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RESUMO

GONGCALVES, Pedro Ivo Romani de Oliveira. Andlise comparativa entre Poli-L-acido
lactico e Hidroxiapatita de Célcio quanto a bioestimulacédo de matriz dérmica direcionada

ao tratamento da flacidez cutanea

A perda de elasticidade e afinamento da pele desempenha um papel crucial nas mudancas
estruturais associadas a flacidez. Estimuladores injetaveis de colageno sdo amplamente
empregados para reestruturar a pele e tecidos moles de maneira minimamente invasiva, sem a
necessidade de energias ou cirurgias. A popularidade desses procedimentos é impulsionada pela
simplicidade, eficacia e rapida recuperacdo, destacando-se pela biocompatibilidade. Acredita-
se que exista uma diferenca mensuravel na eficacia terapéutica ao se comparar o Poli-L-Acido
Lactico (PLLA), a Hidroxiapatita de célcio (CaHa) ou a combinagdo de ambos no tratamento
da flacidez cuténea, no que se refere no incremento da matriz coldgena. Este estudo conduz um
ensaio clinico unicéntrico aberto e randomizado com quatro pacientes. O objetivo € avaliar 0s
efeitos da injecdo combinada de Poli-L-Acido Léctico (PLLA) e Hidroxiapatita de calcio
(CaHa) ou a aplicacdo individual de cada substéncia na pele abdominal de pacientes que
posteriormente serdo submetidas a abdominoplastia. O incremento de matriz colagena no
decorrer do estudo foi determinado sob analise de laminas de fragmentos cutaneos corados por
Hematoxilina-eosina (HE) pela técnica de grade estereoldgica sob microscopia Optica
convencional de baixo aumento. No estagio inicial, as pacientes foram submetidas a uma
bidpsia cutdnea 30 dias antes da injecdo dos bioestimuladores. Durante a intervencao, as
pacientes receberam injecdes de bioestimuladores seguindo um mapa modelo para identificar
areas especificas para cada material. Foram utilizadas doses equivalentes de PLLA e CaHa,
isoladamente e em combinacdo. Uma dose de soro fisiologico foi administrada em uma quarta
area delimitada pelo mapa como controle ativo. Todos as pacientes foram reavaliadas nos dias
60 e 120 apos a aplicacdo, obtendo-se amostras teciduais coletadas por bidpsia de cada area
tratada. A analise histoldgica comparativa evidenciou um notavel aumento da densidade de
matriz coldgena na derme, assim como uma apresentacao basofila das fibras colagenas (que séo
tipicamente aciddfilas), especialmente nas areas tratadas com CaHa (que é basofila sob a
coloracdo de HE), sugerindo a dispersdao de CaHa por estas fibras. Quando injetadas em
combinacdo (blend), a histologia tissular da derme revelou uma organizacdo das fibras em
feixes ainda maiores, reduzindo o espaco intersticial. Também se observou um aumento na
densidade de nicleos de células adjacentes a esses feixes, indicando proliferacdo de
fibroblastos. Embora mais estudos sejam necessarios, a avaliacgdo apontou um aumento
estatisticamente significante das fibras colagenas nos tratamentos utilizados, em especial na
combinacdo dos biomateriais em doses equivalentes.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita; Bioestimuladores; Colageno; Poli-L-acido latico;
Elasticidade cutanea; Regeneracao dérmica.



ABSTRACT

GONCALVES, Pedro lvo Romani de Oliveira. Comparative analysis between Poly-L-lactic
acid and Calcium Hydroxyapatite regarding biostimulation of dermal matrix aimed at
treating sagging skin

The loss of elasticity and thinning of the skin play a crucial role in the structural changes
associated with sagging. Injectable collagen stimulators are widely used to restructure the skin
and soft tissues in a minimally invasive manner, without the need for energy-based procedures
or surgeries. The popularity of these procedures is driven by their simplicity, effectiveness, and
rapid recovery, highlighting their biocompatibility. There is believed to be a measurable
difference in therapeutic efficacy when comparing Poly-L-Lactic Acid (PLLA), Calcium
Hydroxyapatite (CaHa), or a combination of both in the treatment of skin laxity, specifically in
increasing collagen matrix. This study conducts a single-center, open-label, randomized clinical
trial with four patients. The aim is to evaluate the effects of combined injection of Poly-L-Lactic
Acid (PLLA) and Calcium Hydroxyapatite (CaHa) or the individual application of each
substance on the abdominal skin of patients who will undergo abdominoplasty later. The
increase in collagen matrix over the course of the study was determined through analysis of
sections of skin fragments stained with Hematoxylin and Eosin (HE) using stereological grid
analysis under conventional low-power light microscopy. At the initial stage, patients
underwent a skin biopsy 30 days before the injection of the bio-stimulators. During the
intervention, patients received injections of bio-stimulators following a template map to
identify specific areas for each material. Equivalent doses of PLLA and CaHa were used, both
individually and in combination. A dose of saline solution was administered in a fourth area
delineated by the map as an active control. All patients were reassessed on days 60 and 120
post-application, with tissue samples collected by biopsy from each treated area. Comparative
histological analysis revealed a notable increase in collagen matrix density in the dermis, as
well as a basophilic presentation of collagen fibers (which are typically acidophilic), especially
in areas treated with CaHa (which is basophilic under HE staining), suggesting CaHa dispersion
along these fibers. When injected in combination (blend), dermal tissue histology revealed an
even larger bundle organization of fibers, reducing the interstitial space. An increase in the
density of nuclei of cells adjacent to these bundles was also observed, indicating fibroblast
proliferation. Although further studies are needed, the evaluation pointed to a statistically
significant increase in collagen fibers in the treatments used, especially in the combination of
biomaterials at equivalent doses.

Keywords: Hydroxyapatite; Collagen stimulators; Poly-L-Lactic Acid; Skin elasticity; Dermal
regeneration.
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1. INTRODUCAO

A perda de elasticidade e o afinamento da pele, associados a diversos fatores como o
envelhecimento e a distensdo mecanica resultante de eventos como gestacOes e variagoes
ponderais intensas, desempenham um papel significativo nas alteracGes estruturais observadas
na pele de individuos com flacidez. Diante disso, os tratamentos atuais concentram-se na
restauracdo do turgor e da elasticidade, buscando um efeito harmoénico e natural nos tecidos
afetados. Os estimuladores injetaveis de colageno emergem como uma abordagem amplamente
adotada para garantir a reestruturacdo da pele e dos tecidos moles, de maneira minimamente
invasiva, sem a necessidade de recorrer a procedimentos energéticos ou cirdrgicos. A
popularidade desses tratamentos é impulsionada pela simplicidade, acessibilidade financeira,
eficacia comprovada, rapida recuperacdo e, acima de tudo, pela seguranca proporcionada,
notadamente devido a sua biocompatibilidade (SARAH CROWLEY et al., 2021)

A conceituacdo de biocompatibilidade, no contexto da bioengenharia, aborda a
capacidade de provocar uma resposta adequada do hospedeiro para atender a um propdsito
especifico. Tanto para a volumizacdo de partes moles quanto para a inducdo de
neocolagenogénese na derme, € imperativo um processo inflamatorio controlado e previsivel
desencadeado por biomateriais especificos. Para alcancar essa previsibilidade, sdo necessarias
condicdes como a utilizacdo de biomateriais conhecidos, homogeneidade nas dimensdes
granulomeétricas, metodologia sistematizada e pacientes com caracteristicas organicas menos
propensas a reacdes adversas (FITZGERALD; VLEGGAAR, 2011; WILLIAMS, 2008).

Os bioestimuladores de coladgeno, predominantemente compostos por Hidroxiapatita
de calcio (CaHa), &cido hialurdnico (AH) e Poli-L-Acido Léctico (PLLA), sio elementos-chave
na pratica clinica. A CaHa, uma ceramica sintética, apresenta uma estrutura notavelmente
similar a utilizada em reconstrucdes 0sseas, e possui aplicacdes diversas em odontologia,
oftalmologia e neurocirurgia, devido a sua semelhan¢ca com a matriz inorganica de 0ssos e
dentes. Além de ser biologicamente compativel, degradavel e integravel, a CaHa possui um
potencial alergénico muito baixo e destaca-se por seu efeito duplo como bioestimulador e
preenchedor. O PLLA, um polimero sintético derivado do &cido lactico, inicialmente concebido
para volumizar areas lipodistréficas em pacientes com HIV, provou-se um estimulador eficaz
de colageno dérmico, gracas a sua biodegradabilidade mais gradual. Atualmente, é
extensivamente utilizado para tratar a perda de suporte tecidual e espessura dérmica em
pacientes imunocompetentes (FLAHARTY, 2004; HADDAD et al., 2017; KADOUCH, 2017).



De maneira geral, a base farmacocinética do processo neocolagenogénico induzido por
esses produtos esta relacionada ao mecanismo intrinseco de degradagdo do biomaterial. Quando
em proximidade direta com a derme profunda, esse processo permite a extensdo, por
contiguidade, do processo inflamatério resultante da degradacdo aos segmentos dérmicos
adjacentes, compostos por fibras coladgenas e elastina responsaveis pela sustentacdo da pele.
Isso resulta em um processo fibroplastico nessas areas, com a deposicdo de novas fibras
elasticas e coladgeno. Esse fendmeno aumenta a espessura e elasticidade da derme profunda,
impactando positivamente a sustentacdo e conferindo uma aparéncia mais jovial a pele como
um todo. (ATTENELLO; MAAS, 2015).

Atualmente, os dois principais bioestimuladores de colageno injetaveis mais
amplamente utilizados em diferentes areas do corpo sao a Hidroxiapatita de Célcio (CaHa) e o
Poli-L-Acido Léctico (PLLA)(AMIRI et al., 2024; CHRISTEN, 2022) . No Brasil, ambos s&o
distribuidos por uma dnica empresa chamada Rennova (Innovapharma Brasil Farmacéutica
Ltda). Esses produtos, conhecidos sob nome comercial como Rennova Diamond Lido® e
Rennova Elleva X®, sdo devidamente autorizados pela ANVISA, com os registros N°
80451960205 e N° 80451960236, respectivamente, em razdo da ampla aplicacdo na pratica

clinica, foram eleitos como os biomateriais ideais para este ensaio clinico.

1.2.Rennova Diamond Lido®

Por se tratar de um implante projetado para ser aplicado nas camadas subdérmicas e
na derme profunda, possui diversas vantagens conforme descrito a seguir: apresentacdo estéril,
apirogénico, viscoso, opaco, classificado como semissolido, além de ser livre de latex e
reabsorvivel. O principio ativo do Rennova Diamond Lido se caracteriza por microesferas de
hidroxiapatita de célcio sintético, cuja férmula se encontra na concentracdo de 55,7%
(equivalente a 30% da razdo m/v), correspondendo a 700mg por seringa. Como agente veicular,
as microesferas sdo suspensas em um gel condutor aquoso de carboximetilcelulose (CMC). As
vias de aplicacdo se apresentam como seringa de vidro graduada, preenchida com 1,25 ml de
conteddo, dos quais possui 0,19% de lidocaina para proporcionar efeito anestésico local durante
a aplicacdo. As microesferas de hidroxiapatita de célcio sdo integradas a um gel composto
principalmente por tampdo fosfato, glicerina e CMC. Estas microesferas atuam como uma
estrutura de suporte, facilitando o crescimento interno de fibroblastos, que gradualmente

depositam componentes na matriz extracelular, ancorando as microesferas. A hidroxiapatita de



calcio € biodegradavel, passando por um processo metabolico semelhante aos detritos 6sseos
resultantes de fraturas comuns (obtido de: FICHA TECNICA RENNOVA DIAMOND LIDO)

Apos a aplicacdo subdermica, hd um aumento volumétrico devido as propriedades
reoldgicas do biomaterial e que desempenha um papel mecanotransdutor uma vez que cargas
mecanicas que incidem sobre um tecido séo interpretadas pelas células locais como estimulos
transmitidos através dos componentes da matriz extracelular (MEC), dos receptores da MEC e
das estruturas intracelulares.(HUMPHREY; DUFRESNE; SCHWARTZ, 2014). O gel de CMC
é usado como meio dispersor em solucdes hidrocoldides injetaveis de PLLA e CaHa devido as
suas caracteristicas que favorecem a hidratacdo e a dispersdo uniforme das microesferas, as
quais sdo subsequentemente degradadas preferencialmente por acdo enzimatica do que por
fagocitose (REQUENA et al., 2011). A CMC é dissipada e absorvida algumas semanas apods a
introducdo no espaco subdérmico, enquanto as microesferas de CaHa permanecem no tecido.
A diluicdo do produto em uma suspensdo hidrocoloide possibilita a dispersdao mais ampla das
microesferas de CaHa, permitindo aplicacbes superficiais e tratamento de areas maiores
(CARASCHI; CAMPANA FILHO, 1999; CARRUTHERS et al., 2016; FABI et al., 2016).

Um consenso de especialistas sugeriu que 1,5mL de uma suspensdo semelhante
poderia tratar de 100-300cm? de &rea dérmica. Segundo Yutskovskaya et al, ha maior deposicdo
de elastina e colageno | na derme mesmo sob diluicdes maiores (até 1:6) com solucéo salina.
Porém, na regido abdominal fora demonstrado por estudo ultrassonografico da derme que as
diluicbes de CaHa a 1:4 ja apresentam adequado efeito benéfico ao turgor e elasticidade da pele
com apenas 01 sessao (DE ALMEIDA et al, 2019; WASYLKOWSKI, 2015;
YUTSKOVSKAYA; KOGAN, 2017).

Ao implantar material exdgeno, sob uma Optica geral, desencadeia-se uma variedade
de respostas imunes, as quais variam por diversos fatores ja descritos. As caracteristicas do
material, seu tamanho e a homogeneidade das particulas desempenham um papel crucial na
modulacdo de varias partes do sistema imunol6gico adaptativo. O CaHA é geralmente
reconhecido como imunologicamente inerte, apresentando recrutamento minimo e ativacéo de
células imunes. Essa inércia é em parte previsivel, dado que os bioceramicos sdo amplamente
considerados altamente inertes do ponto de vista imunoldgico. (AGUILERA et al., 2023)

Em um estudo histologico, Lemperle et al. constataram que o CaHA néo gerou tecido
de granulagdo nem desencadeou respostas significativas de corpo estranho. O tecido de
granulacéo, frequentemente associado a cicatrizagdo de feridas, é geralmente caracterizado pela

formacdo de colageno recém-produzido e uma variedade de células inflamatorias



(LEMPERLE; MORHENN; CHARRIER, 2003). Outros autores avaliaram a resposta
imunohistoquimica ao CaHA injetado no rosto e descobriram que uma resposta histiocitica leve
foi alcancada, com ativacéo periférica de macrofagos polarizados como pré-inflamatérios (M2)
e células gigantes de corpo estranho. Observa-se que a substituicdo progressiva do gel aquoso
de CaHa por um depoésito denso de colageno ocorre de maneira peculiar. Esse processo €
predominantemente conduzido pela deposicdo de coladgeno |, otimizando as propriedades
mecanicas da pele. Isso contrasta com a deposicdo precoce de colageno IlI, comum em
processos cicatriciais fibroticos (BERLIN; HUSSAIN; GOLDBERG, 2008).

Marmur et al. constatou-se uma resposta inflamatdria escassa ou inexistente ao
preenchimento ap6s 1 més, embora tenham detectado a presenca de macréfagos e células
gigantes de corpo estranho (FBGCs). Contudo, apds 6 meses, viu-se um aumento significativo
na producéo de colageno apesar da notavel auséncia de células imunes. Adicionalmente, mesmo
considerando a degradacdo homeostatica do CaHA, foi notado que a fagocitose mediada por
macrofagos representou o principal mecanismo de eliminagio (MARMUR; PHELPS;
GOLDBERG, 2004). A degradacdo a longo prazo, impulsionada pela polarizacdo dos
macrofagos para o subtipo M2, de caracteristica antiinflamatoria, pode potencialmente
amplificar uma resposta regenerativa a medida que o CaHA se decompde. Os macréfagos M2
desempenham um papel crucial na regeneracdo tecidual, sugerindo beneficios adicionais
(BAYRY et al., 2020). Outros estudos também destacaram a posterior deposicao de colageno
neoformado, elastina, proliferacdo de células dérmicas e angiogénese, persistindo até a
completa degradacdo por volta de 9 a 12 meses. Nesse periodo, o CaHa é devidamente
degradado em calcio e fosfato, sendo excretado através dos rins (COLEMAN et al., 2008;
LOGHEM; YUTSKOVSKAYA; WERSCHLER, [s.d.]; SILVERS et al., 2006; TZIKAS,
2008)

A aplicacdo de CaHa € reconhecida por induzir uma maior producdo e deposicéo de
colageno tipo I e elastina, promovendo uma proliferacdo fibroblastica mais acentuada e uma
funcdo contréatil cutanea superior em comparac¢do com o acido hialurdnico. Esses efeitos na
estrutura dérmica abdominal ja se manifestam notavelmente, resultando no espessamento da
derme e, consequentemente, na reducdo da flacidez em cerca de 5 semanas apés a aplicacdo
(COURDEROT-MASUYER et al., 2016; YUTSKOVSKAYA; KOGAN; LESHUNOV,
2014). Um estudo baseado na analise dos tecidos subcutaneos por ressonancia nuclear
magnética (RNM) confirmou que o espessamento dérmico pode persistir por até 2 anos e meio

apos o procedimento, mesmo apos a completa absor¢do da CaHa (PAVICIC, 2015).



1.3.Rennova Elleva X®

Este é composto de 630mg de PLLA disposto em microparticulas de 40-63um na sua
forma liofilizada, 396mg de CMC e 534mg de manitol apirogénico. Deve ser, segundo as
especificacdes da fabricante, reconstituido com agua destilada (AD) durante o periodo minimo
de 01 hora, visando adequada hidratacdo e formacdo de uma suspensdo hidrocoloide
homogénea. Esta apresentacdo tem como vantagem a liofilizagdo fora do frasco, permitindo
uma menor compactagéo e facilitagdo do material em forma de suspenséo.

E importante frisar que, se 0 tempo de hidratacdo nao for adequado ou a manipulacio
durante a reconstituicdo for inadequada, ndo havera formacdo da suspensdo de PLLA,
acarretando maior incidéncia de entupimento da canula devido formacgdo de macroagregados
de soluto e aumento na incidéncia de nodulagbes devido a hidratacdo in vivo destes
macroagregados hiperosmolares residuais (FITZGERALD et al, 2018). A forma de
reconstituicdo recomendada em bula e a mais bem estudada atualmente € a diluicdo de todo o
frasco em AD de modo a obter a dose de 7,5mg/mL. Porém, o tempo de hidratagdo adequado
das formulagdes de PLLA seguem sob controvérsia na literatura, sendo aceito preparacdes com
tempo de hidratacdo minimo de 02 a 24h, sendo esse ultimo o mais recomendado
(BREITHAUPT; FITZGERALD, 2015). Uma volumizacdo se dard devido a distenséo
mecanica dos tecidos imediatamente ap0s a injecdo, o que se dissipara dentro de alguns dias.

O tamanho dessas microparticulas de PPLA (40-63um) garante que estas possuam
dimensdes incompativeis com sua rapida absorcdo por fagocitose dos macrofagos M1 da pele,
bem como ndo favorecem sua conducdo pelos capilares, no entanto, sdo suficientemente
menores para viabilizar a injetabilidade em agulhas de fino calibre em torno de 27 Gauge
(LEMPERLE; DE FAZIO; NICOLAU, 2006). Logo apo6s a injecdo do PLLA, é disparado um
processo inflamatorio subclinico, ou seja, de grau leve de forma que ndo sejam necessarias
intervencdes medicamentosas para seu controle. Assim, o tecido adjacente a regido implantada,
promove o encapsulamento das particulas de PLLA e subsequente fibroplasia local, com
deposicdo de colageno tipo | na matriz extracelular (RATNER; BRYANT, 2004).



1.4.HipoOtese

Apesar de desencadear um mecanismo de inflamagdo subclinica nos segmentos
dérmicos profundos, os diversos bioestimuladores injetdveis de colageno disponiveis
comercialmente suscitam a crenca de que had uma diferenca mensuravel na proliferacdo dos
elementos da matriz extracelular ao longo do tempo pds-intervencéo, e que tal proliferagdo seria
constatavel ao estudo por microscopia convencional. Adicionalmente, devido as caracteristicas
inerentes aos biomateriais em estudo, pode ocorrer um efeito aditivo nessa proliferacdo da
matriz. Essa condicdo ndo apenas evidenciaria a eficacia terapéutica tanto do Poli-L-Acido
Lactico quanto da Hidroxiapatita de calcio, mas também destacaria a sinergia entre ambos na
busca por uma estrutura dérmica ainda mais significativa, refletindo positivamente no

tratamento da flacidez cutanea.

1.5.Enunciado do problema

Nas ultimas décadas, observa-se uma significativa evolugdo no conhecimento no
ambito da cosmiatria e cosmetologia, especialmente no Gltimo quinquénio. Essa evolucao tem
sido marcada por um aumento no uso de substancias biodegradaveis para tratamentos injetaveis
minimamente invasivos destinados a diversas condi¢cdes corporais, como a perda de volume
nos compartimentos adiposos faciais e a flacidez dos componentes dérmicos corporais,
resultantes de diversos fatores.

A preferéncia por essas substancias se manifesta em casos de flacidez cuténea leve ou
moderada. Inicialmente, essa escolha surge como uma alternativa para evitar procedimentos
cirirgicos mais invasivos, que demandam um tempo de recuperacdo prolongado. Além disso,
a opcao por tratamentos minimamente invasivos também visa mitigar o impacto financeiro
associado aos procedimentos cirdrgicos, assim como evitar o afastamento prolongado das
atividades laborais.

Com o objetivo de aprimorar continuamente as alternativas de tratamentos
minimamente invasivos, a industria farmacéutica tem investido no aperfeicoamento e na
diversificacdo das opcOes terapéuticas eficazes nesses procedimentos. Um exemplo desse
avanco é a incorporacao de anestésicos locais nas formulac6es, proporcionando aplicacdes mais
toleraveis aos pacientes sem comprometer a eficacia dos processos teciduais (GRUNEBAUM;
ELSAIE; KAUFMAN, 2010).

Apesar do amplo uso de injetaveis no tratamento da flacidez cutdnea na atualidade e

do reconhecimento das repercussdes teciduais proporcionadas por esses materiais, 0S



mecanismos bioquimicos, celulares e histologicos desses tratamentos ainda estdo sendo
elucidados. Dentro deste contexto, a progressdao da compreensdo cientifica, baseada em
evidéncias e ndo meramente nos relatos de satisfagdo dos pacientes tratados ou nas experiéncias
profissionais empiricas de forma individual ou coletiva, pode identificar as reais transformacoes
no retorno estrutural da derme. Deste modo, a abordagem mais refinada pode favorecer a
aplicacdo individualizada na prética clinica, proporcionando uma escolha terapéutica mais
precisa e acurada, além de ser possivel determinar os intervalos terapéuticos com mais precisao.

Dessa forma, sabemos que as analises comparativas entre biomateriais com
propriedades neocolagénicas em humanos ainda séo praticamente inexistentes, o que dificulta
0 estabelecimento de diretrizes bem embasadas cientificamente para a escolha do
bioestimulador de colageno mais adequado para cada paciente, nos forcando a recorrer a
consensos de especialistas existentes da literatura. Portanto, o direcionamento deste estudo
envolve a identificacdo dos efeitos diretos da injecdo de PLLA e de CaHa combinados ou nédo
no incremento da sintese de coladgeno pela pele flacida do abddmen de pacientes que serdo

submetidos posteriormente a abdominoplastia.



OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Comparar a efetividade por até quatro meses ap0s tratamento da flacidez cutanea
através de anélise histologica convecional, quanto a evolugdo cronoldgica da densidade
das fibras e feixes de colageno contidos na matriz cutdnea em situacdes de exposicao

individual ao CaHa, PLLA e na combinacdo de ambos.

2.2.  Objetivos especificos

- Identificar o percentual de incremento da densidade de colageno tipo | nas dermes
tratadas em relacdo aos controles.

- Analisar as areas tratadas de forma comparativa e investigar a possibilidade de
ocorréncia de efeito somatorio entre CaHa e PLLA, em comparagdo ao tratamento

isolado de ambos materiais.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Desenho do estudo

Ensaio clinico unicéntrico aberto e randomizado, aprovado pelo CEP/PUC sob o
CAAE: 65413722.1.0000.5373, para realizagcdo do procedimento de injecdo dos
bioestimuladores alvo deste estudo, em 04 pacientes do sexo feminino. Os procedimentos foram
desenhados para serem realizados no retalho abdominal que seré posteriormente retirado em
procedimento de dermolipectomia abdominal, a fim de ndo gerar cicatrizes permanentes nas
pacientes em razdo das biopsias realizadas. Todo o procedimento experimental clinico foi
realizado pelo médico responsavel pelo projeto sob registros CRM 177851 e RQE 94569, sendo
este para obtencdo de titulo de mestre do aluno Pedro Ivo Romani de Oliveira Gongalves,
médico cirurgido plastico e mestrando pelo Programa de Mestrado Académico em Biomateriais
e Medicina Regenerativa da Pontificia Universidade Catolica de S&o Paulo, Campus Sorocaba.
A abordagem clinica ocorreu em clinica privada de Cirurgia Plastica (Clinica 1Z), situada na
cidade de S&o Paulo/SP. Ja o processamento dos materiais, tecidos e a analise estatistica foram
realizados no Laboratorio de Biomateriais em parceria com o Laboratério de Patologia, ambos
da PUC-SP.

3.2.Triagem e selecdo das pacientes voluntéarias

Para a realizacdo deste ensaio clinico foram selecionadas 04 pacientes voluntarias do
sexo feminino, com idades entre 20 e 40 anos, que possuem flacidez cutanea abdominal de leve
a moderada por quaisquer causas, e que se encontram em programacdo para realizacdo de
dermolipectomia abdominal. Tais pacientes foram submetidas aos critérios de inclusdo e
exclusdo (vide respectivos itens) na visita inicial ocorrida 30 dias antes das intervencdes com
os bioestimulares (denominada como D-30). Apesar da duracéo da participacdo da paciente no
estudo ter sido de até 120 dias, uma paciente que desejou ser submetida a dermolipectomia
abdominal antes do término do estudo, foi automaticamente excluida do mesmo para que nao
fosse prejudicada por aguardar o término do estudo, assim outra paciente foi eleita para compor

o total de 04 pacientes do estudo compondo um periodo de 120 dias totais ap0s a intervencao.

3.2.1. Critérios de Inclusdo
« Flacidez cutanea abdominal em via de abdominoplastia;
Mulheres entre 20 e 40 anos de idade, concordantes com o termo de

consentimento (TCLE);



3.2.2.

Fototipos | a VI (classificagéo de Fitzpatrick);

Auséncia de doencgas ou lesdes (cutéaneas inclusive) que possam interferir na
avaliacdo;

Utilizacdo de método anticoncepcional por voluntérias em idade fértil;
Capacidade plena de seguir as visitas e a terapéutica indicada;

Auséncia de histdrico alérgico a bioestimuladores e bioestimulacéo prévia nos

Gltimos 2 anos.

Critérios de Exclus&o:
Auséncia de indicacdo clinica de bioestimulador no abdome;
Gestantes e/ou lactantes;
Uso de medicacgdo/cosmeético proibido para o estudo;
Historico de disturbio mental ou instabilidade emocional;
Qualquer doenga sistémica ndo controlada ou hipersensibilidade a formula;
Portador de implante aloplastico ou inabsorvivel no abdome;
Presenca de doencas e/ou lesbes (cuténeas inclusive) que possam interferir na
avaliacao;
Uso de substancias ilicitas e/ou dependéncia quimica;
Tendéncia a formacdo de queloide e/ou cicatrizes hipertroficas;
Outras razbes julgadas como risco ao voluntario ou que interfiram nos

objetivos/resultados.

3.3. Randomizacdo e Cegamento

A randomizacdo foi realizada pelo software online Nuvemshop®, que distribuiu as

voluntarias em quatro grupos de 1-4, sendo que cada grupo contou com uma voluntéria.

Inicialmente cogitou-se a possibilidade de cegamento do estudo, porém, apds a

constatacdo que a obtencdo de resultados fidedignos ndo seria afetada pelo conhecimento dos
materiais pelos participantes ja que todas as analises que foram realizadas nesse estudo geraram
resultados puramente objetivos e que ndo sdo passiveis de nenhuma subjetividade antes da
andlise estatistica, foi optado pelo ndo cegamento do estudo, e sim pela manutencdo das
codificagbes inicialmente propostas (conforme Tabela 1), para facilitar os processos de

intervencado e coleta.
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Tabela 1- Codificacdes dos biomateriais utilizados.

Soro Fisiolégico (SF0,9%)

Poli-L-4cido lactico (PLLA)

Hidroxiapatita de célcio (CaHa)

bl XR| =

Mistura CaHa e PLLA (Blend)

3.4.Demarcacéo para a aplicacao de biomaterial

Visando esquivar eventual variacdo anatdmica ou demais fatores teciduais locais

quanto a interferéncia no resultado das analises, em cada grupo, os biomateriais foram

aplicados em areas diferentes, conforme ilustra a Figura 1.

(GRUPO 2|

PLLA

GRUPO 3

Figura 1 — Identificacdo das areas abdominais a serem submetidas a intervencdo, com 0s

respectivos grupos de distribui¢cdo em &reas distintas a serem tratadas.
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Com o objetivo de garantir uma aplicacdo precisa conforme as delimitacGes delineadas
na figura anterior, foram elaborados moldes individuais de EVA, cada um com cores distintas
para cada voluntéria. Essa abordagem visa prevenir equivocos nas marcacfes e areas
codificadas (vide Figura 2), proporcionando uma orientagdo visual clara e eficaz durante o

procedimento.

Figura 2 — Sequéncia de fotografias demonstrando as etapas no processo de demarcacdo das
areas a serem tratadas. (A) Confeccao de moldes de mesmas dimensdes para todas as pacientes,
somente mudando a cor para cada uma. (B) Exemplo de aplicacdo do molde a paciente. (C)
Aspecto final da marcacdo da pele com caneta especifica apds retirada do molde. (D)

Demonstracdo da facilidade técnica gerada pela marcagéo.

3.5.Especificagdes de diluicdo dos materiais utilizados em cada area e a devida

técnica empregada
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3.5.1. Area a - Soro Fisioldgico 0,9%

Na regido selecionada para a aplicagdo de 10 ml de soro fisiolégico a 0,9% (como
mostrado na Figura 3), o principal objetivo foi estabelecer um grupo controle ativo (ou placebo).
Esta escolha se baseou no fato de que o soro fisiolégico é prontamente absorvido e ndo
desencadeia o processo desejado de neocolagénese. Optamos por essa abordagem para reduzir
qualquer possivel viés decorrente do leve trauma causado pela insercdo da agulha e pela
dissecagcdo mecénica do tecido durante a inje¢do, visando assim uma comparagdo mais precisa
entre os grupos de tratamento e controle. Essa estratégia, além de promover uma interpretacdo
confiavel dos resultados, também mantém a integridade metodoldgica do estudo.

E importante salientar que em estudos cientificos que visam avaliar a eficacia de
intervencdes terapéuticas, a inclusdo de um grupo controle ativo desempenha um papel
fundamental na obtencdo de resultados robustos e na interpretacdo precisa dos dados. Este
grupo é essencial para fornecer um ponto de referéncia comparativo, permitindo diferenciar os
efeitos especificos da intervencdo em estudo dos efeitos que podem ocorrer naturalmente ou
devido a outros fatores. A presenca de um grupo controle ativo também ajuda a minimizar
viéses devido a expectativa do pesquisador ou dos participantes, fornecendo assim uma base
solida para a inferéncia causal. Além disso, o grupo controle ativo pode ajudar a garantir a
validade interna do estudo, fornecendo uma medida da varia¢do natural ou do curso natural da
condicdo em estudo ao longo do tempo. Portanto, a inclusdo de um grupo controle ativo é

crucial para garantir a robustez e a confiabilidade dos resultados deste estudo.

Figura 3 — Exemplificacdo do procedimento como foi realizado (& esquerda) e a apresentacdo

do Soro Fisiologico 0,9% utilizado para tratamento das areas (& direita), para fins de controle.
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3.5.2. Area P - Poli-L-Acido Léctico (Rennova Elleva®)
O frasco contendo 630 mg do principio ativo liofilizado foi reconstituido uma hora
antes do procedimento, utilizando-se 38 mL de agua destilada. A esta solucdo, adicionou-se 2
mL de lidocaina (2%) sem vasoconstritor, resultando em uma solu¢do com uma concentragdo
de 15,75 mg/mL do principio ativo. Em seguida, 10 mL dessa solugdo (conforme mostrado na
Figura 4) foram injetados na regido designada, que possui uma area total de cerca de 21 cm?,
alcancando assim a dose terapéutica descrita na literatura de 7,5 mg/cmz.

R —

QN2207-2X
20220801
2040131

reconstituido em seringa de 10ml e pronto para aplicacdo no devido segmento de area (C).

3.5.3. Area y — Hidroxiapatia de Célcio (Rennova Diamond Lido®)

A dose prescrita para este estudo, administrada na regido inferior do abdome, consiste
em uma seringa (1,25 mL) de CaHa diluida em proporc¢éo de 1:1 com soro fisiologico. Devido
a presenca de anestésico local (lidocaina 0,3%) na formulacdo de CaHa, nenhum outro
anestésico foi adicionado durante a aplicacdo. Assim como na administracdo do Rennova
Elleva, utilizou-se a técnica de deposicdo do biomaterial por meio de um gabarito pré-fabricado,
seguindo uma distribuicdo em leque (conforme ilustrado na Figura 5). Um total de 2,5 mL dessa
solucdo foi injetado na derme profunda utilizando uma canula de 25G, cobrindo uma area de

aproximadamente 100 cm?, alcancando a dose especificada na literatura.
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Figura 5 — A - Apresentacdo comercial da Hidroxiapatita de célcio utilizada. B — Seringa de
1,25ml ja comdiluicdo 1:1 (foram utilizadas 2 dessa). C — Método de aplicacdo em leque guiado

por gabarito.

3.5.4. Area A - Blend (Rennova Diamond Lido® + Rennova Elleva®)

Nesta area designada, optou-se pela aplicacdo conjunta de ambos 0S compostos
previamente utilizados, visando a elucidacdo de eventual efeito sinérgico na neocolagénese
tecidual. As doses e distribuicdes foram iguais as previamente citadas para cada material, porém
pela metade da dose total de cada area — 5ml da solucdo de PLLA e 1,25ml da solucdo de Caha,
diluidos em uma Unica seringa. E importante ressaltar que ndo héa na literatura histérico de
reacdo adversa e/ou de interacdo entre tais materiais que contraindiquem seu uso simultaneo,
desde que respeitando-se os limiares de toxicidade, os quais estdo muito distantes das doses

totais empregadas neste estudo.
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3.6.Sequéncia de Intervencdo e Seguimento
3.6.1. Visita 1l — Triagem e coleta de amostra pré-teste (D-30)

Durante esta primeira consulta, o pesquisador conduziu uma anamnese detalhada e
realizou um exame fisico minucioso para verificar se as pacientes atendiam aos critérios de
inclusdo e exclusdo do estudo. Apds constatar que as quatro pacientes selecionadas preenchiam
0S requisitos para participagéo, elas receberam uma explicacdo abrangente sobre os detalhes e
objetivos da pesquisa. Uma vez que concordaram em participar, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (vide Anexo 2). Em seguida, as voluntarias foram alocadas
em grupos de 1 a 4, conforme previamente descrito. Posteriormente, foram submetidas a uma
bidpsia cutanea utilizando um punch asséptico de 5 mm, sob anestesia local, na area neutra do
abdome inferior, mais precisamente na regido imediatamente caudal a cicatriz umbilical
(conforme ilustrado na Figura 6). Essa localizacdo foi escolhida por ndo interferir nas aplicacdes
subsequentes, na realizacdo de outras bipsias e por também ser uma area que seria removida
durante a dermolipectomia. As amostras de tecido foram entdo armazenadas em frascos tipo
Eppendorf contendo 3 mL de Paraformaldeido a 4%, garantindo a fixacdo adequada do material
(vide Figura 7). Essas amostras sdo fundamentais para o estudo estereoldgico da distribuicdo
de espessamentos fibrilares na derme por meio de microscopia Optica convencional,

proporcionando uma analise precisa dos resultados.

Figura 6 — A: esquema ilustrativo da area de bidpsia incisional pré-teste, em regido
imediatamente caudal a cicatriz umbilical. B: Punch de 5mm utilizado para realizar a coleta de
material destinado a analise pré-teste (D-30).
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Figura 7 — A: Amostra de tecido, evidenciando espessura em pele total. B: Quando retirado, o
tecido foi armazenado em Eppendorf com 3ml de Paraformaldeido a 4% para devida fixagao.

3.6.2. Visita 2 — Intervencdo com os biomateriais injetaveis (D0)

De acordo com o modelo de randomizacdo previamente estabelecido, foi conduzida
uma sessao (DO0) de preenchimento subdérmico adjacente a derme profunda, seguindo rigorosa
técnica asseptica e utilizando os bioestimuladores especificados no estudo, em conformidade
com a abordagem de intervencao detalhada anteriormente. A area de tratamento limitou-se a
pele do andar inferior do abdome, a qual foi subdividida em quatro regides de igual extensao
superficial, cada uma destinada a receber um dos materiais mencionados anteriormente. A
aplicacdo foi realizada exclusivamente pelo pesquisador, médico cirurgido plastico especialista
devidamente treinado, utilizando um método padronizado e guiado por um gabarito plastico
pré-fabricado e individualizado.

Ao término da visita, apos fornecer orientacdes detalhadas sobre os cuidados a serem
seguidos pelas voluntarias durante o estudo, o pesquisador entregou o "Diario da Voluntaria"
(vide Anexo 3), o qual foi preenchido diariamente por elas até o retorno para a préxima consulta
(ocorrida aos 60 dias apés a intervencdo, para a extracdo dos tecidos das areas tratadas - D60).
Neste diario, as voluntarias foram instruidas a registrar qualquer sintoma incomum que
pudessem ter percebido apds a aplicacdo do produto, bem como todas as medicacdes e
cosméticos utilizados. Nao foram relatadas quaisquer intercorréncias até o D60, indicando uma

resposta satisfatoria ao tratamento até o momento.
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3.6.3. Seguimento po6s-intervengdo (D60 e D120)

As voluntarias foram orientadas quanto aos cuidados pds-procedimento a serem
realizados, que foram: realizar limpeza local com &gua e sabdo regularmente e aplicacdo de
Dersani® (ou similar) a cada seis horas nas areas de punch até a retirada do ponto em 1 semana.
As pacientes foram ainda instruidas pelo pesquisador sobre qual analgésico pode ser utilizado
em caso de dor local, se necessario. Estas foram acompanhadas ap6s a aplicacdo dos
bioestimuladores nos seguintes dias: 60 e 120, finalizando com um total de quatro visitas. Em
cada uma das duas visitas de seguimento pés-intervencdo, as pacientes voluntéarias foram
submetidas a extracdo, sob anestesia local, de segmento de pele em espessura total por punch
medindo 5mm de didmetro, em cada area tratada, seguida de sintese da pele através de ponto
unico de nylon 6-0. Este ponto foi retirado dentro de 1 semana, visando evitar que o fechamento
por segunda intencéo interferisse no comportamento da matriz cutanea nesse periodo.

Tal punch foi escolhido para obtencdo de material suficiente para a analise histologica,
com minima repercussio estética e funcional a paciente durante o seguimento. E importante
reiterar que tal retirada de tecido foi realizada em areas de pele que serdo extraidas em sua
totalidade durante a dermolipectomia abdominal posterior. Convencionou-se delimitar duas
areas extras caso a amostra inicial seja insuficiente. Cada fragmento de tecido foi fixado em
paraformaldeido a 4% e processado em bloco de parafina, posteriormente cortado para
formacdo de ldminas histologicas especificamente preparadas para estudo histologico por

microscopia 6ptica convencional (MOC).

3.7.Microscopia Optica convencional

Uma vez que os tecidos foram devidamente processados, fixados em paraformaldeido,
corados com Hematoxilina-Eosina (H&E) e produzidas as laminas histoldgicas, cada regido foi
analisada por um profissional diferente do responsavel pelas aplicacdes, atraves de microscopia
Optica convencional utilizando microscopio convencional pela técnica de campo claro (Nikon
Eclipse E800 acoplado com camera Nikon DS-Ril associada a interface digital pelo software
NIS) situado no Laboratério de Biomateriais da PUC-SP, campus Sorocaba. A analise da
morfologia da pele foi incrementada pela técnica de quantificacdo por estereologia em grade
com 108 pontos de intersec¢do equidistantes em 100pum, compreendendo uma area total de
10.800um?, em que foi realizada uma avaliacdo ponto a ponto da convergéncia das grades e fim
de avaliar os pontos que convergem identificando o espessamento das fibras coldgenas. As areas

foram escolhidas randomicamente de um determinados campo dérmico compreendido tanto no
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pré-teste quanto nos fragmentos retirados no D60. A mesma idéia se deu na andlise dos
fragmentos extraidos na ultima visita, no D120. As areas de controle do pré-teste foram
repetidas para fim de comparacdo ao D60, uma vez que este possui 4 areas distintas de avaliagdo

(o, B, x € A).

3.8.Riscos
Apesar de pouco frequente, poderia ter ocorrido reacGes alérgicas leves caracterizadas

por vermelhiddo, formacao de pequenos nddulos e edema local — porém, ndo houve tal relato.

3.9. Beneficios

Os beneficios pertinentes a dermatologia e a cirurgia plastica decorrentes deste estudo
sdo evidentes, visto que o conhecimento relativo a eficacia terapéutica comparativa das
formulagBes de Hidroxiapatita de Calcio e Poli-L-Acido lactico ja validadas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), assim como as variadas formulagbes de
bioestimuladores injetaveis atualmente disponiveis no mercado, traz notorios beneficios na
decisdo clinica cientificamente bem embasada sobre qual op¢do melhor indicada de
bioestimulador a ser utilizado individualmente em procedimentos de rejuvenescimento cutaneo

ndo cirurgico.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em primeira analise, por microscopia optica convencional, foram realizadas imagens
panoramicas dos cortes histologicos das amostras pré-teste em D-30 e das areas tratadas em
D60 e D120 (Figuras 8-16), seguida da determinacao quantitativa de areas de espessamento de
feixes de matriz colagena através de analise por grade estereoldgica com 108 pontos de
interseccdo equidistantes em 100um, compreendendo uma 4rea total de 10.800um?.

Nesta analise inicial, foi constatado que em todas as 04 voluntarias o comportamento
dos feixes colagenos fora semelhante (Figuras 17-32), com quase nenhuma alteracdo do pré-
teste (D-30) em relagdo as areas o tratadas com Soro Fisiologico 0,9%, no entanto houve
aumento pareadamente moderado da espessura dos feixes nas areas B e x (PLLA e CaHa,
respectivamente) e notdvel aumento da espessura e concentracdo de feixes colagenos
diminuindo o espacgo intersticial nas areas A, tratadas com Blend de PLLA e CaHa em doses

equivalentes.
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Nas areas tratadas com PLLA e CaHa, mas em especial nas areas tratadas com o Blend,
constatou-se aumento importante da celularidade adjacente as fibras, sendo um forte indicativo
da proliferacéo fibroblastica nestes tecidos. Alem disso, uma caracteristica peculiar observada
foi que, nas areas tratadas com CaHa (y e A), notou-se a presenca de basofilia permeando as
fibras e feixes colagenos que possuem uma propriedade quimica de ligacdo a eosina de carater
acidofilo, portanto ha um indicativo de presenca de material basofilico nestas regides -
sugerindo um acumulo residual difuso de hidroxiapatita de calcio que, embora ndo visivel
morfologicamente, se dispersou de maneira heterogénea em determinadas porcdes teciduais
(Figura 33).

Tais regides mais basoéfilas associadas ao colageno, ndo foram representativas nas
amostras D-30, sendo que tanto as amostras obtidas no D-30, D60 e D120 foram processadas
em igualdade de parametros técnicos e, por este motivo, foi descartada a possibilidade de ser
um artefato de processamento. E importante ressaltar ainda, que ndo foram encontradas

estruturas alusivas a cistos, células gigantes tipicas de corpo estranho nem tecido de granulacao.

Pré-teste
(D-30)

Paciente 1 Paciente 2

Fan s

R A )
Paciente 3

Figura 8 - Imagens histologicas coradas com HE em baixo aumento (Objetiva de 10X) obtidas
por reconstrucdo digital de toda extensao da area biopsiada, no momento D-30 (Pré-teste), antes
de qualquer intervencdo de bioestimulador. Nota-se no paciente 3, uma glandula sebacea (*) e

uma sudoripara (#) estdo evidentes.
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Paciente 1
(D60)

Figura 9 - Imagens histoldgicas coradas com HE em baixo aumento (Objetiva de 10X) obtidas
por reconstrucdo digital de toda extensdo das areas biopsiadas da paciente 1, no momento D60,

comparando as devidas areas tratadas, sendo: o-soro fisioldgico; p - PLLA; x - CaHa e A -

Blend.

Paciente 1
(D120)

Figura 10 - Imagens histoldgicas coradas com HE em baixo aumento (Objetiva de 10X) obtidas
por reconstrucdo digital de toda extensdo das areas biopsiadas da paciente 1, no momento D120,
comparando as devidas areas tratadas, sendo: a-soro fisiologico; B - PLLA; y - CaHa e A -

Blend.
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Paciente 2
(D60)

Figura 11 - Imagens histoldgicas coradas com HE em baixo aumento (Objetiva de 10X) obtidas
por reconstrucdo digital de toda extensdo das areas biopsiadas da paciente 2, no momento D60,
comparando as devidas areas tratadas, sendo: o-soro fisioldgico; p - PLLA; x - CaHa e A -

Blend. Nota-se que em X ha um foliculo piloso em corte transversal (seta).

Paciente 2
(D120)

Figura 12 - Imagens histoldgicas coradas com HE em baixo aumento (Objetiva de 10X) obtidas

por reconstrucado digital de toda extensdo das areas biopsiadas da paciente 2, no momento D120,
comparando as devidas areas tratadas, sendo: a-soro fisiologico; - PLLA; y - CaHa e A -

Blend.

22



Paciente 3
(D60)

- L
Figura 13 - Imagens histoldgicas coradas com HE em baixo

por reconstrucdo digital de toda extensdo das areas biopsiadas da paciente 3, no momento D60,
comparando as devidas areas tratadas, sendo: o-soro fisioldgico; p - PLLA; x - CaHa e A -

Blend.

Paciente 3
(D120)

Figura 14 - Imagens histoldgicas coradas com HE em baixo aumento (Objetiva de 10X) obtidas
por reconstrucado digital de toda extensdo das areas biopsiadas da paciente 3, no momento D120,
comparando as devidas areas tratadas, sendo: a-soro fisiologico; - PLLA; y - CaHa e A -

Blend.
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Paciente 4
(D60)

Figura 15 - Imagens histoldgicas coradas com HE em baixo aumento (Objetiva de 10X) obtidas
por reconstrucdo digital de toda extensdo das areas biopsiadas da paciente 4, no momento D60,

comparando as devidas areas tratadas, sendo: o-soro fisioldgico; p - PLLA; x - CaHa e A -

Blend.

Paciente 4
(D120)

Figura 16 - Imagens histoldgicas coradas com HE em baixo aumento (Objetiva de 10X) obtidas
por reconstrucado digital de toda extensdo das areas biopsiadas da paciente 4, no momento D120,
comparando as devidas areas tratadas, sendo: a-soro fisiologico; - PLLA; y - CaHa e A -

Blend.
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D60
16 \ { \/r"vﬂ }

D120

22

Figura 17 — Analise para flns comparatlvos em progressao cronologlca de laminas coradas com
H&E da érea pré-teste D-30 (PT) com a area a (SF0,9%) do paciente 1 (P1a) nos momentos
D60 e D120, com identificacdo da quantificagdo numérica de pontos de interseccdo

coincidentes com espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situagdo (em vermelho).
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Figura 18 — Analise comparatlva em progressao cronoldgica de laminas coradas com H&E da
area pré-teste D-30 (PT) com a &rea 3 (PLLA) do paciente 1 (P1p) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificagdo numeérica de pontos de intersecgdo coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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area pré-teste D-30 (PT) com a area y (CaHa) do paciente 1 (P1y) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificagdo numeérica de pontos de intersecgdo coincidentes com
espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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area pré-teste D-30 (PT) com a area A (Blend) do paciente 1 (P1A) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificagdo numérica de pontos de intersec¢do coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 21 — Analise comparatlva em progressao cronologlca de Iamlnas coradas com H&E da
area pré-teste D-30 (PT) com a area o do paciente 2 (P2a) nos momentos D60 e D120, com
identificacdo da quantificagdo numeérica de pontos de intersec¢do coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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area pré-teste D-30 (PT) com a &rea 3 (PLLA) do paciente 2 (P23) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificagdo numeérica de pontos de intersecgdo coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 24 — Analise comparativa em progressao cronoldgica de laminas coradas com H&E da
area pré-teste D-30 (PT) com a area A (Blend) do paciente 2 (P2A) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificagdo numeérica de pontos de intersecgdo coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 25 — Analise comparativa em progressao cronoldgica de laminas coradas com H&E da
area pré-teste D-30 (PT) com a area o (SF0,9%) do paciente 3 (P3a) nos momentos D60 e
D120, com identificacdo da quantificacdo numérica de pontos de interseccdo coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 26 — Analise comparativa em progressao cronoldgica de laminas coradas com H&E da

area pré-teste D-30 (PT) com a &rea 3 (PLLA) do paciente 3 (P3p) nos momentos D60 e D120,

com identificacdo da quantificacdo numeérica de pontos de intersecgdo coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 27 — Analise comparativa em progressao cronoldgica de laminas coradas com H&E da

area pré-teste D-30 (PT) com a area y (CaHa) do paciente 3 (P3y) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificagdo numeérica de pontos de intersecgdo coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 28 — Analise comparativa em progressao cronoldgica de laminas coradas com H&E da
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area pré-teste D-30 (PT) com a area A (Blend) do paciente 3 (P3A) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificagdo numérica de pontos de intersec¢do coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situacdo (em vermelho).
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Figura 29 — Analise comparativa em progressao cronologlca de laminas coradas com H&E da

area pré-teste D-30 (PT) com a area o (SF0,9%) do paciente 4 (P4a) nos momentos D60 e
D120, com identificacdo da quantificacdo numérica de pontos de intersec¢do coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 30 — Analise comparativa em progressao cronoldgica de laminas coradas com H&E da
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area pré-teste D-30 (PT) com a &rea 3 (PLLA) do paciente 4 (P4p) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificagdo numeérica de pontos de intersecgdo coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 31 — Anallse comparativa em progressao cronologlca de Iamlnas coradas com H&E da

D120

42

area pré-teste D-30 (PT) com a &rea y (CaHa) do paciente 4 (P4y) nos momentos D60 e D120,
com identificacdo da quantificacdo numérica de pontos de intersec¢do coincidentes com

espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situa¢do (em vermelho).
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Figura 32 — Analise comparativa em progressao cronoldgica de laminas coradas com H&E da

area pré-teste D-30 (PT) com a area A (Blend) do paciente 4 (P4A) nos momentos D60 e D120,
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com identificacdo da quantificagdo numeérica de pontos de intersecgdo coincidentes com
espessamento de feixes em destaque obtidos em cada situacdo (em vermelho).
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Um ponto relevante no momento D60 da andlise histologica revelou um padrdo
incomum nas areas tratadas com CaHa (y e A): os feixes colagenos, predominantemente
acidofilos, exibiram um espessamento fibrilar acompanhado de extensas areas de basofilia
permeando a regido central desses feixes (Figura 33). A presenca desse padréo levantou a
hipotese de uma possivel dissociacdo do material ou do microambiente de comportamento
baséfilo, sugerindo trés possibilidades principais: a dispersdo de residuos de CaHa ao longo
desses feixes, mantendo sua caracteristica basofilica ja documentada na literatura; a formacgéo
de uma matriz jovem amorfa ndo fibrosa, igualmente basofilica devido & abundancia de

glicosaminoglicanas; ou a combinacdo de ambas as condi¢cdes conforme ja relatado.

Figura 33 — Micrografia corada com HE em grande aumento de area tratada com Blend,

onde se destaca as areas de basofilia de permeio as fibras colagenas (setas) e a
hipercelularidade adjacente aos feixes. Os asteriscos (*) indicam a orientacdo espessa dos

feixes colagénicos vistos nesse corte.
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E notavel a atual transig&o no cenario comercial, onde os preenchedores teciduais estdo
cedendo espaco aos conhecidos "bioestimuladores de colageno". Estas substancias, embora néo
possuam a capacidade intrinseca de volumizar tecidos, fundamentam sua farmacodinamica na
inducdo de um processo inflamatério subclinico ao redor do tecido dérmico alvo. Como
resultado desse estimulo, ocorre fibroplasia, impulsionada por diversos mecanismos organicos
de interacdo com esses biomateriais. Destaca-se o fato de que proporcionam resultados notaveis
com praticamente nenhum tempo de recuperacdo, diferentemente dos procedimentos cirdrgicos
ou de difusdo de energia (como Laser, Radiofrequéncia e Ultrassom microfocado). Além disso,
é relevante ressaltar que tais intervencdes apresentam menor desconforto, sendo passiveis de
execucdo com baixa complexidade tecnoldgica. Esse aspecto ndo apenas reduz a experiéncia
dolorosa para o paciente, mas também contribui para a acessibilidade financeira do
procedimento. Dessa forma, a escolha por bioestimuladores de colageno ndo apenas se destaca
pela eficacia e rapidez na obtengéo de resultados, mas também pela conveniéncia, tornando-se
uma opcdo mais atrativa em comparacdo com abordagens mais invasivas.(BARBOSA
OLIVEIRA SARAGOCA; SARAGOCA FELIX; LOPES DE CASTRO, 2023)

Dentro do contexto mencionado anteriormente, a difusdo desses procedimentos
minimamente invasivos tornou-se uma pratica comum na esfera clinica. Contudo, apesar da
crescente popularidade desses tratamentos, a escassez de evidéncias cientificas sustentando a
eficAcia com base em critérios objetivos € notavel. Dado o carater estético dessas intervencdes,
a maioria dos estudos ainda se apoia em consensos de especialistas, observacGes clinicas e
avaliacOes subjetivas. No entanto, é digno de nota que, recentemente, tem havido um aumento
no direcionamento de esforcos para a obtencdo de evidéncias mais solidas e objetivas nesse
campo especifico (ATZORI et al., 2023; OH et al., 2023)

Neste ensaio clinico randomizado unicéntrico, a abordagem se concentrou na analise
de critérios estritamente objetivos, conforme delineado em nossa metodologia anterior, com o
objetivo de esclarecer o desempenho de biomateriais especificos empregados na bioestimulacéo
de colageno e sua influéncia nas fibras elasticas e na matriz extracelular dérmica como um todo.
Optamos por investigar dois dos principais biomateriais mundialmente comercializados para
essa finalidade: Hidroxiapatita de Calcio (CaHa) e Acido Poli-L-lactico (PLLA), conforme
detalhado anteriormente. E importante salientar que todas as quatro participantes relataram a
auséncia de efeitos adversos e demonstraram plena aderéncia ao estudo.

Inicialmente, ao compararmos a evolugdo da derme nos momentos pré-teste (D-30),

60 dias (D60) e 120 dias pds-intervencdo (D120), identificamos um padrdo consistente no

42



comportamento dos feixes de coldgeno por meio da andlise tecidual estereoldgica, que se
repetiu em todos os casos. Na area tratada com soro fisiologico, os espessamentos fibrilares
permaneceram semelhantes ao pré-teste, caracterizando-a como controle. Nas regides tratadas
com PLLA e CaHa, observou-se um aumento expressivo na espessura das fibras, formando
extensos feixes colagenos, acompanhados por uma matriz jovem mais amorfa e ndo fibrilar,
juntamente com uma leve elevacgéo na celularidade.

Esse fendmeno pode ser explicado pelo prolongado tempo de degradagédo de ambos os
materiais, indicando que, com a passagem do tempo até o D120, houve progressdo na
proliferacdo da matriz dérmica. Conforme documentado na literatura, as microesferas de CaHa
sdo gradualmente degradadas ao longo de 9 a 12 meses pelos macréfagos teciduais, resultando
na decomposicao do material em calcio e fosfato, que sdo excretados pelos rins.

No caso do PLLA, suas microesferas dispersas no tecido desencadeiam uma resposta
inflamatdria subclinica, caracterizada como uma reacgéo de corpo estranho, desencadeando uma
subsequente resposta de fibroplasia local. Esse processo resulta na deposicao prolongada de
colageno tipo | na matriz extracelular original, considerando que o tempo de degradacdo do
PLLA pode estender-se até 9 meses (SEDUSH et al., 2023).

Quando o PLLA é associado ao CaHa para formar um composito, ndo ha necessidade
de que essas substancias estabelecam ligacdes quimicas robustas ao serem misturadas e
colocadas em suspensdo, conforme previamente mencionado. Nas areas tratadas com a mistura
(blend) de CaHa e PLLA em doses equivalentes, conforme detalhado na metodologia, e
respeitando a dosagem reduzida pela metade em comparacdo com as areas tratadas com 0s
biomateriais puros, observamos uma morfologia peculiar que se destaca na analise histologica
da grade estereoldgica. Os espessamentos nos feixes colagenos sdo tdo pronunciados nessas
areas que os segmentos de espaco intercelular tornam-se notavelmente esguios (ALBANO et
al., 2013; ROBINSON, 2018)

Em uma visdo geral dessa analise inicial, a média de aumento dos espessamentos
fibrilares em areas selecionadas aleatoriamente é de 8 vezes em D60 e 9,5 vezes em relacdo ao
pré-teste D-30. Em casos especificos, como na amostra da paciente 2, a area tratada com o
Blend teve um aumento de 12 vezes na densidade de espessamento fibrilar em relacédo ao D-30.
Esse padrdo ndo se repete na média de aumento das areas de PLLA (3,96 vezes) e CaHa (4,15
vezes), 0 que sugere que hd um possivel efeito sinérgico ou aditivo na associacdo destes
biomateriais, mesmo que em doses proporcionalmente equivalentes. Este tipo de associagdo

ndo foi encontrado na revisdo bibliogréafica para fins de discussdo. Como as voluntarias tém
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perfis corporais diferentes, as areas de tratamento foram randomizadas e as doses foram iguais,
existe a possibilidade de outros fatores de sinalizacéo celular estarem presentes, o que demanda
maiores estudos para sua elucidagéo.

Ainda sobre a analise histoldgica por grade estereoldgica, um segundo padrao
importante foi constatado em todas as amostras de D60 e D120, porém significativamente maior
nas areas A (Blend), que ¢ o aumento importante da celularidade adjacente as fibras e aos feixes
colagenos, sendo altamente sugestivo de proliferacdo de fibroblastos teciduais. Ao realizar o
tratamento de éreas de flacidez abdominal infraumbilical leve a moderada das quatro pacientes
que serdo submetidas a dermolipectomia abdominal, foi aberta a possibilidade de compreender
melhor como tais biomateriais se comportam no mesmo individuo, com o préprio tecido
adjacente como controle, em comparacao a uma amostra pré-teste que serve com base principal
de comparagéo cronoldgica e morfoldgica.

Para a arguicdo estatistica deste estudo, utilizamos o teste paramétrico de Bonferroni
One-way ANOVA (do inglés analysis of variance) que é uma técnica estatistica que permite
avaliar afirmacdes sobre as médias de populacGes e visa, fundamentalmente, verificar se existe
uma diferenca significativa entre as médias (Figuras 34 a 38) e se os fatores exercem influéncia
em alguma variavel dependente, ou seja, é utilizada quando se quer decidir se as diferencas
amostrais observadas sdo reais ou casuais. Portanto, essa analise parte do pressuposto que o

acaso soO produziu pequenos desvios, sendo as grandes diferencas geradas por causas reais.

Analise estereoldgica em fungao do tempo

M Pacientel M Paciente2 M Paciente3 Paciente 4
90

80

50
40 I

PRE-TESTE - D60 a-D120 B - D60 B -D120 X-D60 x-D120 A - D60 A-D120

Figura 34 — Analise estereoldgica quantitativa demonstrando curva de crescimento em fungédo
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do tempo decorrido do estudo. Por serem dados absolutos do total quantificado de cada

paciente, ndo ha desvio padrao.
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Figura 35 — Analise estereoldgica quantitativa demonstrando a curva de crescimento ao longo

do tempo do estudo, para area o (SF0,9%).
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Figura 36 — Analise estereoldgica quantitativa demonstrando a curva de crescimento ao longo

do tempo do estudo, para area 3 (PLLA)
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Figura 37 — Analise estereoldgica quantitativa demonstrando a curva de crescimento ao longo

do tempo do estudo, para area y, (CaHa).
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Figura 38 - Andlise estereoldgica quantitativa demonstrando a curva de crescimento ao longo

do tempo do estudo, para area A (Blend).
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Figura 39 — Média aritmética das 4 pacientes com cada intervencao, e respectivo desvio padrao.
A analise estatistica das amostras foi representada pela comparacdo dos valores de P entre

grupos, sendo considerado MS: muito significante e NS: ndo significante entre grupos.

Conforme visto nas figuras 35 a 39, ap0s a andlise estereologica comparativa e
estatistica, ao comparar os grupos de D60 e D120 com o D-30, todos apresentaram
significancia (p<0.001), exceto quando comparado os grupos D60 e D120 da area o, 0s quais
ndo apresentaram significancia e, comparando o0s grupos D60 da area o (SF0,9%) com todos
0s outros tratamentos dos grupos D60 e D120, todos apresentaram significancia (p<0.001),
exceto quando comparado ao D120 da mesma area o, 0 qual ndo apresentou significancia —
sugerindo que o SF0,9% ndo teve eficacia terapéutica comparavel aos outros materiais
utilizados, como previsto inicialmente e cumprindo o efeito de area de controle.

Entre os grupos D60 da &rea 3 (PLLA) com todos os outros grupos D60 e D120, todos
apresentaram significancia, sendo que houve menor significancia quando comparado aos
grupos D120 da area a (SF0,9%) e D120 da area y (CaHa) e ndo houve significancia estatistica
na comparagdo com D120 da &rea 3 (PLLA). Ao comparar 0s grupos de D60 da &rea y (CaHa)
com 0s outros grupos D60 e D120, todos apresentaram significancia, sendo que houve menor
significancia quando comparado aos grupos de D120 da &rea o (SF0,9%) e D120 da &rea y
(CaHa) e ndo houve significancia quando comparado ao D120 da &rea 3 (PLLA). Ja os grupos
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de D60 da éarea A (Blend) com todos os tratamentos de D120, houve significancia (p<0.001),
exceto quando comparado ao D120 da area A (Blend), o qual ndo apresentou significancia —
sugerindo estabilizacdo do estimulo colanogénico.

No comparativo entre os grupos de D120 da area a (SF0,9%) com todos 0s grupos de
D120, todos apresentaram significancia (p<0.001) e, comparando os grupos de D120 da érea 3
(PLLA) com D120 da area y, (CaHa), ndo houve significancia e comparado ao D120 da area A
(Blend), apresentou significancia (p<0.001) — o que demonstra a equivaléncia estatistica entre
0 PLLA e o CaHa, e da superioridade do Blend para com estes.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS E CONCLUSAO

Este estudo permitiu avaliar com maior acuracia o comportamento de dois biomateriais
absorviveis com propriedades estimuladoras de matriz extracelular diretamente na pele
humana, podendo embasar a escolha da terapia minimamente invasiva a base de
bioestimuladores injetaveis na pratica clinica, além de avaliar se hd um processo de somatdrio
de efeitos entre tais materiais in vivo.

O esclarecimento de tais processos a nivel da arquitetura tecidual da pele abdominal
podera influenciar novos estudos envolvendo outros materiais, visando a elaboracéo de opgdes
terapéuticas mais eficazes, viabilizando economicamente sua producéo e favorecendo o acesso
dos pacientes ao tratamento. As andlises de H&E identificaram claro aumento da matriz
dérmica quando injetadas em blend, e com discreto aumento quando injetadas separadamente,
em todas as pacientes. Nenhum paciente relatou incomodos tipicos de processo inflamatorio
nem tdo pouco foram identificados apds 120 dias pds-injecdo com os bioestimuladores.

Na analise estatistica obtida da média dos pacientes para cada bioestimulador ou sua
combinacdo, destacaram-se notavel diferenca entre o0 D-30 com o D60 e D120 (P<0.001) e
todos 0s grupos, no entanto, entre 0 D60 e 0 D120 entre grupos com 0 mesmo estimular no
houve diferenca, mas entre estes tempos comparado ao grupo Blend com CaHa e PLLA a
diferenca estatistica foi conserada muito significante. Além disso, o incremento da matriz se
manteve estavel e equivalente entre os tempos D60 e D120, o qual indicam que ocorreu um
tempo maximo de incremento da matriz dentro desse periodo.

Embora ndo se possa afirmar que este aumento da matriz possa se manter por periodos
prolongados além de 120 dias, este trabalho propde que a injecdo combinada de CaHa e PLLA
na razdo 1:1 seja uma condicdo a ser direcionada para viabilizar clinicamente melhores

resultados de regeneragdo da propriedade plastica da derme.
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Anexo 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

1 - Introducéo

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo clinico que se chama “Analise
comparativa entre Poli-L-&cido lactico e Hidroxiapatita de Célcio quanto a bioestimulacdo de
matriz dérmica no tratamento da flacidez cutanea”, conduzido pelo pesquisador Dr. Pedro Ivo
Romani de Oliveira Gongalves, médico cirurgido plastico especialista pela Sociedade Brasileira
de Cirurgia Plastica sob 0 RQE n° 94569, para a obtencao de titulo de Mestre pelo Programa de
Mestrado Académico em Biomateriais e Medicina Regenerativa da Pontificia Universidade
Catdlica de Sdo Paulo, campus Sorocaba/SP. Antes de decidir se quer ou nao participar, é
importante que entenda porque o estudo esta sendo realizado e o que ele vai envolver. Caso
vocé concorde em participar, leia com atencao as informagdes que se seguem e também ouga a
explicacdo do médico envolvido neste estudo. Sinta-se livre para perguntar sobre qualquer coisa
que vocé ache que néo esteja clara ou se desejar obter maiores informacdes.

2 - Objetivos

Aferir de forma comparativa, com critérios objetivos e estatisticamente relevantes, a
capacidade de promocédo da proliferacdo de elementos da matriz dérmica no tratamento da
flacidez cutanea entre uma formulacdo & base de Poli-L-Acido Lactico (PLLA) denominada
Rennova Elleva® e uma outra formulacdo a base de Hidroxiapatita de Calcio (CaHa)
denominada Rennova Diamond Lido®, ambas ja validadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sob os registros n® 80451960205 e n° 80451960236
respectivamente, no tratamento da flacidez da pele abdominal, facial e outros segmentos

corporais.

3 - Descricdo do estudo

Este estudo envolve o uso de dois bioestimuladores injetaveis de colageno, sendo um
a base de PLLA e outro de CaHa. Vocé foi convidada pois apresenta critérios de flacidez
cutanea abdominal passiveis de tratamento e seu médico acredita que vocé pode participar do
estudo. Assim como vocé, outras 03 (trés) pacientes com idade entre de 20 e 40 anos serdo
convidadas a participar. Os produtos em estudo, ja registrados no Brasil, sdo a base de PLLA e
CaHa sintéticos (fabricados em laboratério e ndo possuem nenhum componente de origem
animal), sendo ambas substancias biocompativeis e atoxicas, e a utilizacdo destes como
bioestimulador proporciona uma aparéncia mais firme a pele ao restaurar parcialmente a

elasticidade perdida em areas corporais.
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Vocé foi selecionada para a participacdo neste estudo pois apresenta condigédo
associada de flacidez na pele da regido abdominal passivel de tratamento com bioestimuladores
de colageno. Porém encontra-se aguardando a realizagdo do procedimento de dermolipectomia
abdominal (abdominoplastia), que promovera a extracdo cirtrgica de todo o tecido abdominal
infraumbilical que serd submetido ao tratamento proposto por este estudo apds o término do
mesmo, com a principal vantagem da ndo permanéncia de nenhum efeito deletério potencial
(ex: formacdo de nddulo, cicatriz inestética, etc), por mais raro que seja, nessa regiao.

Apesar do risco de alergias, devido a formulacdo ser biocompativel, tal risco é muito
menor. Como todo produto injetavel, apds a aplicacdo vocé pode sentir uma leve dor local,
manchas roxas, inchago, vermelhiddo e sensacdo de calor no local da aplicacdo. Essas
sensacdes, caso ocorram, sdo temporarias e diminuem com o tempo. Todo cuidado sera tomado
pelo medico responsavel e sua equipe para diminuir estes riscos. A aplicacao sera feita por um
médico devidamente treinado e capacitado.

Vocé devera informar qualquer alteracdo que ocorra durante o tratamento. O medico
esta instruido a tirar vocé do estudo caso ele julgue necessario, se vocé estiver correndo algum
risco desnecessario, ou caso vocé decida ser submetida a dermolipectomia abdominal antes do
término do estudo. Sua participacdo ajudara a reunir informacdes que poderdo ajudar outras
pessoas no futuro. No entanto, ndo podemos garantir que vocé pessoalmente ira se beneficiar
da participacao neste estudo.

4 - Procedimentos

Caso concorde em participar, vocé passara pelos seguintes procedimentos:

4.1 - Visita 1 (D-30): Triagem e Pré-teste

Durante esta primeira consulta, o médico ira verificar se vocé realmente podera
participar do estudo e fara véarias perguntas sobre a sua salde, doencas do passado e quaisquer
medicacdes e/ou cosméticos que vocé tenha tomado e/ou usado durante os Ultimos 03 meses,
para garantir que isto ndo afete sua participacdo. Ele ainda avaliara a sua pele para verificar se
vocé possui perda de elasticidade nas regides a serem tratadas e se ha indicacdo do uso do
bioestimulador. Serdo verificados também seu peso, altura, temperatura, pressdo arterial,
frequéncia cardiaca e frequéncia respiratdria. Se vocé possuir todos os critérios de inclusao,
assinara este termo e podemos realizar todos os procedimentos do estudo. VVocé sera entdo
alocada em um dos quatro grupos do estudo, divididos de I-1V, onde nenhum dos participantes
nem o profissional que ira realizar os procedimentos sabera qual produto foi aplicado em qual

regido, de modo a ndo gerar tendenciosidade de resultado. Ainda neste dia, vocé sera submetida
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a extracdo, por bidpsia incisional de 5mm, de pequeno fragmento de pele sob anestesia local
em que a unica dor sera decorrente da infiltracdo anestésica local com agulha muito pequena
(30G) e que seré de minima intensidade. Tal fragmento de pele permite que as caracteristicas
do tecido antes das aplicagdes sejam utilizadas como critério comparativo da evolucdo da
qualidade da pele no decorrer do estudo.

O médico iréd entregar a vocé o “Diario da Voluntéria” que devera ser preenchido por
vocé no dia da aplicacdo e em todos os dias até vocé voltar para a proxima consulta (que
ocorrerda em aproximadamente 30 dias apds a aplicagdo). Neste diario vocé devera responder
diariamente perguntas sobre quaisquer sintomas incomuns que vocé possa ter percebido apds a
aplicacdo do produto, todas as medicacdes que vocé tomou e todos 0s cosméticos que vocé
usou. Isto vai precisar de cerca de 03 minutos do seu tempo a cada dia. E muito importante que
vocé preencha este diario da forma correta. Caso esqueca de preenché-lo em algum dia, ndo se
preocupe, basta deixar que o médico do estudo tome conhecimento disso, escrevendo
“ESQUECT” no diario.

E importante frisar que, durante a sua participacdo no estudo, vocé evite a

mudanca dos produtos que vocé usa todo dia para higiene, como por exemplo, sabonete,

xampu, etc. Ndo sera necessario realizar nenhum exame de laboratorio. Caso vocé tenha a
possibilidade de engravidar, avise seu medico.

Vocé devera preencher o “DIARIO DA VOLUNTARIA” que foi entregue a vocé nesta
consulta e todos os dias até seu retorno para a proxima consulta. O medico ird informar a data
do seu retorno para a visita 2. E importante que ao retornar para a consulta vocé traga o
“DIARIO DA VOLUNTARIA™.

4.2 - Visita 2 (D0): Intervencéo

Neste dia, serdo realizadas as aplicac6es dos bioestimuladores de forma randomizada
de acordo com seu grupo definido na consulta de triagem. Tais aplicacdes serdo guiadas por
gabarito especifico para vocé e a Unica dor a ser sentida sera da propria injecdo do produto, e
que sera minima. Esta aplicacdo ndo € nenhuma cirurgia, por isso vocé ndo precisara ficar
internado (a). Durante a aplicacdo do produto, vocé podera sentir uma dor discreta no local,
manchas roxas, inchaco ou vermelhiddo. Geralmente estas sensa¢fes sdo pouco incémodas, e
tendem a diminuir com o tempo, porém em caso de qualquer duvida fique a vontade para
contatar o investigador do estudo.

Em seguida serd entregue um questionario para avaliar como vocé esta se sentindo

apos a aplicagdo. Este questionario é de facil preenchimento e deve ser preenchido durante a
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visita. Caso vocé tenha alguma duvida para preencher, o médico ou alguém designado por ele
poderd ajudar quanto ao preenchimento do questionario, porém o médico ou a pessoa designada
por ele ndo poderd ajudar com as respostas.

Vocé devera preencher o “DIARIO DA VOLUNTARIA” que foi entregue a vocé na
consulta inicial e todos os dias até seu retorno para a proxima consulta. O médico ird informar
a data em que vocé devera retornar para a visita 2. E importante que quando vocé retornar para
a consulta vocé traga o “DIARIO DA VOLUNTARIA”.

4.3 - Visita 3 (D+30): Extracdo de amostra e seguimento.

Esta visita devera acontecer cerca de 60 dias apds a aplicacdo do produto e é
importante que nesta consulta vocé traga o diario. Serdo realizadas fotografias das regifes
tratada para comparagdo com as fotos que serdo tiradas em cada visita durante todo o estudo.
Também serd realizada a coleta de um pequeno fragmento de pele das regifes tratadas por um
punch de 5mm por técnica asséptica e sob anestesia local, que sera com agulha muito pequena
(30G) e que pode proporcionar um pequeno desconforto de minima intensidade. Tal area de
extracdo de tecido ndo necessitara de pontos e se fechara de forma espontanea. Apos esse
processo, vocé podera sentir uma dor discreta no local, manchas roxas, inchaco ou vermelhidéo.
Geralmente estas sensac¢fes sdo pouco incomodas, e, caso ocorram, tendem a diminuir com o
tempo. Em caso de qualquer davida figue a vontade para contatar o investigador do estudo.

Em seguida, o médico entregara um novo questionario para avaliar como voceé esta se
sentindo apds os 60 dias da aplicacdo dos bioestimuladores. Este questionario € de facil
preenchimento e deve ser preenchido durante a visita. Caso vocé tenha alguma duvida para
preencher, 0 médico ou alguém designado por ele podera ajudar quanto ao preenchimento,
porém o médico ou a pessoa designada por ele ndo podera ajudar com as respostas. O médico
ird informar a data em que vocé devera retornar para a Visita 4.

4.4 - Visitas 4 e 5 (D+60) e (D+120): Extracdo de amostra e seguimento final.

A visita 4 (final) ocorrerdo 60 e 120 dias ap0s a dose de reforco e, assim como na visita
3, 0 médico verificara sua evolucdo clinica. Nesta consulta, assim como em todas as consultas,
0 meédico ira avaliar vocé, e é importante dizer a ele se foi necessario utilizar alguma outra
medicacdo e/ou cosmético durante o estudo e como vocé esta se sentindo em relacdo ao
tratamento. Também sera realizada a Gltima coleta de fragmento de pele das regides tratadas
por um punch de 5mm por técnica asséptica e sob anestesia local, que serd com agulha muito
pequena (30G) e que pode proporcionar um pequeno desconforto de minima intensidade. Tal

area de extracdo de tecido ndo necessitara de pontos e se fechara de forma espontanea. Apds

56



esse processo, vocé poderd sentir uma dor discreta no local, manchas roxas, inchago ou
vermelhiddo. Geralmente estas sensagdes sé@o pouco incémodas, e, caso ocorram, tendem a
diminuir com o tempo. Em caso de qualquer davida fique a vontade para contatar o investigador
do estudo.

Em seguida, o profissional Ihe entregaré o Ultimo questionério para avaliar como vocé
esta se sentindo. Este questionario é de facil preenchimento e deve ser preenchido durante a
visita. Pronto! Esta encerrada a parte clinica do estudo, e assim o médico ird consultar sua
devida posicao na fila e ird informar a data em que vocé devera retornar para agendamento de
cirurgia e/ou reavaliagéo.

5 - OBSERVACAO

E importante vocé saber que a sua participagdo neste estudo é inteiramente voluntaria,
desprovida de qualquer remuneracao, e que voceé esta livre para ndo participar ou abandonar
0 estudo a qualgquer momento, sem qualquer prejuizo ao seu atendimento normal.

6 - RISCOS/DESCONFORTOS:

As substancias que compdem o produto utilizado nesta pesquisa sdo seguras e
adequadas para a finalidade a que se destinam. O risco previsto para este tipo de estudo é a
possivel manifestacdo de uma irritacdo no local da aplicacdo, como vermelhiddo na pele,
coceira ou eventual alergia. Caso surja algum efeito indesejavel durante a utilizacdo do produto,
0s medicos investigadores devem ser avisados imediatamente.

7 - POTENCIAIS BENEFICIOS:

Como beneficio espera-se uma melhora na aparéncia da regido abdominal tratada com
diminuicdo da flacidez, melhora no turgor as custas de bioestimulacdo de matriz.

12.8 - RAZOES PELAS QUAIS VOCE PODERA SER EXCLUIDO DO ESTUDO
SEM O SEU CONSENTIMENTO:

« O estudo parou ou foi cancelado;
« Submeter-se ao estudo pode lhe causar prejuizos a saude;
* Vocé ndo pode comparecer as consultas programadas;

« Sua vaga na fila para cirurgia chegou, antes do término do estudo.

9 - CONFIDENCIALIDADE:
Todas as medidas legais serdo tomadas para garantir a confidencialidade dos seus
dados, em respeito a Lei n°® 13.709/2018 (Lei Geral de Protecdo de Dados Pessoais — LGPD).

Vocé sera identificado pelas iniciais de seu nome e suas informac6es pessoais so serdo liberadas
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com sua autorizagdo escrita. Vocé ndo serd identificado pessoalmente em nenhuma publicacdo
deste estudo. Entretanto seus dados poderdo ser revistos além da equipe em estudo, pelo Comité
de Etica em pesquisa e por representantes da empresa que fabrica o produto em estudo. As fotos
obtidas neste estudo clinico poderdo ser utilizadas em publicaces exclusivamente cientificas.
No entanto, todas elas estardo sem identificacdo do nome, dados pessoais ou caracteristicas
pessoais que identifiguem o voluntario em questdo. Para que essa identificacdo seja realmente
impedida, caracteristicas pessoais, tais como marcas ou cicatrizes, serdo cobertos com tarjas
pretas.

10 - ATUALIZA(;AO DE RESULTADOS:

Caso vocé desejar, podera ser informada sobre os resultados parciais desta pesquisa ou
dos resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

11 - DANO PESSOAL.:

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), vocé tera direito a tratamento médico pela
equipe de pesquisa que sera custeado pela Empresa patrocinadora do estudo, bem como as
indenizacgdes que forem legalmente estabelecidas.

12 - GARANTIA DE ACESSO:

Sempre que vocé quiser obter maiores informacdes sobre este estudo, por favor entre

em contato com os responsaveis pelo estudo:

Dr. Pedro Ivo Romani de Oliveira Profé. Dr2, Moema de A. Hausen
Pesquisador. Orientadora.

Telefone: (11) 99168-1XXX Telefone: (15) 99656-9XXX
pedroivoromani@hotmail.com mahausen@pucsp.br

Caso seja de sua preferéncia, o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas e da Saude — PUC/SP - Sede Campus Sorocaba estd disponivel para o0s
esclarecimentos e encaminhamentos necessarios para tramitacdo de Protocolos de Pesquisa na
Pontificia Universidade Catélica de S&o Paulo. O Comité de Etica do Campus Sorocaba
localiza-se na Rua Joubert Wey, 290 — Vergueiro Sorocaba- SP — CEP 18030-070, sala 506, 5°
andar do Prédio da Faculdade. Contato: (15) 3212-9896 — e-mail: cepfcms@pucsp.br. Envie

duvidas por e-mail ou entre em contato com a Secretaria do CEP.
“Em virtude de considerar claras e satisfatorias as informacées acima expostas,

aceito participar deste estudo, de livre e espontanea vontade”.
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“Aceito fornecer o uso de minhas fotografias para fins cientificos”:

Sim( )
Sorocaba, de

Ndo ( )
de 20

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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Anexo 2 - DIARIO DA VOLUNTARIA

Nome da voluntéria:
Data de nascimento:

Data

Descricdo de sintomas / efeitos adversos ou uso de cosméticos fora do padrdo
habitual

(Descrever com precisdo, incluindo nomes e horérios. Se ndo houve, citar como
NDN)

N° da pagina:
Assinatura da voluntéria:
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