente satisfeito ou muito satisfeito. Ndo foram observa-
dos efeitos adversos como eritema persistente, hipersensibilidade,
irritagdo, prurido ou hiperpigmenta¢io pos-inflamatoéria. Seis das
12 pacientes apresentaram moderada descamac¢io mesmo apods
sete dias da interven¢io. Nenhuma delas deixou de exercer suas
atividades habituais em consequéncia da intervengio.
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FIGURA 3: A - Paciente imediata-
mente apds ter sido submetido
a injuria moderada B - Paciente
apds a higienizag¢do da pele com
soro fisiolégico apenas para
demonstrar o eritema uniforme
da drea tratada

FIGURA 4: A - Paciente imediata-
mente apds aplicagao da solugao
de acido retinoico 5% tonalizada
B: Solugdo de &cido retinoico 5%
tonalizado em cuba estéril e pin-
cel estéril recomendados para o
procedimento

DISCUSSAO

Os beneficios da IPCA® sobre a correcio de cicatrizes, ru-
gas e flacidez ja estdo bem esclarecidos, assim como o potencial
do peeling de acido retinoico, em oferecer melhora cosmética da
qualidade da pele. Até o momento, o peeling de acido retinoico
vinha sendo proposto com a pele integra, nio havendo necessi-
dade de questionar sua esterilidade, muito menos seu potencial
bactericida, dada a prote¢io pela barreira cutinea. De acordo com
nosso conhecimento esse é o primeiro artigo de investigacio que
avaliou a competéncia destrutiva do icido retinoico sobre duas
bactérias comuns no meio ambiente, o S. aureus e P aeruginosa.
Apesar de a viabilidade de micro-organismos em solug¢des vir sen-
do estudada, nio foram encontrados relatos sobre a esterilidade das
solucdes de dcido retinoico usadas para peeling.*® Diante dos nos-
sos resultados foi possivel utilizar com seguranga esse ativo, mesmo
ap6s a ruptura da integridade da pele por uma injaria moderada
desencadeada com microagulhas. Essa proposta oferece mais uma
op¢io terapéutica de associacio de técnicas na pratica dermato-
logica. Os testes utilizando as solu¢des conservadas em geladeira
e em temperatura ambiente, mesmo trés meses depois da fabrica-
¢io, evidenciando seu potencial bactericida, oferecem a seguranca
de uma formulacio para drug delivery ap6s a interven¢io com a
[PCA®. Também foi importante para os investigadores a avalia-
¢do de concentragdes diferentes (3% e 5%), além da caracteristica
tonalizada das formulagdes, comprovando o mesmo potencial de
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confianca. A IPCA® isoladamente produz a liberagio de plaque-
tas e neutrdfilos responsaveis pela disponibilizacio de fatores de
crescimento, os quais atuam sobre os queratindcitos e os fibroblas-
tos, tais como os fatores de crescimento de transformacio o e 3
(TGF-a e TGF-f), o fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGEF), a proteina III ativadora do tecido conjuntivo e o fator de
crescimento do tecido conjuntivo, seguido de neutréfilos, angio-
génese, proliferacio de fibroblastos e producio de coligeno tipo
I, elastina, glicosaminoglicanos e proteoglicanos. Paralelamente, o
fator de crescimento dos fibroblastos, 0 TGF-a ¢ 0 TGF-3 sio se-
cretados pelos mondcitos. Aproximadamente cinco dias depois da
injuria, a matriz de fibronectina estd formada, possibilitando o de-
pdsito de colageno logo abaixo da camada basal da epiderme. Esse
colageno tipo III, vai sendo lentamente substituido pelo coligeno
tipo I, mais duradouro. Para que toda essa cascata inflamatéria se
instale, o trauma provocado pela agulha deve atingir a pele em
profundidade de Imm a 3mm, resultando em colunas hematicas
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na derme, acompanhadas de edema da area tratada e hemostasia
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