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Resumo

A hidroxiapatita é um biomaterial amplamente utilizado na medicina
estética como bioestimulador e preenchedor cutaneo, ocupando o terceiro lugar
nos procedimentos estéticos nado cirdrgicos realizados mundialmente. A
Carbonato Hidroxiapatita (CHA) apresenta uma substituicdo de um grupo fosfato
por um grupo carbonato aumentando a carateristica de solubilidade do
biomaterial e consequentemente a sua biocompatibilidade em aplicacdes na
area de medicina regenerativa 6ssea. Contudo, nao existem dados relativos a
utilizacdo deste material em medicina estética. O presente estudo busca
entender a citotoxicidade e o potencial bioestimulador de coldgeno da CHA
nanoestruturada em fibroblastos humanos. A CHA foi sintetizada por
precipitacdo por via Umida em trés diferentes temperaturas de sintese (5 °C ,37
°C e 90 °C) e caracterizada do ponto de vista fisico-quimico através das técnicas
de: FTIR, DRX e MET, confirmando a eficiéncia da sintese. As CHA’s
apresentaram padrao de agregacao semelhantes, porém, os tamanhos primarios
das particulas aumentaram de acordo com o aumento da temperatura de
sintese. Todas as CHA'’s, apds exposicdo ao meio de cultivo, foram capazes de
adsorver proteinas oriundas do meio. A exposi¢do, in vitro, durante 72h de
fibroblastos humanos primarios as diferentes CHA’s nanoestruturadas, nédo
resultou em citotoxicidade. Em adi¢cdo, a exposicdo as CHA’s 5 °C e 37 °C
resultaram em aumento do namero de células. Concluimos que as CHA’s nao
apresentaram efeito citotéxico em fibroblastos de pele humana, tdo pouco foram
capazes de bioestimular colageno nos tempos e condi¢cbes testadas, mas
proporcionaram um padrédo de sintese de colageno mais ordenado quando

comparado com o controle.

Palavras-chave: Materiais nanoestruturados, Carbonato hidroxiapatita,

materiais nanoestruturados, fibroblastos de pele e colageno.



Abstract

Hydroxyapatite is a biomaterial widely used in aesthetic medicine as a skin
biostimulator and filler, occupying third place in non-surgical cosmetic procedures
worldwide. Hydroxyapatite Carbonate (CHA) presents a phosphate group
substitution with a carbonate group, increasing the solubility characteristic of the
biomaterial and, consequently, its biocompatibility. Altought this materials is
largerly used in bone regenerative medicine, there are no data regarding the use
of this material in aesthetic medicine. The present study seeks to understand the
cytotoxicity and collagen biostimulating potential of nanostructured CHA in
human fibroblasts. CHA was synthesized by wet precipitation at three different
synthesis temperatures (5 °C, 37 °C and 90 °C) and characterized from the
physicochemical point of view through the following techniques: FTIR, DRX and
MET, confirming the efficiency of the synthesis . The CHA's showed similar
aggregation pattern, however, the primary particle sizes increased as the
synthesis temperature increased. After exposure to the culture medium, CHA's
were able to adsorb proteins from the medium. No cytotoxicity was observed 72h
in vitro exposure of primary human fibroblasts to different nanostructured CHAs.
In addition, exposure to 5 °C and 37 °C CHA's resulted in increased cell numbers.
We also observed by densitometry a significant decrease in collagen levels after
CHAs exposition. We conclude that CHA's did not show cytotoxic effect on human
skin fibroblasts, nor were they able to biostimulate collagen in the times and
conditions tested, but provided a more ordered collagen synthesis pattern when

compared to the control.

Keywords: Nanostructured materials, Hydroxyapatite carbonate, nanostructured

materials, skin fibroblasts and collagen.
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1. INTRODUCAO

A Sociedade Internacional de Cirurgia Plastica Estética (ISAPS,
Internacional Society of Aesthetic Plastic Surgery) mostra em sua Ultima
pesquisa, realizada no ano de 2019, que os preenchimentos injetaveis a base de
Hidroxiapatita (HA) ocuparam o oitavo lugar na lista dos procedimentos estéticos
mais realizados no mundo. Dos 212,762 procedimentos mundiais que utilizam a
HA como preenchedor cutaneo, o Brasil realizou um total de 29,694 de
procedimentos utilizando HA, tendo este procedimento ocupado o terceiro lugar
da lista de procedimentos injetaveis no Brasil (ISAPS, 2020). Em vista de sua
eficiéncia, ampla funcionalidade e biocompatibilidade, a HA tem se tornado alvo
de muitos estudos (PIRES et al., 2015).

Este biomaterial € amplamente utilizado na medicina regenerativa como
importante substituto 0sseo bioativo e osteocondutor tanto em implantes
ortopédicos quanto dentarios, no tratamento de tumores 6sseos e também para
acao prolongada de drogas anticancerigenas. Além disso, seu uso também se
estende a remocao de metais pesados em aguas e solos poluidos, e ha medicina

estética como preenchedor cutdneo (KUMTA et al., 2005).

Atualmente, os métodos de precipitacdo por via imida séo preferidos para
a sintese de HA, em vista de ser de facil execuc¢do, ter um custo relativamente
baixo e permitir com que o produto produzido apresente caracteristicas similares
ao material presente no organismo. Contudo, € importante ressaltar que o
processo de fabricacdo do biomaterial faz com que as propriedades da

hidroxiapatita e suas caracteristicas sejam distintas (RIGO et al., 2007).

Considerando a estrutura da HA, Cai0(PO4)s(OH)2, podem ser efetuadas
substituicdes introduzindo fons como AsOs*, COs?*, F, CI, Br, COz
respetivamente no lugar dos grupos fosfato e hidroxila, a fim de modificarem as
caracteristicas fisico-quimicas do proprio material. Particularmente, a introducéo
do grupo carbonato que pode substituir tanto o grupo hidroxila quanto o grupo
fosfato, origina a carbonatacdo do tipo A e do tipo B, respectivamente. As
hidroxiapatitas carbonatadas apresentam melhor solubilidade comparadas a HA
nao substituida, entre outras carateristicas. Na pratica clinica a Carbonato

Hidroxiapatita (CHA) é amplamente usada como substituto ésseo pelas
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melhores caracteristicas de biocompatibilidade, maior solubilidade e absor¢éo
(GUASTALDI et al., 2010).

Com o desenvolvimento nanotecnologico o ser humano esti cada vez
mais em contato com nanomateriais, sendo as trés principais vias primarias de
exposicao a pele humana, trato respiratério, e o trato digestério (MARAMBIO-
JONES C & HOEK E.M.V, 2010). Atualmente nanoparticulas séo aplicadas em
diversas areas tais como a area téxtil, cosmética, alimentar, mapeamento,
diagndstico e tratamento de doencas (TOMA HE, 2005). A literatura internacional
evidencia a eficiéncia e seguranca de nanoprodutos para uso clinico na forma
de nanoparticulas (NPs) ou sistemas nanoestruturados. Tal eficiéncia e
seguranca dependem dos mecanismos de interagdo destes dispositivos com
células e tecidos, pois esta interagdo ocorre pela incorporacdo no interior das
células. O processo de internalizacdo e de trafego depende de caracteristicas
fisico-quimicas das NPs ou materiais nhanoestruturados, tais como: tamanho e
topografia de superficie; estequiometria e carga de superficie; associacdo com
moléculas adsorvidas no transito celular e a solubilidade (SAHAY et al., 2010;
JIANG et al., 2010). Assim, torna-se extremamente importante identificar os
mecanismos de nanotoxicidade e biocompatibilidade desses nanomateriais,
verificando os efeitos deletérios ou benéficos para saude humana (LEE JS,
2004).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PELE

A pele é o maior 6rgdo humano, corresponde em média a 15% do peso
corporal de um individuo. Este orgdo € responsavel pelo revestimento e
delimitagdo do organismo, protegendo-o do meio exterior através de sua
resisténcia e flexibilidade, além de ser dotado de capacidade renovadora e
reparadora (FORE J, 2006). E um 6rg&o cuja maior funcéo é a conservacdo da
homeostasia, através da termorregulacdo, controle hemodinamico e a sintese e
excrecdo de metabdlitos (KANITAKIS, 2002). Suas funcBes se estendem a
defesa de elementos fisicos e quimicos, e ainda como funcao da pele, atribui-se
a capacidade de expressar a personalidade de cada individuo através da mimica
facial (BOER M et al., 2016; MASAYUKI YAGI & YOSHIKAZU YONEI, 2018).

Os folhetos ectodérmico e mesodérmico sdo a origem embriolégica da
pele. O ectoderma diferencia-se em ectoderma cutaneo e neuroectoderma. O
ectoderma cutaneo da origem a epiderme e, esta mais adiante a anexos
cutaneos, como: pelos, unhas e glandulas sebaceas, sudoriparas e mamarias.
O neuroectoderma origina o sistema nervoso central e os melanoblastos, a partir
das células da crista neural (PAUL A.J et al., 2011). Estes ultimos a partir do final
do 3° trimestre se diferenciardo em melandcitos, células com importante funcéo
de sintese de melanina, um pigmento que confere a pele uma coloracao variando
de castanho a preto, de acordo com a quantidade deste pigmento (FORE J,
2006). A mesorderme forma o mesenquima, o qual originam os tecidos
conjuntivos fibroelasticos (frouxos, densos e o0s tenddes elasticos da
musculatura mimica), os tecidos adiposos, as paredes dos vasos sanguineos, a
musculatura lisa e o musculo estriado cutdaneo (PAUL A.J et al., 2011;
MASAYUKI YAGI & YOSHIKAZU YONEI, 2018). A pele € composta por duas

grandes camadas, a epiderme e a derme (FORE J, 2006).
2.1.1 Epiderme
A epiderme (camada mais externa), de origem ectodérmica, é um epitélio

de revestimento estratificado pavimentoso queratinizado. As células deste

epitélio tém alta capacidade de renovacdo devido a sua atividade mitética
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continua. Este tecido apresenta duas populacdes celulares, sao elas:
queratinocitica e ndo queratinocitica. A populacdo queratinocitica, consiste nos
queratindcitos, células responsaveis pela sintese de queratina, proteina fibrosa
e maleavel, responsavel pela impermeabilidade cutdnea, que corresponde a
cerca de 90% desta camada (FORE J, 2006).

A epiderme pode ser dividida em quatro ou cinco camadas, de acordo com
a regido onde se encontram e a funcéo a essa associada. Palmas das méos e
plantas dos pés sdo denominadas como pele espessa e possuem cinco camadas
enguanto as demais regides do corpo possuem apenas quatro camadas, sendo
elas (BOER M et al., 2016; BENITEZ MJ & MONTANS JF, 2017; MASAYUKI
YAGI & YOSHIKAZU YONEI, 2018):

e Camada Basal: se encontra repousando sobre a membrana basal que

separa a epiderme da derme. Esta camada, que também é conhecida como
camada germinativa, é rica em células tronco e possui grande capacidade
proliferativa, se renovando de 15 a 30 dias, de acordo com o local e a idade
do individuo. As células desta camada possuem filamentos intermediarios
de queratina que se tornam mais numerosos a medida em que a célula vai
maturando e chegando a superficie (KOLARSICK et al., 2011; BENITEZ
MJ & MONTANS JF, 2017).

e Camada Espinhosa: camada denominada devido ao aspecto celular

7

parecer emitir espinhos. Esse aspecto espinhoso é dado pelos
desmossomas, juncdes celulares simétricas responsaveis pela grande
coesao celular dos epitélios que conferem ao tecido resisténcia a grandes
pressoes e tragbes (KOLARSICK et al., 2011; BENITEZ MJ & MONTANS
JF, 2017).

e Camada Granulosa: A camada granulosa possui células de tamanho

superior as células da camada espinhosa. A principal fungdo da camada
granulosa se concentra nos “granulos lamelares”. Estes granulos se
fundem a membrana plasmatica e expulsam seu contetdo para o espago
extracelular da camada granulosa. Neste local, hd deposi¢cdo de material
lipidico formando uma barreira contra a penetracdo de substancias

exdgenas e auxiliando também na impermeabilidade a agua, impedindo a
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desidratacdo (KOLARSICK et al., 2011; BENITEZ MJ & MONTANS JF,
2017).

Camada Lucida: a camada Iucida se torna mais evidente na pele espessa.

Sua funcéo se assemelha a da camada granulosa. Esta camada serve de
barreira entre o meio externo e interno, impedindo a saida de agua e a
entrada de substancias do meio externo para o meio interno (KOLARSICK
etal., 2011; BENITEZ MJ & MONTANS JF, 2017).

Camada Cdrnea: € a camada mais externa da pele. Possui espessura

variavel e € constituida por células achatadas, e anucleadas (KOLARSICK
et al.,, 2011). Estas células sao demasiadamente maiores que 0S
gueratinécitos basais, porém continuam unidas por desmossomas, com
excecao das células mais superficiais que por ndo estarem mais unidas por
demossomas se desprendem, descamando. O estrato corneo é composto
de queratina e lipidios produzidos pelos queratindcitos (BOER M et al.,
2016; BENITEZ MJ & MONTANS JF, 2017; MASAYUKI YAGI &
YOSHIKAZU YONEI, 2018).

A populagdo ndo queratinocita compreende outros trés tipos celulares:

Células de Langerhans, Merkel e os melandcitos (Figura 1) (KANITAKIS, 2002;
BENITEZ MJ & MONTANS JF, 2017; MASAYUKI YAGI & YOSHIKAZU YONEI,
2018).

Melandcitos: células que produzem melanina, um pigmento de cor
marrom-escura. Estas células se originam das cristas neurais do embrido
e adentram a pele entre a 122 e 142 semana da vida uterina. Sao
encontrados entre os queratinécitos da camada basal da epiderme. Uma
vez formados nos melandécitos, os granulos de melanina migram pelos
prolongamentos dos melandécitos até serem injetados no citoplasma dos
queratindcitos, onde ficam depositados. Nas células epiteliais, estes
granulos se localizam em posi¢do supranuclear e esta posi¢cado confere
protecdo ao material genético (Acido Desoxirribonucleico - DNA), contra
os efeitos da radiagdo solar (KANITAKIS J, 2002; KOLARSICK et al.,
2011).

Células de Langerhans: séo células dentriticas que estdo inseridas na

epiderme em um numero aproximadamente idéntico ao dos melandcitos,
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porém, também podem ser encontradas em algumas mucosas e ganglios.
Estas células se originam na medula 6ssea e se assemelham aos
macrofagos quanto a sua capacidade de fagocitar, tendo por isso, grande
importancia imunoldgica. Em processos alérgicos de contato, as células
de Langerhans tem a capacidade de apresentar o antigeno aos linfocitos
T, a fim de desencadear a resposta imunologica contra o agente agressor.
As células de Langerhans possuem receptores de superficie para os
receptores opsonicos, Fc e componente do complemento C3,
participando em diversos processos patoldégicos como micose fungodide,
histocitoses, dentre outros (KANITAKIS J, 2002; KOLARSICK et al.,
2011).

e Células de Merkel: as células de Merkel sdo células dendriticas que se

apresentam em maior nimero nas palmas e nas plantas dos pés.
Residem na base dos cones epidérmicos e estdo em contato direto com
fibras nervosas da derme. Estdo relacionadas a funcéo sensorial, e
funcionam como mecanorreceptores, estando em contato frequente com
axbnios sensoriais dérmicos com os quais eles formam juncdes sinapticas
(KANITAKIS J, 2002; FORE J, 2006; KOLARSICK et al, 2011).

2.1.2 Derme

Derivada do mesoderma, a derme € o tecido conjuntivo que se encontra
abaixo da epiderme e acima da hipoderme. Este tecido é formado por fibras de
colageno e elasticas e outros componentes da matriz extracelular, ambos
produtos produzidos pelos fibroblastos (Figura 1) (FORE J, 2006; MASAY UKI
YAGI & YOSHIKAZU YONEI, 2018).

Os fibroblastos exibem morfologia classica em forma de fuso com
potencial para polaridade planar (DARBY IA et al, 2014). Em tecidos normais, 0s
fibroblastos sdo geralmente células Unicas presentes no espaco intersticial ou
em alguns casos perto de um capilar, sem qualquer associagdo com uma
membrana basal, estdo incorporados diretamente no intersticio fibrilar da matriz
extracelular (MEC) (KALLURI R, 2016). Os fibroblastos s&o conhecidos por sua
plasticidade, pois adipdcitos e pericitos podem se diferenciar em
fibroblastos (TRACY LE et al, 2016).
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Estas células sdo geralmente consideradas com atividade metabdlica
muito baixa. (KALLURI R, 2016; DARBY IA et al, 2014). Os fibroblastos sdo um
grupo diversificado de células, que podem apresentar uma grande variedade de
fungbes. Dentro do tegumento, os fibroblastos dérmicos em diferentes porgdes
da derme, desempenham papeis diferentes. A linhagem localizada
superficialmente envolve a formacao do foliculo piloso e é responséavel pela
reepitelizacdo durante a cicatrizacdo; a linhagem mais profunda é responsavel
pela geracdo de MEC (DESJARDINS-PARK HE et al, 2018). Os fibroblastos
podem regenerar o tecido funcional. Eles tém envolvimento em todos os trés
estagios da cicatrizacdo de feridas: inflamacéo, proliferacéo celular, deposicao
de MEC e remodelacéo (TRACY LE et al, 2016).

O tipo de célula mais comum do tecido conjuntivo, sdo o0s
fibroblastos. Dentro do citoplasma dos fibroblastos ha uma abundancia de
reticulo endoplasmatico rugoso e um grande aparelho de Golgi. Essas células
sintetizam e reorganizam a MEC encontrada na pele, pulméo, coragao, rim,
figado, olho e outros érgaos. Essas células produzem um grupo diversificado de
produtos, incluindo: proteoglicanos, elastina, fibronectina, lamininas,
glicosaminoglicanos, metaloproteinases, até prostaglandinas e colageno tipo I,
Il eV, (DARBY IA et al, 2014).

A derme é composta majoritariamente por fibras de colageno, uma
proteina estrutural responsavel por conferir resisténcia e elasticidade a este
tecido. A matriz extracelular da derme € composta principalmente de colageno
do tipo I. Porém, também s&o encontrados em menor quantidade o colageno tipo
lll, a elastina, proteoglicanos e fibronectina (MASAYUKI YAGI & YOSHIKAZU
YONEI 2018; FISHER et al., 1996).

O colageno do tipo | é sintetizado pelos fibroblastos como um precursor
solivel, o pré-colageno do tipo | sendo, posteriormente, processado
proteoliticamente para formar fibras de colageno insoliveis (FISHER et al.,
2000). O colageno é responsavel por 98% da massa total da derme seca. Do
ponto de vista ultraestrutural, as fibras de colageno tém um diametro de 100 nm
e mostram em secdo longitudinal um estriado cruzado caracteristico com
periodicidade de 64 nm. Essas fibras estdo dispostas em feixes que estéo soltos
na derme papilar e tornam-se mais espessas na derme reticular. Outros tipos de
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coldgenos encontrados na derme incluem coldgeno tipo IV e coldgeno tipo VII
(KANITAKIS J, 2002; BENITEZ MJ & MONTANS JF, 2017).

As fibras elasticas sdo formadas pela elastina, e correspondem a
aproximadamente 4% do peso seco e cerca de 1-2% da derme. A elastina é a
proteina mais resistente no corpo humano, sendo ela a responsavel pela
elasticidade tecidual (BENITEZ MJ & MONTANS JF, 2017).

A derme possui sua espessura variavel e, na regido de contato com a
epiderme, se apresenta de forma irregular. Estas irregularidades formam
saliéncias denominadas, “papilas dérmicas”. As papilas dérmicas sé&o
responsaveis pelo aumento da area de contato entre a derme e a epiderme, o
que faz com que esses tecidos fiquem fortemente ligados. Na derme existem
duas regides com delimitacbes imprecisas, entre as mesmas, sdo elas
(KANITAKIS J, 2002; KOLARSICK et al., 2011): a regiao papilar e reticular.

Regido papilar € camada mais externa que se encontra abaixo da
epiderme de forma continua com as papilas dérmicas. E compreendida por
tecido conjuntivo frouxo, com fibras elasticas e de coladgeno responsaveis pela
aderéncia da derme a epiderme. Nesta regido, sdo encontrados pequenos vasos
com a funcéo de nutrir e oxigenar a epiderme, que € avascular (KOLARSICK et
al., 2011; BENITEZ MJ & MONTANS JF, 2017).

Regido reticular é camada mais profunda, composta por tecido
conjuntivo denso, feixes calibrosos de fibras elasticas e de colageno, vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, foliculos pilosos e glandulas sebéaceas e
sudoriparas (KOLARSICK et al., 2011; BENITEZ MJ & MONTANS JF, 2017).
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Figura 1. Resumo esquematico das estruturas da pele.
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(A) Esquema representando a pele subdividida em: epiderme, derme (presenca de fibroblastos
e matriz extracelular) e hipoderme (camada de tecido adiposo, povoada majoritariamente por
adipdcitos, célula cuja funcdo principal € o armazenamento de trigliceridios. Esta camada é
composta de tecido conjuntivo frouxo e outras fun¢gdes com: unir de maneira pouco firme a derme
aos 6rgdos subjacentes, conferir ao corpo: forma, reserva energética e isolante térmico). Além
das camadas da pele, também estdo representados os anexos cutdneos (pelos, unhas,
glandulas sudoriparas e sebaceas. (B) Representagdo da elastina, proteina de MEC da derme.
(C) Desenho esquemético das fibras de coldgeno (proteina da MEC da derme) e sua
conformacdo estrutural em hélice. (D) Esquema da epiderme, suas subdivisées em camadas que
se especializam a partir da camada basal e a populagéo residente desta camada (Queratindcitos,
Células de Merkel, Células de Langerhans e Melandcitos). (E) JungBes que mantem as células
da epiderme bem unidas, fazendo com que esta camada atue como uma importante barreira
imunoldégica. (F) Representagéo da bicamada de fosfolipidios das membranas celulares, fazendo
com gque as mesmas possam fazer contato com a agua extracelular e intracelular. Fonte:
Adaptado de Benitez JM & Montans FJ, 2017.

2.2 ENVELHECIMENTO DA PELE

A pele humana, assim como todos os outros 6rgaos, sofre envelhecimento
cronoldgico, porém ao contrario de outros érgaos, a pele estd em contato direto
com o ambiente e, portanto, sofre também com o envelhecimento gerado através
de danos ambientais (FISHER et al., 2002; FORE J, 2006).

O envelhecimento da pele é dividido em dois tipos, o intrinseco
(cronologico) e o extrinseco. O envelhecimento intrinseco diz respeito a

passagem do tempo. O envelhecimento extrinseco € causado por fatores

externos como a poluicdo do ar, sabonetes agressivos, tratamentos cosméticos
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inadequados, doencas e a radiacdo solar ultravioleta (UV) (FORE J, 2006;
FARAGE MA, 2008).

As causas para o envelhecimento interno, sdo diversas, dentre elas
temos: a glicacéo, a senescéncia celular, caracterizada pelo encurtamento dos
telomeros, comunicagcdo intracelular alterada, instabilidade genomica,
degradacdo da MEC, autofagia, a senescéncia celular e os radicais livres (RL)
(KAMMEYER A & LUITEN RM, 2015). Acredita-se que a causa que mais
contribui para o envelhecimento intrinseco sejam os RL provenientes da
molécula de oxigénio, denominados como espécies reativas de oxigénio. As
espécies reativas de oxigénio sdo formadas a partir de moléculas de oxigénio
que perderam um elétron, se tornaram instaveis e na busca por estabilidade
roubam elétrons de outras moléculas estaveis causando a formagéo de mais RL,
radicais estes que sdo responsaveis por lesées dos componentes celulares. O
colageno é uma proteina altamente susceptivel a acdo dos RL e a destruicédo
dela auxilia na promocéao do envelhecimento da pele (FISHER et al., 2008). Esta
causa é dita como a principal, em vista da mesma contribuir para a formacao de
qguase todas as outras que foram mencionadas anteriormente (KAMMEYER A
E LUITEN RM., 2015).

O envelhecimento cronolégico da pele, clinicamente, € caracterizado por
flacidez e rugas finas, além do desenvolvimento de les6es benignas, como
queratoses e angiomas seborreicos, mas ndo esta associado ao aumento da
pigmentacdo ou as rugas profundas como as que caracterizam o0
fotoenvelhecimento (HELFRICH YR et al., 2008).

Os fatores externos que contribuem para o envelhecimento cutaneo
também s&o diversos, porém o maior contribuinte € a radiagdo solar UV. A
exposicdo crénica a radiacdo UV perturba a arquitetura normal da pele e provoca
o fotoenvelhecimento e o cancer de pele (BERNEBURG et al., 2000; SACHS DL,
et al., 2019) (Figura 2).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kammeyer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25653189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luiten%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25653189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kammeyer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25653189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luiten%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25653189
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Figura 2. O colapso dos fibroblastos
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A acgdo da tensdo mecanica na producdo de colageno. (a) Na pele humana fotoprotegida ou
jovens as fibras dérmicas de colageno fornecem sitios estaveis de ligacao para os fibroblastos.
Os receptores (integrinas) na superficie dos fibroblastos se unem ao coldgeno. Integrinas
conectadas ao citoesqueleto dos fibroblastos puxam a matriz do colageno, que por sua vez
oferece resisténcia mecénica. Essa tensdo mecanica promove o estiramento dos fibroblastos.
Este estiramento é necessario para que os fibroblastos produzam niveis normais de coladgeno e
MMPs. (b) Na pele humana fotodanificada ou envelhecida, a ligacdo dos fibroblastos com as
integrinas sao perdidas, e as fibras de colageno fragmentadas deixam de fornecer estabilidade
mecanica suficiente para manter a tensdo mecéanica normal. A reducgéo da tensdo mecéanica faz
com que os fibroblastos entrem em colapso, produzindo menos pro-colageno e mais colagenase.
Fonte: Adaptado de Fisher et al., 2008.

2.2.1 Mudancgas histoldgicas relacionadas ao envelhecimento

O envelhecimento tanto cronolégico quanto extrinseco ocasiona
diversas modificacdes na anatomia da pele. A epiderme se torna mais fina com
o envelhecimento, principalmente devido a uma retracéo dos cones epidérmicos.
A altura vertical dos queratindcitos diminui, a area da superficie dos cornedcitos
aumenta, a adesado dos queratinécitos diminui e a taxa de renovagao epidérmica
geralmente diminui. A atividade mitGtica na camada basal é reduzida e o tempo
de transito da camada basal para o estrato cérneo € aumentado. (KLIGMAN AM,
1979; GUINOT C et al., 2002; NEERKEN S et al., 2004)

Os queratindcitos senescentes tornam-se resistentes a apoptose e

podem sobreviver o tempo suficiente para acumular danos ao DNA e as
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proteinas, podendo culminar em cancer de pele. Aos 80 anos, as células de
Langerhans reduzem em 50% sua quantidade e este numero fica maior ainda
em areas expostas ao sol (GILCHREST BA et al., 1982).

Os melanaocitos diminuem de 8% a 20% a cada década apds os 30 anos
de idade. A perda de melandcitos é menor em areas expostas ao sol, mas estas
células sé@o funcionalmente comprometidas e espacadas irregularmente,

produzindo uma pigmentacéo irregular na exposicao ao sol (GIBSON SJ, 2004)

As alteragcdes nos nervos cutaneos levam a uma funcéo de alerta precoce
prejudicada da dor, com um aumento no limiar da dor e uma mudanca
generalizada com a queda das terminacdes nervosas das vias nociceptivas do
sistema nervoso central (BESNE | et al, 2002).

Os cones epidérmicos se achatam e as papilas dérmicas subjacentes
suavizam, produzindo um achatamento da jung&o dérmico-epidérmica (Figura
3) (HUMBERT P et al., 2005). O numero de algas capilares que se projetam do
plexo subpapilar também diminui com a idade (LI L et al., 2006). Os pericitos dos
capilares que sustentam, estabilizam e ajudam a regular o fluxo sanguineo
capilar, diminuem progressivamente com a idade. O papel de suporte da derme
a epiderme no que diz respeito a nutrigdo, suporte estrutural, vascular e reparo
quando lesado € prejudicado (HELMBOLD P et al., 2006).

Figura 3. Histologia da pele jovem e da pele senil

Avaliacdes histolégicas da pele jovem (A) e de idoso (B), corados por H&E, com aumento x100.
A membrana basal apareceu mais bem definida na pele senil. No grupo senil, os feixes colagenos
estavam menos compactados na regido média da derme, e as fibras pareciam mais dispersas,
refletindo a reducao da densidade de fibras colagena. Fonte: Oria RB et al, 2003.
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As alteragcbes dérmicas sdo bastante significativas, tanto nos
componentes celulares quanto na matriz celular. A derme se afina. As alteracdes
senescentes dos fibroblastos incluem um aumento na expressdo das
metaloproteinases de matriz e uma diminui¢do de seus inibidores (FISHER et
al., 2008). O numero de fibroblastos e sua capacidade funcional diminuem
(GHERSETICH K et al., 1994). A sintese de colageno diminui e com isso a matriz
dérmica diminui. A derme perde turgor, tanto pela perda do conteudo fibroso
quanto pela reducao de glicosaminoglicanos, especialmente &cido hialurénico e
sulfato de dermatano (PASQUALI-RONCHETTI | & BACCARANI-CONTRI M,
1997). A desorganizacdo das fibras de colageno e orientacdo aleatoria,
espessamento e fragmentacdo de colageno levam a uma desorganizacéo
dérmica (FISHER et al, 2008). As fibras elasticas sofrem altera¢Bes estruturais
e composicionais irreversiveis que progridem com a idade, levando a uma
substituicdo das fibras por elastina amorfa com baixa atividade funcional (Figura
4) (RITTIE L & FISHER GJ, 2015).

Figura 4. Imagem histol6gica comparativa da pele jovem e senil

Avaliacdes histologicas da pele jovem (A) e de idoso (B), corados por H&E e Tricromico de Van
Gieson com aumento x100. As imagens comparativas demonstram acentuada reducdo da
espessura da epiderme na pele senil envelhecimento e reducdo da acidofilia na derme média,
refletindo a reducéo da densidade de fibras colagenas. Pode se observar a fragmentagéo das
fibras elasticas ao longo da derme com o envelhecimento. Na derme superficial, o aparelho
elastico perdeu quase completamente sua disposicado vertical na pele senil. Fonte: Oria RB et al.,
2003.

O numero de glandulas sebaceas permanece o0 mesmo, mas a producao
sebacea diminui e as glandulas sebaceas se tornam hipertréficas (ZOUBOULIS
CC & BOSCHNAKOW A, 2001). As glandulas sudoriparas écrinas e apocrinas
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diminuem em numero e apresentam degeneracédo celular (Foster KG & Ellis FP,
1976). O fluxo sanguineo capilar da pele em resposta ao calor diminui
parcialmente devido a um declinio na fun¢éo do nervo sensitivo (KELLY Rl et al.,
1995).
2.2.2 Mudangas clinicas relacionadas ao envelhecimento

As alteragbes anatomicas gerais da pele associadas ao envelhecimento
resultam em atrofia, flacidez, rugas, flacidez, secura, desenvolvimento de
pigmentos e manchas, neoplasias e alteracfes nas unhas e cabelos e a pele se
torna mais palida (FISHER et al., 2008). As categorias de altera¢6es clinicas do
envelhecimento incluem diminuicdo da forga, senescéncia da pele, imunidade
alterada, alteracbes vasculares e dos apéndices, diminuicdo das funcOes
protetoras e a barreira da pele prejudicada. (Figura 5) (FORE J, 2006).

Figura 5. Mudancas clinicas relacionadas ao envelhecimento
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Esquema representando as principais alteracdes causadas pelo envelhecimento cutaneo e suas
consequéncias na saude do individuo. Fonte: Adaptado de FORE J, 2006.
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Observadas as alteracbes anatdbmicas e clinicas do envelhecimento,
podemos perceber que o tratamento da pele de um individuo envolve muito mais
do que caracteristicas inestéticas insatisfatérias e sim a saude total do mesmo,
devolver componentes estruturais da pele, como o colageno por exemplo,
poderia ser um auxiliar no tratamento de doencas de pele associadas a falta de

integridade da cutis.

Atualmente, na érea da estética, existem diversas técnicas com a finalidade
de reparar os efeitos do envelhecimento, como: peeling quimico e fisico
(PELLETIER-LOUIS ML, 2017), aplicacéo de laser (BEIGVAND H.H et al, 2020),
radiofrequéncia (ARAUJO A.R.D et al, 2015), ultrassom de alta poténcia (PARK
H et al, 2015) e bioestimuladores. Os bioestimuladores tem ganhado destaque
em vista do seu potencial terapéutico visar melhorias de longo prazo. Atualmente
o bioestimulador mais bem estudado é a hidroxiapatita (YUTSKOVSKAYA YA &
KOGAN EA., 2017).

2.3 HIDROXIAPATITA

A Hidroxiapatita (HA) € um fosfato de célcio bioativo e bioabsorvivel que
constitui a maior parte do componente inorganico do tecido 0sseo,
representando cerca de 70% deste tecido e fica depositada entre a parte
organica constituida majoritariamente por fibras coldgenas do tipo |,
representando aproximadamente 20%, e os 10% restantes sdo constituidos por
agua (MURUGAN, 2005; SHEIKH Z, 2015).

A formula quimica da HA, Caio (PO4)s(OH)2, com razdo Ca/P igual a 1,67
é considerado o fosfato de calcio mais estavel e o menos soluvel de todos e &
encontrado raramente na natureza, porém sua estrutura € similar a fluorapatita
(com o grupo OH" ocupando os sitios do F°), que é mais facilmente encontrada
(FULMER MT, 1992; TAN L et al., 2013). Estes minerais advém de calcéarios

cristalinos e rochas igneas e metamorficas (ELLIOT JC, 1994).

Em principio, acredita-se que as apatitas estavam presentes apenas em
rochas igneas, porém, com o passar dos anos, a intensa lixiviacdo dessas rochas
pelas aguas tem sido uma fonte para a criacédo de fosfato de célcio biologico, na
forma de apatita (MAVROPOULOS, 1999).
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A HA sintética é considerada biocompativel além de ter alta capacidade
de adsorver e/ou absorver moléculas, caracteristicas essas que conferem a este
biomaterial grande potencial terapéutico como: agente para entrega de
medicamentos; aumento da acdo de drogas anticancerigenas; enxerto 0sseo;
tratamento de tumores 0sseos; remocdo de metais pesados em aguas e solos
poluidos (MA QY, 1995; MAVROPOULOS, 1999); seu uso também se estende
a medicina estética como bioestimulador e preenchedor cutaneo (LEE JC e
LORENC ZP, 2006). Tanto a HA natural quanto a sintética estao disponiveis em
pastas, massas, matrizes solidas e graos (PEPLA et al., 2015).

A estrutura da hidroxiapatita, permite a incorporacdo em todos os seus
sitios, Ca?" POs*> e OH-, e a substituicdo desses ions causa alteracdes
consideraveis em sua estrutura. Na classe dos mamiferos, a principal forma
mineral é deficiente em hidroxila e rica em carbonato (Carbonato Hidroxiapatita
- CHA) (KUMTA et al., 2005; SADAT-SHOJAI M, 2013). A carbonatacdo da HA
€ reconhecida por desestabilizar a estrutura da hidroxiapatita e torna-la mais
soluvel (LEGEROS, 1991).

2.3.1 Carbonato hidroxiapatita

Podemos considerar duas formas de carbonatacdo da hidroxiapatita, a
carbonatacéo do tipo A cuja substituicdo feita é a dos ions OH- pelos ions CO3?
e a carbonatacdo do tipo B, aonde a substituicdo é a dos ions PO4*> pelos ions
CO3?. As CHAs do tipo A séo preparadas em altas temperaturas (~ 900 °C) e
em condic¢des secas, com fluxo de CO2 que reage com a HA, resultando em Cauio
(PO4)s(OH)2-2x(CO3)x (LEGEROS, 1991; ELLIOT, 1994). A carbonatacéo do tipo
B acontece por via imida e em baixas temperaturas (GIBSON IR & BONFIELD
W., 2002).

2.3.2 Métodos de sintese da hidroxiapatita

Com diversas aplicacdes a serem exploradas, a padronizacdo da técnica
de sintese e caracterizacdo se fazem extremamente necessarias. Segundo
Santos, et al 2005, o controle da sintese precisa ser rigoroso para que se consiga
o produto final desejado, na integra. O uso de biomaterias, em especial a
hidroxiapatita sintética, que é o biomaterial ceramico a base de fosfato de calcio
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mais estudado pra aplica¢des clinicas (BALASUNDARAM, 2006), fez com que

fossem exploradas diversas formas de sintese, sao elas via seca e via Umida.

A sintese por via seca é feita em altas temperaturas (em torno de 900 °C)
e o0 produto final € um pé de alta cristalinidade, o que diminui a compatibilidade
com os tecidos biologicos. Diferente dos métodos umidos, os métodos secos néo
usam solvente. De acordo com a literatura, as caracteristicas de um po
sintetizado por um método a seco ndo sdo fortemente influenciadas pelos
parametros de processamento e, portanto, a maioria dos métodos a seco ndo
requerem condi¢Bes controladas com precisdo, tornando-os adequados para a
producdo em massa (COSTA ACFM, 2009; SADAT-SHOJAI M, 2013).

Para a obtencdo da CHA em forma de pd, utiliza-se a técnica de
precipitacdo, que envolve reacdes por via umida entre precursores de célcio e
fésforo com controle rigoroso de temperatura e pH da solucdo. Esta técnica é
uma das técnicas mais utilizadas em vista de seu baixo custo, sua facil execucéo
e a simplicidade na eliminacao dos rejeitos (LASIC” S et al., 1996). O produto
final € um p6 nanoestruturado com particulas menores que 10 um e baixa
cristalinidade (similar aos tecidos naturais) (SALEH J et al., 2004; RIGO ECS et
al., 2007).

A técnica de precipitacdo apresenta diversas variaveis, como: controle de
potencial hidrogenionico (pH), temperatura, taxa de adicdo, tempo de
envelhecimento, concentracdo dos reagentes e tempo de agitacdo. A
temperatura de processamento da precipitagdo € importante na fase obtida, no
tamanho e na morfologia da particula (KUMAR R et al., 2004). Os pds mais
cristalinos sdo sintetizados em temperaturas mais altas. O tempo de
envelhecimento e a cinética da reagéo também s&o variaveis que influenciam na
pureza e no padrdo cristalografico do material obtido (TADIC D et al., 2002;
KOUTSOPOULOS S, 2002; AFSHAR A et al., 2003; SAERI MR et al., 2003).

A pureza do material € definida pela: composicdo dos reagentes
utilizados, que fara com que surjam ou ndo ions inesperados na rede cristalina
e definira caracteristicas morfologicas e cristalograficas. A taxa de adi¢do dos
reagentes (tempo de gotejamento) estad ligada a nucleacdo dos cristais.
(KOUTSOPOULOS S, 2002)
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A velocidade no gotejamento esté intimamente relacionada a cinética da
reacdo, adicbes lentas de ions fosfato proporcionam uma menor taxa de
nucleacdo e maior taxa de crescimento, obtendo como produto final, particulas
maiores enquanto, taxas altas de adi¢do, culminam com numeros maiores de
nucleos e particulas menores (TADIC D et al, 2002; KOUTSOPOULOS S, 2002).

A formacdo de um produto solido é obtida pela precipitacdo de uma
solucéo e cristalizacdo da mesma, e essas duas etapas acontecem de maneira
simultanea na formacéao de precipitados cristalinos, e nos casos de produtos n&o
cristalinos as etapas nao acontecem de maneira concomitante. Estas
propriedades podem ser controladas pela variacdo da saturacdo da solucéo e
pelo tempo médio de cristalizacdo, que serdo monitorados pela temperatura e a
taxa de gotejamento (TADIC D et al, 2002).

A reacao de precipitacdo por via imida pode ser feita de duas maneiras,
séo elas (COSTA ACFM, 2009):

Reacao acido-base:
10Ca(OH)2 + 6H3PO4 — Caio (PO4)s (OH)2 +18 H20
Reacéo entre sais de fosfato:
10CaClz + NazPO4 + H20 — CA1o (PO4)s(OH)2+12NaCl+8HCI
10Ca(NO3)2+6(NH4)2HPO4+2H20 — Ca10(POa4)s(OH)2+12NH4NO3+8HNO3

A composicdo do precipitado depende fortemente dos pardmetros de
processamento e é necessario um controle preciso das condi¢des de sintese
para garantir uma boa reprodutibilidade (RAYNAUD S et al., 2002). A atuacao in
vivo de materiais sintéticos para uso biomédico depende da morfologia
composicdo quimica e biodegradabilidade, propriedades estas que sé&o
analisadas através de multiplas técnicas de caracterizagcdo, tais como: DRX,

FTIR, Potencial Zeta, MET, entre outras.
2.4 MATERIAIS NANOPARTICULADOS E NANOESTRUTURADQOS

O contato de particulas nanoestruturadas e nanoparticulas com fluidos
biolégicos como o0 sangue e o0 plasma sanguineo, ocasiona algumas

modificacdes na superficie dessas particulas. Os termos “coroa proteica" e
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“proteina corona” sdo utilizados para definir a interacéo de proteinas, peptideos
e glicolipideos que ficam adsorvidos na superficie dessas particulas. Estudos
demostram que este recobrimento influencia diretamente nas interacfes das
NPs com o organismo, determinando seu destino intracorporeo (LIU et al., 2013;
BARRAN-BERDON et al., 2013; SCHAFFLER et al., 2013).

O uso de biomateriais nanoestruturados tem sido descrito em diversas
aplicagbes, conforme mencionado anteriormente, e a compreensao dos
mecanismos de internalizagcdo dos mesmos também devem ser visualizados
através do entendimento da formacéo desse recobrimento que é feito sobre elas
apos contato com os fluidos biolégicos (SAFI et al., 2011; PAULA et al., 2013).
Estudos revelaram que ao interagir com estes fluidos as NPs interagem com
taxas significativas de proteinas que as recobrem de maneira instantanea,
formando um recobrimento que alterara completamente sua identidade e seu
comportamento em respostas fisiolégicas e por consequéncia terapéuticas, nos
levando a repensar na eficicia, biodistribuicdo, seguranca e bioeliminacao
desses produtos do organismo (LUCK et al., 1998; MONOPOLI et al., 2012;
CARACCIOLO et al., 2016; O'BRIEN & SHEA, 2016).

Esse complexo NPs e proteinas é o que as biossistemas passam a ver e
a responder e, portanto, entender essa interagcdo das NPs com as proteinas é
crucial para as aplicacBes bioldgicas e a biosseguranca dos biomateriais
nanoestruturados. A estrutura da coroa proteica é basicamente dividida em
coroa forte (hard), cujas proteinas tem grande afinidade as particulas nano
estruturadas e por isso permanecem ligadas a sua superficie, e a coroa fraca
(soft), em que as proteinas sédo adsorvidas e desadsorvidas (essas mudancas
na adsorgéo e desadesorgao das proteinas recebem o nome de “efeito Vroman”)
de acordo com sua afinidade e concentragdo, o que faz com que a proteina
corona nao seja uma estrutura estavel, ou seja a composicdo da mesma €
dindmica (Figura 6) (CEDERVALL et al., 2007b; CASALS et al., 2011; MILANI
et al., 2012).
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Figura 6. Representacdo da coroa forte (hard) e coroa fraca (soft)

Coroa fraca

Coroa forte

Adsorgao

Dessorgao

Nanoparticula

Desenho esquemaético representando ao centro uma nanoparticula e em seu entorno as ligacdes
proteicas hard e soft que ocorrem mediante a afinidade da proteina pela particula, as proteinas
hard ficam fortemente ligadas por apresentarem grande afinidade, enquanto as proteinas soft
que possuem menos afinidade e por isso sofrem interferéncia de diversos fatores para se
manterem adsorvidas ou desadsorvidas. Fonte: Yang et al., 2013.

Muitas interacBes podem contribuir para a adsorcdo de proteinas nas
nanoparticulas, como interacbes de van der Waals (VDW) ligacdes de
Hidrogénio (H), interagfes eletrostaticas, interagdes hidrofébicas e interacdes de
empilhamento m — ™ (YANG et al., 2013). Embora os fluidos bioldgicos
contenham uma enorme gama de proteinas, os componentes da coroa proteica
sédo exclusivos de cada nanomaterial e sofre influéncia das caracteristicas do
ambiente e das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas (tamanho,
forma, carga, pH e etc). A adsorcdo desta mistura complexa de proteinas a
superficie das nanoparticulas pode levar de minutos a horas. (BARRAN-
BERDON et al., 2013; FOROOZANDEH & AZIZ, 2015; TREUEL, 2015). Na
maioria dos casos, as proteinas em maior concentracdo plasmatica séo
adsorvidas mais rapidamente a superficie nas NPs e com o passar do tempo séo
substituidas por proteinas de menor concentracéo, porém gue apresentam maior
afinidade (RAHMAN et al., 2013).
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Diferente do que acontece in vivo, nos estudos in vitro se torna mais facil
controlar fatores como: temperatura, concentragao, tipo de plasma e soro, tempo
de incubacdo e ambiente, o que faz com que o dinamismo do complexo
nanoparticula e coroa proteica seja parcialmente controlado, e pareca
equivocadamente estar bem elucidado, porém o que ocorre in vivo € bem
diferente. In vivo, as particulas migrardo pelo sistema fazendo contato com
diversos meios 0 que podera modificar completamente seu comportamento
(BRAUN et al., 2016, CARACCIOLO, FAROKHZAD & MAHMOUDI, 2016).

Sabendo que o comportamento das nanoparticulas in vivo é influenciado
pela coroa proteica, entender essas interacdes se torna fundamental para
compreender a toxicidade, reconhecimento imunol6égico, mecanismos de
biodistribuicéo, absor¢éo celular e liberacdo de farmacos. E importante ainda,
destacar que talvez ndo seja possivel estabelecer um padrdo de regras sobre o
comportamento de NPs no plasma, visto que a relacdo de uma NPs e sua coroa
proteica podera ser demasiadamente diferenciada quando comparada a outras
NPs (FLEISCHER & PAYNE, 2014; WOLFRAM et al.,, 2014; ESCAMILLA-
RIVERA et al., 2016).

2.5 BIOESTIMULADORES NA ESTETICA

A bioestimulacédo é uma técnica estética na qual diferentes drogas séo
injetadas na derme para induzir a reconstrucao de um ambiente fisiol6gico ideal,
0 aumento da atividade celular, a hidratacdo, a sintese de colageno, elastina e
Acido Hialurénico (AH) (AVANTAGGIATO A et al., 2015)

O efeito desejado pode ser alcancado através das microinjecdes na
derme superficial de produtos que contém apenas um ingrediente ativo ou
coquetéis de diferentes compostos biocompativeis e absorviveis, tais como:
hidroxiapatita, acido hialuronico, vitaminas, minerais, nutrientes, hormonios,
aminoacidos, culturas autélogas de fibroblastos, produtos homeopaticos, entre
outros (IORIOZZO M et al., 2008; LACARRUBBA F et al., 2008).

Na ultima década, houve uma crescente conscientizacdo de que a perda

de volume facial é um fator importante na manifestacdo clinica do
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envelhecimento (DONATH AS et al., 2007; FITZGERALD R et al., 2010). Como
resultado disto, o uso de procedimentos ndo cirdrgicos aumentou e Varios
produtos com diferentes mecanismos de acédo estdo atualmente disponiveis,
com afinalidade de reestruturar a arquitetura histoldgica da face, o que culminara
com a reducao da perda de volume facial (GOLDBERG D et al., 2013).

Atualmente o mercado conta com algumas substancias utilizadas como
bioestimuladores. O acido poli-L-lactico injetavel é um polimero sintético
biocompativel e biodegradavel da familia dos alfa-hidroxiacidos. Este material é
injetavel e sua forma comercial € composta por microparticulas de acido poli-
latico cristalinas e de tamanho irregular. O acido poli-L-lactico é usado ha varios
anos em material de sutura solivel e outros dispositivos médicos, incluindo
selantes absorviveis, sistemas de fixacdo de parafusos e na regeneragao
tecidual (VLEGGAAR D, 2006). O produto também contém carboximetilcelulose
de s6dio como agente de suspensdo para manter a distribuicdo uniforme de
particulas de acido poli-L-lactico. Os polimeros de acido poli-L-lactico degradam-
se por hidrélise ndo enzimética em mondmeros de acido lactico, que por sua vez
sdo metabolizados em dioxido de carbono ou incorporados na glicose. O
mecanismo pelo qual o acido poli-L-lactico injetavel gera expansao facial
volumétrica esta relacionado a uma reacdo de células gigantes de corpo
estranho que ocorre apds varias semanas e meses. Além disso, a producado de
colageno que ocorre a medida que o produto se degrada produz as alteracdes

de volume que sado observadas e o0s beneficios estéticos (LAM SM et al., 2006).

O Policaprolactona (PCL) € um polimero biocompativel, biodegradavel e
bioabsorvivel, um poliéster alifatico pertencente ao grupo poli-a-hidroxiacido, no
mesmo grupo quimico dos acidos polilatico e poliglicolico. O PCL é constituido
por uma cadeia de uma sequéncia unitaria repetida de E-caprolactona
(C6H1002) n (WOODRUFF MA & HUTMACHER DW., 2010). A PCL é um
polimero hidrofébico e semi-cristalino e sua degradacao é feita por hidrolise. O
preenchimento a base de PCL tem um efeito duplo, um efeito imediato,
relacionado ao gel de carboximetil celulose e um efeito a longo prazo. O efeito
imediato esta relacionado ao volume injetado e a capacidade hidroscopica do
gel de carboximetil celulose. O gel a base de carboximetil celulose é reabsorvido
em 2 a 3 meses (LABET M & THIELEMANS, 2009). O efeito imediato € seguido
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por um efeito a longo prazo dado pela indugdo da sintese de colageno
(CHRISTEN MO & VERCESI F, 2020).

A Hidroxiapatita de Calcio (HC) € um material utilizado tanto para
reposicdo de volume quanto para a bioestimulacdo do colageno como
mecanismo de acdo priméario (KADOUCH JA et al., 2017). Trata-se de um
material biocompativel, biodegradavel e reabsorvivel, que contém microesferas
de HC que podem estimular a producédo endogena de colageno (LOGHEM JV et
al., 2015). O aumento inicial é proporcionado pela presenca do gel transportador
de carboximetilcelulose com o proprio implante, mas apés aproximadamente 9 a
12 meses, as particulas de HC séo degradadas em calcio e fosfato e sdo
eliminadas pelo sistema renal. A HC é altamente viscoelastica e usada de forma
ndo diluida ou levemente diluida fornecendo correcdo de volume imediata que
sera seguida por nova formacgéo de tecido gradual através de neocolagénese,
producao de elastina, angiogénese e proliferacdo celular dérmica e € adequado
para a injecdo nos planos supraperiosteal e subdérmico (SILVERS SL et al.,
2006). O resultado € uma melhoria estética duradoura por 218 meses com pele
esticada e elastica e aumento da espessura da pele. Quando usado em forma
hiperdiluida, tem um efeito de volume imediato minimo ou ausente, gerando
apenas remodelacdo tecidual a longo prazo pelas microesferas de HC e
permitindo sua injecdo mais superficial para rejuvenescimento dérmico e
tratamento de areas maiores (YUTSKOVSKAYA YA & KOGAN EA., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christen%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32161484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vercesi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32161484
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3. JUSTIFICATIVA

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2060
o Brasil terd 8,36% de sua populagcdo composta por idosos, um aumento
significativo quando comparado com a projecdo de 2020 que previa um
percentual de 2,1% de idosos. Com o0 aumento do niumero de idosos aumenta a
preocupacdo com o0 desenvolvimento de novos biomateriais com um
investimento mundial que é previsto alcancar o teto de 200 bilides de RS até
2024 (IBGE, 2018). O envelhecimento do sistema tegumentar, particularmente,
vem acompanhado por diversas alteracbes anatdbmicas e clinicas, que fazem
com que as funcBes desempenhadas por ele figuem prejudicadas e, por isso, 0
tratamento da pele de um individuo envolve muito mais do que caracteristicas

inestéticas insatisfatdrias e sim a saude total do mesmo.

A salde estética é uma area que esta em constante crescimento devido
ao desenvolvimento de novas técnicas, novas substancias e a crescente
demanda. Segundo a ISAPS, o Brasil ocupa o segundo lugar no ranking de
paises que mais executam procedimentos estéticos do mundo, e o0s
preenchimentos a base de hidroxiapatita sdo o oitavo procedimento nédo

cirrgico mais executado no mundo todo.

Este estudo propde a utilizacdo de CHA nanoestruturada, um biomaterial
gue € jA amplamente utilizado na medicina regenerativa 6ssea como importante
substituto O0sseo bioativo e osteocondutor pelas suas caracteristicas de
biocompatibilidade e propriedades de maior solubilidade e adsor¢cdo comparada
a HA nédo substituida pelo carbonato. Portanto, este projeto pretende
compreender os mecanismos de citotoxicidade e potencial bioestimulador da
hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada em fibroblastos, a fim de entender
como melhorar a qualidade dos produtos baseados nestes materiais

nanoestruturados em aplicacfes estéticas clinicas.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Este projeto tem como objetivo estudar a citotoxicidade e o potencial
bioestimulador de coldgeno de carbonato hidroxiapatitas nanoestruturadas,

em fibroblastos humanos de pele.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar a CHA nanoestruturada em trés diferentes temperaturas de
sintese (5 °C, 37 °C e 90 °C);

e Caracterizar a CHA nanoestruturada sintetizada nas diferentes
temperaturas do ponto de vista fisico-quimico, antes e ap6s o contato com
meio de cultivo;

e Analisar a citotoxicidade das CHA’s nanoestruturadas nas diferentes

temperaturas de sintese, em fibroblastos humanos de pele;

e Avaliar o potencial bioestimulador através da andlise de deposicdo de

colageno na matriz extracelular.
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5. METODOLOGIA

Este trabalho é realizado no Laboratério Multidisciplinar de Pesquisas
(LAMP) da Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO), em parceria com 0
Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) e o Instituto Nacional de
Metrologia Qualidade e Tecnologia (INMETRO).

5.1 SINTESE DA HIDROXIAPATITA CARBONATADA NANOESTRUTURADA

Para elaboracdo deste trabalho, foram sintetizadas hidroxiapatitas
carbonatadas (CHA) em trés temperaturas diferentes de sintese (5 °C, 37 °C e
90 °C). As hidroxiapatitas carbonatadas nanoestruturadas foram sintetizadas por
precipitacdo por via umida utilizando solu¢cfes aquosas de Ca(NOs)2. 4 H20, 0,21
mol/L (NH4)2HPO4, 0,09 mol/L e (NH4)2COs, 0,033 mol/L (Merck ACS). A
solucéo fosfato/carbonato foi adicionada sob fluxo de 20 mL/min & solucdo de
calcio. As condi¢des de sintese foram rigorosamente controladas em pH 12 e
temperatura de 5 °C, 37 °C, e 90 °C, respectivamente. Depois da adicdo, a
suspensao de CHA ficou em agitacdo: as CHA sintetizadas a 37 °C e 90 °C por
2 horas, enquanto a CHA sintetizada a 5 °C por 3 horas. Em seguida, o material
foi lavado, filtrado a vacuo e seco em estufa de secagem a 50 °C por 12 horas
para a CHA sintetizada a 37 °C e a 70 °C para a CHA sintetizada a 90 °C. No
caso da CHA sintetizada a 5 °C, o processo de secagem é feito no liofilizador.

ApOs seco o material foi peneirado em uma peneira de 75 um (Figura 7).

Figura 7. Etapas da sintese da CHA

Ccivio JRESS igesizo JRESS Fiicager NS secager |

v Ca(NO,)2 4 H,0 - 0,21 mallL [ Temperatura: 50C, 37°C e 90°C|
v (NH,)2HPO,, 0,09mol/L

(NH,4)2CO; - 0,033 mol/L

37°C

50°C por 12h
90°C

70°C por 12h
Vacuo : 50C
Liofilizador

20mL/min

A sintese de precipitacdo por via umida da CHA, em trés temperaturas (5°C, 37°C e 90°C), foi
realizada em quatro etapas: adi¢do, digestao, filtragem e secagem, como descrito de forma mais
detalhada na metodologia.
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5.2 CARACTERIZACAO DAS CARBONATO HIDROXIAPATITAS

As CHAs produzidas foram caracterizadas por técnicas fisicas e quimicas
antes e apods contato com o meio de cultivo. A caracterizacéo foi executada por
meio de testes como: Difracdo de Raio X (DRX), Espectroscopia na regido do
inflavermelho por transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET). Os ensaios de caraterizacao foram realizados no CBPF.
Para a caracterizacdo em H20 foram colocados em agitacdo um tubo de
centrifuga contendo 75mg de CHA em 15 ml de agua (5 mg/ml), e para a
caracterizacdo em meio de cultivo, foram colocados em agitacdo um tubo de
centrifuga contendo 75mg de CHA em 15 ml de meio de cultivo (DMEM High
suplementado com 10% de Soro Fetal bovino e 1% de Penicilina e
Estreptomicina (P/S), ambos os tubos com 4gua ou meio ficaram em agitacdo
por 24 horas e em seguida passaram por 3 lavagens com H20 e em seguida

foram secas em estufa a 37° por 3 dias.

5.3 DIFRACAO DE RAIO X

Para verificar a especificidade e o grau de cristalinidade do material
sintetizado foi utilizada a técnica de DRX. O material em p6 foi colocado de
maneira que se obtenha uma superficie lisa e os raios X consigam incidir de
maneira uniforme. O difratograma foi gerado individualmente para cada
temperatura de sintese. A varredura angular (20) foi de 5° a 60° com passo de
0,008°, gerando dados que correspondem ao nivel de cristalinidade e

especificidade das amostras.

A média de tamanho dos cristalitos foram calculados a partir da equacéo

de Scherrer:

kA
" Bcos@

Lm

Aonde Lm € o didmetro médio do cristalito calculado em referéncia aos
picos de maior intensidade pelos correspondentes indices de Miller (que definem
a orientacdo de um plano de atomos na célula unitaria pela interseccéo desse
plano com os eixos do sistema de coordenadas da célula), k € uma constante de
proporcionalidade (foi admitida a ocorréncia de particulas esféricas, adotando k
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=0,9), A é o comprimento de onda da radiacdo (0,154056 nm para Cu Kq), 6 € 0
angulo de difracdo e B é a largura medida na metade dos picos analisados

(calculado por aproximacéo do pico através de uma Gaussiana).

5.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

Para identificar a composicdo dos grupos funcionais presentes na
amostra, as amostras foram preparadas para analise de FTIR prensando o po,
em forma de pastilhas, na presenca do Brometo de potassio (KBr). O
interferograma foi gerado analisando as vibracdes das moléculas em uma faixa
de comprimento de onda de 500 a 4000 cm, com um espectrofotdbmetro de

infravermelho IR Prestige 21, Shimadzu.

5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA TRANSMISSAO

Para verificar a morfologia, o tamanho, a organizacdo estrutural e as
carateristicas nanoestruturais do material foi utilizada a técnica MET. As
amostras foram processadas preparando uma solucdo de 10mg/ml das CHAs
em etanol 1% e, apés homogeneizacao, a solucéo foi gotejada em grades de
cobre (200 mesh), cobertas com pelicula de flme de carbono (Formvar). Apés
secas, as grades foram analisadas no MET JEOL 2100F 200kV, do Laboratorio
Multiusuério de Nanociéncia e Nanotecnologia do CBPF (LABNANO).

5.6 INTERACAO DAS CHAS COM FIBROBLASTOS
5.6.1 Extracéo de fibroblastos humanos primérios

Fibroblastos humanos foram obtidos a partir de fragmentos cirtrgicos de
mastopexia, gentilmente cedidos pelo Dr. André Mattos, médico, especialista em
cirurgia plastica. O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética e
pesquisa da Unigranrio (n° de parecer 3.525.362). Os fragmentos foram
incubados em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) High Glucose
acrescidos dos antibioticos penicilina e estreptomicina 2 a 3 vezes concentrados.
O protocolo de extracao foi executado dentro dos padrdes de biosseguranca e
antissepsia. Os fragmentos de tecido foram lavados trés vezes com PBS
contendo 2 a 3 vezes a concentracdo de penicilina/estreptomicina. Apds a

lavagem, os fragmentos foram transferidos para uma placa de Petri e cortados,
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com o auxilio de um bisturi cirGrgico, em pedacos de aproximadamente 0,3 cm?.
O material foi transferido para um tubo de centrifuga contendo DMEM-high
Glucose com colagenase (2mg/ml) e os mesmos antibidticos, nas mesmas
concentracdes. Os fragmentos foram incubados em agitacdo a 37° C por trés
horas. Em seguida foi realizada uma dissociagdo mecanica com pipeta
graduada. ApOs a precipitacdo, o sobrenadante foi recolhido e adicionado um
igual volume de DMEM-High Glucose com 10% de soro fetal bovino acrescido
dos mesmos antibiéticos, nas mesmas concentracbes. O sobrenadante foi
centrifugado por 10 min a 400g. As células foram ressuspensas em DMEM-High
Glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino acrescido dos mesmos
antibioticos, nas mesmas concentracdes. A densidade de cultivo utilizada foi de
4x10* células/cm?. As células foram mantidas a 37°C e em atmosfera contendo
5% de diéxido de carbono (COz), sendo o meio renovado a cada dois dias. Para

0s experimentos as células foram utilizadas a partir da terceira passagem.
5.6.2 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Para avaliar a viabilidade dos fibroblastos humanos primarios apés
exposigcdo das CHA's foi utilizado o ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2) -
2, 5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma Aldrich, N° M2128). O MTT mostra a
viabilidade celular proporcional a converséo do sal de tetrazolio (MTT) em cristais
de formazan, passando da cor amarelada para violeta quando as células se
mostram viaveis. Tais sais sdo dissolvidos em DMSO (Dimetilsulfoxido). Para
realizacdo do ensaio de viabilidade, as células foram plaqueadas em
monocamada no dia 0 do experimento e apos 24 horas foram expostas a 50ug/ml
(dados ainda néo publicados pelo grupo, mostram que essa € melhor dose
resposta em experimentos anteriores feitos pelo grupo com células osseas) das
CHA'’s nas temperaturas de 5 C° 37 C°e 90 C°. As células ficaram expostas as
CHA’s por um tempo experimental de trés dias. Apds os tempos de cultivo
mencionados acima, as mesmas foram incubadas com o MTT (0,5 mg/ml) por 4
h a 37 °C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO.. A absorbéancia gerada
apos a incubacdo do MTT foi medida através do espectrofotometro (Epoch,
BioTek Instruments) do Laboratério Multidisciplinar de Pesquisas (LAMP) da
Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO), com um comprimento de onda (A)

de 570 nm. O controle positivo (+), células inviaveis, foi realizado acrescentando
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10% de SDS (Dodecil sulfato de sddio) na cultura. Todos os testes com MTT

foram realizados em uma triplicata experimental.

5.6.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Para avaliagao da MEC, cultivamos as células em contato com as CHA’s
por um periodo de 30 dias, concluido este periodo, lavamos as células com PBS
pH 7,4 ndo estéril a 37°C (2 vezes) e fixamos com 500pl do fixador Karnosky por
lhora em temperatura ambiente. Em sequéncia retirarmos o fixador Karnovsky
e lavamos as células por trés vezes com tampao Cacodilato. Em seguida,
fixamos com o fixador Tetréxido de désmio em solucdo (1:1) em tampéao
Cacodilato por trinta minutos. Apés a fixacdo com Tetroxido de ésmio, lavamos
as células com tampdao Cacodilato por trés vezes e trocamos a placa para seguir
com o protocolo de desidratacdo. Para desidratacdo das células preparamos
solugcbes aquosas de etanol absoluto numa escala crescente de
(50%,70%,80%,90%95% e 100%. Com uma pipeta Pasteur adicionamos 1 ml de
alcool a 50%,70%,80% por 5min por duas vezes cada lavagem. Continuando as
etapas de desidratacdo na concentragéo de 90%,95% e 100% o tempo do banho
mudo para dez minutos por duas vezes. Ao finalizar as desidratacdes com etanol
adicionamos a solucéo 1:1de (etanol+HMDS) por 10min e retirar a solucéo de
etanol+HMDS para colocar a solugdo HMDS a 100% (puro) por 10min. Feito
ISso, retiramos 0 HMDS e deixamos as amostras na camera de exaustdo durante
toda a noite (minimo de 12h) para secagem completa das amostras. Apés a

secagem as amostras foram Metalizadas e observadas no MEV.

5.6.4 Avaliac&o da matriz de colageno

Para analisar os niveis e a deposicao de colageno na MEC sintetizado
pelos fibroblastos humanos, plagueamos as células sobre laminulas de vidro
estéreis e aguardamos o periodo de adeséo de 24 horas, em seguida expomos
as CHA’'s 5°C , 37°C e 90°C, por um periodo de 7 dias, a cada dois dias, tanto
o controle (células nado tratadas), quanto as células em tratamento, receberam
50 ug/ml de acido ascérbico. A técnica adotada para a analise, foi a de
microscopia de fluorescéncia. O preparo da amostra foi feito fixando as células
com paraformaldeido (PFA) 4% por 5 minutos ap0s o periodo estipulado de
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exposicao (7 dias). Apos a fixacdo as laminulas de vidro com as células fixadas
foram lavadas com PBS (Gibco™, N° 10010023) pH 7,4 e foram adicionados
500ul de NH4CI (Sigma-Aldrich, N° A9434) 20 Mm por 10 minutos, em seguida
foi lavado novamente com PBS pH 7,4. O bloqueio foi realizado com BSA 5%
por 30 minutos. A marcacao de colageno foi feita com anticorpo anti-colageno
tipo I, produzido em rato (Sigma-Aldrich, N° C2456; 1:1000) em PBS/BSA 1%,
foram adicionados 75 pl da solucédo as amostras e as mesmas foram incubadas
overnight em geladeira. Apés periodo de incubacao as amostras foram lavadas
com PBS pH 7,4. O anticorpo secundario utilizado para a marcacao de colageno
Alexa flior™ 488 (Invitrogen™, N° A-11001; 1:500 diluido em 500ul de PBS +
BSA 1%, foram adicionados 15pul as amostras e aguardou se o tempo de 1 hora.
Para a marcacdo de microfilamentos de actina com faloidina foi utilizada a
diluicdo de 1:80 faloidina Alexa Fluor™ 546 (Invitrogen™, N° A22283) em
Triton™ x-100/BSA 1%, e para cada amostra foi utilizado 20ul da solugao, por
uma hora, em sequéncia as amostras foram lavadas com PBS pH 7,4. Em
seguida as amostras seladas com fluorshield com DAPI (Sigma Aldrich, N°
D9542) para a visualizacdo em microscopio Zeiss AXIO observer Al axi, do
laboratorio de células do CBPF. As densitometrias das imagens foram

analisadas com o programa ImageJ.
5.6.5 Analises estatisticas

As Diferencas significativas dos parametros analisados foram avaliadas
pelos testes de Kruskal-Wallis, no programa estatistico GraphPad Prisma versao

6.0. Serao consideradas significativos os valores de p < 0,05.
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6. RESULTADOS
6.1 SINTESE DA CHA

O processo de sintese foi realizado seguindo os parametros indicados e
ocorreu de maneira eficiente originando um p6 de cor branco com carateristicas
fisico-quimicas compativeis com as de uma carbonato-hidroxiapatita, como foi
confirmado pela sucessiva caracterizacdo do material através de técnicas fisico-

quimicas (Figura 8).

Figura 8. Fotografia do p6 de CHA

Imagem do p6 de CHA apds secagem. O biomaterial apresenta-se como um pé bastante fino e
de coloracéo branca.

6.2 CARACTERIZAQAO DA CHA
6.2.1 Andlise do padrao cristalogréafico das CHAs

Para analisar se as diferentes temperaturas de sintese alteram o padréao
de cristalinidade das CHAs utilizamos a técnica de DRX. A analise de DRX
confirmou que o produto da sintese era compativel com uma CHA em vista de
seu padrdo gréafico de cristalinidade. As analises por DRX mostraram que as
hidroxiapatitas sintetizadas a 5°C, 37°C e 90° C possuem graus de cristalinidade

semelhantes (Figura 9).
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Figura 9. Difratograma de raio X das CHA’s-H20
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Difratograma de raio X das CHAS que foram expostas a H20 e secas em estufa (37° C)
sintetizadas nas temperaturas de 5°C, 37C° e 90C°. Conforme observado no difratograma a
CHA'’s apresentam graus semelhantes de cristalinidade. Essa analise foi realizada em triplicata
de lotes.
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6.2.2 Distribuicdo de tamanho do cristalito

Os resultados das analises de tamanho médio dos cristalitos indicam que
o tamanho médio dos cristais da CHA sintetizada a 5 °C apresenta um tamanho
de aproximadamente 7,33+3,49 nm, sendo menor do que o das CHA’s
sintetizadas a 37 °C (13,9+ 5,16 nm) e 90 °C (13,6% 6,4 nm), sem alteracao
significativa no tamanho dos cristais ap0s o contato com o meio de cultura
(Figura 10).

Figura 10. Distribuicdo de tamanho do cristalito
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Grafico representando a distribuicdo de tamanho dos cristais e apontando a média de tamanho
dos cristalitos em cada temperatura e condicdo (H20O e Meio de cultura). Andlise feita em
triplicada.
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6.2.3 Analise dos grupos funcionais caracteristicos das CHA’s

Através da andlise com infravermelho por transformada de Fourier foi
possivel identificar os grupos funcionais hidroxila e fosfato, caracteristicos da
hidroxiapatita. As andlises evidenciaram também presenca do grupo carbonato
(COz?), através das bandas de absorcédo situadas em 875 e 1400-1500 cm™.
Também foi possivel verificar a presenca de grupos substitucionais, como 0s
grupos carbonato (COz%), nas bandas 1420cm™ e 1450cm™ relacionadas a
substituicdo no sitio B, confirmando que os materiais sdo hidroxiapatitas

carbonatatadas (Figura 11).

Figura 11. Espectroscopia no infravermelho das CHAs 5°C, 37 °C e 90 °C
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Espectroscopia no infravermelho das CHA que foram expostas a H20 e secas em estufa, nas
temperaturas de sintese 5° C (azul), 37° C (verde) e 90° C (magenta), mostrando as bandas
vibracionais dos grupos funcionais da CHA (OH, COs2 e PO?%.). Essa analise foi feita em
triplicata.

6.3 CARACTERIZACAO EM MEIO DE CULTIVO
6.3.1 Difratograma de raio x das CHA’s-Meio

A analise de DRX confirmou que as CHAs manteviveram seu padrao grafico de

cristalinidade mesmo apdés a exposicdo ao meio de cultivo (Figura 12).
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Figura 12. Difratograma de raio X das CHA’s-Meio
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DRX representativo das CHA’s que foram expostas e ao meio de cultivo e secas em estufa (37°
C). Os graficos mostram que o padrao de cristalinidade das CHA'’s n&o foi alterado apos contato
com meio de cultivo. Essa andlise foi realizada em triplicata de lotes.

6.3.2 Analise dos grupos funcionais das CHA’s-Meio

Através da andlise da técnica de FTIR foi possivel identificar que apés a
exposicao das CHA’s ao meio de cultivo os grupos funcionais hidroxila e fosfato,

caracteristicos da hidroxiapatita se mantiveram. Além disso, foi possivel
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visualizar a presenca da banda na porcdo do espectro de 1657 cm
correspondende a ligacdo C=0 (parte do grupo amida), tipica da estrutura de

proteinas (Figura 13).

Figura 13. Espectroscopia no infravermelho das CHA’s-H20 e Meio
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Espectroscopia no infravermelho das CHA’s em contato com H20 e meio de cultivo e secas em
estufa. (A) Comparativo da Espectroscopia no infravermelho da CHA 5° exposta a H20 e meio.
(B) Comparativo da Espectroscopia no infravermelho da CHA 37° exposta a H20 e meio. (C)
Comparativo da Espectroscopia no infravermelho da CHA 90° exposta a H20 e meio. Os gréficos
mostram a presenca dos grupos funcionais da CHA (OH, CO3? e PO?%4). Os destaques
pontilhados em vermelho apresentam a porcéo do espectro que indica a presenca na banda
1657 cmt de C=0 (parte do grupo amida), presente em proteinas. Analisado em triplicata.
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6.3.3 Avaliacdo da morfologia das particulas de CHA em H20 e meio de
cultivo

Para avaliar se a temperatura de sintese e a presenca de meio de cultivo
infuencia suas morfologias, as particulas de CHAs foram analisadas por MET
confirmando a natureza mais amorfa da CHA 5° C, intermediaria para a CHA 37°
C e mais cristalina para CHA 90° C (Figura 14).

As micrografias mostraram também que a morfologia das CHA’s se
mantive a mesma depois da exposi¢cao ao meio de cultivo, porém em algumas
imagens podemos observar um sombreado nas particulas, provavelmente

devido a adsorcdo dos componentes do meio em sua superficie (Figura 14).

Figura 14. Microscopia eletrénica de transmiss&o das CHA’s-H20 e CHA’s-Meio

Morfologia da CHA apds a exposicdo a H20 e meio de cultura nas temperaturas de sintese (5°
C, 37°C e 90° C). Conforme visualizado nas imagens, as particulas se tornam menos amorfas
conforme se aumentam as temperaturas de sintese e as mesmas conservaram sua morfologia
apos o contato com o meio de cultivo (N = 3). Andlise feita em triplicata.
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6.4 ISOLAMENTO DE FIBROBLASTOS HUMANOS PRIMARIOS

Os fibroblastos humanos primérios foram extraidos e cultivados em meio
DMEM High Glucose com 10% de soro fetal bovino e 2% de antibiotico (Figura

15). Os mesmos foram utilizados nos experimentos a partir da terceira

passagem.
Figura 15. Cultura de Fibroblastos humanos priméarios
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Imagens de fibroblastos humanos primarios em semi confluéncia (Média 80%), cultivados em
meio DMEM High Glucose com 10% de soro fetal bovino e 2% de antibiético e expostos a
particulas nanoestruturadas de CHA'’s sintetizadas a 5 °C, 37 °C e 90 °C, por sete dias. As células
apresentam morfologia alongada, achatada e filiforme (Aumento 10x).

6.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR APOS EXPOSICAO AS CHA'S 5
°C, 37 °C E 90 °C.

Algumas nanoparticulas podem apresentar efeito citotoxico. Por esta
razéo, a viabilidade celular dos fibroblastos humanos expostos as CHAs durante
72 horas foi avaliada através do ensaio de MTT. Nossos resultados apontam que
a viabilidade celular dos fibroblastos humanos néo foi alterada na presenca das
CHA’s 5 °C, 37 °C e 90 °C em concentracao de 50ug/ml (Figura 16).

Figura 16. Ensaio de Viabilidade celular
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Cultura de fibroblastos humanos mantida por trés dias. As células foram mantidas em meio de
cultivo (CTL-), tratadas com triton X antes da realizacdo do ensaio (CTL +) ou por trés dias com
50pg/ml das CHA's sintetizadas a 5 °C, 37 °C ou 90 °C. O gréfico representa a viabilidade celular
analisadas nas respectivas condi¢cdes. Nao observamos diferencgas significativas na viabilidade
celular no tratamento com as diversas condicdes de CHA. em nenhuma das temperaturas,
indicando que nossas particulas nanoestruturadas ndo sado citotoxicas para os fibroblastos
humanos.

6.6 AVALIACAO DO POTENCIAL BIOESTIMULADOR
6.6.1 Exposicdo das Carbonato Hidroxiapatitas as células

A exposicdo das células a particulas nanoestruturadas pode alterar a
morfologia celular, ainda que néo altere sua viabilidade. Para verificar se houve
alteracdo morfologica dos fibroblastos humanos, cultivamos os mesmos em
contato com as CHA’s 5 °C, 37 °C ou 90 °C por 30 dias e analisamos sua
morfologia por microscopia eletronica de varredura (Figura 16). Os fibroblastos
se apresentam morfologicamente espraiados, em formato de fuso aplanado,

condizente com a morfologia descrita na literatura.
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Figura 17. Microscopia eletrénica de varredura da cultura de fibroblastos humanos
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Fotomicrografia apresentando fibroblastos humanos em contato com particulas de Carbonato
hidroxiapatitas sintetizadas a 5 °C, 37 °C e 90 °C, por um periodo de 30 dias, comparadas ao
controle (células ndo expostas). As células apresentam morfologia condizente com a literatura,
formato de fuso aplanado.

6.6.2 Avaliacdo da matriz de colageno

Como o colageno é o principal constituinte da MEC dérmica, avaliamos
seus niveis e organizacdo na matriz por imunomarcacao, na cultura de
fibroblastos humanos expostos as CHA’s 5 °C, 37 °C ou 90 °C por 7 dias (Figura
17). Nossos resultados mostram que houve um aumento significativo do numero
de células nas condicdes CHA 5 °C (44%) e CHA 37 °C (30%), quando
comparadas ao controle. Entretanto, as células expostas a CHA 90 °C nao
apresentaram aumento (Figura 17B). A densitometria dos niveis de colageno da
MEC apontam uma reducao significativa de 52%, na CHA 5 °C, 28%, na CHA 37
°C, e 36%, na CHA 90 °C (Figura 17C). Indicando uma modulagéo negativa dos
niveis de colageno da matriz pelas CHA’s. Embora ndo tenhamos obvervado um

aumento dos niveis de colageno na MEC, a analise de um maior aumento
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evidenciou alteracbes no padrao de deposicdo de colageno (Figura 19). As

células tratadas com as CHA’s 5 °C, 37 °C e 90 °C possuem um padrao de

deposicao mais pontual do colageno, quando comparadas ao controle.
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CHA 90 °C

2
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3

Figura 18. Avaliacdo de colageno da matriz extracelular
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Fotomicrografias de fibroblastos humanos expostos a 50ug/ml das CHA'’s sintetizadas a 5 °C, 37
°C e 90 °C ou apenas ao meio de cultivo, por um periodo de sete dias. (A) Imunomarcacéo da
matriz de colageno (verde), dos microfilamentos de actina (faloidina - vermelho) e do nucleo
celular (DAPI — azul). Em todas as condic8es as células se apresentam com morfologia de fuso
alongada, condizente com a morfologia dos fibroblastos humanos in vitro. (B) Namero de células
nas diferentes condic¢des. (C) Densitometria do colageno. O tratamento com as CHA’S 5 °C e 37
°C aumentou o numero de células. Enquanto a exposi¢ao das CHA'’s diminhuiram os niveis de
colageno na MEC. (p < 0,05). Este estudo foi feito em uma triplicata experimental.
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Figura 19. Padrdo da organizacéo de colageno da MEC

Colageno

CHA 37 °C CHA90°C

Maior aumento das fotomicrografias de fibroblastos humanos expostos a 50ug/ml das CHA’s
sintetizadas a 5 °C, 37 °C e 90 °C ou apenas ao meio de cultivo, por um periodo de sete dias,
imunomarcadas para colageno. As fotomicrografias evidenciam pontos de acumulo de fluoréforo
por todo o citoplasma das células que foram tratadas com as particulas nanoestruturadas,
divergindo do controle (células ndo tratadas). Indicando uma modificacdo no padrdo de
deposicao do colageno na MEC.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo verificamos que o tratamento de fibroblastos humanos
com as CHA’s 5 °C, 37 °C com concentracao de 50ug/ml por um periodo de sete
dias foi capaz de aumentar o niumero de células. Embora, nenhuma condicéo
tenha modificado a viabilidade celular, a morfologia e os niveis de colageno na
matriz. Porém, as células tratadas apresentam um padréo distinto de deposicao
de colageno na MEC, quando comparado ao controle. Possivelmente, indicando
um remodelamento da MEC e/ou uma melhoria na adeséo celular, evidencida

pela alteracdo do numero de células.

A literatura informa que o preenchedor estético ideal deve ser: néo
alergénico, facil de injetar, evocar o minimo de dor durante o procedimento,
possuir baixo custo, se degradar naturalmente, ser maleavel o suficiente para
fornecer uma aparéncia natural, ndo requerer reconstituicdo, ser de facil
armazenamento e ndo necessitar de refrigeracdo, ter um prazo de validade
longo, proporcionar ao paciente um tempo de recuperacao minimo e apresentar
poucos efeitos colaterais (FELDERMAN LI, 2005). E estas caracteristicas podem
ser estendidas aos bioestimuladores. Outra informacao que deve ser levada em
consideracdo € que as particulas de CHA por serem feitas de ions célcio e
fosfato inorganicos idénticos a porcao mineral do 0sso, ndo requerem testes

alérgicos prévios, permitindo tratamento imediato (MARMUR ES et al, 2004).

De fato, a hidroxiapatita € um biomaterial ceramico amplamente estudado
e ja utilizado na medicina e na odontologia devido as suas propriedades de:
biocompatibilidade, capacidade de aderéncia ao tecido, propriedade de
osteoconducao, auséncia de reacdes adversas como: inflamacéo, respostas de
corpo estranho, toxicidade e por apresentar grande versatilidade fisico-quimica
(RIBEIRO CC et al., 2006).

O potencial de versatilidade da hidroxiapatita, permite a incorporacéo de
CO3* na estrutura da hidroxiapatita denominada de carbonatada e isso é um
fator importante, pois essa substituicdo faz com que ocorra distor¢cdo da rede
cristalina. O aumento da quantidade de COs? causa diminuicdo do cristal
fazendo com que seja aumentada sua area superficial e contribuindo para o
aumento da solubilidade das carbonato hidroxiapatitas (VALLET-REGI M, 2001).
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Existem dois tipos possiveis de carbonatacdo, denominadas
carbonatacdo do tipo A que sdo preparadas em condicdes secas e altas
temperaturas e a carbonatacao do tipo B que acontece em baixas temperaturas
e por via umida (GIBSON IR & BONFIELD W, 2002). Para este trabalho,
optamos por trabalhar com a carbonatacao do tipo B, em vista do seu produto
final apresentar caracteristicas similares aos tecidos biolégicos, 0 que aumenta
sua biocompatibilidade (RIGO ECS et al., 2007). A substituicdo de PO4® por
CO3%, um grupo funcional de tamanho comparavel ao PO43 é conhecida por
desestabilizar a estrutura da hidroxiapatita e torna-la mais soltvel. (LEGEROS,
1991).

Y

Esta solubilidade poderia estar relacionada a possivel facilidade na
utiizacdo em procedimentos injetaveis, tornando mais confortavel o
procedimento para o paciente, em vista de requerer agulha menos calibrosa
durante o procedimento, todavia, farmacos solUveis demais talvez estejam

associados a uma maior possibilidade de migracéo.

Atualmente estdo disponiveis diversos tipos de sintese do p6 devido as
crescentes aplicacdes do mesmo nas diversas areas das ciéncias (Santos ML et
al, 2005). E é importante destacar que os métodos de sintese estdo diretamente
ligados ao produto final gerado. Dentre os meétodos existentes podemos
destacar: o método por via seca e 0 método por via umida, ambos com diversas
subclasses entre eles. Este ultimo tem sido descrito na literatura como a técnica
mais utilizada em vista de sua simplicidade de execuc¢ao, baixo custo e facilidade
na eliminacao dos rejeitos (VALLET-REGI M et al., 2004).

O meétodo de via umida ocorre entre precursores de calcio e fésforo com
controle de temperatura e pH da solugéo. E apesar de ser considerado simples,
quando comparado aos demais, devemos levar em consideragcdo a grande
dificuldade dos métodos de precipitagdo por via Umida que esta relacionada ao
controle das variaveis como: pH, temperatura, razdo Ca/P o que pode levar a
sintese com produtos finais com diferentes cristalinidades, morfologia e
estequiometria o que implica diretamente no comportamento in vitro e in vivo
desse biomaterial (VALLET-REGI M et al., 2004). Acreditamos que produtos
sintetizados em temperaturas aproximadas a temperatura corporal (37 °C),
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apresentem maior similaridade aos sintetizados dentro do organismo,

melhorando com isso sua biocompatibilidade.

As particulas que sdo produzidas por este método normalmente s&o
estequiométricas, possuem baixa cristalinidade, morfologia irregular e sao
nanoestruturadas (VERWILGHEN C et al., 2009). O método de sintese por via
Uumida foi o método adotado durante este trabalho para a obtencdo da CHA, era
um método conhecido e ja executado pelo grupo. Durante a sintese todos o0s
parametros foram fielmente controlados, porém, para afirmar o produto final
gerado durante a sintese foram executadas técnicas de caracterizacao fisico-
quimicas tais como: DRX, FTIR e MET. Os proximos passos consistiram em
expor o biomaterial sintetizado a célula, e € importante destacar que todas as
técnicas de caracterizacdo foram executadas antes e depois do contato com o

meio de cultivo.

Os resultados do DRX nos evidenciam que ambas as CHA’s apresentam
picos com pouca definicdo e bandas alargadas, caracteristico do perfil de
hidroxiapatitas com baixa cristalinidade e nanométricas, o que proporciona a
este produto boa similaridade a fase mineral do osso e com isso, maior grau de
biocompatibilidade com o organismo (LEGEROS, 2008). As trés CHA’s
sintetizadas durante este projeto e avaliadas por DRX, apresentam graus de
cristalinidade semelhantes. Segundo a literatura, o aumento da cristalinidade
diminui a solubilidade do material devido ao aumento do tamanho dos cristalitos
e/ou aumento da distor¢do do cristal (HU QH et al., 2007). E valido frisar que
também avaliamos por DRX a CHA apds exposicdo ao meio de cultivo e a

mesma manteve seus padrdes de grau de cristalinidade.

A partir da técnica de DRX, também foi possivel avaliar o tamanho médio
dos cristalitos, e nossos resultados indicaram que os tamanhos médios dos
cristais da CHA sintetizada a 5 °C sdo menores do que o das CHA's sintetizadas
a 37 °C e 90 °C. Cristais menores apresentam uma maior area de contato,
permitindo uma melhor interacdo entre a particula e o meio aonde a mesma se
encontra, como a adsorcdo de proteinas em superficies pode facilitar sua
internalizacdo, particulas com boa capacidade adsortiva podem ser melhores
recebidas dentro do organismo, em vista da melhoria da biocompatibilidade.
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Com o objetivo de confirmar a incorporacéo do grupo CO3* a hidroxiapatita,
fizemos analises de FTIR, que confirmaram a incorporacdo e nos deram a
certeza de que o produto final da sintese era uma CHA. O meio de cultivo simula
os fluidos biolégicos e quando as particulas nano-estruturadas entram em
contato com fluidos bioldgicos, sua superficie € modificada devido a interagéo
das mesmas com peptideos, glicolipidios e com as proteinas do meio, que séo
adsorvidas a superficie das particulas nano-estruturadas conduzindo a formacéao
de um recobrimento proteico dito como “Coroa Proteica”. Este recobrimento nao
€ estavel, na maioria das vezes as proteinas que se encontram em alta
concentracdo plasmatica sdo adsorvidas na superficie primeiro, porém ao longo
do tempo, estas serdo substituidas por proteinas de menor concentracdo, mas
com maior afinidade pelo sitio de ligacdo (RAHMAN et al, 2013). As células
passam a ver entdo prioritariamente o recobrimento proteico o que pode
modificar a interacdo das particulas nano-estruturadas com as células, sendo

necessario ainda analisar essa coroa proteica.

Nossos achados em MET corroboram os achados da literatura quanto a
morfologia da CHA. Segundo Hong YL e cols em 2010, as CHA’s apresentam
formato do tipo nano-bastdes e agulhas. Apos o contato com o meio de cultivo,
as mesmas continuavam apresentando a morfologia esperada. Adicionalmente,
a literatura diz que apesar das particulas sintetizadas por precipitacdo serem de
tamanho nanométrico, as mesmas possuem grande capacidade para formacéo
de agregados, e é assim que as mesmas se apresentam em nossos resultados
de MET (HONG YL et al., 2010; ANJOS et al, 2018).

Apés a confirmacdo da eficiéncia da sintese e do comportamento do
biomaterial frente ao contato com o meio de cultivo, trabalhamos no cultivo dos
fibroblastos e expomos a eles por trés dias a dose de 50ug/ml das CHA'’s para a
execucdo dos ensaios de viabilidade e conforme esperado as CHA’s nédo
induziam a morte dos fibroblastos, levando em consideracdo que o numero de
céluas ndo teve decréscimo apds contato com as CHA'’s. Estando nossa
viabilidade = a 70% podemos afirmar que as CHA'’s ndo alteram a viabilidade de

fibroblastos humanos.
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Sabendo que o material ndo era citotoxico, cabia agora compreender se este
material apresentava potencial bioestimulador de coladgeno em fibroblastos
humanos, assim como o0 mesmo é capaz de induzir sintese de colageno em
células mg63 (dados anteriores do grupo ainda em fase de publicacdo), para que
pudesse ser utilizado como um futuro bioestimulador em procedimentos

estéticos clinicos.

A andlise da exposicdo das CHA'’s aos fibroblastos humanos, através
da técnica de microscopia de fluorescéncia mostram que as CHA’s nao
causaram alteragdes na morfologia dos fibroblastos, os mesmos se mantiveram
bem espraiados, em formato de fuso aplanado. A morfologia dos fibroblastos
esta intimamente ligada ao desempenho dos mesmos na sintese de proteinas
da MEC e na preservacao das mesmas. Segundo Fisher e Cols, os fibroblastos
apresentam integrinas associadas ao seu citoesqueleto que se unem ao
colageno, mantendo a tensdo mecanica adequada e promovendo o estiramento
dos mesmos. O estiramento dos fibroblastos € necessario para a producéo de
niveis normais de colageno e para a reducdo dos niveis de MMP’s, como a

colagenase que reduzem os niveis de colageno da MEC (Fisher et al., 2008).

Sabendo que a melhoria do estiramento celular e da adesdo de
fibroblastos a MEC esta associada a uma sintese de colageno normal (Langholz
O et al., 1995), caberia avaliar futuramente as integrinas da membrana dos
fibroblastos humanos, para verificar se de alguma forma as CHA’s melhoraram
0 estiramento celular e a adesdo das mesmas a MEC, propiciando um melhor

funcionamento celular.

Em nossas imagens de microscopia de fluorescéncia as culturas
tratadas com CHA’s apresentavam pontos focais de colageno co-localizados,
gue podem ser pontos de adeséao focal a matriz. Em vista do colageno da MEC
estar ligado por integrinas contidas na membrana dos fibroblastos, e estas
integrinas estarem associadas internamente ao citoesqueleto intermediadas por
proteinas de adesdo como vinculina, FAK e talina, analisar esses pontos de
adesao focal através da microscopia de fluorescéncia, utilizando marcadores
para estas proteinas indicaria se estas células estdo melhores aderidas a MEC

apos exposicdo as nossas particulas de CHA, o que pode ser um bom indicativo
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da melhoria na sintese de componentes de MEC. Um possivel indicativo na
melhoria da adesdo das células é o fato de em nossos achados termos
visualizado o aumento do namero de células apds contato das mesmas com as
CHA'’s. Entretanto, ensaios adicionais que analisem a proliferacdo e o ciclo

celular seriam importantes.

A andlise das fibras de estresse também seria de grande valia na
fundamentagcdo e consequente entendimento se houve melhoria na adeséo
celular e consequente maior efetividade na sintese de componentes da MEC. As
Fibras de estresse sédo feixes a base de actina e miosina localizados no
citoplasma das células, cujas propriedades estruturais e contrateis sdo a base
de vérios processos celulares, incluindo adesdo, remodelamento da MEC e
motilidade das células (Elena Kassianidou E & and Kumar S, 2015).

Diferente da epiderme que € um tecido epitelial, e por isso rico em
células, a derme € um tecido abundante em matriz celular, e com menor nimero
de células. A principal célula da derme € o fibroblasto e a sintese da MEC
dérmica é principalmente funcéo dele. A derme € composta majoritariamente de
fibras colagenas, compreendendo aproximadamente 75% do peso seco da pele.
Os principais tipos de colageno da pele séo os de tipo |, que representam 80 a
90% do colageno total e os de tipo Ill que representam entre 8 a 12%. Como a
MEC dérmica € ocupada em grande percentagem pelo coldgeno, optamos por
avaliar por densitometria o aumento de sintese desta proteina, por acreditarmos
gue a maior reestruturacéo da derme envelhecida, vira a partir do depdsito desta
proteina em concentracdes ideais. Contudo, nossos resultados quanto ao
aumento da expressao de colageno mostram que as CHA’s ndo foram capazes
de induzir a sintese de colageno do tipo | em fibroblastos humanos por um
periodo de sete dias, porém como a analise se concentrou apenas na presenca
ou nao da proteina, caberia a avaliacdo da qualidade desta proteina. O Colageno
€ uma proteina que sofre remodelamento, e podemos avaliar isso efetivamente
no processo de cicatrizagcdo de feridas. Por isso, caberia avaliar o
remodelamento do colageno através da microscopia eletronica de varredura com
imunomarcacao também, pois o efeito lifting visualizado clinicamente pode advir
do remodelamento do coldgeno e ndo apenas do aumento de concentracdo

desta proteina.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kassianidou%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25896524
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25896524
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A técnica utilizada em nossa avaliagdo se concentrava em colageno do
tipo |, o colageno do tipo Il ndo foi avaliado em nossos experimentos. Sabemos
gue apos as injecdes in vivo de hidroxiapatita 0 organismo absorve rapidamente
o gel de conducdo, e gera um processo inflamatério local com sintese de
colageno lll, primariamente, e ao término remodela o colageno para um colageno
de tipo | (Broughton G et al., 2006).

Apesar do colageno ser o principal componente da MEC, os fibroblastos
por serem a principal célula deste tecido também sintetizam outros componentes
como a elastina, os proteoglicanos, glicosaminoglicanos, e entre outros. Do
ponto de vista da reestruturacdo de um tecido, analisar os demais componentes
poderia responder se as CHA'’s foram capazes de melhorar o tecido dérmico em
algum aspecto. Vale frisar também que segundo a literatura a reposicao de
outros componentes da matriz € capaz de tornar o microambiente propicio a

sintese de colageno (Quan T et al., 2013).

A fibras de elastina desempenham um papel importante na complacéncia
da pele, permitindo o retorno da pele apos seu prévio estiramento, contribuindo
bastante com o aspecto clinico de firmeza da pele. A analise da expresséo dessa
proteina, poderia ser avaliada a partir de técnicas como ELISA e Western Blot.

A analise de moléculas também se faz importante, visto que o fator de
transformacdo de crescimento-f (TGF-B) € um importante regulador da
biossintese da MEC. O TGF-B controla a homeostase do colageno, regulando a
producéo e a degradacgao do colageno pela via Smad em fibroblastos humanos
dérmicos. Genes da MEC incluindo os da sintese de colageno, séo diretamente
regulados positivamente pela sinalizacdo de TGF-B / Smad e por isso a via de
sinalizacdo TGF-B / Smad é critica para manter a integridade estrutural e
mecanica do tecido conjuntivo dérmico, aumentando a producdo de MEC e

inibindo a degradacao (Langholz O et al., 1995).

Embora pelas nossas analises as CHA’'s ndo tenham aumentado a
sintese de colageno tipo | em fibroblastos humanos, as CHA’s 5°C e 37 °C
conseguiram estimular o aumento do nimero de células, e isso a longo prazo
podera se refletir em uma maior sintese de componentes dérmicos que

reestruturardo o tecido, devolvendo clinicamente um aspecto de firmeza mais


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Broughton+G+2nd&cauthor_id=16801750
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jovial. Em face dos resultados apresentados o biomaterial que apresentou
caracteristicas mais desejaveis para utilizacao clinica, foia CHA 5 °C. Em funcéo
do seu cristalito ser menor, com uma mesma massa teremos mais superficies
para adsorcdo de proteinas e componentes teciduais, fazendo com que sua
biocompatibilidade possa ser maior. Além disso, o tamanho menor da particula
fara com que a aplicacéo seja facilitada e a incorporacéo do biomaterial ao tecido
seja melhor. O aumento no numero de células podera ser benéfico no que tange
o aumento dos niveis de coldgeno da MEC ao longo prazo. Entretanto, seréo
necessarios estudos adicionais, in vivo, que comprovem os efeitos observados
in vitro, bem como como uma analise da resposta inflamatoria, afim de

comprovar sua biocompatibilidade.
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8. CONCLUSAO

8.1 Concluséo geral

Nosso trabalho evidenciou que todas as CHA’s ndo apresentaram efeito
citotoxico. Entretanto as mesmas ndo foram capazes de bioestimular a curto
prazo a sintese de colageno pelos fibroblastos humanos de pele em cultura in

vitro.

8.2Conclusbes especificas

¢ As CHA'’s nanoestruturadas foram sintetizadas adequadamente nas trés
temperaturas de sintese escolhidas (5 °C, 37 °C e 90 °C);

e A caracterizagdo das CHA’s nanoestruturadas mostrou que em contato
com o meio de cultura, todas as CHA’s foram capazes de adsorver
proteinas do meio, possivelmente, fator relevante para sua apresentacao
para a célula e consequente aumento da biocompatibilidade;

e Quando comparadas com as demais particulas nanoestruturadas
estudadas, a CHA 5 °C possui um tamanho médio de cristalito menor, o
que pode favorecer a adsorcdo a sua superficie, influenciando sua
biocompatibilidade;

e As CHA’s ndo demostraram citotoxicidade aos fibroblastos de pele
humana;

¢ Idenfiticamos a diminuicdo dos niveis de colageno tipo | na matriz de
fibroblastos expostos as CHA’s. Entretanto, ndo podemos descartar o
papel bioestimulador dessas particulas em um prazo maior ou mesmo em

outros componentes da matriz extracelular.
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