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RESUMO

Objetivo: Estudar o efeito da Hidroxiapatita de coral (HAplemtada na derme, em ratos.
Métodos: 48 ratos Wistar distribuidos em trés grupos deriifas cada, onde animais do
grupo | receberam implante de HA, do grupo Il, &cldalurénico (AH), do grupo lll,
Solucdo Fisiolégica (SF). Cada grupo foi divididm @ois subgrupos de acordo com o
periodo de avaliacdo de 30 ou 90 dias. A avalidgstologica constou da quantificacdo de
fibras colagenas e da analise qualitativa de psocedlamatorio.Resultados Nao houve
reacdo inflamatéria em nenhum periodo. Houve auwmn@atespessura da derme nos grupos
onde se injetou AH e HA, aos 30 dias de avaliagéando comparados com 0 grupo em que
se injetou SF. Aos 90 dias, o grupo HA, ainda nmdwatiaumento da espessura da derme,
guando comparado aos demais. A andlise quantitdéigdibras colagenas mostrou que aos
30 dias os grupos AH e HA tinham maior quantidagléilsras coldgenas que o grupo SF. Aos
90 dias, o grupo HA apresentou maior quantidaddilias colagenas que os demais. A
analise quantitativa do colageno tipo | e Ill mostque aos 30 dias o grupo SF manteve as
mesmas quantidades e que os grupos AH e HA mastrarevaléncia do colageno tipo |.
Aos 90 dias, o grupo SF manteve-se igual, mas opogr AH e HA mostraram maior
quantidade de colageno tipo I€onclusdo: A HA mostrou-se biocompativel e indutora de
neoformacao de fibras colagenas, quando implamadkerme de ratos, e mantém esse efeito

por periodo maior que o acido hialurdnico.
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ABSTRACT

Objective: To study the effect of the calcium hydroxylapatimplanted in derm, rats.
Methods: 48 Wistar rats distributed in three groups ofabémals each, where the animals of
group | had received implantation from calcium toyddapatita (HA), of group I, acid
hialuronic (AH) and of group Ill, Physiological Sion (SF). Each group was redistributed
in two sub-groups in accordance with the periodewéluation of 30 or 90 days. The
histologic evaluation consisted of the collagersplgt fibre quantification and of it analyzes
qualitative of inflammatory procesResults It did not have inflammatory reaction in period
of evaluation. It had increase of the thicknesdefm reticular in the groups where if it
injected AH and HA, to the 30 days of evaluatiomew compared with the group where if it
injected SF. To the 90 days, the group where ihjected HA, still kept increase of the
thickness of derm reticular, when compared withesgosely. The quantitative analysis of
collagens staple fibres showed that to the 30 daysps AH and HA had greater amount of
collagens staple fibres that group SF. To the 38,dgroup HA presented greater amount of
collagens staple fibres that excessively. The giaive analysis of collagens staple fibres of
type | and IIl showed that to the 30 days of comimggoup SF kept a balance between the
amounts and in such a way the group AH how muchmi$A had presented a prevalence of
the collagen of type I. To the 90 days, group Spt kéandard the same, but in such a way the
group AH how much group HA had shown a bigger amowoin collagen of type IIl.
Conclusion The HA revealed biocompatible and inductive obfoemation of collagens
staple fibres, when implanted in derm of rats, ke€ps this effect for bigger period that the

acid hialuronic.
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1. INTRODUCAO

O desgaste natural do organismo, causado pelorpgissa@nos, sem a interferéncia
de agentes externos, provoca o envelhecimento dfes tos 6rgéos, inclusive a pele. O
envelhecimento cutaneo pode ser causado por fatdrésecos (cronoldgico) e extrinsecos
(por exemplo, provocado pelo sol)

Os fatores intrinsecos decorrem da diminuicdo desregdes enddcrinas e
estreitamento das arteriolas cutaneas que afetanetabolismo do colageno, do tecido
elastico dos vasos, do tecido adiposo e dos miscAlalerme reduz a espessura e perde
fibras elasticas e colagenas, com consequente aneio, muito embora grandes sulcos
possam decorrer de alteracdes da hipoderme e dammasscular. O sistema imunoldgico se
desgasta e um maior nimero de processo infeccimdlasnatorios e carcinogénicos podem
acontecer. Em outras palavras, estas marcas deidageisao inevitaveis.

Os fatores extrinsecos ou fotoenvelhecimento ssidtaglos dos danos cumulativos
causados pela radiacéo ultravioleta A e B na [iedeas radiagcbes produzem alteracdes nas
células, agredindo-as, e em certos casos, provoganthcdes que danificam o seu DNA, de
modo que conduzem ao aparecimento de manchasle agbplasids’

A pele fotoenvelhecida tem como caracteristicas ala perda da elasticidade e do
colageno, manchas escuras ou claras, rugas fimagundas e alteracdo da superficie da pele,
gue pode se apresentar mais aspera e ressecadmdpogrovocar até crostas, que
eventualmente evoluem para o cancer de’pele

O conceito de beleza atualmente em vigor e prooupmla grande maioria das
pessoas € o0 da pele jovem, sem manchas ou rugastaiiracdo cutanea pode ser alcancada
com uma variedade de produtos e procedimentos ogdites incluem cirurgias corretivas,
cirurgias para colocacdo de implante solido, resimfy da pele, peelings, formulagbes para
uso tépico e injecéo de material de preenchimemtive outros

Preenchimento cutaneo é uma denominacdo genéticadapa técnicas que visam
corrigir pequenas imperfeicdes da pele, tais comloos, rugas e cicatrizes. Consiste no
implante de substancias compativeis com a peleas@lbea a ser tratada elevando-a e
diminuindo sua profundidade, com conseqliente meltioraspecto. Além do efeito mecanico
desses biomateriais, 0s mesmos devem estimulardagiio de colageno. O preenchimento
cutaneo consiste no implante de biomateriais naneledestinados a fortalecer, repor ou

substituir componentes naturais das camadas da pele
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Existem disponivel no mercado muitos biomaterigiiizados para preenchimento.
Eles podem ter duragdo temporéaria (absorviveig)asmanente (ndo absorviveis), e podem
ter origem animal ou sintética. Cada produto aprtesguas vantagens e desvantagens.

Os produtos temporarios tém duracdo previamenieidief pois sdo naturalmente
reabsorvidos pelo corpo, enquanto que os permaneretém-se definitivamente na detme
Os materiais permanentes tém uma desvantagem eatilzegdo, j4 que dificiimente podem
ser retirados, pois com o passar do tempo o prahatoa tornando-se parte do te€ido

A escolha correta do produto preenchedor e a ptacaguanto a técnica deve ser
rigidamente obedecida, pois qualquer erro podeacgqusblemas estéticos de dificil correcao.
Deve-se esclarecer ao paciente que, apesar dotpreelupermanente, os resultados obtidos
inicialmente ndo serdo eternos, ja que o processmwaelhecimento € continuo. Devido a isso
é ideal que os pacientes mais jovens utilizem esmqmhedores temporarios

Geralmente as substancias que oferecem menor reagawlogica sdo as de
origem sintética ou artificial, que ndo induzemesgpostas do tipo antigeno-anticorpo. Além
disso, podem ser produzidos em grande escala. Bsasicias de origem animal, podem
desenvolver reacfes alérgicas, e por isso neqesdédestes previos. Devido a isto e devido
a rapida reabsorcao sua utilizacdo tem sido mealyuas produtos até cairam no deduso

S&o muitas as substancias que podem ser utilizadassubstituir ou preencher as
imperfeicdes da pele. Dentre os mais utilizadadin@etilpolisiloxane (DMPS) € um material
de preenchimento permanente e necessita técnicadapuComo ndo € reabsorvido pelo
organismo, seu resultado € duradouro, sendo mdigadd para correcdo de sulcos
profundos. O polimetilmetacrilato (PMMA) também én ypreenchedor definitivo. E uma
substéancia sintética adicionada a um veiculo irereabsorvivel ou adicionada a um veiculo
gue contém pequena quantidade de colageno de oaigienal em sua formula. Neste ultimo
caso necessita de teste prévio. Pode provocamerifgolongado e granulomas, além de
eventual formacao de queldide. Como sdo materaingnentes, ndo podem ser removidos
caso ocorram problem@s Estudos mostram que implantes de polimetiimdgorproduzem
uma resposta imune nos seres humanos e sdo seiscatfagocitose e eliminacio

O colageno é obtido a partir de animais (boi e @oe um teste dermatologico
prévio € necessario para prevencdo de uma posseefio alérgica ao produto. A
hipersensibilidade é o efeito colateral mais enenint’. E indicado para rugas de expresséo e
cicatrizes. Precisa ser reaplicado a cada seissimesis sofre reabsor¢ab O auto-enxerto de
gordura consiste em retirar gordura de uma aremig onde esteja em excesso, por meio de

lipoaspiracao, e injetd-la sob uma ruga ou sulsta E uma técnica mais trabalhosa que exige
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anestesia e cuidados para a obtencdo do materéhirgeo a ser injetado. Ha reabsorgéo de
grande parte da gordura injetada e complicacdesit®sho infeccdo e necrb8e

O &cido hialurénico (AH) é uma substancia natunabatrada em todo o organismo
humano. Quando injetado, fortalece a estruturaeli® pidrata e eleva a area injetada. Ele
desencadeia reacgdo tissular discreta, com esaassacfio de fibrose e auséncia de células
gigantes nos tecidts Isto mostra uma das suas grandes vantagens guEisdima
capacidade de provocar algum tipo de reacdo atemgigor isso, dispensa teste cutaneo
prévio™.

Pesquisas revelam que, tanto os médicos como enfes; avaliam os resultados
do uso do &cido hialurénico como satisfatérios.efnlolerado e efetivo no preenchimento
cutaneo. Possui muitas vantagens em comparacaoutons produtds.

E capaz de exercer sua funcdo de preenchimentanaeiatencio de seu volume.
Esse tratamento € efetivo para rugas, linhas deegsdo e na correcdo de cicatrizes.
Atualmente, é uma das substancias mais utilizadadermatologia e medicina estética, mas
tem como desvantagens ser um material reabsomtveldurabilidade temporaria variando
de seis a nove mes&%e ter alto custo.

A hidroxiapatita de coral € um fosfato de calcidratado, componente majoritario
da fase mineral dos ossos e dentes humanos (cer®a%). E produzida pela conversdo
quimica do exoesqueleto de carbonato de célcicad@ss marinho®orites e Goniopora. E
considerada, conforme estudos, um biomatérial

Pesquisas realizadas com o implante de micropkasicle hidroxiapatita em tecido
subcutaneo de ratos demonstram que a respostadkeatesentava uma reacéo inflamatoria
rica iniciada por fibroblastos e células inflam&ér Nao foi observada resposta imunoldgica
exacerbada, demonstrando boa tolerancia da pskearateridf®*’

A hidroxiapatita de coral j4 € usada ha anos coratemal de enxerto 0sseo. Este
material prové uma osteogénese precoce, é ind@onedformacdo O0ssea e forma um
arcabouco para reparagcao tecidual guiada. Suaigdage de biocompatibilidade e de
osteointegracdo coloca este material entre os nmEortantes substitutos do o0sso
human64'18'19'20'21'2.2

Poucos foram os estudos realizados com a hidraitiapan tratamentos estéticos.
Atualmente tem sido usada de forma empirica. Messsom, evidenciou-se que os resultados
obtidos foram satisfatorios, corrigindo sulcos,emehendo cicatrizes e amenizando as rugas.
A vantagem € que apesar de ser um produto reabsbeviemporario apresenta uma duragao

de aproximadamente 36 mesés
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Considerando a biocompatibilidade demonstrada patogis estudos sobre a
hidroxiapatita, sua capacidade de induzir a formad@ tecido conjuntivo e coldgeno, e a
possibilidade de conseguir resultados favoraveigstética analisou-se como pertinente a
realizacdo do estudo, que pretende analisar coefedte biomaterial quando implantado na

derme de ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito da hidroxiapatita de coral na @erm

2.2 Objetivo Especifico
Estudo morfologico e morfométrico do efeito da bidapatita de coral, veiculada

em gel de metilcelulose, implantada na derme eos rat
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3. METODO

3.1 AMOSTRA

A amostra foi composta por 48 ratdRaftus norvegicus), da linhagem Wistar,
albinos, machos, adultos, com peso que variou &aee 300gramas (g), provenientes do
Biotério da Universidade Federal de Mato Gross&db(UFMS). Esses animais passaram
por um periodo de adaptacdo de sete dias no l@borde Cirurgia Experimental da UFMS,
guando foram submetidos ao experimento. Os anifoem alojados em gaiolas individuais
e receberam racéo propria para a espécie com aguatade. Permaneceram a luz natural e
temperatura sempre estavel mantida por ar con@idmn~oram distribuidos em trés grupos,

conforme ilustra a figura 1.

Amostra
N: 48
Grupo | Grupo Il Grupo Il
N: 16 N: 16 N: 16

Solucgéo Acido Hidroxiapatita

Fisiologica Hialurdnico de coral
30 dias 90 dias 30 dias 90 dias 30 dias 90 dias
N: 8 N: 8 N: 8 N: 8 N: 8 N: 8

Figura 1: Organograma ilustrando a distribuicaogtopos.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente e gr@&pos de 16 animais cada,
diferenciados pelo tipo de tratamento. Cada gropeeflistribuido em 2 subgrupos conforme
os periodos de avaliacdo. As avaliacdes foransfeitan 30 e 90 dias apds o implante (figura
1).
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Cada grupo recebeu os seguintes tratamentos:

Grupo | (HA) — os 16 animais do grupo receberamniamtp de solucao fisioldgica.
Grupo Il (AH) — os 16 animais do grupo receberarmg#ante de acido hialurdnico.
Grupo Il (SF) — os 16 animais do grupo receberarplante de hidroxiapatita de

coral.

3.2 PROCEDIMENTOS

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado petuité de Etica e Pesquisa em
animais de experimentacdo da UFMS e pela Comissd®edquisa da Pro-Reitoria de
Pesquisa e Pés-Graduacdo da UFMS. Os procedimieméms realizados no laboratério da
Disciplina de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experted do Departamento de Clinica
Cirargica da UFMS.

Os procedimentos descritos a seguir foram comtodas 0S grupos.

Os animais foram pesados, identificados e anedtesieom quetamina, na dose de
25 miligramas por quilograma de peso (mgkg xilazida, na dose de 25 miligramas por
quilograma de peso (mg.Ky via intramuscular. Foi realizada tricotomia @giéio dorsal
(figura 2) e anti-sepsia da area com alcool ioda#e seguida de colocacdo de campo
cirdrgico esterilizado.

A partir dai, os procedimentos variam conformeugpgr

Gl — Implante de Solugéo Fisioldgica, intradérmiGg25 ml, com a técnica de
retroinjecéo, com seringa de insulina e agulha 26@& 13 mm.

Gl — Implante de Acido Hialurdnico 20mg/m(Inderma®), intradérmico, 0,25 ml,
com a técnica de retroinjecdo, com seringa deiiresel agulha 26G1/2 de 13 mm.

GlIl — Implante de Hidroxiapatita de Coral 16%eiculada em gel de metilcelulose
(hidroxiapatita da Magistral®), intradérmico, O0,28ililitros (ml), com a técnica de
retroinjecéo, com seringa de insulina e agulha 26@& 13 mm (figura 3).

A area do implante foi demarcada distal e proxinegte com pontos de tatuagem
(figura 4).

“Magistral — Farnacia de manipulagio — S&o Paulo-SP.
“ Inderma — Farméacia de manipulagdo — S&o Paulo-SP.
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Figura 2: Fotografia ilustrando a area do dors@daitrealizado tricotomia para confec¢éo do imgan

Figura 3: Fotografia ilustrando local do implargeté) de um animal do grupo I.

22



Figura 4: Fotografia ilustrando a demarcacéo da @nele foi injetado o material de implante,
em um animal do grupo Il

No final de cada periodo de avaliagdo, os aninm@iani submetidos a eutanésia
colocando o animal em inalacdo de éter sob campaum fragmento da pele onde foi
implantado o biomaterial foi retirado com punch2dem e fixado em formol 10%. As pecas
foram encaminhadas para o servico de Anatomiadtatal da Universidade Estadual de S&o
Paulo — UNESP — Campus Botucatu para processarh&ttdogico. Para cada fragmento
foram confeccionadas duas laminas, sendo uma cpedddécnica de hematoxilina e eosina
(HE), para avaliar qualitativamente o infiltraddlamatorio, procurando células envolvidas
na fase aguda de cicatrizacdo, tais como neutspfileacréfagos, linfocitos e outra pela
técnica de Picrosirius Red, coloracéo especifica padlise do colageno, o qual se apresenta
como estruturas fibrilares de cor avermelhada derfoente birrefringentes, quando
observados em um microscopio 6ptico comum.

Inicialmente foi realizada a quantificacdo das d#rcolagenas por programa
informatizado de andlise de imagengfigura 5), baseado em principios de
espectrofotometrfd, no Servico de Anatomia Patolégica da UFMS.

Para tal, foram captadosampos microscépicos de 422um x 322pm, aumento@e
vezes, com padronizacdo de caracteristicas de sondpm Optico lente”  20/0.45,
condensador em abertura maxima distando 6,5 céndiad, e maxima intensidade da luz. Os

campos digitalizados possuiam resolucao de 64@paor horizontal e 480 pontos na vertical
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e 24 bits de cores (16 milhGes de cores), e emwaddeles utilizou-se o0 mesmo intervalo de
cor para a area a ser quantificada. O intervaloaddoi ajustado para isolamento nas areas

representativas de coladgeno na imagem.

Posteriormente, utilizando os mesmos campos digitibs, foi realizada outra analise

guantitativa do colageno, acoplando uma fonte depblarizada ao microscopio, para que se
pudessem identificar os tipos de coladgeno. As dilralagenas fortemente birrefringentes
apresentam-se, neste método, coradas em vermaltamjaldo e representam o colageno tipo

| e as fibras fracamente birrefringentes apresertaloracdo esverdeada, representando o
ﬁ4,25,26

colageno tipo |

= -~
. a8 3 e

Figura 5: Fotomicrografias das laminas coradasPosirius Red e a quantificacdo da area ocupada
por colageno (areas em azul). A: grupo SF; B: griidpC: grupo HA.

Extraiu-se a média dos valores obtidos nos doigpoamanalisados em cada lamina,
considerando-se dois parametros: a porcentagemedeogupada por fibras colagenas e a
densidade optica da luz refletida pelas fibrasgeias.

“ImageLab 2.3.

" Camera JVC Model TK 8700 — Japan.

" Microscopio Leitz Carbelux — Modelo 6MBH.
" Leitz Wetzalar — 160/0.17 Plan.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos resultados da mi@iasaptica foram aplicados os

seguintes testes:

1. Andlise de variancia por postos de Kruskal-Waltisspcomparar os valores
das variaveis, em cada variavel e cada periodealmgdo separadamente.

2. Teste de Wicoxon, para comparar cada grupo e rgpe@eriodos de
avaliacao.

Para andlise estatistica dos resultados da migiasde polarizacdo foram aplicados

0S seguintes testes:

3. Andlise de variancia por postos de Kruskal-Walbsncpos-teste de Dunn
para comparar os valores das variaveis, em cadaehe cada periodo de
avaliacao separadamente.

4, Teste de Mann Whitney, para comparar cada grums@ectivos periodos
de avaliacao.

Fixou-se em 0,05 ou 5% (<_ 0,05) o nivel de rejeicdo da hipotese de ndéda

assinalando-se com asterisco os valores signiésant
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4. RESULTADOS

Nas laminas coradas pela Hematoxilina e Eosina foBam encontradas células
inflamatdrias, tais como neutréfilos, macrofagaefokitos no periodo de 30 e 90 dias.
Apesar de ndo ser o objetivo do estudo, observostggetivamente, aumento da camada

reticular da derme nos grupos AH e HA aos 30 dias grupo HA aos 90 dias.
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Figura 6: Fotomicrografias das laminas coradasHier observadas a microscopia
oOptica, aumento 40 x, de animais dos grupos SFeAt, aos 30 dias de avaliagao.
Notar que nos grupos AH e HA houve aumento da sspesda derme reticular
(setas) quando comparados com o SF.
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Figura 7: Fotomicrografias de laminas coradas pBr bbservadas a microscopia Optica,
aumento 40x, de animais dos grupos SF, AH e HA,98odias de avaliacdo. Notar que o
grupo HA manteve o aumento de espessura da detioelae (setas), quando comparado
com os grupos AH e SF.
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Tabela 1 — Estatistica descritiva da quantificat@i@drea ocupada por colageno, em programa
informatizado de imagens. Animais dos grupos SF, &AHA, no periodo de 30 dias de
avaliacdo. Valores expressos em porcentagem.

Grupos Média Desvio Padrdo; Mediana Minimo Maximo
SF 42.1 6.4 43.8 33.9 50.2
AH 63.6 2.6 64.5 58.2 66.2
HA 63.0 2.7 63.7 58.7 66.2

Andlise de Variancia por Postos de Kruskal-wallis
Heritico = 15.4.0
AH e HA > SF

Tabela 2 — Estatistica descritiva da quantificat@i@drea ocupada por colageno, em programa
informatizado de imagens. Animais dos grupos SF, &HA, no periodo de 90 dias de
avaliacdo. Valores expressos em porcentagem.

Grupos Média Desvio Padrdo; Mediana Minimo Maximo
SF 42.6 6.7 45.0 33.8 50.2
AH 64.3 1.8 64.8 60.7 66.3
HA 73.5 3.9 73.6 68.2 78.8

Andlise de Variancia por Postos de Kruskal-wallis
Heritico = 20.4
HA > AH e SF
AH = SF
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Tabela 3 — Estatistica descritiva da quantificaddarea ocupada por colageno, nos grupos
SF, AH e HA, comparando os periodos de 30 e 90 daleres expressos em porcentagem.

30 dias 90 dias
SF 42.1 42.6
AH 63.6 64.3
HA 63.0 73.6

Teste de Wicoxon
SF p=0.092 AH p=0.57 HA pzd.Ol

Gréfico 1: Comparacdo das areas ocupadas por colages grupos SF, AH e HA, aos 30 e
90 dias de avaliacéo.

80.0
65.0 =
—e— 30 dias

50.0 .

/ —=— 90 dias
35.0
20.0 ,

Grupo | Grupo Il Gruno Il
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observadas a

Figura 8: Fotomicrografias de laminas coradas pelorosirius Red

microscopia 6ptica, aumento de 100 x, de animassgdopos SF,

30 dias de avaliagéo

com periodo de

AH e HA
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Figura 9: Fotomicrografias de laminas coradas p&wosirius Red, observadas a microscopia
Optica, aumento de 100 x, de animais dos gruposABFe HA, com periodo de 90 dias de

avaliagdo. Foi feita a andlise quantitativa dagafibcolagenas por meio de programa
informatizado de analise de imagens.
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Tabela 4 — Estatistica descritiva da quantificagacarea ocupada por colageno tipo I, em
programa informatizado de imagens. Animais dosa@g®F, AH e HA, no periodo de 30 dias
de avaliacdo. Valores expressos em porcentagem.

Média Desvio Padréo Mediana
SF 50.4 4.4 50
AH 72.7 3.5 72.8
HA 55.1 204 57

Analise de Variancia por Postos de Kruskal-wallis
p = 0,006
AH > SF

Tabela 5 — Estatistica descritiva da quantificagddrea ocupada por colageno tipo Ill, em
programa informatizado de imagens. Animais dosagiF, AH e HA, no periodo de 30 dias
de avaliacdo. Valores expressos em porcentagem.

Média Desvio Padréao Mediana
SF 49.4 4.4 49.9
AH 27.3 3.5 27.2
HA 44.8 20.4 43

Analise de Variancia por Postos de Kruskal-wallis
p = 0,006
SF > AH

Tabela 6 — Estatistica descritiva da quantificagacarea ocupada por colageno tipo I, em
programa informatizado de imagens. Animais dosa@g®F, AH e HA, no periodo de 90 dias
de avaliacdo. Valores expressos em porcentagem.

Média Desvio Padréo Mediana
SF 55.6 8.8 51.6
AH 55.1 26.7 59.1
HA 45.3 15 46.2

Andlise de Variancia por Postos de Kruskal-wallis
p=0,74
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Tabela 7 — Estatistica descritiva da quantificagdcrea ocupada por colageno tipo Ill, em
programa informatizado de imagens. Animais dosa@g®F, AH e HA, no periodo de 90 dias
de avaliacdo. Valores expressos em porcentagem.

Média Desvio Padréo Mediana
SF 48.3 8.8 48.4
AH 44.8 26.7 40.8
HA 54.6 15 53.7

Analise de Variancia por Postos de Kruskal-wallis
p=0,74

Tabela 8 — Estatistica descritiva da quantificad@@rea ocupada por colageno do tipo I, nos
grupos SF, AH e HA, comparando os periodos de 3D alias. Valores expressos em
porcentagem.

30 dias 90 dias
SF 50.3 55.6
AH 72.7 55.1
HA 55.1 45.3

Teste de Mann Whitney
SF p=0.57 AH p=0.57 HA p=0.23

Tabela 9 — Estatistica descritiva da quantificagdaarea ocupada por colageno do tipo lll,
nos grupos SF, AH e HA, comparando os periodosOde 80 dias. Valores expressos em
porcentagem.

30 dias 90 dias
SF 49.4 48.3
AH 27.3 44.8
HA 44.8 54.6

Teste Mann Whitney

SF p=0.57 AH p=0.57
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Grafico 2: Comparacao da quantidade de colagen@dd e lll, nos grupos SF, AH e HA,
aos 30 e 90 dias de avaliacdo. * Define signifigiem relacdo ao grupo soro.
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Figura 10: Fotomicrografias de laminas coradas patwosirius Red, observadas a
microscopia de polarizacdo, aumento de 100 x, @aaas dos grupos SF, AH e HA,
com periodo de 30 dias de avaliagdotar disposicdo das fibras coldgenas coradas em
vermelho (colageno tipo I) e verde (colageno tipo |
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Figura 11: Fotomicrografias de laminas coradas patwosirius Red, observadas a
microscopia de polarizacdo, aumento de 100 x, deas dos grupos SF, AH e HA,

fogias fibras colagenas coradas em

do. Notar dis

vermelho (colageno tipo I) e verde (colageno tipo |

com periodo de 90 dias de avaliac
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Figura 12: Fotomicrografias de laminas coradas p@toosirius Red, observadas a microscopia de ipalgio, aumento de
40x, de animais dos grupos SF 30 e 90 dias, AH@&Ddias e HA 30 e 90 dias, mostrando a espesautarthe reticular.
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5. DISCUSSAO

Envelhecer € um processo fisioldgico pertinengp@quer ser vivo. Ossos, gordura,
musculatura, todos os tecidos sofrem perdas. Oll@ommento cutaneo, além do desgaste
natural do organismo, é muitas vezes agravadogporels externos, o principal deles é a acao
dos raios ultravioletas, que gera seu fotoenvethewio. Este causa danos celulares, no que
diz respeito a sua funcdo e morfoldgia

Na epiderme verifica-se o adelgacamento da mest@n da diminuicdo de
melandcitos e das células de Langherans, com ciaestr comprometimento da sua
imunidadé’.

No que diz respeito a derme, o numero de fibrodadiminui e ha diminuicdo das
fibras elasticas. O colageno fica mais espessoig msistente as colagenases. Diminui sua
irrigacdo e com isso o numero de células tambémndininclusive as responsaveis pela
sensibilidade. A diminuicdo da vascularizacéo t@meele mais palida, menos nutrida e mais
indefesa. A tela subcutanea também diminui em agumgides, principalmente na A&

Todos esses fatores ddo um aspecto envelhecipgel@acom perda da luminosidade,
sensacao tatii de rugosidade, flacidez, apareconed¢ manchas, tumoracdes e
teleangectasiasMas dentre todos os sinais de envelhecimentquesnais chamam atencao
e incomodam os pacientes, sdo as rugas, 0S suksogregas.

Embora o envelhecimento seja inevitavel, deviegar em consideracdo o fato que
nas Ultimas décadas a expectativa de vida comdaaai aumentou muito, e as pessoas
desejam que o corpo acompanhe a mente ativa. &&adunos que ja entraram no processo de
envelhecimento, mas continuam altamente produtvdmamicos, inclusive com vida social
ativa.

Com a intencdo de amenizar os sinais do envelleattiminiumeros procedimentos
podem ser realizados. As técnicas de adi¢cdo, elaseo implante de biomateriais injetaveis,
sdo tratamento de eleicéo para sulcos, rugas,si@ee cicatrizes

Ha disponivel no mercado biomateriais que podemutiezados para esse fim. Eles
podem ser autdlogos ou heterdlogos, e estes podematurais, sintéticos ou mistos. O
material ideal € aquele que € biocompativel coracadd humano, inerte, duravel, facil de
aplicar e ndo requer correcdes

Atualmente o conceito de biomaterial envolve nao &0 propriedade de

biocompatibilidade, mas também a de biofunciondéile. Biocompatibilidade é a aceitacédo
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do biomaterial pelo organismo, quando entdo dedemvwespostas teciduais adequadas no
sistema hospedeiro. Para isso ele ndo necessateameem de ser absolutamente inerte ou
in6cuo como se acreditava anteriormente. Ja arnmaioabilidade € a habilidade do material
desempenhar a funcdo desejada, dadas as suasg@ades mecanicas, quimicas, opticas,
elétricas, eté!

Existem atualmente, muitos biomateriais permanente®o absorviveis pelo
organismo. Um bom exemplo sdo os granulos de ptlinetacrilato, que podem ser
veiculados em colageno (arte&lle nesse caso demonstra a possibilidade reaéégical
ou em gel de metilcelulose (PMMA que oferece a vantagem de ndo desencadear @@cao
hipersensibilidade.

Esses produtos sdo biocompativeis e indutores daolagénese. Sdo materiais
permanentes; entretanto, a acdo da gravidade @aeg30 de envelhecimento continuam
agindo sobre a as estruturas dérmicas, e com argsslguns anos, 0s sulcos e rugas voltam
a aparecer, e ha a necessidade de preenché-losemtea Muitas vezes a sobreposi¢cdo de
produtos de preenchimento sobre um local onde ijprieenchido anteriormente, eleva o
tecido de uma forma inestética conferindo um aspe&b natural a face.

O ideal entdo, para algumas situacles, seria iaagfilo de um produto absorvivel,
acompanhando o processo natural do envelhecimésta forma, quando houvesse
necessidade de novo preenchimento, o produtoigadielo absorvido e aquele espaco vazio
poderia ser preenchido novamente.

Um dos produtos absorviveis mais utilizados, de€t#0, é o acido hialurénico. E
composto por glucosamina e acido glucordnico edobpior processo biotecnolégféaue
assegura suas caracteristicas de pureza, viscesmlgoeso molecular. Sua viscosidade
assegura a coesao das células conjuntivas da pele.

E importante lembrar que o é&cido hialurdnico (AH)uéha substancia natural
encontrada em todo o organismo humano. E um compoeetracelular importante da pele

Como preenchedor é um produto biocompativel, reahsd e ndo desenvolve
alergias®. Estudos demonstram que o acido hialurénico aptedsixo nimero de reacgdes
adversas, entre elas, edema e eritema f0¢af§ Entretanto, € um material absorvivel e
mantém o seu efeito por seis a nove mésesando se faz necessario nova aplicagéo.

Um estudo que utilizou o acido hialurdénico para@epchimento cutaneo avaliou sua
eficacia e seguranca para correcao estética. Wahdetcinqienta e sete pacientes foi tratado

com injecao intradérmica do produto e apos 1, 3, & 12 meses avaliaram, 0s pacientes e
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médicos, subjetivamente a melhora estética loqaltlEs meses houve melhora de 96,4% e
100%, respectivamente, mostrando que o produtaiprbdns resultadd’s

Outro estudo comparou os resultados do acido brikw e do colageno bovino no
preenchimento de pele. Ao todo, sessenta e oiteergas foram tratados com os dois
produtos em lados contralaterais do sulco nasdlab@mvaliacdo do nivel de enrugamento foi
feita pelos proprios pacientes e pelo investigguor seis meses e indicaram que o acido
hialurdnico foi mais eficaz que o colageno bov¥ino

Um estudo interessante avaliou a incidéncia debezagdversas e a seguranca com 0
uso do acido hialurénico para preencher a pele98& & 2001, na Europa. De 12.344 seringas
vendidas foram avaliadas 4.320 e em apenas 34 aadspersensibilidade foi relatada. Isso
demonstra que o risco de ocorrer a hipersensitdgidaede 0,8% dos casos. Nao foi encontrada
infeccdo bacteriana e nem reacgdes sistémicas. $&odencluir entdo que o acido hialurdnico
é muito util e segur.

Estudos histolégicos demonstram grande biocomfidtide e tolerancia do AH pela
pele, entretanto ndo foi encontrada na literaturaedficacdo de sua implicacdo na
neocolagénesg

O acido hialurébnico € um produto com bons resultadmnforme observado nos
estudos acima, mas estes resultados duram em dediaa 9 meses, quando se encontrara
praticamente todo reabsorvido. Além disso, é undytmde alto custo. Busca-se, entdo, um
produto que proporcione 0s mesmos resultados ddo dcialurbnico, mas com uma
durabilidade mais prolongada.

A hidroxiapatita € um fosfato de célcio hidratadomponente majoritario da fase
mineral dos 0ssos e dentes humanos (cerca de 3P-A0@mula quimica da Hidroxiapatita
é representada por GPQ;)6(OH),. E produzida pela conversio quimica do exoesquetet
carbonato de calcio de corais marinRosites e Geniopora*=°

A hidroxiapatita de coral (HA) é um biomaterial lizado ha muitos anos como
material de enxerto ésseo. Prové uma osteogénesecgr, € indutor de neoformacéo 0ssea e
forma um arcabouco para a reparacao tecidual gured@rece o crescimento 0sseo para 0s
locais em que ela é implantada, estabelecendodkgagle natureza quimica entre a
hidroxiapatita e o tecido dsseo (bioativo), pemditi a proliferacdo de fibroblastos,
osteoblastos e outras células Osseas. Suas peageedde biocompatibilidade e

osteointegracdo colocam este material como um dos mmportantes substitutos do 0sso
humand4,18,19,20,21,22,30

40



No caso dos enxertos 6sseos, € utilizado na soefsélida. Para ser utilizado como
material de implante injetavel, microesferas dedxpatita de célcio sédo veiculadas em gel
de polissacarideos (polimeros naturais), que éteiner ndo desencadeia reacdo de
hipersensibilidade.

Embora a hidroxiapatita de coral tenha sido vastéenestudada no tecido 6sseo,
recentemente alguns estudos vém abordando conamnsgeus resultados quando implantada
no tecido subcutaneo.

Pesquisas mostram que a resposta tecidual as mutoybas de hidroxiapatita,
quando implantadas em tecido subcutaneo de ratos,urfa inflamagcdo cronica
granulomatosa com células inflamatoérias envolvelado particulas. Nao foi observada
resposta imunoldgica exacerbada, o que indica dadauve rejeicdo do materfal

Alguns estudos demonstram que o implante de HAenmld conjuntivo subcutaneo
produz uma reacao inflamatoria rica em fibroblgs®gue ap6s 60 dias tornou-se uma
espessa faixa de tecido conjuntivo com fibras elag®.

Segundo alguns autores, que estudaram o efeit@dxiapatita quando infiltrada no
tecido subcutdneo de porcos, houve envolvimento ndaterial injetado por uma
pseudocapsula e uma reacgdo iniciada por fibroldast@élulas inflamatoérias. O material
manteve seu volume e se mostrou inerte e toleadsehnimais do estutio

Um importante estudo avaliou pela primeira vez mportamento da hidroxiapatita de
coral na pele humana. O biomaterial foi injetadoetpao pos-auricular de trés pacientes e foi
realizada uma biopsia no local apdés 1 e 6 mesesnédsamo tempo, foi injetada no sulco
nasolabial bilateral e apés 6 meses as pacientamdearecer de muito satisfeito, satisfagéo
moderada, satisfacdo minima ou insatisfeito. Toalaspacientes relataram estar muito
satisfeitas. Nao foi observada reacado inflamat@xacerbada, ossificacdo, fibrose ou
infeccdo. No estudo histoldgico observou-se qupaasculas de hidroxiapatita no primeiro
més encontravam-se cercadas de um colageno npgd]ltque se mantiveram presentes na
avaliacdo do sexto m&s

Conforme alguns autores, que avaliaram a eficdoieca e a satisfacdo do paciente
com o uso da hidroxiapatita de coral para o preeraito cutédneo, noventa pacientes
submeteram-se a injecao intradérmdeasulcos, cicatrizes, rugas e foram avaliadas 4pgs
o tratamento e seis meses depois quanto a dor,losoderitema da pele, aparéncia e
satisfacdo. Em termos de eficacia e satisfacdopdomntes apds 6 meses, eram bons ou

excelentes em 74% e 88%, respectivamente. Setenpegiapresentaram nodulos, mas foram
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tratados. Isso mostrou que a hidroxiapatita del éoeficaz e bem tolerada quando usada para
preencher as imperfeicées da pele

Um estudo recente avaliou a eficacia em longo pmza seguranca do uso da
hidroxiapatita de coral como preenchedor cutanem tdtal de 609 pacientes recebeu
injecBes do hidroxiapatita de coral em diversaasida face e foram avaliados em seis, doze
e vinte e quatro meses. Em cada uma das avaliaggeacientes definiam a satisfagdo com o
tratamento baseado numa escala que ia de zerdifiesa) a cinco (totalmente satisfeito).
Também foi perguntado se utilizariam novamente atatnento. Do numero total, 155
pacientes forneceram dados apos seis meses; a deedatisfacdo foi de 3,94 e 89% deles
utilizariam novamente a hidroxiapatita de coral68@d2 e 24 meses, 112 pacientes foram
reavaliadas e 74% faria um novo tratam&hto

Este estudo avaliou a satisfacdo e a duracdo dodospreenchedor de pele de
hidroxiapatita de coral para linhas, bordos e suttaoface. O produto foi injetado com agulha
fina na area a ser tratada em 40 pacientes que itiiadle entre 25 e 60 anos. Todos foram
observados por um periodo de 18 meses e nenhuto gf&Emico ou resposta imunoldgica
foi encontrada. No exame de satisfacdo, 87% dosergas avaliaram estar bom ou
aceitavel’,

S&o varios os estudos clinicos que avaliam ostaed da hidroxiapatita de coral
implantada no tecido subcutdaneo quanto sua biodimipade, biofuncionabilidade e
também quanto a satisfacdo dos pacientes. Em sipianapresentam estudos subjetivos,
com caracteristicas tendenciosas ou de propag@utaente um destes estudos avaliou
histologicamente os resultados da hidroxiapatitaatal quando inserida na derme, porém
com uma amostra pequena.

Por essas razoes, considerou-se pertinente inxestigfeito da HA na derme. Optou-
se por um estudo envolvendo animais de experim@mtdendo em vista a importancia do
estudo histoldgico para analisar as variaveis eestgo.

O rato foi escolhido como modelo animal pelo saud@ crescimento, atingindo a
idade adulta em cerca de 90 dias. Para homogemreittaedmostra utilizaram-se apenas ratos
machos, evitando-se o ciclo estral inerente asdéme

O tipo de anestesia empregada ja estd bem descrigtabelecido em muitos
trabalhos.

O presente trabalho constou de trés grupos: o gryperimento, onde foi implantado
hidroxiapatita de coral (HA). O grupo controle, qoal foi implantado acido hialurénico

(AH) e o grupo procedimento simulado (sham), ormlerfjetado soro fisiologico (SF). O
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acido hialurénico foi escolhido como controle per am produto amplamente utilizado, ha
mais de 30 anos, com efeitos bem estabeleCigos 3% 333433, 36

Durante a implantacdo do biomaterial, a introdudaoagulha e a colocacdo do
produto no tecido desencadeiam uma sequéncia d#osveaturais dos tecidos com a
intencdo de cicatrizar o local. Esse processo iélidivem trés fases. Apos a lesé@o e a partir
da formacdo de um codgulo comeca a fase inflamlmatdguda. Sua duracdo € de
aproximadamente 7 dias. Mediadores quimicos prowoc@sodilatacdo, aumentam a
permeabilidade dos vasos e favorecem a quimiotd®& neutrofilos, que combatem os
agentes invasores, dos linfécitos e dos macrofagesrealizam a fagocitoSé*

Na préxima fase, a fase proliferativa, os fibrotdasmigram para o local da ferida e
sdo ativados para estimular a sintese de colagermmlageno € responsavel pela forca e
integridade dos tecidos. Esta fase tem a duraca@ del4 didd*:

Finalizando a cicatrizacdo, na fase de maturacaoremuwodelagem, o colageno
depositado se organiza e se espessa, adquirindo fogja ténsil. Essa fase é considerada a
mais importante, pois a velocidade, a qualidadegaamtidade total de deposi¢cdo da matriz
determinam a resisténcia da cicatriz. O processoed®delamento da ferida implica no
equilibrio entre a sintese e a degradacdo de cwadesta ultima fase é uma fase tardia,
podendo durar de meses a &figs

A derme normal é formada por uma maioria de colagego | (80 a 90%) e por
colageno tipo 11l (10 a 20%). No inicio da cicaig@o a quantidade de colageno lll, que € um
colageno novo, aumenta e conforme passa o temfibras ficam mais firmes e organizadas.
Neste momento j4 ndo deve ser considerado coldgenbl, assim, a propor¢éo de colageno
I e 1l fica mais proxima a derme intacta. A sietegobal de colageno aumenta por pelo
menos 4 a 5 semanas ap6s um ferinfénto

Foi utilizada a coloracdo por Hematoxilina e EosiHE)*, para fazer uma analise
qualitativa do processo inflamatério agudo. Na@rforencontradas células da fase aguda da
cicatrizagdo, tais como neutréfilos, macrofagosroblastos, em nenhum dos grupos
analisados. Esse achado € esperado, por se eagatutlo de uma fase tardia da cicatrizacao,
e se houvessem células inflamatdrias nessa fases, estariam demonstrando um processo
inflamatorio exacerbado ou retardado.

A literatura evidencia que o AH é muito bem toleraela pele, com minimo processo
inflamatorio. Os nossos achados vao de encontroesses dados e apontam ainda que a HA

também ndo desencadeou processo inflamatorio deatteou prolongado.
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Mesmo ndo sendo objetivo do estudo, a observacstasdenesmas laminas sugeriu
subjetivamente que, aos 30 dias, houve aumentgmkssura da derme reticular nos grupos
HA e AH, e aos 90 dias, apenas o grupo HA mantesa earacteristica. I1sso levou a pensar
que a HA pode apresentar caracteristicas de bicattniglade semelhantes a do AH,
entretanto com maior potencial da manutencao decéwlda neocolagénese. Isso talvez se
deva ao fato de que uma vez implantado na derm#¢A deva cerca 3-4 anos para ser
completamente reabsorvido, e nesse periodo em sp@epeesente na derme, mantém o
estimulo & formacé&o de fibras colagéfas

Este ultimo achado néo foi considerado como rasduiltpois para tal seria necessario
realizar a medida da derme reticular, porém, ac®umportante comentar estas observacdes
nesta discussdo, para que em um proximo trabalba esridvel possa fazer parte da
metodologia.

Para a investigacdo do efeito desses materiaisnglante sobre a neocolagénese,
utilizou-se uma coloracéo especifica para colagerRicrosirius Reth**** A 1amina corada
pelo Picrosirius Red quando submetida a polarizafgianicroscopio € um procedimento
especifico para detectar colageno, porque essalmgtostra diferentes interferéncias de cor
e intensidades de birrefringéncias. Além dissoe emgétodo é utilizado, também, para se
estudar a distribuicdo e a orientacdo dos tiposalggenos nos tecidos. Por essa técnica,
pode-se observar que as fibras coladgenas maissaspegsram-se em vermelho-alaranjado,
exibindo birrefringéncia acentuada — colageno fipds fibras colagenas mais finas sao
pouco birrefringentes e mostram cor esverdeaddgeno tipo 114

Para a quantificacdo das fibras colagenas valelesen programa informatizado de
andlise de imagens, que ja estd bem demonstradiabekecido em diversos estutfos
Verificou-se que aos 30 dias de observacado, tantdHoquanto a HA promoveram
neocolagénese em quantidade semelhante. Aos 9Gap&sas o grupo HA mantinha o efeito
de neocolagénese. Isso corrobora com os achaditerdéura, que demonstram que a HA
quando implantada no tecido celular subcutadneouzingd formacdo de colageno,
principalmente apds 60 dias.

Quando se comparou os tipos de colageno (I e d3gntes na derme, verificou-se
que aos 30 dias de observacao o grupo SF manteeguiffbrio entre as quantidades, o que
demonstra uma atividade normal da pele. Tanto pagAH quanto o grupo HA apresentaram

uma prevaléncia do colageno do tipo I.
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Aos 90 dias de observagao o grupo SF manteve o onpadrdo, mas tanto o grupo
AH quanto o grupo HA mostraram uma maior quantidaide colageno do tipo |ll,
considerado imaturo, mostrando que ainda estag&uea neocolagénese no tecido.

Quando se realiza um preenchimento de pele, ofta#ss obtidos inicialmente sao,
em grande parte, em decorréncia da presenca fisigaroduto (efeito mecéanico). Com o
tempo a presenca do biomaterial induz a uma formagéural de colageno que passa a
preencher o espaco. Isso leva a pensar que o noléige Ill que estava presente aos 90 dias
nos grupos AH e HA se deva ao efeito indutor deolegénese dos produtos.

Considerando que na contagem global da quantidadeothgeno o grupo HA
apresentou maior niumero aos 90 dias, leva a pepsareste grupo induz a uma maior
neocolagénese e por um tempo mais prolongado.

Certamente ha necessidade de mais ensaios expgisnenclinicos para que se
possam transpor esses resultados para a praticzadiaria.

Entretanto, a contribuicdo dessa pesquisa foi dstrasra possibilidade do uso da HA
como implante dérmico absorvivel, com biocompatihde e biofuncionabilidade

comparavel a do AH e com maior durabilidade quessmo.
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6. CONCLUSOES

1. A hidroxiapatita de coral demonstrou ser bioconyeht biofuncional.

2. A hidroxiapatita de coral demonstrou-se indutora ramcolagénese, sendo que

manteve este efeito por maior periodo de tempo.
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