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INTRODUCCION Y OBJETIVO

El objeto de este estudio es evaluar la importatielanodo de inyeccion en rafagas del
Meso Inyector U225Biophymed en la eficacia anti-edad de una mezcla de &cido
hialuronico y de multivitaminas.

El efecto anti-edad de una mezcla de &cido hialcooyn de multivitaminagyectado con
ayuda del Meso Inyector U2Bophymed ha sido analizado utilizando una simulacion
de envejecimiento experimental con UV sobre lalpishana conservada viea vivo

Los analisis han sido inmunohistoquimicos (indidgtmo), histoldégicos (visualizacion
del colageno y de las fibras elasticas de la dérgnibioguimicos con andlisis de la
estimulacién de la sintesis del colageno por lm®klastos.

MATERIAL Y METODOS

1) Realizacion del modelo de envejecimiento experim  ental de la piel e
inyeccion de una mezcla de acido hialurénico y de multivitam inas.

Se recogieron inmediatamente después de procest@ppmatorios fragmentos de piel
humana de 5 donantes diferentes. Se llevo a cabediatamente una simulacion de
envejecimiento experimental (estrés oxidante) dgidhpor medio de una sesién (en JO)
de radiacion con UV A (8 J/cm2) y con UV B (2 JAnal objeto de obtener una
disminucién del metabolismo de los fibroblastos ¢ ths alteraciones de las
macromoléculas del tejido conjuntivo.

Se afadié secundariamente una mezcla de acidodnala y de multivitaminas, después
de esta simulacion de envejecimiento, por inyecaanla piel con ayuda del Meso
Inyector U225 Biophyméd con inyeccion en cadencia normal en modo “coupcpap”
(punto por punto, 4 impactos por cm2) o en rafadt (frecuencia, de 8 a 9 puntos o
impactos por segundo, esto es /300 impactos poj.®e2realizO una comparacion con
suero fisiolégico inyectado en rafagas. Se realizdas siguientes condiciones para
comparacion:
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> piel testigo

> piel + UV (piel control)

> piel + UV + una mezcla de acido hialurénico y ddtmtiaminas inyectada punto
por punto

> piel + UV + una mezcla de acido hialurénico y deltmiiaminas inyectada en
rafaga

> piel + UV + una mezcla de acido hialurénico y ddtmtiaminas inyectada punto
por punto y después en rafaga

> piel + UV + suero fisioldgico inyectado en rafaga

2) Conservacion de la piel humana en vida

Inmediatamente después de las sesiones de mesgidnese depositaron los fragmentos
de piel en insertos colocados ellos mismos enlpsaile cultivo. Se afadieron medios de
cultivo que asegurasen la supervivencia de lagpiedl fondo de los pocillos, efectudndose
un paso entre los dos compartimentos por difugatala través de una membrana porosa
(12 um). Los cambios de los medios de cultivo aBz&ron 3 veces por semana.

Los fragmentos de piel se recogieron en J3 paemdlisis del indice mitético y en J14
para el andlisis del colageno y de las fibras ieEsasi como para el analisis de la sintesis
del colageno.

3) Analisis
Evaluacion de las modificaciones epidérmicas en J3
a) Evaluacion histologica del indice mitético

Se analizé la proliferacion epitelial en J3 por immhistoquimica con la ayuda de un
anticuerpo anti-Ki67 (marcador de ceélulas en fddesS, G1 y G2 del ciclo celular). Se
realizé la inmunodeteccion con ayuda de una téamecemmunoporoxidasa indirecta en 3
capas, amplificada (kit DAKO) y revelada en AECafgino-9-etil-carbazol).

Se contaron el numero de células marcadas y seamdaon con el niumero de células
basales contabilizadas (entre 150 y 200 célulasy palcular un porcentaje de células
Ki67 positivas.
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Evaluacion de las modificaciones dérmicas en J14

a) Cuantificacion histologica de las fibras elastas por medio de analisis de imagen
computerizada

Se revelaron las fibras elasticas por medio de aglaraciéon de (+) catechine y se

cuantificaron morfolégicamente por medio de arglig la imagen asistida por ordenador.
El porcentaje medio de superficie ocupada pordeetéstica se midié a nivel de la dermis
superficial y de la dermis intermedia.

b) Cuantificacion histolégica del coldgeno por medi de analisis de imagen
computerizada

Se puso en evidencia el colageno por medio de olmacion al rojo de Sirio y se
cuantifico morfométricamente por medio de analigda imagen asistida por ordenador.
Se evalubé de este modo el porcentaje de suped&idermis superficial e intermedia
ocupada por el colageno

c) Dosificacion bioquimica del colageno total

Al final del mantenimiento en vida, los fragmenties piel fueron triturados con el fin de
evaluar la cantidad de colageno (ng/ml) por un d@tale dosificacion espectro-
colorimétrico (Sircol Collagen Assay, Interchim).

Para comparar los diferentes resultados, se rel@da cantidad de colageno con la
cantidad de proteinas totales de la muestra. L#fickmson de la concentracién en
proteinas se realizé espectrofotométricamente aaB6@BCA Assay, Pierce).

Los resultados se han expresado en g de colagemalé proteina.

4) Andlisis estadisticos

Se realizé un estudio comparativo de los resultadt® las pieles tratadas y las pieles no
tratadas pero que fueron sometidas a envejecimexprimental por medio de rayos UV.

Se obtuvo la media a partir de los resultados adieren las 5 pieles.
Se realizd un analisis estadistico por medio dsl de Student llamado de desviacion
reducida o test de las muestras apareadas, coesgoad del 5%.
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RESULTADOS
1) Evaluacion inmunohistoquimica de la proliferacio n celular

Los resultados se expresan e@eadro | y se representan en |&guras 1 a 6.

La proliferacion epitelial aumenté de forma sigrativa después del modelo de
envejecimiento experimental con UV: 3,9% de célidageliales en curso de mitosis
contra 0,7% a nivel de pieles testigo (p = 0,08#stiguando la verosimilitud de un modo
reaccional de reparacion inmediata de la piel.

Observamos un aumento significativo de la proldena epitelial después de la inyeccion
en modo punto por punto (12,65%, p = 0,016) y emlonounto por punto seguido del
modo rafaga (8,45%, p = 0,028) de una mezcla didualuronico y de multivitaminas

en relacion con la piel de control sometida a UV.

El suero fisioldgico inyectado en rafagas no madifa tasa de proliferacion.

2) Cuantificacion histologica de las fibras elastic as por medio de analisis de
imagen computerizada

Se expresan los resultados erCeladro 1l y se representan en leguras 7 a 12a nivel
de la dermis superficial y en I&guras 13 a 18a nivel de la dermis intermedia.

Hemos puesto en evidencia una tendencia a la disrom de la cantidad de fibras
elasticas a nivel de la dermis superficial e intma después del modelo de
envejecimiento por rayos UV con % respectivos @8 2p (p = 0,02) y 3,9 % (p = 0,03)
en comparacion con la piel testigo que presentaocmedia 5,25 % y 7,5 % de fibras
elasticas.

A nivel de la dermis superficial, la inyeccion deaumezcla de acido hialurénico y de
multivitaminasen modo punto por punto seguido dedonrafaga permite obtener un

aumento significativo del % de fibras elasticasedacion con las pieles control (UV) : 4,9

% en comparaciéon con el 2,23 % de fibras elastbasrvadas segun el modelo UV (p =
0,02). Ademas, el modo de inyeccion punto por pweguido del modo rafaga permite

encontrar una cantidad de fibras de elasticasfeigtivamente mas elevado que con sdlo
el modo punto por punto (2,9 % ; p = 0,049).
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Asimismo, en lo que se refiere a la dermis intelimdéd inyeccion de una mezcla de acido
hialurénico y de multivitaminas en modo punto pamie seguido del modo rafaga
permite obtener un aumento significativo del %itdeat elasticas con relaciéon a las pieles
control (UV) : 6,6 % en comparacion con el 3,9 %fideas elasticas observadas segun el
modelo UV (p = 0,03).

Ademas, el modo de inyeccién punto por punto segdé modo rafaga permite encontrar
una cantidad de fibras elasticas significativamanés elevado que con solo el modo
punto por punto (5,5 % ; p = 0,02) o con solo etimcafaga (4,1 % ; p = 0,0035).

El suero fisiolégico inyectado en rafaga no modif@ cantidad de fibras elasticas.

3) Cuantificacion histolégica del colageno por anal isis de imagen
computerizada

Se expresan los resultados enCehdro 1ll y se representan en |&guras 19 a 24
llustrando los resultados obtenidos para el donafivie

La cantidad de colageno disminuyd de forma esiadisente significativa en la dermis
superficial e intermedia después de la realizadémuestro modelo de envejecimiento
experimental de la piel. En efecto, hemos obteniddbo de colageno de 60 contra 78,35
para la piel testigo en la dermis (p = 0,012).

La reparacion que se obtiene después de inyectamalenezcla de acido hialurénico y de
multivitaminas es estadisticamente significativa retacion con la piel envejecida
experimentalmente, cualquiera que sea el modoyeaon: 78 % en modo rafaga (p =
0,045), 78,3 % en modo punto por punto (p = 0,§48%,94 % en modo punto por punto
seguido del modo rafaga (p= 0,027).

El suero fisiolégico inyectado en rafaga no modif@ cantidad de colageno en la dermis.

Biophymed — Calle San Marcial, 26 — 20005 San Sebastia n — Espafia — C.I.F.: B20908059
TIf: +34 943 46 10 52 — Fax: +34 943 46 42 59

biophymed@biophymed.eu
6J_




Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
Grupo de Investigacion y de Evaluacién
en Dermatologia y Cosmetologia

4) Dosificacion bioquimica del colageno
Los resultados se representan e@uabro IV .

Hemos puesto en evidencia una disminucion estealiséinte significativa de la sintesis
del colageno con un indice de 198,1 ug/mg de praded nivel de la piel sometida a
envejecimiento con rayos UV en relacion con la péstigo cuyo indice es de 235,9
ng/mg (p = 0,016).

La inyeccion de una mezcla de acido hialuronice ymailtivitaminas permite obtener un
aumento de la sintesis del colageno en relaciénasopieles control (UV), pero de modo
no significativo en razon de las desviaciones tiHay que sefalar que el modo de
inyeccion punto por punto seguido del modo rafagmpqrciona el mejor resultado con
una tasa de 249,3 ug/mg. El modo de inyeccion slgpioductos so6lo en rafaga permite
igualmente obtener un indice aumentado a 210 pg/mg

La asociacion inyectada punto por punto asi consa@lo fisioldgico inyectado en rafaga
no modifican la sintesis del colageno.

CONCLUSION

Este modelo de piel humana mantenido en vida haipado visualizar y cuantificar el
interés del método del Meso Inyector U225 Biophymezbto es la inyeccién en modo
punto por punto seguido del modo rafaga (alta #acia) en la eficacia anti-edad de una
mezcla de acido hialurénico y de multivitaminastebsfecto anti-edad de la asociacion
aparato y producto ha sido puesto en evidenciaepaumento significativo del indice
mitotico del epitelio (que manifiesta la renovac®lular) y de la cantidad de colageno
(que manifiesta la reestructuracion de la dermis).

En Paris, a 24/07/2006
Dr S. Boisnic MC Branchet

La exactitud de este documento sin firma manuscrita esta certificada por los autores

Biophymed — Calle San Marcial, 26 — 20005 San Sebastia n — Espafia — C.I.F.: B20908059
TIf: +34 943 46 10 52 — Fax: +34 943 46 42 59

biophymed@biophymed.eu

7J_



Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO

Grupo de Investigacion y de Evaluacién

en Dermatologia y Cosmetologia

Cuadro | :

Andlisis inmunohistoquimico de la proliferacién cel ular
(% de células epiteliales marcadas por el anticuerpo anti-Ki67)

%
Piel testigo 0,7 £0,9
. 3,9+26

Piel +UV “p = 0,007
Piel +UV + una mezcla de acido hialurénicoly 61+33
de multivitaminas inyectadan rafaga N
Piel +UV + una mezcla de &cido hialurénicoly

S . 12,65 £8,5
de multivitaminas inyectadan punto por 4 b 0.016
punto P=5
Piel +UV + una mezcla de acido hialuronicoly

o . 8,45+28
de multivitaminas inyectadan punto por #p=0,028
punto y después en rafaga ’
Piel +UV + suero fisiologico inyectaden 46+33

rafaga

* . diferencia estadistica significativa en relaaion la piel testigo (prueba pareada de

Student, p < 0,05)

# : diferencia estadisticamente significativa endiélacon la piel envejecida

experimentalmente
(prueba pareada de Student, p < 0,05)
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Cuadro Il :

Cuantificacidon por andlisis de imagen computerizada del % de fibras
elasticas en la dermis superficial y la dermis inte  rmedia

% en la dermis | % en la dermis
superficial intermedia
Piel testigo 525+26 7,5+33
. 2,23 +14 3,9+0,65
Piel +UV *p=0,02 *p=0,03
Piel .+.UV +una mezcla de a}mdo hialurénico y de 31:15 41419
multivitaminas inyectadan rafaga
Piel +UV + una mezcla de acido hialurénico y de
multivitaminas inyectadan modo punto por 29+15 55+2,95
punto
LUV 4 L . -
Piel . pv Funa mezcla de &cido hialurdnico y de 4.0+236 6.6+25
multivitaminas inyectadgunto por punto y e T
. . #p=0,04 #p=0,04
después en rafaga
Piel +UV + suero fisiologico inyectaden rafaga 2,86+1,2 4,4+15

*: diferencia estadistica significativa en relacdla piel testigo (prueba pareada de Student, p
< 0,05)

#. diferencia estadisticamente significativa endiéla a la piel envejecida experimentalmente
(prueba pareada de Student, p < 0,05)
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Cuadro Il :

Cuantificacidon por andlisis de imagen computerizada del % de
colageno en la dermis

%

Piel testigo 78,35 +7
_ 60 + 14,35
Piel +UV *p = 0012
Piel +UV + una mezcla de &cido hialurénico y 78 +6,9
de multivitaminas inyectaden rafaga #p=0,045

Piel +UV + una mezcla de acido hialurdnico y

de multivitaminas inyectadan modo punto L%’E 3 gfé
por punto ’
Piel +UV + una mezcla de acido hialurdnico y 7504 £7.4
de multivitaminas inyectadaunto por punto 4 E) —0.027
y después en rafaga ’
Piel +UV + suero fisiologico inyectaden 66.1 9.6

rafaga

* . diferencia estadistica significativa en relacidon la piel testigo (prueba pareada de
Student, p < 0,05)

#. diferencia estadisticamente significativa en adiéla con la piel envejecida
experimentalmente (prueba pareada de Student,@5% O
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Cuadro IV :

Dosificacién del colageno (ug/mg de proteinas)

Hg/mg

Piel testigo 235,9+121,9

. 198,1 + 125
Piel +UV “p=0016
Piel +UV +una mezcla de a'CIdO hialurénico y de 210 + 107.1
multivitaminas inyectadan rafaga
Piel .+.UV +una mezcla de acido hialuronico y de 187.55 +93,5
multivitaminas inyectadan modo punto por punto
Piel +UV + una mezcla de acido hialurénico y de
multivitaminas inyectadaunto por punto y 249,3 £136,1
después en rafaga
Piel +UV + suero fisiologico inyectaden rafaga 189,3+95,1

* . diferencia estadistica significativa en relaaion la piel testigo (prueba pareada de Student,
p < 0,05)
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Figura 1 :

Analisis inmunohistoquimico del indice mitéticoldeepidermis (Ki67)

Piel testigo
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Figura 2 :

Analisis inmunohistoquimico del indice mitéticoldeepidermis (Ki67)

Piel + UV
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Figura 3 :

Analisis inmunohistoquimico del indice mitéticoldeepidermis (Ki67)

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada en rafaga
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Figura 4 :

Analisis inmunohistoquimico del indice mitéticoldeepidermis (Ki67)

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada en modo punto por punto
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Figura 5 :

Analisis inmunohistoquimico del indice mitéticoldeepidermis (Ki67)

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénicoy de multivitaminas
inyectada en modo punto por punto y después en rafaga
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Figura 6 :

Analisis inmunohistoquimico del indice mitéticoldeepidermis (Ki67)

Piel + UV + suero fisiologico inyectaden rafaga
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Figura 7 :

Andlisis histologico de las fibras elasticas dddamis superficial (€atéching

Piel testigo
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Figura 8 :

Andlisis histologico de las fibras elasticas dddamis superficial:
disminucién de esta red ¢atéching

Piel + UV
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Figura 9 :

Andlisis histolégico de las fibras elasticas dddamis superficial:
restauracion de esta reddatéching

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada en rafaga
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Figura 10 :

Andlisis histologico de las fibras elasticas dddamis superficial:
restauracion de esta reddatéching

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada en modo punto por punto
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Grupo de Investigacion y de Evaluacion
en Dermatologia y Cosmetologia

Figura 11 :

Andlisis histologico de las fibras elasticas dddamis superficial:
restauracion de esta reddatéching

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada punto por punto y después en rafaga
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
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en Dermatologia y Cosmetologia

Figura 12 :

Andlisis histolégico de las fibras elasticas oxamtaélaunina de la dermis
superficial (+catéching

Piel + UV + suero fisioldgico inyectaden rafaga
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
Grupo de Investigacion y de Evaluacion
en Dermatologia y Cosmetologia

Figura 13 :

Andlisis histolégico de las fibras elasticas maduta la dermis intermedia
(+ catéching

Piel testigo
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
Grupo de Investigacion y de Evaluacion
en Dermatologia y Cosmetologia

Figura 14 :

Andlisis histolégico de las fibras elasticas maduta la dermis intermedia
(+ catéching fragmentacion importante de las fibras

Piel + UV
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
Grupo de Investigacion y de Evaluacion
en Dermatologia y Cosmetologia

Figura 15 :

Andlisis histolégico de las fibras elasticas maduta la dermis intermedia
(+ catéching

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada en rafaga
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
Grupo de Investigacion y de Evaluacion
en Dermatologia y Cosmetologia

Figura 16 :

Andlisis histolégico de las fibras elasticas maduta la dermis intermedia
restauracion de esta reddatéching

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada en modo punto por punto
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
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Figura 17 :

Andlisis histolégico de las fibras elasticas maduta la dermis intermedia
restauracion de esta reddatéching

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada punto por punto y después en rafaga
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
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en Dermatologia y Cosmetologia

Figura 18 :

Andlisis histolégico de las fibras elasticas maduta la dermis intermedia
(+ catéching

Piel + UV + suero fisiologico inyectaden rafaga
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)
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Figura 19 :

Analisis histologico del colageno (rojo sirio)

Piel testigo
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)
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Figura 20 :

Analisis histolégico del colageno: alteracion mmyportante del colageno con
fragmentacién y disminucion de la coloracién deHases (rojo sirio)

Piel + UV
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Figura 21 :

Andlisis histolégico del colageno (rojo sirio) :
restauracion de los haces del colageno

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada en rafaga
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)
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Figura 22 :

Andlisis histolégico del colageno (rojo sirio) :
restauracion de los haces del colageno

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada en modo punto por punto
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Figura 23 :

Andlisis histolégico del colageno (rojo sirio) :
restauracion de los haces del colageno

Piel + UV + una mezcla de acido hialurénico
y de multivitaminas inyectada punto por punto y después en rafaga
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Hospital PITIE SALPETRIERE (Paris)

GREDECO
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Figura 24 :

Andlisis histolégico del colageno (rojo sirio) :

Piel + UV + suero fisiolégico inyectaden rafaga
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