XXXl Congresso de 2 QW

- ~ . . g
Iniciagdo CientiFica ET —
==

—m——————— Unicamp z P¥
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INTRODUCAO:

O simples tratamento das rugas superficiais € insuficiente para restaurar a juventude facial (Luebberding et al.,
2013), afinal, uma aparéncia natural e mais jovem depende da reversdo do efeito cumulativo das mudangas
relacionadas a idade, tanto na superficie, quanto nos tecidos mais profundos (Loghem et al.,, 2015). O foco na
revitalizacdo da forma e volume facial para restaurar o equilibrio, simetria e as propor¢Ges de uma aparéncia mais
jovem, levaram ao desenvolvimento e uso clinico mundial de uma lista de preenchedores dérmicos para este
tratamento (Loghem et al.,, 2015). Os preenchedores injetaveis sdo parte importante dos tratamentos de
rejuvenescimento facial atuais (Bass et al., 2015). Eles consistem em uma ampla gama de produtos que diferem
significativamente em sua composi¢do quimica, mecanismo de a¢do, duragdo, seguranga e interagdo com os tecidos do
paciente (Loghem et al., 2015).

Dentre eles, o preenchedor de hidroxiapatita de calcio é um bioestimulador de colageno bem estabelecido. Ele
é biocompativel, biodegradavel e reabsorvivel contendo microesferas de hidroxiapatita que estimulam a produgao
enddgena de colageno (de Almeida et al., 2019). A composicdo desses preenchedores consiste em hidroxiapatita
suspensa em um gel composto por agua, glicerina e carboximetilcelulose de sédio (Bentkover 2009). O aumento de
volume inicial é proporcionado pela presenca do gel de carboximetilcelulose, (de Almeida AT et al., 2019) ja as particulas
de CaHairdo estimular a neocolagénese através de um mecanismo inflamatério, produzindo coldgeno significativo para
substituir o gel, que é absorvido nos primeiros 3 a 4 meses (Bass LS 2015).

A hidroxiapatita é o principal componente mineral dos ossos e dentes, é uma substancia natural encontrada
no corpo humano, sendo biocompativel, sem propriedades antigénicas, mutantes ou irritantes (Tansavatdi K et al.,
2011), pode ser divida em relagdo a sua atividade biolégica em macroporosa e microporosa. (Berlin AL et al., 2008) Os
macroporosos possuem estrutura altamente organizada com poros variando de 10 a 500um, permitindo
osseointegracdo e crescimento fibrovascular. J& os microporosos, utilizados no preenchedor dérmico, possuem
particulas que variam de 20 a 45 um com poros de 2 a 5 um sendo pequenos demais para permitir a formagao
fibrovascular e de osso (Bentkover SH, 2009). O comportamento bioldgico dessas particulas também é afetado pelo
tamanho da particula e estrutura superficial (Laeschke K., 2004).

O tamanho das particulas é relevante nos quesitos fagocitose e migragdo (Laeschke K., 2004), formagao nodular
e granulomas (Kadouch JA., 2017). Ndo é desejavel que as particulas migrem pelo corpo, seja por deslocamento
mecanico ou dentro de uma célula, através de fagocitose. Nesse aspecto, é desejavel que as particulas tenham tamanho
superior a 20um, ja que particulas de tamanho entre 15 e 20um sdo passiveis de fagocitose, permitindo deslocamento
intracelular. Portanto, particulas presentes em biomateriais preenchedores devem apresentar tamanho entre 20 a 150
um permitindo a degradac¢do do material e impedindo o deslocamento por fagocitose (Laeschke K., 2004).

Com relagdo a estrutura superficial das particulas utilizadas para preenchimento, é importante que o material
respeite demandas essenciais, entre elas, serem microesferas, ter superficie lisa e homogénea, além de estarem imersas
em liquido altamente biocompativel. Uma superficie regular e esférica resultara em tecido fibroso com neocolagénese,
sem inflamagdo cronica, enquanto uma superficie aspera e irregular resultara em reagdo de corpo estranho e com
rapido ataque de macroéfagos como resposta bioldgica a longo prazo (Laeschke K., 2004).
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Desta forma, a caracterizagdo estrutural e morfoldgica desses materiais é importante para prever o
comportamento bioldgico in vivo.

METODOLOGIA:

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Radiesse, Rennova Diamond, HarmonyCa, Bioestimulador Victalab e Bioestimulador Optimus sdo os materiais
qgue foram avaliados quanto a morfologia das particulas e estrutura cristalina.

EXTRACAO DAS PARTICULAS

A separagao das particulas de hidroxiapatita do material preenchedor foi realizada de acordo com o estudo de
Torso et al. (2021).

Aproximadamente 1 g de material preenchedor foi misturado com 3 ml de 4gua destilada, agitada em vortex
(Phoenix, AP56) até sua homogeneizagdo e posteriormente centrifugado (Excelsa baby I, modelo 206, FANEM, Sado
Paulo, Brasil) a 10000 rpm por 1 min. Este procedimento foi repetido até que todo o contelddo organico fosse dissolvido,
como evidenciado pela clareza do fluido sobrenadante.

As particulas foram secas a 37 2C em estufa (FANEM S&o Paulo, Brasil) por 24 h.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As particulas de carga foram colocadas em stubs e revestidas com ouro (MED 010 Baltec) antes da observacgdo
no MEV.

Para caracterizagdo morfoldgica das particulas de hidroxiapatita os espécimes foram examinados usando o
MEV (tensdo 15 kV, largura do feixe 25-30 nm, trabalho distancia 10—15 mm) em ampliagées de 100, 500 e 2500 vezes.

Trés imagens representativas das diferentes ampliagdes foram obtidas para cada material e foram utilizadas
para analise qualitativa e comparacdo do tamanho das particulas por um software de analise de imagens (ImageJ,
1.6.0_24, Institutos Nacionais de Saude, Bethesda, MD, EUA).

MICROANALISE DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS-X (EDX)
A geragdo de imagens de raios X por dispersdo de energia (EDX) nos forneceu a composigdo elementar semi
guantitativa da amostra com alta resolugdo espacial (~ 10 nm) em se¢des ultrafinas.

ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os espectros no infravermelho das amostras requeridas foram obtidos por reflectancia total atenuada (ATR),
utilizando-se um espectrometro da marca Thermo, modelo Nicolet iS50 FT-IR, na regido espectral de 4000-400 cm-1, a
100 scans e resolugdo de 4 cm-1. A aquisi¢do dos dados foi realizada através do software OMNIC. Como pré-tratamento,
as amostras foram secas a 40 °C por 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Este foi o primeiro estudo que caracterizou as particulas de diferentes materiais preenchedores a base de CaHA.
Este possui diversas indicagdes por se tratar de um material biocompativel, biodegradavel e reabsorvivel, conferindo
efeito volumizador e com propriedades de neocolagénese (de Almeida et al., 2019). Os materiais avaliados neste estudo
apresentaram diferengas na morfologia de superficie, tamanho e forma.

Os bioestimuladores Radiesse e Victalab apresentaram particulas estritamente texturizadas, enquanto os
bioestimuladores Rennova Diamond, HarmonyCa e Optimus revelaram particulas texturizadas e lisas. A analise da
morfologia de superficie das particulas nos revela informagdes sobre o comportamento tecidual circundante, sendo um
importante fator para a biocompatibilidade (Laeschke K., 2004). Neste sentido, particulas com morfologia de superficie
texturizada promovem maior adesdo de celular (Taylor, SR et al., 1983). Além disso, a morfologia de superficie também
influencia na cinética de formacdo da capsula fibrosa formada ao redor do material. Em 8 semanas, em superficie rugosa
ocorre a diminuicdo da espessura da cdpsula de coldgeno associada a superficie, sendo uma redugdo 30% maior que
guando comparado a superficie lisa (Taylor, SR et al., 1983).
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Figura 1. Material Radiesse. (A) Aumento de
100x. (B) Aumento de 500x. (C) Aumento de
2500x. Microporos (2 - 3um) estdo
evidenciados com setas vermelhas.

A)

<)

Figura 2. Material Rennova Diamond. (A)
Aumento de 100x. Observa-se fragmentos de
particulas em diversos formatos evidenciados por
circulo vermelho, quadrado vermelho, seta
vermelha e estrela vermelha. (B) Aumento de
500x. (C) Aumento de 2500x. Observa-se a
presenga de microporos (0,32 - 0,39um) (setas

Figura 3. Material HarmonyCa. (A) Aumento
de 100x. Observa-se fragmentos de particulas
em diversos formatos evidenciados por seta
vermelha, quadrado vermelho e circulo
vermelho. (B) Aumento de 500x. (C) Aumento
de 2500x. Observa-se a presenga de
microporos (0,32 - 0,44um) (setas vermelhas).

Figura 4 . Material Optimus. (A) Aumento de
100x. (B) Aumento de 500x. (C) Aumento de
2500x. Observa-se a presen¢a de microporos
(0,32 - 1,26um) (setas vermelhas).

Figura 5. Material Victalab. (A) Aumento de
100x. (B) Aumento de 500x. (C) Aumento de
2500x. Observa-se a presenga de microporos
(1,46 - 2,17um) (setas vermelhas).

O tamanho das particulas observadas em cada material variou de acordo com as amostras. Os bioestimuladores
Radiesse e HarmonyCa foram os Unicos que apresentaram particulas de tamanho dentro dos pardmetros de referéncia
desejadas (particulas entre 20 - 150 um) com pico de predominancia de particulas de 30 um em ambas amostras. Os
outros bioestimuladores, Rennova Diamond, Victalab e Optimus nao respeitaram as medidas desejadas, apresentando
particulas de 12um a 62um, de 3um a 93um e de 4um a 57um, respectivamente, nem apresentaram padrdo de
distribuicdo. No grafico abaixo é possivel analisar a dispersdo do tamanho das particulas (um) encontradas nos
respectivos materiais.
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O grafico de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) nos evidenciou bandas
caracteristicas a hidroxiapatita em todas as amostras estudadas, sendo em 3639cm-1 o pico referente ao grupamento
OH (circulo preto) em 3565cm-1 referente ao grupamento H20 (seta preta), em 1455cm-1 referente ao grupamento
CO3 2- (seta vermelha) e em 1039cm-' e 565cm-! referentes ao grupamento PO4 3- (circulos vermelhos), como pode-
se observar na figura 7.
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Figura 6. Grafico de dispersdo do tamanho das particulas (pm) Figura 7: Grafico referentes a espectroscopia no infravermelho com
encontradas nos respectivos materiais. transformada de Fourrier das amostras estudadas.
CONCLUSAO:

Pode-se concluir que os bioestimuladores de colageno estudados apresentam conteldo inorganico diferentes
em termos de tamanho e morfologia, e semelhantes em composicao, sendo a hidroxiapatita de calcio.
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